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RESUMEN

Diversas investigaciones han reportado la toxicidad que ejerce el talio y sus
compuestos sobre los seres vivos, pero los estudios relacionados con los efectos
celulares y genéticos no son contundentes. Este es un metal que forma compuestos
organicos e inorganicos en estado de oxidacion |y I (TI* y TI**) la mayoria de ellos
incoloros, inodoros e insipidos. Para su comercializacion se obtiene de la fundicion y
refinacion de cadmio, plomo, cobre y zinc. Industria como la cementera, la eléctrica y
otras que usan carbén como fuente de energia liberan talio al ambiente, razén por la cual
es considerado contaminante. Como metal no es comun que cause intoxicaciones, pero
sus sales son ampliamente usadas en la elaboracion de diversos productos del sector
salud, la industria cosmética y en la fabricacion de plaguicidas.

El ion talioso (TI") es mas estable que el ion talico (TF*). El TI' presenta
propiedades parecidas al cation de potasio (K") en radio idnico y carga eléctrica,
caracteristicas que le permiten interferir con varios procesos celulares incluyendo las
funciones dependientes de K*. La toxicidad del talio y sus compuestos en humano y otros
organismos esta bien documentada, sin embargo sus efectos a nivel celular y sobre el
material genético son escasos y poco contundentes.

Por lo anterior en el presente estudio se propuso valorar los efectos sobre el indice
mitético (IM), indice de replicacion (IR) y la frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas (ICH) en linfocitos humanos tratados in vitro con 0.5, 1, 5, 10, 50 y 100 pg/ml de
acetato de talio (CHsCOOTI). Para cubrir el objetivo planteado, se tomaron muestras de
sangre periférica de tres donadores jovenes clinicamente sanos y sin historia reciente de
exposicion a farmacos o radiacion. Se hizo la siembra de células, los cultivos se incubaron
a 37°C durante 72 h, a las 24 h se aplicé las concentraciones de acetato de talio, al
mismo tiempo se agreg6 5 pg/ml de 5-bromodesoxiuridina (BrdU), y con la intencion de
obtener las células en metafase a las 71 h se adicion6 0.2 pg/ml de colcemida.
Finalmente, a las 72 h se realiz6 la cosecha, después las células se fijaron, se gotearon
en portaobjetos y se realiz6 la tincion diferencial.

El andlisis de los resultados mostré reduccion significativa del IM en los cultivos de
los tres donadores en todas las concentraciones empleadas de acetato de talio. Los
valores del IR fueron menores al grupo testigo con diferencias estadisticas a partir de la
concentracion de 5 ug/ml, ademas, ambos indices disminuyen de forma dependiente de la
concentracion. En cuanto a la evaluacion de los ICH, estos no se analizaron en las
concentraciones de 50 y 100 pg/ml para dos de los donadores debido a elevada toxicidad
celular, sin embargo, el promedio de los datos de los tres donadores mostraron
diferencias significativas en la concentracion de 10 y 100 pg/ml.
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Lo anterior indica que el acetato de talio es un compuesto citotéxico y citostético,
gque puede bloquear la cinética de ciclo celular. Ademas, el talio no es un buen inductor de
ICH, ya que los resultados de los tres donadores no son consistentes y el promedio revela
efecto en 10 y 100 pg/ml; sin embargo, en la concentracion mas alta la comparacion
estadistica son los datos de un donador contra el promedio, lo que limita la interpretacion.
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Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza terrestre en
concentraciones muy bajas. No obstante, debido a la gran actividad humana en las
Ultimas décadas se ha propiciado el aumento en los niveles de estos elementos en la
atmaosfera, principalmente por su uso en las industrias y en la fabricacion de distintos
productos, los ha llevado a que varios de ellos sean considerados contaminantes
ambientales.

Dentro del grupo de los metales se encuentran los pesados que son aquellos cuya
densidad es por lo menos cinco veces mayor que la del agua, entre ellos se encuentran el
cadmio, cobalto, cromo, cobre, mercurio, niquel, plomo, estafo, zinc, selenio, vanadio y
talio. Estos son ampliamente distribuidos en el ambiente por la erosion de formaciones
rocosas, se producen en forma de particulas o disueltos en los suelos, rios, lagos, agua
de mar y los sedimentos del fondo marino. Ademas los volcanes también liberan metales
pesados a la atmésfera, sin embargo, la actividad en las areas de produccién agricola e
industrial se puede detectar mayores concentraciones, en comparacion con los niveles de
zonas de poca actividad antropica (Babula et al. 2008).

Una vez liberados sobre el ambiente pueden permanecer por tiempo indefinido,
incrementando su contacto con los seres vivos y en el caso de ser toxicos incrementando
su peligrosidad, asi también al no ser biolégicamente degradables tienden a acumularse
en los tejidos e incrementar su presencia en las cadenas tréficas (Fu et al. 2011).

Varios metales son esenciales para la vida y benéficos en bajas concentraciones,
otros no son esenciales pero también resultan benéficos, sin embargo la mayoria en
elevadas concentraciones son toxicos y constituyen un factor de riesgo para la salud
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Por su necesidad, los metales pesados se clasifican en dos grupos, los
oligoelementos y los no esenciales. Los primeros llamados micronutrientes son requeridos
en pequefas cantidades o cantidades traza por plantas, animales y el humano; participan
en diversos procesos metabdlicos y son necesarios para que los organismos completen
su ciclo vital. Los no esenciales, no tienen funciones biol6gicas reconocidas y
dependiendo de sus propiedades y la dosis algunos tienen propiedades terapéuticas, pero
otros a bajas dosis pueden causar efectos adversos sobre los organismos. Sin embargo
esenciales o no la mayoria pasado cierto umbral se vuelven toxicos, entre ellos se
encuentran antimonio, arsénico, cadmio, cromo, boro, cobalto, cobre, cromo, hierro,
molibdeno, manganeso, niquel, plomo, selenio, vanadio, talio y zinc (Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano 2006, Maury et al. 2010).

Dentro de los metales no esenciales y considerados peligrosos para el ser humano
y las distintas formas de vida se encuentra el talio (TI).
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El talio es un metal que ha incitado a diversos investigadores a su estudio por su
elevada toxicidad. Desde la antigiedad hasta la actualidad se conocen casos de
envenenamiento por talio y a pesar de que en los 70s la Organizacion Mundial para la
Salud, la Agencia de proteccién al Ambiente, el Comité Europeo de la Salud entre otras,
prohibieron su empleo en productos de uso cotidiano y en plaguicidas, se siguen
atendiendo en todo el mundo casos de envenenamiento por este metal (Cvjetko et al.
2010, EPA 2009).

Propiedades fisico-quimicas del talio y usos

El talio fue descubierto en 1861 por William Crookes, es un metal del grupo Ill, con
namero atémico de 81, de color blanco a gris azulado, muy suave, maleable e insoluble
en agua, con masa atomica de 204.38, densidad de 11.83 g/cm3, cuenta con dos
valencias y dos estados de oxidacién correspondientes al ion talioso (TI") y talico (TI*),
que cuentan con un radio iénico de 1.40 A y 0.95 A, respectivamente. Los compuestos
organicos e inorganicos formados por el ion talioso son méas estables que los del ion
talico, el primero muestra caracteristicas parecidas al ion potasio (K*) en el radio i6nico y
carga eléctrica, que es de 1.33 Ay 1+, respectivamente (Peter y Viraraghavan 2005, EPA
2009).

El talio, se encuentra extensamente distribuido en la naturaleza, principalmente en
los minerales como crookesita (TICuAg,Se), lorandita (TIASS,), urbaita (TIAs,SbSs).
Comercialmente es obtenido de los humos de la fundicion y refinacion de cadmio, plomo,
cobre y zinc, y como subproducto de los barros obtenidos en la fabricacion de &cido
sulfarico, aislandose por electrdlisis (Marti y Desoille 1993, Nriagu 1998).

En los ultimos afios la concentracion de talio en la atmésfera se ha incrementado
como consecuencia de sus amplios usos, por lo que en la actualidad es considerado
contaminante ambiental y un problema ecoldgico derivado de su elevada toxicidad en
flora y fauna, con un impacto comparable a la de plomo y mercurio (Peter y Viraraghavan
2005, IPCS 1996).

Este metal es liberado por la quema de combustibles fosiles, durante el
refinamiento de las fracciones de petréleo, la fundicién de metales ferrosos y minerales no
ferrosos, por procesos industriales como la producciéon de cemento y en la produccion de
energia eléctrica como las principales fuentes de emisién (Nriagu y Pacyna 1988, IPCS
1996, Lan y Lin 2005, EPA 2009).

Ha sido utilizado como catalizador en ciertos tipos de aleaciones, en joyeria de
fantasia, en termémetros de baja temperatura, en semiconductores, en la elaboracion de
pigmentos y colorantes para la industria pirotécnica, en la fabricacion lentes Opticos, vidrio
de fusion baja, ldAmparas de mercurio y celdas fotoeléctricas, como depilatorio del vello
facial y corporal, asi como en la elaboracion de una amplia gama de plaguicidas entre los
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que se encuentran rodenticidas, insecticidas, nematocidas, fungicidas, herbicidas,
acaricida, molusquicidas y formicidas (Gil 2005, Pelclova et al. 2009, EPA 2009).

En el sector salud se ha usado para combatir enfermedades como sifilis, gonorrea,
disenteria, tuberculosis y malaria. Pero debido a su elevada toxicidad, en la actualidad su
uso esta restringido. Si bien es un elemento altamente téxico, se ha estudiado en un
grado mucho menor que otros elementos considerados elevadamente toxicos para el
humano tales como el plomo, cadmio o mercurio (Pelclova et al. 2009, EPA 2009).

El talio y sus compuestos son de gran importancia en las diferentes industrias, por
ejemplo, el talio 201 es utillizado ampliamente en las imagenes de miocardio,
el acetato de talio se utilizé en la fabricacién de productos para la depilacion; el sulfato de
talio es un precursor al sulfuro del talio (TI,S) del cual la conductividad eléctrica cambia
con la exposicibn a la luz infrarroja haciendo con ello sus compuestos Utiles en
fotoresistores; el cloruro de talio funciona como catalizador en la cloracion y ldmparas de
bronceado; el carbonato de talio por su parte es utilizado como producto quimico
intermedio en la fabricacién de diamantes de imitacién; el oxido de talio es empleado en la
fabricacion de vidrios de color amarillo verdoso, ceramicas y semiconductores y la
aleacion con oxido de silicio forma parte de fibras épticas; por Gltimo el nitrato de talio se
usa en analisis quimicos y bengalas de emergencia (IPCS 1990, Marti y Desoille 1993, Gil
2005).

Debido a que las sales que forma el talio son solubles en agua (Cuadro |) permite
que el metal este biodisponible y al contacto con los organismos y en particular con los
animales pueden incorporarse al cuerpo por ingestion, inhalacién, o a través de contacto
con la piel, causando efectos en el tracto gastrointestinal, sistema nervioso, higado, rifién
y sistema cardiovascular (Galvan-Arzate y Santamaria 1998, WHO 2006, Babula et al.
2008).

Limites de exposicién

El limite de exposicién laboral de acuerdo a la Administracion de Salud y
Seguridad en el trabajo (OSHA, de sus siglas en ingles), el Instituto Nacional para la
Salud y Seguridad en el Trabajo (NIOSH) y la Conferencia Mundial de Higienistas
Industriales Gubernamentales (ACGIH) es de 1 mg/cm® como promedio durante un turno
laboral de 8 a 10 horas (NJDHSS 2000a-d, 2004a-b, y 2007).

Por lo general las concentraciones en las que el talio se encuentra distribuido en
las corteza en forma de sales y minerales oscilan entre 0.3 a 0.6 mg/kg, en la corteza
oceanica es de 0.013 mg/kg, ademas se estima que la concentracion media en el agua de
mar es de 65 pmol/kg. El nivel indicado para el agua potable es de 0.002 mg/l, en el suelo
de cultivo de 1 mg/kg, el limite optimo para los cultivos va desde 0.03 a 0.3 mg/kg y en
plantas terrestres de 8 pg/kg a 1mg/kg (Cvjetko et al. 2010).
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La provincia de Guizhou en China, la mina Allchar en Kavadarci, Macedonia,
Lengenbach en Suiza y Rotokawa en Nueva Zelanda son areas en donde se encuentran
altas concentraciones de talio de forma natural (Cvjetko et al. 2010).

Cuadro |. Propiedades de los compuestos de talio con importancia industrial y toxica

Compuesto Estado de Peso Densidad Solubilidad
, . L 3 Color
(formula) oxidaciéon molecular (g/cm”) en agua (g/l)
Talio (TI) 1+,3+ 204.38 11.83 Insoluble Gris azulado
Acetato de talio
(CH,COOTI) 1+ 263.43 3.7 Soluble Blanco
Acetato de talio
((CHsCOO)sTl) 3+ 381.52 Sd Sd Sd
Carbonato de talio
(T1,COs) 1+ 468.78 7.1 40.3 Blanco
Cloruro de talio
(TICl) 1+ 239.84 7 2.9 Blanco
Tricloruro de talio :
(TICl,) 3+ 310.74 Sd 862 Cristales
Oxido de talio
(T1,0) 1+ 424.77 9.52 Insoluble Negro
Oxido de talio
3+ 456.76 Sd Insoluble Negro
(T1,05) S
Nitrato de talio
(TINO:) 1+ 266.39 5.56 955 Blanco
Nitrato de talio
trinidratado 3+ 444.44 Sd Descompone Cristales
(TI (NO3)5+3H,0)
Sulfato de talio
(T1,SO,) 1+ 504.82 6.77 Soluble Blanco
Sulfito de talio
(T1,S) 1+ 440.85 8.46 0.2 Sd
Sd= Sin datos

Modificado de IPCS 1996, NJDHSS 2000a-d, 2004a-b, y 2007, EPA 2009

Biocinética del talio

La intoxicacion en humanos con talio aparece inmediatamente después de su
absorcion ya sea por la exposicion via respiratoria, por la ingestion de alimentos
contaminados o a través de la piel. El tipo de exposicion se pude considerar de aguda a
cronica segun el tipo de manifestaciones clinicas, la dosis y la edad. De hecho debido a
gue las sales de este metal son incoloras, inodoras e insipidas, han sido utilizadas con
fines de homicidio, en casos de envenenamiento intencional y accidental (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998).

En general en los mamiferos, la absorcion gastrointestinal de las sales de talio es
rapida y en su totalidad. Se conoce que los 6xidos y la mayoria de las sales de talio se
absorben también rdpidamente por la mucosa del aparato respiratorio, la boca y los
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pulmones, asi como por la piel. Se distribuye en todo el organismo por via hematica en su
forma ibnica y se acumula preferentemente en el higado y rifibn, sin embargo una
acumulacién adicional se produce en las paredes intestinales, el tejido muscular, huesos,
piel, glandulas sudoriparas y sebaceas, ufias, pelo y en todo el sistema nervioso. Ademas
es capaz de atravesar la barrera placentaria y hematoencefalica, y una parte es absorbida
por los eritrocitos. Es eliminado en la orina, saliva, pelo, ufias, leche y lagrimas, parte es
descargado por bilis en el tracto digestivo y consecuentemente eliminado en las heces
(Figura 1) (WHO 2006, Babula et al. 2008, EPA 2009).

TALIO
(TI+, TI®Y)
INHALACION INGESTION ABSORCION
DERMICA
\ v
@

!

Torrente sanguinea

v
Eliminacién

Sistema i .., Corazén,testiculo,
nervioso Higado Rifion 1 qculo, entre \
otros Orina Uias
Heces Sudor
Cabello Y Lagrimas
Leche
materna

Figura 1. Biocinética del talio en mamiferos.

Los sintomas caracteristicos de intoxicacion por exposicibn o envenenamiento
intencional u accidental a corto plazo son dolor y distencion abdominal, nauseas, vomito y
diarrea, seguidos de parestesias en las extremidades distales, erupciones cutaneas
eritematosas en las mejillas y la region peribucal e hiperqueratosis y lineas de Mees;a
largo plazo se presenta alopecia, alucinaciones, convulsiones, coma, hipertension arterial,
nefrotoxicidad, taquicardia, e insuficiencia cardiaca grave. Asi mismo las secuelas que
pueden presentar los pacientes después del tratamiento son insuficiencia renal y cardiaca,
alteraciones mentales y ceguera (Martinez et al. 2003, Tsai et al.2006, Sharquie et al.
2011).
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Casos de intoxicacion de talio en la literatura y efectos sobre la salud

En la literatura existen un nimero considerable de casos de exposicién a talio, no
obstante a continuacion se describen algunos casos seleccionados con la intencién de dar
un panorama generar de la toxicidad en humanos y sus repercusiones.

En nuestro pais por ejemplo se tiene el caso de un recién nacido expuesto a talio
en el vientre materno, durante su gestacion, al nacer presentd insuficiencia respiratoria,
criptorquidia bilateral, ano imperforado, estupor, cianosis distal y petequias, ademas a las
24 horas de nacido se encontraron 60 pg/l de talio en orina. Con tratamiento adecuado los
sintomas fueron desapareciendo pero a los tres afios presentd retraso psicomotor
(Rangel-Guerra et al. 1990).

En otro caso, sucintado también de nuestro pais, un nifio de cinco afios que ingirié
raticida con un contenido de 1.2 g de sulfato de talio (equivalente 30 mg/kg de TI)
presentdé anorexia, nausea, dolor difuso en el abdomen, mialgias, debilidad en los
miembros pélvicos, dolor y aumento en las articulaciones, sintomas que inicialmente
hicieron suponer Lupus eritematoso, pero la alopecia y los niveles de talio en sangre (37.2
pg/dl) y orina (23.30 pg/l) determinaron la intoxicacién por este metal (Montoya-Cabrera et
al. 1991). Estos son solo algunos de muchos casos que estos autores han descrito de
similar importancia.

Se tienen documentados otros casos de ingesta de sulfato de talio u otros
compuestos no definidos pero que contenian altas concentraciones de talio (p.e. 35 g/l o
gente que consumié agua contaminada), en los que se encontraron valores de 5240 ug/l y
69600 ug/l en suero y orina, ademas de presentar sintomas como parestesias, nauseas,
vomitos, dolor y debilidad en las extremidades, perdida del cabello y pérdida momentanea
de memoria (Malbrain et al.1997, Lu et al. 2007).

Mecanismo de toxicidad

El mecanismo de accién por el cual ejerce su efecto tdxico esta relacionado con la
incapacidad de las membranas celulares para distinguir entre el TI" y el K*, ya que ambos
iones poseen radios idnicos similares, de esta manera el TI" es capaz de interferir en los
procesos dependientes de K' y otros cationes como Na' y Mg?* (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998, Nriagu 1998)

Como otro posible mecanismo de la toxicidad del talio se postula la capacidad del
metal para reaccionar con grupos sulfhidrilo de las proteinas, lo que interfiere con una
variedad de procesos, el cloruro de talio (I) en solucibn acuosa es capaz de formar
complejos con el azufre que contienen los aminoacidos, sin embargo, los resultados son
poco contundentes por lo que los autores concluyen que es poco probable que este sea
el principal mecanismo de toxicidad (Galvan-Arzate y Santamaria 1998, EPA 2009).

El talio puede estimular el ATP en las células cromafines y por lo tanto conducir a
un aumento de la secrecion de catecolaminas, lo cual provoca taquicardia, ademas puede
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producir dafio directo al miocardio o llevar a cabo la despolarizacion de las membranas y
antagonizar el efecto del calcio en el corazén (IPCS 1990).

Un posible mecanismo por el cual el talio puede ejercer efectos neurotdxicos es a
través de la interaccién de este con los fosfolipidos de las membranas, tanto en células de
cerebro como de otro tipo de 6rganos, se ha demostrado que el talio produce alteraciones
importantes en la fluidez de la bicapa lipidica lo cual podria afectar numerosos procesos
como la actividad enzimética, el transporte intracelular, asi como la funcionalidad de los
receptores e inducir oxidacion de lipidos. Ademas la interaccion del talio con el fosfolipido
cardiolipina, podria tener un profundo impacto en la funcionalidad de las mitocondrias y
ser parcialmente responsable de la liberacion de citocromo-c al citosol, con la
consecuente activacion de las caspasas efectoras, lo que conduciria a la muerte celular
por apoptosis (Villaverde y Verstraeten 2003, Puga y Verstraeten 2008).

Efectos genotéxicos in vivo e in vitro del talio

Los estudios relacionados con los efectos del talio a nivel celular y sobre el AND in
vitro e in vivo son muy pocos, y debido a esta situaciéon no son concluyentes.

En hamster Chino a los que se administrd en intervalos de 24 horas dos dosis de 5
6 10 mg/kg de cloruro talio, se llevé a cabo la prueba de intercambio de croméatidas
hermanas (ICH) en células de médula 6sea y esta no evidencio cambios con respecto al
grupo control (Leonard y Gerber 1997).

En células binucleadas de linfocitos humanos cultivados de un individuo que ingirio
aproximadamente 0.5 g de sulfato de talio se encontr6 incremento significativo de
micronucleos (MN), sin cambios en las evaluaciones tanto de ICH como de aberraciones
cromosomicas estructurales (ACE), por lo cual se ha propuesto que el talio y sus
compuestos posiblemente tienen efectos indirectos sobre el material genético,
interviniendo con la segregacion cromosomica durante la division celular (Leonard y
Gerber 1997).

Asi mismo los reportes que se tienen sobre acetato de talio suman un par y ambos
son en células vegetales, como es el caso de Lemma minor, en el cual se cultivo esta
planta durante 14 dias con fotoperiodos de 16 horas seguidos de 8 horas de oscuridad a
24 £ 2°C, con 0.2, 0.5, 1y 2 yM de acetato de talio, los resultados obtenidos sugieren que
puede inducir dafio primario sobre el ADN (en forma de rupturas de cadena sencilla) en
las plantas expuestas al compuesto y que este efecto es muy posible que se origine
indirectamente debido a la disminucion e inhibicion en la actividad de enzimas encargadas
de la defensa celular, como lo son algunas involucradas en abatir estrés oxidante (Babic
et al. 2009).

Un estudio similar al anterior pero en la planta de Vicia faba L., Radic et al. (2009)
encontraron (después de 72 horas que el acetato de talio en concentraciones de 0.5, 1, 5
y 10 pg/l) incremento de especies reactivas de oxigeno en las hojas y raices de las
plantulas. Estos autores concluyeron que el estrés oxidante estd involucrado en el
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mecanismo de toxicidad del talio y que la tolerancia de la plantula al metal se logra a
través del aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes, por lo tanto los efectos
del metal se dan de manera indirecta.

Sistemas de prueba

Los sistemas de prueba son utilizados para identificar los efectos toxicos que
produce los agentes ya sean fisicos, quimicos o biol6gicos. Entre estos sistemas se
encuentra un amplio conjunto de modelos in vivo e in vitro conocidos como bioensayos,
los cuales por un lado nos permiten conocer los efectos biolégicos y por el otro los
mecanismos por los que estos agentes actlan. A demas, permiten evaluar diversos
aspectos fisiol6gicos, metabdlicos y sobre el material genético, que conducen a la
toxicidad (NRC 1992, Rodriguez 1995, Rodriguez-Mercado 2001).

Por medio de estos es posible cuantificar la exposicion a cualquier agente y su
impacto sobre los organismos y la salud. Para conocer, evaluar y cuantificar los efectos
antes mencionados, los sistemas de prueba se apoyan en marcadores bioldégicos que a
su vez se clasifican en tres tipos, de exposicion, de susceptibilidad y de respuesta. Los
primeros permiten identificar la medida de la dosis interna mediante el analisis quimico del
compuesto téxico, su metabolito o metabolitos en fluidos corporales. Los segundos sirven
como indicadores de la respuesta individual frente a la agresién de un téxico o grupo de
téxicos, en tanto que los de respuesta indican cambios bioquimicos que acontecen tras la
exposicion a xenobibticos (Gil 2000).

Es importante tomar en cuenta que la variabilidad biol6gica entre individuos afecta
tanto a biomarcadores de exposiciébn como de respuesta (NRC 1992, Ostrosky 1994).

Como marcadores de efecto sobre el material genético estan el clastogénico,
mutagénico y genotdxico. Dentro de estos se encuentran las aberraciones cromosdémicas
(AC), intercambio de croméatidas hermanas (ICH), los micronucleos (MN), hibridacion de
fluorescencia in situ (FISH), el ensayo de electroforesis unicelular en gel y las mutaciones
génicas, entre otras.

Diversos agentes pueden alterar el proceso normal de division celular,
manifestaindose como inhibicion, retraso o aceleracion en la division celular. Dos
parametros que pueden indicar estas alteraciones son el indice mit6tico (IM) y el indice de
replicacion (IR), este ultimo se calcula a partir de la cinética de proliferacion celular,
mediante la técnica de tincién diferencial de cromatidas hermanas (Garza-Jinich et al.
1992, Rodriguez-Mercado et al. 2003 y 2010).

El intercambio de cromatidas hermanas es una prueba que nos permite estudiar el dafio
al ADN tanto en células de animales de experimentacibn como en cultivos celulares,
debido a su alta sensibilidad para cuantificar la mutagenicidad tanto de agentes fisicos,
quimicos como biologicos; por lo que los ICH son considerados como un buen marcador
de genotdxicidad (Evans 1982, Salamanca 1990).
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Los ICH, fueron visualizados por primera vez por Taylor en células vegetales
utilizando tritio y autorradiografia. Mas tarde se descubrié que la incorporacién de un
anadlogo de base, como la 5-bromo-2"-desoxiuridina (BrdU), en combinaciéon con el
colorante de tincién Hoechst 33258 revela los ICH. Este fendmeno se puede observar
debido a que el ADN se replica siguiendo un modelo semiconservativo, de esta manera el
analogo de base se aflade a la cadena nueva de ADN y en un segundo ciclo las dos
cromatidas hermanas difieren en la cantidad presente de la base anéloga, de tal manera
gue los cromosomas de la metafase de segunda divisibn se encuentran con una
cromatida bifilarmente sustituida con BrdU mientras que su croméatida hermana ésta
unifilarmente sustituida, esta condicion permite distinguir una cromatida de su hermana
(Figura 2) (Schneider 1982, Rodriguez-Reyes y Morales-Ramirez 2003, Wilson y
Thompson 2007).

Los ICH se consideran como una manifestacion de dafios causados al genoma,
sin embargo, su significado bioldgico asi como el mecanismo de su formacion no ha sido
explicado completamente. Se cree que los ICH pueden ser causados por la presencia de
lesiones en el ADN, en el momento de la replicacion o por alguna alteracion de éste ultimo
proceso, ya que es en este momento cuando las cadenas de ADN estan muy juntas y la
recombinacion homadloga puede llevarse a cabo con mayor facilidad (Eke y Celik 2008).

Los ICH no representan situaciones letales para la célula, sin embargo, se ha
observado que la frecuencia de éstos aumenta cuando las células son expuestas a
agentes tanto quimicos como fisicos que dafian el material genético, incluyendo agentes
mutagenos o cancerigenos, y en el caso de ciertas enfermedades congénitas como el
sindrome de Bloom, el padecimiento conocido como Xeroderma Pigmentosa y la
enfermedad de Behcet, todas relacionadas con alteraciones en las moléculas encargadas
de reparacién y recombinacién (Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo 2007; Morales-
Ramirez 1988).
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Figura 2. Tincién diferencial de cromatidas hermanas. [l Cadena de ADN sin
incorporacion de BrdU. Bl Cadena de ADN con sustitucion de BrdU. En A
incorporacion de BrdU durante el primer ciclo de division, en el cual las dos
cromatidas estan unifilarmente sustituidas; en B durante el segundo ciclo de division
la incorporacion de BrdU es bifilar en una cromatida mientras la otra es unifilarmente
sustituida con BrdU y en C En un tercer ciclo o subsecuentes se encontraran
cromosomas con una cromatida bifilar y la otra unifilarmente sustituidas con la base
analoga, asi como tambien cromosomas con las dos cromatidas sustituidas
bifilarmente.
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

La toxicidad que ejerce el talio y sus compuestos sobre el humano y los
organismos esta bien documentada, sin embargo sus efectos a nivel celular y sobre el
material genético son escasos y por lo tanto no son contundentes.

Sus sales han tenido multiples aplicaciones como lo son la elaboracién de diversos
plaguicidas, cosméticos y en el sector salud para combatir diversas enfermedades;
actualmente son Utiles en la fabricacion de vidrios, ceramicas y semiconductores,
formando parte de fibras épticas, a demas, por el uso de minerales con talio en industrias
como la cementera y la eléctrica es liberado en el ambiente.

Algunos autores coinciden en que la toxicidad del metal es comparable a la del
cadmio, niquel, mercurio o plomo. Se conoce que el ion talioso (TI") cruza las membranas
bioldgicas debido a que es confundido con los iones de K, tendiendo a acumularse en el
interior de las células interaccionando con varias moléculas y procesos celulares, no
obstante los mecanismos por los cuales ejerce sus efectos no se han descrito por
completo.

De lo anterior se desprende la necesidad de estudiar la toxicidad del talio en
diferentes sistemas de prueba, uno de los mas utilizados para este fin son los modelos in
vitro como lo es el cultivo de linfocitos humanos en combinacién con la técnica de tincion
diferencial de cromatidas hermanas. Esta metodologia permite evaluar genotoxicidad a
través de los intercambios de cromatidas hermanas (ICH) y al mismo tiempo permite
analizar toxicidad celular y alteraciones en la division a través del pardmetro de indice de
replicacion (IR) e indice mitético (IM).
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HIPOTESIS

Los datos acerca del dafio al ADN inducido por talio en diferentes sistemas de
prueba son limitados y no muestran resultados contundentes, no obstante, es importante
retomar los estudios con respecto a este topico para incrementar el conocimiento de los
efectos que el talio pueda inducir a nivel genético y celular.

Por ello, si el talio puede atravesar la membrana celular e interferir en los procesos
de la célula, es posible que tenga la capacidad de interactuar con el material
genético e inducir dafo, el cual se manifestara como intercambio de cromatidas
hermanas y ademas alterar el proceso normal de divisibn celular, ya sea
deteniendo el ciclo o produciendo muerte celular en linfocitos humanos tratados in
vitro.
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OBJETIVOS
General

Valorar los efectos citotoxico y genotoxico en linfocitos humanos tratados in vitro con 0.5,
1,5, 10, 50 y 100 pg/ml de acetato de talio (CH;COOTI).

Particulares

Evaluar el IM en cultivo de linfocitos humanos tratados durante 48 horas con el
acetato de talio.

Evaluar la cinética de division celular y determinar el IR en cultivo de linfocitos
humanos tratados durante 48 horas con el acetato de talio.

Cuantificar la frecuencia de ICH inducidos en los cultivos de linfocitos humanos
de sangre periférica expuestos durante 48 horas las diferentes
concentraciones del acetato de talio.

Determinar mediante pruebas estadisticas las diferencias entre los tratamientos
con talio y el grupo testigo.
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MATERIAL Y METODO
Reactivos

Todos los reactivos que se usaron fueron de Baker Analyxed de México, excepto el acetato
de talio (CH3COOTI, CAS 563-68-8, Riedel-de-Haén con 97% de pureza), la 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU, Sigma, San Luis Missouri, EUA), la colcemida y el medio de cultivo RPMI-
1640 PB-MAX (Gibco-Invitrogen, California, EUA), la Giemsa (Hycel de México) y la heparina
(Pisa, México).

Concentraciones utilizadas para el tratamiento

Se prepar6é una solucion patron de acetato de talio en agua desionizada, de la cual se
tomaron los volimenes para obtener la concentracion de 100, 50, 10, 5, 1 y 0.5 pg/ml,
respectivamente. La solucion de talio fue preparada en el momento y esterilizada por filtracién con
una membrana de 0.22 micras (Whatman, Inglatera). Las concentraciones aplicadas en este
trabajo se determinaron mediante una curva dosis efecto de acuerdo con la literatura y
experimentos previos realizados en el laboratorio.

Obtencién de la muestra de sangre

El estudio se llevoé a cabo utilizando la muestra de sangre periférica de tres donadores
jévenes, no fumadores, clinicamente sanos y sin historia reciente de exposicion a farmacos o
radiacién. Obteniéndose 10 ml de muestra por venopuncidn utilizando una jeringa con heparina,
como anticoagulante.

Cultivo de linfocitos humanos

En condiciones de esterilidad, se realizaron cultivos de 72 horas, utilizando tubos de 15 ml,
para lo cual se colocaron 0.5 ml de sangre en 4.5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 PB-MAX;
constituido con L-glutamina, sulfato de gentamicina como antibi6tico, suero fetal bovino y
fitohematoglutinina como un agente estimulante de la mitosis. Los cultivos se incubaron a 37°C y
a las 24 horas de iniciada la incubacion se adicioné el tratamiento de acetato de talio 100, 50, 10,
5,1, 0.5 pg/ml, contando con cultivos testigo a los cuales no se les aplicd ningun tratamiento. Al
mismo tiempo del tratamiento con el metal, a todos y cada uno de los cultivos se afiadié 5 ug/mli
del analogo de base BrdU. Una hora antes de concluir el periodo de incubacién, se detuvieron las
células en metafase, adicionando 0.2 pg/ml de colcemida.

Concluida la incubacién los cultivos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos,
posteriormente los paquetes celulares fueron sometidos a un choque hipoténico, para lograr una
adecuada dispersion cromosomica, durante 20 minutos a 37 °C con 5 ml de KCI (0.075M),
concluidos los 20 minutos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos y cada paquete
celular se fij6 con una mezcla de metanol-a4cido acético en proporcion 3:1, preparado en el
momento, se realizaron tres cambios con reposo de 15, 10 y 5 minutos respectivamente. Por cada
tratamiento con talio y los testigos se hizo un cultivo con su duplicado (Herrera et al.1999,
Rodriguez-Mercado 2001).
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Preparacion de laminillas y tincion diferencial

Las preparaciones se hicieron por goteo sobre laminillas previamente etiquetadas. Las
preparaciones se flamearon y se dejaron secar al aire. Posteriormente se realizé la técnica de
tincion diferencial de cromatidas hermanas, que de manera breve consiste en irradiar con luz
ultravioleta las preparaciones en un medio acuoso durante 20 minutos, seguido a esto se
colocaron en un bafio con solucién citrato salina (2xSSC, 0.03 M de citrato de sodio mezclado con
0.3 M de cloruro de sodio) a 55 °C durante 20 minutos. Al terminar el tiempo en la solucién salina
las preparaciones se enjuagaron al chorro de agua y se tifieron durante 20 minutos con Giemsa al
5%, quitando el exceso de colorante al chorro de agua y dejando completar el secado al aire
(Apelt 1981, Gomez-Arroyo y Souza 1985, Rodriguez-Mercado 2001, Buyukleyla 2009).

Evaluaciones del indice mit6tico e indice de replicacion

El indice mitético se evalué mediante el conteo de un minimo de 1000 células por cultivo,
distinguiendo las células en metafase de las células en interfase (Figura 3). Los céalculos de de IM
se realizaron de acuerdo a la siguiente formula (Bolzan y Bianchi 2002):

IM = NUdmero de células en division X 100

Total de células

Para el calculo del indice de replicacion se llevd a cabo el conteo de 100 células en
division por cultivo, evaluando un total de 200 células por tratamiento, se clasificaron metafases
en primer, segundo y tercer ciclo de division celular de acuerdo a la tincién diferencial de
cromatidas hermanas, ésta técnica nos permite observar una tincion uniforme en las metafases de
primer ciclo (M1), una tincion diferencial en metafases de segundo ciclo (M2) y en metafases de
tercer ciclo (M3), se observa una parte de la metafase con tincién diferencial y el resto con tincion
uniforme (Figura 4). Para conocer el valor del IR se utilizé la siguiente férmula (Miller 1991,
Albertini et al. 2000):

IR=1(M1) + 2(M2) + 3(M3)

Total de células
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Figura 3. Fotografia tomada a 100x de las muestras analizadas en este trabajo, donde se
muestran células en metafase (A) y células en interfase (B) de los cultivos de linfocitos
humanos.

Evaluaciones de los intercambios de cromatidas hermanas

La frecuencia de ICH se realiz6 mediante el analisis de células en metafase de segundo
ciclo de division, bien extendidas y con buena tincion a 100x en un microscopio de campo claro,
evaluando un minimo de 50 metafases por cultivo; se cuantificé el nUmero y tipo de intercambios,
considerando los intercambios sencillos o terminales como uno y los intersticiales como dos
(Figura 4), evaluando 100 metafases por tratamiento (EPA 1998, Albertini et al. 2000, Eke y Celik
2008).

Analisis estadistico

Para la evaluacién estadistica de los datos experimentales, se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Tukey para encontrar diferencias entre la medias de
las frecuencias de ICH, mientras, para el IM se utiliz6 la prueba de Z y para el IR fue utilizada la
prueba ji cuadrada (Dean y Danford 1984, Djelic 2006, Rodriguez-Mercado et al., 2003).
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Figura 4. Células en metafase de los cultivos de linfocitos humanos. En (A) se muestra la
metafase en primer ciclo de division celular en la cual se pueden observar los cromosomas con
tincion intensa y uniforme; en (B) una metafase en segundo ciclo que presenta tincion
diferencial de crométidas hermanas en las cuales se aprecian ICH sencillos y al centro un
intercambio intersticial o doble, y en (C) una célula en tercer ciclo de divisidn que presenta
tanto cromosomas con tincion diferencial como cromosomas con tincién débil. Fotografia

tomada a 100x de las muestras analizadas en este reporte.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este trabajo de los diferentes parametros se muestran en los
Cuadros Il y lll. Estos se analizaron por individuo y se indica al donador de 33, al de 22 y al de 23
anos con la letra A, B o C, respectivamente, tanto de los cultivos testigo como de los tratados con
las diferentes concentraciones de acetato de talio (CH;COOTI). A demds, el analisis de los
promedios de los tres donadores para los diferentes pardmetros evaluados se presentan en las
Figuras 5,6y 7.

indice mitético e indice de replicacion

En los cuadros y figuras, los datos de IM, frecuencia de ICH asi como IR se dan en media
con su error estandar, en los mismos se pueden observar la prueba y las diferencias estadisticas.
En relacién a la cinética de ciclo celular los valores se muestran en porcentaje.

En el cuadro Il se presentan los datos del IM para cada uno de los donadores, este
parametro en los tres casos se redujo conforme aumenta la concentracion. La diferencia
estadistica de la disminucion del IM en el donador A se aprecia a partir de 5 yg/ml y hasta 100
Mg/ml, con P <0.05 y P <0.01, respectivamente. Para el donador B las diferencias se dan en todas
las concentraciones, desde la mas baja de 0.5 pyg/ml hasta 100 pg/ml (P <0.05 o P <0.01),
mientas que, en el donador C se presenta la reduccion en los tratamientos de 1 ug/ml hasta 100
Mg/ml. Es importante mencionar que en el caso del donador C en la concentracibn mas alta
probada de acetato de talio, de 100 ug/ml, solo se observaron células en interfase, ninguna en
metafase, por lo que el valor del IM es cero, por tal razén en el analisis de los demas parametros
citogenéticos como los ICH no hay datos. En la figura 5 se muestra el promedio de los tres
donadores, en donde se observa claramente la disminucién de los cultivos tratados con talio y del
grupo testigo, ademas se aprecia un comportamiento dependiente de la concentracion.

Cuadro Il. Indice mitético (IM) en cultivo de linfocitos humanos tratados in
vitro con acetato de talio (CHsCOOTI)

IM (%) + EE
ClrEoenen Led Donador A Do(nazjor B Donador C
Testigo 1.64 + 0.06 1.08 + 0.04 1.49 + 0.09
0.5 1.54 + 0.06 0.67 +0.04 2 1.38 + 0.05
1 1.45 + 0.08 0.57+0.02° 1.18+0.05%
5 1.43+0.132 0.50+0.02° 1.00 £ 0.05°
10 1.35+0.16 2 0.40+0.02° 0.82 +0.06"
50 1.27 £0.05" 0.12+0.02° 0.40 +0.07°
100 1.19 +0.07°" 0.05+0.00° 0.00 + 0.00"

EE, error estandar
Prueba de Z para proporciones
®P<0.05y ®p <0.01, comparado con su respectivo testigo
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Figura 5. indice mitético de linfocitos humanos tratados in vitro con acetato de talio. Los datos
representan el promedio de los tres donadores, 48000 células analizadas por concentracion
(valor de la regresion lineal R*=0.935; P < 0.01 con prueba de Z para proporciones).

En el cuadro Ill se encuentran los resultados de cinética de ciclo celular, a partir de la cual
se calculé el IR. Los valores de este pardmetro en los cultivos tratados con talio de los tres
donadores muestran el mismo comportamiento, se reducen conforme aumenta la concentracion.

En el caso del donador A se puede observar que el porcentaje de células en primer ciclo es
mayor a medida que la concentracion del compuesto aumenta y consecuentemente las células en
segundo y tercer ciclo disminuyen, ademas en 100 ug/ml se reduce el numero de células en
metafase que pueden ser analizadas (154 células en total), en comparacion con el testigo e
incluso con los demas tratamientos, donde las diferencias estadisticas con respecto al testigo
aparecen en todas las concentraciones empleadas de acetato de talio, desde 0.5 pg/ml hasta la
de 100 pg/ml (P <0.05y P <0.01).

Los datos para el donador B presentan un comportamiento similar al del donador A en la
cinética de ciclo celular y el resultado del IR, sin embargo en este el nimero de células en
metafase encontradas disminuye en los tratamientos de 50 y 100 pg/ml (111 y 23 células en total,
respectivamente), donde ademas, el cien por ciento de las metafases evaluadas se encuentran en
primer ciclo de division.

En cuanto a los datos encontrados en las células de los cultivos del donador C, se observé
el mismo comportamiento que en el donador B, en concentraciones altas de talio el cien por ciento
de células en primer ciclo y en concentraciones media o0 baja acumulacion paulatina de células en
primer ciclo, lo que llevo a la reduccion en los valores del IR, donde las diferencias con respecto a
su testigo se dan a partir de la concentracion de 1 ug/ml.
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Cuadro lll. Cinética de ciclo celular e indice de replicacién (IR) y frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
en cultivo de linfocitos humanos tratados in vitro con acetato de talio (CH;COOTI)

Cinética de ciclo celular

Tratamiento

Donador 4 & i
gl edms  MLOA  M2(6) M3 IR:EE analizadas  IGHIOE £ EE
A Testigo 200 23 45 32 2.09 + 0.03 150 5.32 +0.33
0.5 200 37.5 35 27.5 1.90 + 0.01° 150 4.98 +0.82
1 200 37 345 28.5 1.91+0.01°% 100 4.63 +0.94
5 200 42.5 36.5 21 1.78 +0.01° 150 4.36 + 0.62
10 200 40 345 25.5 1.85+0.01° 150 5.35 + 0.84
50 200 41 37 22 1.81+0.01° 100 4.76 + 0.83
100 154 78 21 1 1.19+0.04° 59 6.19 + 0.81
B Testigo 200 20.5 325 47 2.26 + 0.03 100 3.82+0.74
0.5 200 27.5 335 39 2.12+0.02° 100 4.32+0.88
1 200 34 315 345 2.00+0.02° 100 3.89 +0.84
5 200 40 25.5 345 1.94 + 0.03" 100 4.05 +0.81
10 200 44 315 24.5 1.91 +0.07° 100 4.57 +0.66
50 111 99 1 0 1.01+0.01° 1 Nd
100 23 100 0 0 1.00 + 0.00" Nd Nd
C Testigo 200 27 315 415 2.14 +0.02 100 4.24 +0.76
0.5 200 28.5 315 40 2.11+0.02 100 4.59 + 0.65
1 200 34 30.5 35.5 2.01+0.01° 100 5.00 + 0.88
5 200 47 27 26 1.79+0.01° 100 5.31+0.74 2
10 200 51.5 26 225 1.71 +0.03" 100 5.43+0.70
50 110 100 0 0 1.00 + 0.00° Nd Nd
100 21 100 0 0 1.00 + 0.00" Nd Nd

EE = error estandar
Nd = no determinado (por ausencia de metafases)

M1, metafases de primer ciclo; M2, metafases de segundo ciclo; M3, metafases de tercer ciclo
IR prueba de ji’, *P < 0.05 y °p <0.01, comparado con su respectivo testigo
ICH prueba de ANOVA-Tukey, °P <0.05y ®p <0.01, comparado con su respectivo testigo
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El promedio de los valores del IR de los tres donadores, se muestra en la figura 6,
en la cual se puede apreciar de manera clara el efecto dependiente de la concentracion y
la reduccion significativa a partir de los tratamientos de 5 ug/ml de acetato de talio con
relacion al grupo testigo.

2.4 -
=
O 2.2 1
@
o 27
o 1.8 1
J1.6 A
(¢b}
© 14
©
e i i
1 -
Testlgo 0.5

Concentracion de acetato de talio en pg/ml

Figura 6. indice de replicacion de linfocitos humanos tratados in vitro con acetato de
talio. Los datos representan el promedio de los tres donadores, donde se cuantificaron
600 células por concentracion, excepto en 50 y 100 ug/ml donde fue de 421 y 256
células respectivamente (valor de la regresion lineal R?=0.881;%P < 0.05, "P < 0.01
con prueba de ji9).

Intercambio de cromatidas hermanas

El andlisis de los ICH para cada donador al igual que la cinética de ciclo celular e IR
se presenta en el cuadro lll. En dicho cuadro se observa que la frecuencia de ICH
encontradas el donador A no revela cambios estadisticos al comparar el grupo testigo con
los cultivos tratados con acetato de talio, ademas el niumero de células evaluadas en la
concentracion mas alta, de 100 pg/ml, es menor debido a que el mayor porcentaje de
células se encuentran en primera division; ademas es importante mencionar que todas las
células analizadas en esta concentracion tenian ICH, hallando de 2 a 12 intercambios por
célula y con una mayor frecuencia metafases con 4 hasta 7 intercambios, mientras que en
las células del grupo sin tratamiento fue de 4 a 5 intercambios.
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Para el donador B no hay diferencias en la frecuencia de los ICH, sin embargo para
los tratamientos de 50 ug/ml y 100 pg/ml de acetato de talio, no fue posible el analisis de
ICH, debido a que no se encontraron metafases en segundo ciclo.

En el caso del donador C se observan algunos incrementos (P < 0.01) en los
tratamientos de 5 y 10 pg/ml, con respecto al grupo testigo, sin embargo en dosis
mayores no se determinaron los ICH por la baja o nula proporcion de células en segundo
ciclo de division, donde son visibles los ICH.

En la figura 7 se aprecia el promedio de los tres donadores, la grafica muestra
algunas barras con diferencias con respecto al grupo testigo, sin una tendencia del
comportamiento, donde solo las concentraciones de 10 y 100 ug/ml presentan estas
diferencias (P < 0.05 y P < 0.01, respectivamente). Sin embargo, debe sefialarse que los
datos en 50 y 100 upg/ml son Unicamente de un donador, por lo que solo las
concentraciones de 0.5 pg/ml hasta 10 pyg/ml podrian ser representativas, ya que son
evaluaciones de los tres donadores.

b
a l
5 10 50 100

Testigo 0.5 1

ICH/célula

SO P N W ~ 01 O N
1

Concentracion de acetato de talio en pg/ml

Figura 7. Frecuencia de los intercambios de crométidas hermanas de linfocitos
humanos tratados in vitro con acetato de talio. Los datos representan el promedio de
los tres donadores donde el analisis fue de un minimo de 300 células en segundo ciclo
de division por concentracion, excepto en 50 y 100 ug/ml que fue 101 y 59 células
respectivamente (*P < 0.05 y ®P <0.01 con prueba de ANOVA- Tukey).
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DISCUSION

Estudios han mostrado los efectos toxicos que se presentan tras la exposicién a
talio como son gastrointestinales, cardiovasculares y neuroldgicos. En la actualidad varios
grupos han retomado las investigaciones para dilucidar la manera en que el metal
produce su toxicidad (Richelmi et al. 1980, Leonard y Gerber 1997, Malbrain et al. 1997,
Gill et al. 2005, Peter y Viraraghavan 2005). Por lo anterior, la intencion de este trabajo es
contribuir al conocimiento de los efectos citotoxicos y genotéxicos del acetato de talio
(CH3COOQTI), utilizando como modelo el cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica
y la prueba citogenética tincién diferencial de crométidas hermanas.

En el Cuadro IV se muestra la cantidad de acetato de talio aplicada en los cultivos
y su equivalencia en pM, con la intencién de comparar los resultados de este estudio con
los de la literatura. En el ser humano, se toma como cantidad de talio basal de 0.0015 a
0.0063 pg/ml y de 0.001 a 0.0034 pg/ml en orina y sangre, respectivamente (IPCS 1996,
EPA 2009) No obstante en personas intoxicadas (accidental o intencionalmente), las
concentraciones en orina aumentan hasta 21.6 pg/ml, mientras que en sangre alcanzan
valores de 0.08 pg/ml (Richelmi et al. 1980, Malbrain et al. 1997, Cvjetko et al. 2010,
Sharquie et al. 2011); valores que estan en los fluidos biolégicos y que se encuentran
dentro del rango de las concentraciones que se evaluaron. De la misma forma se tienen
reportes de la cantidad de talio en personas que viven cerca de plantas cementeras en las
que los valores encontrados aumentan hasta 2.5 veces mas (Brockhaus et al. 1981;
Dolgner et al. 1983).

Cuadro IV. Equivalencia de acetato de talio en uM y cantidad de iones en el compuesto.

Acetato de talio Cantidad de iones presentes en el
compuesto (en pg/ml)
ug/mi Equivalencia en TI* CH;COO"
UM

0.5 1.89 0.387 0.112
1 3.79 0.775 0.224
5 19.98 3.879 1.120
10 37.96 7.758 2.241
50 189.80 38.793 11.206
100 379.60 77.586 22.413
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indice mitético e indice de replicacion

El IM y el IR son buenos marcadores biolégicos sensibles para detectar toxicidad
por muerte celular y alteraciones en la proliferacion como lo es el retraso del ciclo celular
(Garza-Jinich 1992, Rojas et al. 1992; Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez 1994). La
disminucion del IM es consecuencia del retraso en la mitosis por arrestos en alguna de las
fases previas del ciclo celular (G4, S G,), pero también, es debido a la pérdida permanente
de la capacidad de proliferacion que puede conducir a la muerte de la célula (Ostrosky
1994, Rodriguez-Mercado et al. 2010). En el presente estudio los resultados muestran
que el acetato de talio disminuye la cantidad de células que entran en mitosis, efecto que
sigue un comportamiento dependiente de la concentracién, y se observo al realizar el
analisis de cada donador como al conjuntar los datos de los tres donadores y realizar el
analisis promedio. Este efecto se ha observado en el mismo sistema de linfocitos
humanos in vitro con diversos agentes quimicos que en su composicién tienen metales
esenciales y no esenciales, tales como el cromo, plomo, aluminio, vanadio y hierro, por
mencionar algunos, los cuales producen dafio en las estructuras de la célula (Roldan y
Altamirano 1990, Raja 1994, Lima et al. 2007, 2008).

El IR es considerado marcador de citostacicidad el cual permite identificar los
agentes que pueden estimular o retrasar la cinética de division celular (Rojas et al. 1992,
Ostrosky 1994). La cuantificacién de la cinética de ciclo celular y el calculo del IR
muestran disminucion de este parametro en todas las concentraciones (Cuadro lll), lo
cual, indica que el proceso normal de divisién celular esta siendo afectado.

Se tienen reportes en los que se describe la interaccion del Tl con los grupos
sulfhidrilo de las proteinas que conduce a la inhibicion de varias enzimas (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998, Bolzan y Bianchi 2002, Villaverde y Verstraeten 2003). Chia et al (2005)
observaron en células de glioma C6 de rata que el acetato de talio (en concentraciones de
10 a 300 uM) puede modificar la expresion de la proteina p21, la cual se conoce que
inhibe los complejos ciclina/CDK (ciclina/quinasa dependiente de ciclina) que controlan el
paso de G; a S (ciclina D/CDK4) y de G, a M (ciclina B/CDK2) (Sancar et al. 2004).
Situacién que contribuye a explicar la disminucion en el IR donde los tratamientos con
acetato de talio indican que puede inducir arrestos en el ciclo celular afectando la
transicion de G1/S o G,/M, que compromete la proliferacién celular y que finalmente puede
conducir a muerte por apoptosis, como se ha observado en células de glioma C6 y otros
tipos celulares.

La disminucion del IM e IR, en la concentracién de 50 y 100 ug/ml (equivalente a
189.8 y 379.6 uM, respectivamente) obedece a que se encontr6 nimero bajo de células
en metafase y a que estas ademas se encontraban en primer ciclo de divisién, lo cual
indica por un lado efecto citostatico y por otro muerte celular. Este comportamiento se ha
observado en hepatocitos de rata cultivados y en células Jurkat (linfoblastos T de
humano) tratados con acetato de talio y otras sales del metal en concentraciones que van
de 100 a 500 uM (Bragandin et al. 2003, Reza et al. 2011).
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Intercambio de cromatidas hermanas

En cuanto a los ICH, no mostraron cambios considerables con respecto al testigo,
pero si una tendencia a incrementar en la concentracion de 100 pyg/ml, solo en uno de los
donadores, por lo tanto los resultados no son claros y ho muestran un efecto genotéxico
contundente. Sin embargo, se han realizado estudios con otros metales pesados también
presentes en la naturaleza como aluminio, arsénico, cadmio, cromo, mercurio, niquel,
plomo y vanadio, en donde se ha encontrado que tienen la capacidad para inducir ICH,
tanto en sistemas in vitro como in vivo (Ohno et al. 1982, Léonard 1988, IPCS 1997 y
2006, Eke y Celik 2008).

Se ha propuesto que los ICH se originan durante la replicacion de ADN, se forman
como producto lesiones en el ADN asi como por la inhibiciéon de la sintesis del mismo
(Morales-Ramirez et al. 1990, 1992). La naturaleza precisa de las lesiones involucradas
en la induccién de los ICH no se conoce, sin embargo se han descrito diferentes tipos de
mutagenos que producen lesiones en el ADN como aductos y entrecruzaminetos e
inducen ICH (Morales-Ramirez 1995). Entre ellos se encuentran algunos metales los
cuales pueden unirse a los grupos sulfhidrilo de las proteinas, intervenir en las funciones
de las enzimas implicadas en la sintesis de los acidos nucleicos (ADN y ARN) y
reparacion del ADN, asi mismo producir rompimientos de cadena sencilla y enlaces
cruzados con el ADN (Hartwig 1995).

En relacion con lo anterior, la mayoria de los metales, entre ellos el talio, tienen la
capacidad de aumentar las especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden interactuar
con las proteinas o proteinas con actividad enzimatica y como consecuencia alterar
algunas de sus funciones celulares como la respuesta antioxidante, recepcion y
transmisiéon de sefiales, transporte de iones, asi como los procesos de sintesis y
reparacion del ADN (IPCS 1996,1997, 1998, Léonard y Gerber 1994 y 1997). Es decir no
inducen lesiones directas sobre la hélice de ADN, sino que causan dafio de forma
indirecta.

No se conoce si el talio produce dafio de manera directa al ADN. Pruebas
biogquimicas demuestra que los iones de TI" puede unirse a ciertas regiones telométricas
ricas en G-T por su afinidad con los atomos de nitrégeno de las bases (Ouameur et al.
2003), sin embargo no se conoce si esto sucede en célula. En el caso de que este tipo de
interacciones se formen en los linfocitos cultivados y tratados con TI*, esto podria explicar
el ligero aumento de ICH en la dosis alta. Por los antecedentes y lo arriba citado el talio
posiblemente no es un inductor de ICH.

Metales como el aluminio, galio e indio que pertenecen al mismo grupo del talio y
gue son considerados de riesgo para humano han mostrado tener efectos citotoxicos y
genotobxicos (Rocha et al. 2004). Por mencionar algunos ejemplos, en sistemas in vivo e in
vitro el aluminio (cloruro de aluminio, AI**) incrementa las AC, ICH e induce rupturas en la
cadena de ADN, en tanto que, el galio (cloruro de galio y nitrato de galio, Ga*") e indio
(fosfuro de indio, In3+) solo inducen ICH e incrementan la frecuencia de micronucleos,
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respectivamente (Kuroda et al. 1991, NTP 2000, IPCS 2006, Lima et al. 2007). Metales
que entre ellos comparten diversas propiedades y que producen efectos tdxicos similares.

Finalmente, y de acuerdo con lo arriba mencionado la genotoxicidad de los
metales depende de varios factores (Hartwig 1995, Lima et al. 2011) y a pesar de que el
talio comparte propiedades con el aluminio, el galio y el indio que pertenecen al mismo
grupo en la tabla periddica, cada uno ejerce efectos diferentes. Mientras que el aluminio y
el galio induce ICH el indio no. Por su parte el talio no es un buen inductor de ICH y se
comporta mas al galio que a los otros dos metales. En general el talio se comporta como
muchos metales, que no son buenos inductores de ICH y ni tampoco potentes
mutagenos, mas bien son considerados débiles mutadgenos. Sin embargo, no podemos
descartar el potencial genotoxico del talio, ya que recientemente se encontr6 en el
laboratorio que el acetato de talio incrementa la frecuencia de AC e induce rupturas en la
cadena de ADN (Hernandez 2011, Jaramillo 2011).
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CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

» El cultivo de linfocitos humanos expuestos a acetato de talio durante 48 horas
mostrd que este compuesto disminuye de forma dependiente de la concentracién
el IM (0.5, 1, 5, 10, 50, 100 pg/ml) y en concentraciones altas (50 y 100 pg/ml)
abate este indice, lo cual coloca a este compuesto como agente citotdxico.

» Por otro lado, el acetato de talio también es capaz de disminuir el IR,
incrementando las células que se encuentran en primera division y baja la
proporcion de células en segundo o0 sucesivos ciclos. Lo anterior es indicativo de
gue puede bloquear la cinética de ciclo celular induciendo retrasos en alguna de
las fases (G;, S, G,), por lo tanto, ademas de ser citotéxico también tiene accién
citostética.

» El analisis de los ICH por donador revela algunas diferencias estadisticas, sin
embargo, la frecuencia al promediar los datos solo muestran diferencias en
concentracion de 10 y 100 pg/ml, este comportamiento posiblemente se debe a
que el talio al igual que otros metales no es buen inductor de ICH, no obstante, no
se puede descartar la capacidad del talio para inducir dicho efecto. Por lo anterior,
es importante utilizar otros marcadores de toxicidad genética.
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C-018 VALORACION DEL EFECTO TOXICO DEL ACETATO DE TALIO
MEDIANTE TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS EN
LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS IN VITRO.

Felipe-Reyes M. Altamrano-Lozano MA, Mateos-Nava RA y * Rodriguez-Mercado
. Unidad de Investigacion en Genetica y Toxicologia Ambiental. L5-PA, UMIE,
FES-Zaragoza, UNAM. México D.F, Tel: 52-5623-0706

juserom{fcomeo. unam.mx

La toxicidad del talio y sus compuestos esta bien documentada. sin embargo bos
estudios relacionados con los efectos celulares y genéticos son confrovertides. Por
Iz anterior el objetivo del presente trabajo es valorar los efectos del acetato de talio
(CHsCOOTI) mediante la tecnica citogenética de tincion diferencial; la cual, nos
permite evaluar genotoxicidad a través de los intercambios de cromatidas
hermanas {ICH) en céhulas de sewndo ciclo de dision, al mismo hempo nos
permite analizar alteraciones en la dwision a traves del indice mitofico (IM) e indice
derepﬁcactm (IR} Amdemueshasdesangepenfmdevesdnnadwes
jWEﬂES clinicamente sanos y sin historia reciente de exposicion a farmacos o
radiacion, se hicieron cultivos, se qﬂm‘ talio en vanas concentraciones (0.5, 1, 5,
10, 50 y 100 pgiml). se fijaron las celuas, se obtuvieron |as preparaciones y se
realizo la !lnmun El analisis de los resultados mostro reduccion significativa del IM
en bsmhvosdebsmwnadmyenmdashsmmesenﬂeadas
Los valores del IR fueron menores al grupo con diferencias estadisticas a
parir de la concentracion de 5 pg/ml ademas ambos indices sag.nernn un
comportamients dependiente de ks concentracion. En cuanto a la evaluacion de
los ICH (nicamente =& observo diferencia en la dosis de 5y 10 pgiml de uno de
los donadores. Lo anterior indica que el acetato de talio produce perdida parcial o
permanents en |3 capacidad de las células para entrar a ciclos consecutivos de
division que pueden conducir a la muerte de |a célula lo cual se refigjo de la
reduccion del IM e IR, en tanto que |a prueba de ICH no reveld efecto reproducible
por lo se sugiere confimar estos resulfados con otros parametros de
genoctoxicidad.
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ANEXOS

EVALUACION DE LOS INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS, INDICE
DE REPLICACION E INDICE MITOTICO EN LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS IN
VITRO CON ACETATO DE TALIO
Felipe BM, Altamirano LMA y Rodriguez MJJ*

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN). L5PA Unidad
Multidisciplinaria de Investigacion Experimental, FES-Zaragoza, Campus |l, UNAM A.

P. 9-020, México 15000, D. F. * juserom@correo.unam.mx

Diversas investigaciones han reportado la toxicidad que ejerce el talio (TI) y sus
compuestos sobre los seres vivos. Como metal no es comun que cause intoxicaciones,
pero sus sales ampliamente usadas en la elaboracion de diversos productos, como el
carbonato en fungicidas, sulfato en raticidas o en formicidas y acetato de talio en la
industria cosmetica, por mencionar algunos, sumado a la liberacion en el ambiente por
la industria cementera y eléctrica, ha causado preocupacion por los efectos adversos
en |a salud humana y su repercusion en la ecologia. Algunos autores coinciden en que
la toxicidad del Tl es comparable a |a de otros metales como cadmio, niquel, mercurio o
plomo. Sin embargo, los estudios relacionados con los efectos genotoxicos del Tl son
escasos y poco concluyentes, por lo que en este trabajo se evalud la toxicidad del
acetato de falio (CH:COQTI) en diferentes concentraciones (100, 50, 10, 5, 1y 0.5
pg/ml) en cultivos de linfocitos humanos y la técnica de ftincion diferencial de cromatidas
hermanas. Para lo cual se tomo una muestra de sangre periférica de un donador de 23
afos, clinicamente sano y sin historia reciente de exposicion a farmacos o radiacion.
Se hicieron dos cultivos por concentracion de Tly se evaluaron en total por fratamiento
16000 células para indice mitético (IM), 200 células para indice de replicacion (IR) y
100 células en segunda division para cuantificar los intercambios de cromatidas
hermanas (ICH). Los resultados obtenidos muestran que el acetato de talio disminuye
significativamente el IM en todos los tratamientos con un efecto dependiente de la
concentracion, del mismo modo disminuye el IR en los tratamientos de 5, 10, 50 y 100
pg/ml, en tanto que los datos de ICH no mostraron cambios considerables, pero si una
tendencia a incrementar la concentraciones de 100 pg/ml. Lo anterior sugiere que el
acetato de falio tiene una actividad citotoxica, retrasa el proceso normal de division
celular y no muestra un efecto genotéxico claro, sin embargo, es conveniente realizar
otras evaluaciones para confirmar estos resultados.

OCTUBRE 2011




	Portada

	Índice

	Introducción 

	Marco Teórico 

	Justificación 

	Hipótesis 

	Objetivos 

	Material y Método
 
	Resultados

	Discusión 

	Conclusiones y Comentarios 

	Referencias 


