UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EVALUACION DE DANO GENOTOXICO Y
CITOTOXICO POR EXPOSICION SIMULTANEA A
CLOROFORMO, DICLOROMETANO Y TOLUENO Y
SU RELACION CON EL METABOLISMO DE FASE II
EN RATA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

ANA PAULINA LOPEZ GORDILLO

TUTOR:

QUIMICO JAVIER ALEJANDRO BELMONT
DIAZ

2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del jurado

1. Datos del alumno
Lopez
Gordillo
Ana Paulina
58123210
Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias
Biologia
304310373

2. Datos del tutor
Quimico
Javier Alejandro
Belmont
Diaz

3. Datos del sinodal 1
Dra.
Maria Eugenia
Gonsebatt
Bonaparte

4. Datos del sinodal 2
Dra.
Sandra Luz
Gomez
Arroyo

5. Datos del sinodal 3
Dra.
Regina Dorinda
Montero
Montoya

6. Datos del sinodal 4
Dr.
Victor Manuel
Davila
Borja

7. Datos del trabajo escrito
Evaluacion de dafno genotoxico y citotoxico por exposicion simultanea a
cloroformo, diclorometano y tolueno y su relacién con el metabolismo de fase II
en rata
60 p
2012



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de la Doctora Regina Montero
Montoya, del Departamento de Toxicologia Ambiental y Medicina
Genomica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A. M.




Hago un agradecimiento especial al técnico académico Luis Serrano Garcia
por su apoyo para poder culminar el apartado de micronucleos.

También agradezco al técnico académico Pedro Medina Granados por su
apoyo experimental en la deteccion de la proteina Ki-67 por
inmunohistoquimica.

Ademas, doy las gracias a la Unidad de Microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas (U.N.A.M.) por haberme brindado su asesoria
en la toma de las fotos de tejido hepatico que se presentan en este trabajo.



Gracias a la Dra. Regina Montero Montoya por darme la oportunidad de pertenecer al
equipo de su laboratorio en el Instituto de Investigaciones Biomédicas y asi poder
colaborar con los proyectos que ahi se realizan.

Muestro mi total gratitud a los sinodales que conforman mi jurado y a quienes admiro:
Javier Belmont Diaz, Dra. Regina Montero Montoya, Dra. Maria Eugenia Gonsebatt
Bonaparte, Dr. Victor Déavila Borja y la Dra. Sandra Luz Gémez Arroyo, quienes fueron
amables y con sus comentarios me hicieron reflexionar y mejorar el presente trabajo.

Agradezco a los miembros del laboratorio (Luis, Javier, Eunice, Karen, Laura, Sol, Omarr,
Torio) quienes estuvieron dispuestos a brindarme su apoyo en toda ocasion, y cuyos
consejos me permitieron crecer personal y profesionalmente. Sobre todo agradezco el
que me hayan hecho sentir rodeada de amigos, lo que armonizé mi ambiente de
trabajo y estudio, y me permitié desempefiarme mejor.

La culminacién de mis estudios con este trabajo amerita un gran agradecimiento a mis
padres, quienes apoyaron mi desarrollo profesional y me dieron libertad total para
elegir mi carrera. Gracias mama por brindarme mas ayuda de la que yo podia esperar y
...no puede faltar darle gracias a mi hermano, quien fue mi compariero de estudios y con
quien comparti bastante tiempo en trayectos y en desveladas, lo cual permitié que nos
aconsejaramos y animdaramos.

Dedico esta tesis a mi abuelo Roberto Antonio Gordillo Gordillo, mi abuela Elisa Galvez
Caimi y a mi tio Luis Alberto Gordillo Galvez, con quienes comparti varias anécdotas de
la universidad y mostraron gran interés en que culminara mi carrera, ademdas de
apoyarme con lo que fue posible. *f
g TP
b 9
A mi novio lvan le doy las gracias, ya que me ha acompaﬁddro
practicamente a lo largo de toda la carrera y ha compartido
conmigo todo tipo de momentos: de estrés, de tristezay de triunfo.
Gracias por estar ahi y respetar mi dedicacién por mis estudios.

« Lea enfants dssolé on vous laisse fa Ferre en aale état,
Ot bientdl swr nolre plandte on 9a ae sentis & {'étroit.
Sarde tous doules, vouo seuls pourres nous sortin de fa,
Lenfant eol un petit adulte qui sait qu'il croit,
Ladulte et un qrand enfant qui croik qu'il sail »
Grand Covpo NMalade

« gfmw&emaf%mmméegaﬂmfa&ma'wwaf»mamfagm »



1. RESUINEI teterintecinreniatecessecessecessecessssescscssssssscssssssesssssssssesssssssssessssssssssssssnse 7
2. GloSario de tETMUIMOS ..ouuiuniiiiiiiiiit ittt 8
3. ANTECEAENTES tirrierurieiernrieiatriereciriecerierarecseracetsesacessacesessssessssasssssssssssscnsss 10
3.1. Contaminacion ambiental y sus efectos toxicos en los organismos.......... 10
3.2. Compuestos organicos volatiles........ocoveviiiiiiiiiiiiiiiiiii 12
3.3. Contaminacion por VOC en el Rio AtOyacC.......ccuveueuiiiiiniiniiiiiiiieiennen. 13
3.4, BiOmMArCAGOTES .. uuiiniiiiiii ettt et eane 23
4. Planteamiento del problema y justifiCacion .c.cceeecececeriesecrcecacriececeeseceresnees 32
S. HipOtesis 7 ODJETIVOS tereererrieraririeraririaceriesacerieiacersesecersscescssscescssacessssasesnses 33
0. Diseno eXPerimental civeeeeeeeierierieteeeioiersereerietcotescessesseressescescessessssescessessnses 34
7. RESUITAAOS teerererierurieiarerieiaceietecieiecesiesececstsacetsesasecsacassssssessssasssssssssssscnsss 46
8. DiSCUSION tetarertererrrerersrsacessesasrsacessesssessssasesssssssssssssssssssssssasssssssssssssssss 51
9. CONCIUSIONES ttetentietestertariertatencescestessersassatestessessassssessessessessessssssssssessessnss 55

10. RELEIEINCIAS eeeeeeerrereecessereecesssecaccsssscecssssssscssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssons 56



]_ ° I Eesumen

n una zona de transicién rural-urbana ubicada en la frontera entre los estados de

Tlaxcala y Puebla, se descargan desechos industriales, municipales y agricolas en

los rios Xochiac y Atoyac. En un estudio previo se determiné que los

contaminantes en los rios de mayor abundancia fueron cloroformo, diclorometano

y tolueno (Navarro et al., 2004) que por su alta presion de vapor son clasificados
como compuestos organicos volatiles (VOC).

La presencia de los contaminantes en los rios ha sido relacionada con un
incremento en el dafio genotéxico (frecuencia de micronticleos) en los pobladores de la
region (Montero et al., 2006). Con base en estas observaciones en el presente trabajo se
diseié un modelo experimental in vivo que incluye una exposicion simultanea a los VOC
presentes en los rios, con el objetivo de evaluar su efecto genotoxico, y su efecto a otros
niveles de toxicidad, como la proliferacion celular y el metabolismo de fase II.

Tres grupos de ratas Wistar, fueron expuestos via intraperitoneal a distintas dosis
de una mezcla de cloroformo, diclorometano y tolueno (Grupos de dosis: baja, media y
alta), adicionalmente se utilizé un grupo de ratas control (sin tratamiento). Los
biomarcadores utilizados en este estudio fueron los siguientes: la actividad enzimatica de
la glutatién-S-transferasa 61 (GSTT1-1) se utilizo como indicador de los cambios en el
metabolismo de fase II; para determinar el dafio genotoxico, se evaluaron microntucleos en
hepatocitos (MNHEP) y en médula 6sea (MNPCE); con el objetivo estimar la proliferacion
en hepatocitos, se consideré la deteccion de la proteina Ki-67, y en el caso de la médula
o6sea, la proliferacion celular se determiné mediante el porcentaje de eritrocitos
policromaticos (%PCE).

Los resultados concernientes al metabolismo de fase II mostraron una induccién
en la actividad de GSTT1-1 en la dosis baja. Respecto a la genotoxicidad hepatica se
observo un incremento de MNHEP en forma dosis dependiente sin ser estadisticamente
significativo, por otro lado en la genotoxicidad de médula ésea los resultados mostraron
una disminucion en los MNPCE, la cual fue significativa en la dosis mas alta. Por otra
parte, los resultados de proliferacion hepatica revelaron niveles basales de Ki-67 en los
hepatocitos de las ratas expuestas; en lo que respecta a la proliferacion en la médula
Osea, se observo una disminucion en %PCE en la dosis baja.

La induccion de la actividad de GSTT1-1 puede interpretarse como una respuesta
de defensa del organismo en dosis bajas de la mezcla, sin embargo al incrementarse la
dosis se pierde la capacidad de respuesta. Los resultados negativos en la prueba de MN
en ambos tejidos pueden explicarse en términos de proliferacion celular, ya que es un
evento esencial para la formacion de MN. Esta propuesta es apoyada al comparar la
frecuencia de MN con la proliferacién de su respectivo érgano.

En conclusion, bajo las condiciones experimentales de este estudio, se observo
que la exposicion simultanea a la mezcla de VOC es capaz de inducir la actividad
enzimatica de GSTT1-1; sin embargo, bajo el régimen de exposicion empleado en este
estudio, no hay evidencia de que tal mezcla produzca dano genotéxico. Al haber una
posible asociacion entre la proliferacion hepatica y la formacion de MN, se propone la
incorporacién de biomarcadores de proliferacion en el protocolo de MNHEP.



losario de términos

%PCE: porcentaje de eritrocitos
policromaticos

ABC: Complejo Avidina Biotina
ADN: Acido Desoxirribonucleico
ADP: Adenin Difosfato

AhR: Receptor de Aril
hidrocarburos

ARE: elemento de respuesta a
antioxidantes (Antioxidant
Response Element)

ARN: Acido Ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: Adenin Trifosfato

ATSDR: Agencia para el Registro
de Sustancias Toxicas y
Enfermedades (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry)
Ben: Benceno

BSA: Albumina Sérica Bovina
CLF: Cloroformo

CO: monoxido de carbono

COg: diéxido de carbono

CT: controles negativos

CYP1AZ2: citocromo P450 isoforma
1A2

CYP2E1: citocromo P450 isoforma
2E1

CYP: citocromos P450

DAB: Diaminobencidina

DCM: Diclorometano

DEN: Dietilnitrosamina

EPA: Agencia de Proteccion
Ambiental (Environmental
Protection Agency)

GSH: Glutation

GST: Glutation-S-transferasa
GSTT1-1: Glutation-S-
transferasa clase teta isoenzima
1-1

HAP: contaminantes peligrosos
del aire (Hazardous Air
Pollutants)

HCHO: Formaldehido

HEP: hepatocito(s)

HPLC: cromatografia liquida de
alta presion (High Pressure Liquid
Chromatography)

i.p.: intraperitoneal

IARC: Agencia Internacional para
la Investigacion en  Cancer
(International Agency for
Research on Cancer)

Ki-67: proteina Ki-67

LD50: Dosis letal 50

LDH: enzima constitutiva Lactato
Deshidrogenasa

LMP: limite maximo permisible
Mez A: Mezcla dosis alta

Mez B: Mezcla dosis baja

Mez M: Mezcla dosis media

Mit: mitosis

MN: micronucleo(s)

MNHEP: micronucleos en
hepatocitos
MNPCE: micronucleos en

eritrocitos policromaticos

MO: médula 6sea

NCE: eritrocitos normocromaticos
NrF2: nuclear factor- erythroid 2
p45 related factor 2

NVOC: compuestos organicos no
volatiles (Non- Volatile Organic
Compounds)

PCE: eritrocitos policromaticos
ROS: especies reactivas de
oxigeno (Reactive Oxygen Species)
S9: sobrenadante a 9000 g

SNC: sistema nervioso central
SVOC: compuestos organicos
semivolatiles (Semi-Volatile
Organic Compounds)

TCA: acido tricloroacético

TE: eritrocitos totales

Tol: tolueno

tSO: trans-stilbenoxido.

UPD: uridina 5S’-difosfato

VOC: compuestos organicos
volatiles (Volatile Organinc
Compounds)



VVOC: compuestos organicos
muy volatiles (Very- Volatile
Organic Compounds)

XRE: elemento de respuesta a
xenobio6ticos (Xenobiotic
Response Element)

BaP-dG: Benzo [a] pireno-
desoxiguanosina
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3.1.Contaminacion ambiental y sus efectos toxicos en los organismos

3.1.a. Definicién de contaminaciéon

1 término contaminacién o degradacién ambiental puede referirse a la alteraciéon de

las propiedades de los ecosistemas, debido a que la entrada de contaminantes

como sustancias, organismos o formas de energia, rebasan la capacidad del

ecosistema para asimilarlas o degradarlas (Albert, 2004). Al disminuir las
propiedades ecosistémicas, se pueden transformar los ciclos naturales y su
funcionamiento (Navarro et al., 2004).

La contaminacion natural, como las erupciones volcanicas y la erosién, ha existido
por mucho tiempo; sin embargo, los niveles de contaminacién producidos por el humano
se han incrementado notablemente a partir de la Revolucién Industrial y la Segunda
Guerra Mundial, ya que aument6 el consumo de energia, la extracciéon, producciéon y/o
uso de diversas sustancias que no pueden ser degradadas o asimiladas (Albert, 2004). Por
lo tanto, los efectos adversos de la contaminacién antropogénica a largo plazo son
mayores.

3.1.b. Distribucion y efectos téxicos

Contaminantes de diversos tipos y origenes pueden acumularse simultaneamente en un
medio o sustrato en particular (suelo, agua, aire, alimentos, organismos) o pasar de un
medio a otro, por lo que pueden hallarse al mismo tiempo en varios medios (Walker et al.,
2006). Segun su distribucién, los contaminantes pueden producir efectos
macroambientales (lejanos al origen del contaminante), microambientales (cercanos al
origen del contaminante), ecotoxicos (en el ecosistema) o téxicos (en organismos) (Albert,
2004).

El potencial toxico de un contaminante depende de su disposicion en el interior de
un organismo (Lehman-McKeeman, 2008). Los procesos que determinan la disposicion de
un contaminante (Fig.3.1.bi) considerados como toxicolégicamente importantes son la
absorcion (entrada al torrente sanguineo), metabolismo (mediante enzimas
desintoxicantes), la accién (interaccibn con una macromolécula endégena), el
almacenamiento (en lipidos, membranas, lipoproteinas) y la excrecion (en heces u orina)
(Walker et al., 2000). Las diferencias en la operacion de estos procesos entre las especies,
es lo que conllevara a una toxicidad selectiva.

Un organismo puede estar expuesto a los contaminantes mediante diversas vias
(ingestion, inhalacién, cutanea o en forma combinada) (Lehman-McKeeman, 2008), lo
cual repercute en el efecto que los contaminantes pueden tener en la salud del organismo
expuesto. Otros aspectos que también influyen en el efecto mencionado son: tiempo y
dosis de exposicion (exposicion aguda, crénica), las caracteristicas fisico-quimicas del
contaminante y el estado del organismo expuesto (edad, nutricién, sistema inmune,
rasgos hereditarios) (Suarez, 2008).
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Algunos ejemplos de contaminantes comunes de origen antropogénico (Tabla 3.1.ci) son

productos de: combustion

(compuestos aromaticos policiclicos), utilizados en la

agricultura (plaguicidas), mineria (metales pesados), actividades del hogar (detergentes) e
industrias (compuestos organicos volatiles) (Albert, 2004; Suarez, 2008).

Tabla 3.1.ci. Ejemplos de contaminantes representativos con sus estructuras segun el tipo al que

Tipo de
contaminante

Compuesto aromatico
policiclico

Plaguicidas

Metales pesados

Detergente

Compuesto organico
volatil

pertenecen.

Contaminante
representativo

Benzo (a) pireno

p,p’- DDT

Mercurio
Cadmio
Plomo
Arsénico

Alquilsulfonato
de sodio

Benceno

Estructura

Cl

Me-Hg
cd?*
Pb2*
Arsina (H3As), arsenito (As*3)
O

rhc—{?Hg—o——%——o'Na+
0

n

O
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3.2 VOC

3.2.a. Propiedades fisicoquimicas

Los compuestos organicos forman parte de los contaminantes peligrosos del aire (HAP) y
pueden clasificarse como muy volatiles (VVOC), volatiles (VOC), semivolatiles (SVOC) y no
volatiles (NVOC) segun la presion de vapor que presenten (Tabla 3.2.ai). Los SVOC y
VOC son los contaminantes mas abundantes dentro de los HAP (Spicer et al., 2002).

Tabla 3.2.ai. Caracteristicas de los compuestos organicos clasificados segun su volatilidad. Tomado
y modificado de Spicer et al., 2002.

Rango de
presion de .2 Nimero de HAP
Clase de Presentacion en . . .
volatilidad vapor atmésfera incluidos en la clase Ejemplos
(mm Hg a de volatilidad
25°C)
VVOC >380 Vapor 15 HeeiElelitsle
Diclorometano
vVOC 0.1 a 380 Vapor 82 Tolueno
’ Cloroformo
Vapor o Bifenilo
-7
Svoc 10720.1 particula 63 Naftaleno
NVOC < 107 particula 5 2-Acetilaminofluoreno

Los VOC son contaminantes comunes del aire, cuya caracteristica mas importante
desde el punto de vista toxicologico es su alta presion de vapor, la cual les permite
evaporarse con rapidez; debido a que estas sustancias llegan al aire con facilidad, son
numerosas las posibilidades de exposicién a ellos, asi como su absorcion en cantidades
importantes por via inhalatoria o dérmica, e incluso pueden producir efectos
macroambientales (Albert, 2004). La mayoria de los VOC que se encuentran en el aire
consisten en hidrocarburos e hidrocarburos oxigenados, asi como compuestos que
contienen nitrégeno y azufre (Spicer et al., 2002).

Ademas de la alta volatilidad, los VOC son lipofilicos, con estructuras formadas
con enlaces covalentes; algunos tienen bajos puntos de ebullicion e igniciébn y son
inflamables o explosivos, lo cual contribuye a su peligrosidad (Albert, 2004).

3.2.b. Importancia y usos

Muchos de los VOC han estado ligados al desarrollo de la industria petrolera desde
mediados del siglo XIX. Actualmente gran variedad de VOC son producidos en la
industria, ademas de los que son generados por el empleo de combustibles fosiles y la
desinfeccion de las aguas (Albert, 2004). A pesar de la gran gama de aplicaciones que
tienen los VOC (Tabla 3.2.bi), éstos contaminan el ambiente y se conoce que pueden
causar graves danos al humano, como: hematotoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad
y dermatitis por lo cual su estudio es de gran relevancia.



Tabla 3.2.bi. Principales usos de los VOC y sus aplicaciones en distintas actividades

Uso Aplicacion

Disolventes En pinturas y adhesivos

Obtencion de plasticos, colorantes, pigmentos, tintas, barnices, lacas,
resinas, fibras, hules y tiner

Intermediarios Formulacion de plaguicidas
Fabricacién de calzado
Componentes En combustibles y plaguicidas
L Desengrasante de metales
Limpiadores . ;
Lavado en seco en tintorerias
Extractores De aceites, grasas, materiales medicinales

Estandares analiticos o

- Laboratorios de investigacion y analisis
reactivos

3.3 Contaminacion por VOC en el Rio Atoyac

El caso de la contaminaciéon del rio Atoyac ejemplifica el impacto que algunos VOC
pueden llegar a tener en los organismos que se encuentran expuestos.

Los rios Atoyac y Xochiac se ubican en la subregion de la Cuenca del Alto Atoyac
perteneciente a la region hidrolégica del Balsas; a su vez, estos rios atraviesan los estados
de Puebla y Tlaxcala en la subregién del alto Balsas (Fig. 3.3i) (DOF,26/01/2011).Dicha
regioén se caracteriza por ser una zona de transicién rural-urbana, en la cual se llevan a
cabo tanto actividades industriales (empresas textiles, fabricas de productos quimicos
aromaticos para la industria alimenticia, actividades metaltirgicas) como agricolas que
requieren gran cantidad de agua (Navarro et al., 2004).

Las principales fuentes de contaminacion (Fig.3.3ii) en la Cuenca Alta del Atoyac
proceden de las descargas de origen domeéstico y publico que constituyen las aguas
residuales de origen municipal, residuos soélidos (basura) y las descargas de aguas
residuales de origen industrial (de los corredores industriales Quetzalcoatl, Huejotzingo e
Ixtacuixtla) (Dictamen de la Camara de Diputados, expediente 792).

Mediante la elaboracién de un monitoreo ambiental se constato la existencia de
problemas de contaminacion en la Cuenca del Alto Rio Atoyac (Navarro et al, 2004).
Entre los contaminantes que se identificaron en el rio se encuentran: grasas y aceites por
encima de los limites permitidos; solidos suspendidos y sedimentados y una demanda
bioquimica de oxigeno que supera los limites maximos; compuestos como fluoruros,
diclorometano (DCM), tolueno (Tol) y cloroformo (CLF) en concentraciones elevadas;
también materia organica (Tabla 3.3i). Lo que en conjunto disminuye el oxigeno necesario
para la vida acuatica normal (Dictamen de la Camara de Diputados, expediente 792).
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Figura 3.3i. Representacion de las areas de los estados de Puebla y Tlaxcala pertenecientes a la
subregion de la Cuenca del Alto Atoyac, asi como la ubicaciéon aproximada del Rio Atoyac. Tomado y
modificado de CONAGUA, 2011.
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Figura 3.3ii. Imagen satelital en la cual se muestra la ubicacién de las principales fuentes de
contaminacién industrial (titulos en amarillo) de los rios Atoyac y Xochiac en la zona de la Cuenca
Alta del Atoyac. Adicionalmente se indican los nombres de las poblaciones vecinas (titulos en verde).
La linea naranja indica el limite politico entre Puebla (lado izquierdo) y Tlaxcala (lado derecho).
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Tabla 3.3i. Rangos de los valores de parametros que fueron encontrados en niveles elevados en la Cuenca del Alto Atoyac y
sus limites maximos permisibles (LMP) establecidos por la NOM-001-SEMARNAT-1996. SST= Solidos Suspendidos Totales;
SS= Sélidos Sedimentables; DBO= Demanda Biolégica de Oxigeno; CLF= Cloroformo; DCM= Diclorometano; Tol= Tolueno.

qT

Tomado y modificado de Navarro et al., 2004.
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A través de un biomonitoreo realizado con los habitantes de algunas poblaciones
cercanas a las zonas de descarga industrial sobre los rios Atoyac y Xochiac (Montero et
al.,, 2006) se detectdé incremento en el dano genotoxico (dafio al material genético) (Tabla
3.3ii). Lo anterior reveldé asociacién positiva entre la exposicion ambiental a los
contaminantes presentes en los rios y el dano genotéxico evaluado (micronucleos). Como
los VOC CLF, DCM y Tol se presentaron con una alta frecuencia a lo largo de los rios,
surgio un particular interés en el estudio tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas como
toxicas.

Dafio genotéxico

Tabla 3.3ii. Imagenes de algunos tipos de dafios
genotoxicos  (1000X) identificados en la
evaluacion de linfocitos de los habitantes con
viviendas cercanas a los rios Atoyac y Xochiac.
Tomado y modificado de Montero et al., 2006.

Micronucleo (MN) Gemacién

@

Puente nucleoplasmico

3.3.a. Propiedades de los VOC hallados en el rio Atoyac

i Cloroformo

Propiedades fisicoqguimicas

El cloroformo es un compuesto halogenado téxico, volatil y estable que se forma al
desinfectar el agua principalmente con hipoclorito (Albert, 2004). Algunas de sus
caracteristicas fisicoquimicas se muestran en la tabla 3.3.ai.

Tabla 3.3.ai. Descripcion de algunas caracteristicas fisicoquimicas del cloroformo. Tomado de
Spicer et al., 2002.

Presion i1s
Formula Peso Clase Clase de de vapor Punt.o .qe Solubilidad
P Fuentes P .13 ebullicion en agua
quimica Molecular Quimica volatilidad (mm Hga o N
o (°C) (8/L a 25°C)
25°C)
Cloracion
de agua; Hidrocarburos
CHCI3 B Industria halogenados VAOE B 2 &
quimica
Efectos téxicos

La IARC y la EPA clasifican al cloroformo como posible carcinégeno humano (Grupo 2B)
ya que existen evidencias suficientes de cancer de higado y rinén para roedores (Chou,
1997). Los principales efectos toxicos que causa el cloroformo se muestran en la tabla
3.3.aii.
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Tabla 3.3.aii. Clasificacion de algunos efectos que causa la exposiciéon a cloroformo.

Tipo de

efecto Alteracién

Cancerigeno Produce cancer de colon y vejiga; asi como quistes en higado y carcinoma hepatico
en animales (Chou, 1997).

En humanos se ve afectado el sistema nervioso central (SNC), el higado y los
Sistémico rinones. Ademas causa fatiga, mareos, dolor de cabeza (Chou, 1997) y arresto
respiratorio (Szajewski y Praski, 1990).
Se asocia con bajo peso al nacer, asi como muerte o malformaciones congénitas
(Albert, 2004). Hepatitis toxica en hijos de mujeres expuestas (Chou, 1997).

Toxicocinética: absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion.

El CLF se halla presente en el ambiente como resultado de la actividad industrial y la
cloracién del agua, por lo tanto el cloroformo se encuentra principalmente en agua
potable, piscinas, descargas municipales e industriales (Chou, 1997). Una vez ocurrida la
exposicion, el CLF llega a torrente sanguineo (proceso de absorcion), mediante la via oral
(ingestion), inhalatoria (ducha) o dérmica (natacién), distribuyéndose en todo el
organismo, principalmente en tejido adiposo, higado y rifién (Albert, 2004). Los tultimos
dos son considerados como 6rganos blanco (Watts et al., 2004).

El CLF puede ser biotransformado (metabolizado) en otros compuestos quimicos
(metabolitos), a través de reacciones mediadas por enzimas en los diferentes 6rganos. El
higado es el principal donde se lleva a cabo el metabolismo del CLF (Fig.3.3.ai) por
enzimas denominadas citocromos P450 (CYP), las cuales se caracterizan por realizar
reacciones de 6xido-reduccién (metabolismo de fase I). El fosgeno es un metabolito del
CLF que posee una alta reactividad y puede causar efectos téxicos al wunirse
covalentemente a biomoléculas como proteinas, lipidos, glutation, entre otras (Chou,
1997 y Albert, 2004). Algunos otros metabolitos del cloroformo pueden ser excretados del
cuerpo mediante la exhalacion, y s6lo una menor parte mediante orina y heces (Chou,
1997).

NADPH + H* NADP*

+H,0 H'+CI
t H,0 2H*+2CI
(ﬂ’l”“C1'>:>>—“:i;’ Cﬂ/l””CI >>¥—<4;> 0O=C=0
CYP2E1 Cl
Cloroformo Triclorometanol Fosgeno Diéxido de
carbono
2 H-X
Biomolécula
2 GSH
2H"+ 2CI"
2H"+ 2CI"
i
X/J\X GS SG
Aductos en D%g.lutationil
Ditiocarbonato

biomoléculas

Figura 3.3.ai. Biotransformacién del cloroformo a fosgeno: El cloroformo es trasformado en
triclorometanol por la familia de enzimas CYP, principalmente por la isoforma CYP2E1l y
posteriormente sufre una deshalogenacion espontanea para producir fosgeno, el cual al hidrolizarse
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produce diéxido de carbono (COz2) que se elimina por exhalacién. La proporciéon de fosgeno que no
se convierte en CO2 puede unirse a proteinas y lipidos. Sin embargo tras tener una deshalogenacion
reductora puede formar conjugados con el glutation (GSH), generando asi intermediarios
mutagénicos como el diglutationil ditiocarbonato. Tomado y modificado de Chou, 1997 y Albert,
2004.

2 Diclorometano

Propiedades fisicoguimicas

El diclorometano es un compuesto organico cuya presencia en el ambiente se atribuye
principalmente a la actividad industrial. Entre sus caracteristicas fisicoquimicas (Tabla
3.3.aiii), la que determina su rango de uso es su propiedad como disolvente (ROC, 2011).

Tabla 3.3.aiii. Descripcion de algunas caracteristicas fisicoquimicas del diclorometano. Tomado de
Spicer et al., 2002.

Presion oqs
Formula Peso Clase Clase de de vapor Punt.o .c!e Solubilidad
P Fuentes P ars ebullicion en agua
quimica Molecular quimica volatilidad (mm Hg o o
o (°C) (8/L a 25°C)
a 25°C)
Industria .
.. Hidrocar-
quimica: buros
CH2Cl2 84.9 remocion del Y VVOC 435 40 13.2
: halogena-
disolvente en
. dos
pinturas

Efectos téxicos

El diclorometano es una sustancia téxica clasificada por la IARC como posible
carcinégeno humano (Grupo 2B) debido a que se cuenta con evidencias suficientes para
roedores (ROC, 2011). Los principales efectos toxicos que causa el diclorometano se
muestran en la tabla 3.3.aiv.

Tabla 3.3.aiv. Clasificacién de algunos efectos que causa la exposicién a diclorometano.
Tipo de
efecto

Alteracién

Cancerigeno Produce carcinoma hepatico en animales (Albert, 2004).

Afecta el SNC, la actividad motora, la estructura hepatica (infiltracién grasa);
disminuye la respiracion (WHO, 2000). En humanos causa mareos, nausea,
entumecimiento y adormecimiento de los dedos de pies y manos, entorpecimiento,
embriaguez, pérdida de la consciencia, irritacién y quemaduras de los ojos y dafio a

Sistémico la cérnea (Wilson et al.,, 2000). También produce aumento de la enfermedad
coronaria e infartos al miocardio, asi como un aumento de carboxihemoglobina
(Albert, 2004).

Produce anormalidades de los espermatozoides y disminucién en la calidad del
semen (Albert, 2004). Provoca pequefios efectos en peso materno y del feto (WHO,
2000).

Toxicocinética: administracion, distribucion, metabolismo y excrecion

La via de exposicion mas comun para el diclorometano es la inhalatoria, aunque también
puede ser dérmica o por ingestion. En general, la absorciéon sucede de manera rapida y la



distribucion se dirige mayoritariamente al higado, tejido graso, rifén, cerebro y
pulmones; sin embargo, no se presenta acumulaciéon significativa en los tejidos
(bioacumulacién) (Wilson et al., 2000).

En cuanto al metabolismo de éste VOC es relevante mencionar que puede ser
biotransformado mediante las enzimas CYP (en particular CYP2E1l) o a través de la
enzima Glutation-S-Transferasa 6 1 (Fig.3.3.aii). Ambas vias producen metabolitos
toxicos (Ej. dioxido de carbono, monoéxido de carbono y formaldehido) (Wilson et al.,
2000). La preferencia por la via metabdlica depende de las concentraciones a las que el
organismo se encuentre expuesto. La via de CYP ocurre con mayor frecuencia a bajas

concentraciones (<500ppm = 2mmol/kg), pero al aumentar la concentracion (>500ppm),
ésta se satura y se activa la via de GSTT1-1 (Thier et al., 1998; Wilson et al., 2000).

Al final, tanto el diclorometano como sus metabolitos son excretados del cuerpo
mayoritariamente mediante la exhalacion y en una menor proporcién mediante la orina y
heces (Wilson et al., 2000).

NADPH NADP*

L +H,0 HO 0
H/Luucl &-4 /{ c=—o

el )k
Cl cyp2E1 T 4 < cl H N
Cloruro de

H' +Cl H* + CI" Monoéxido
Diclorometano formilo de carbono

GSH
Nucledfilo

GSTT1-1

o)
H' +Cl H'+ CI’
' HN N
GS—CH,—Cl > J\ | \> €0
—CH,— ~
s” ONH N g

S-Clorometilgluation G
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H,0 2
S-[1-(N“-Desoxiguanosil)metil]GSH
H" +CI'

GS—CH,—OH =<, CHO +GSH

Formaldehido

l
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Figura 3.3.aii. Metabolismo del DCM mediante la via de CYP y de GSTT1-1: 1) La isoforma CYP2E1
metaboliza el DCM en monédxido de carbono (CO) y CO2 a través de un intermediario reactivo: el
cloruro de formilo. 2) La GSTT1-1 interviene en el metabolismo de fase II (reacciones de
conjugacion) ya que conjuga al GSH con DCM para formar S-clorometil glutation, el cual al ser
deshalogenado origina formaldehido; a partir de éste se produce COgz, el cual a su vez sera
excretado del cuerpo. Tomado y modificado de Wilson et al., 2000 y WHO, 2000.




2 Tolueno

Propiedades fisicoqguimicas

El tolueno es una sustancia incolora y con un olor distintivo, el cual es producido en el
proceso de obtencién de gasolinas y otros combustibles (Dorsey et al, 2000). A
continuacion se muestra la tabla 3.3.av con algunas caracteristicas fisicoquimicas de
este VOC.

Tabla 3.3.av. Descripcion de algunas caracteristicas fisicoquimicas del tolueno. Tomado de Spicer

et al., 2002.
Presion
de Solubilidad
i Punto de
Formula Peso Clase Clase de vapor . s en agua
P Fuentes P o1s ebullicion
quimica Molecular quimica volatilidad ( mm (°C) (g/L a
Hg a 25°C)
25°C)
LI Hidrocarburos
C7Hs 92.1 -disolventes P VOC 28.6 111 0.53
8 aromaticos
-gasolina

Efectos téxicos

La IARC considera al tolueno en el grupo 3, no clasificable como carcinégeno para el
hombre (IARC, 1999). La EPA determin6é que el tolueno no es clasificable por su
carcinogenicidad (Dorsey et al., 2000). Los principales efectos téxicos que causa el tolueno
se describen en la tabla 3.3.avi.

Tabla 3.3.avi. Clasificacion de algunos efectos que causa la exposicion a tolueno.

Tipo de Alteracion
efecto
Cancerigeno No hay efectos cancerigenos (WHO, 2000; Dorsey et al., 2000).
El principal efecto es dafio al cerebro. Ocasiona dolor de cabeza, mareos,
somnolencia, incapacidad de concentracién, confusién, debilidad, nausea,
problemas para hablar, oir y ver; pérdida de memoria y del apetito; falta de
Sistémico control motriz (Dorsey et al., 2000). Causa irritaciéon en las mucosas de nariz y

garganta, asi como en las conjuntivas oculares; provoca albuminuria y dafio renal
(Albert, 2004).

Incremento de riesgo en abortos espontaneos; disminucién de la hormona
luteinizante, foliculo estimulante y testosterona en machos (Dorsey et al., 2000).

Toxicocinética: administracion, distribucién, metabolismo y excrecion

La manera mas comun en que el tolueno puede ingresar al organismo es después de
haber una exposicion por inhalacién, contacto dérmico e ingestion de comida o agua
contaminada (WHO, 2000). Cuando este VOC es absorbido, se concentra principalmente
en tejido adiposo, cerebro, pulméon y médula ésea; también se distribuye en higado y
rién en menor concentracion (Dorsey et al., 2000). La bioacumulacién se presenta en el
tejido adiposo y médula 6sea (WHO, 2000).



Generalmente, el organismo metaboliza al tolueno en compuestos quimicos menos
daninos (Ej. acido hipurico) mediante enzimas de fase I (CYP) y fase II (Ej. Glutatiéon-S-
transferasas o GST) (Fig.3.3.aiii). El acido hipurico es el metabolito mayoritario del Tol,
mientras que los metabolitos minoritarios segiin su orden decreciente en abundancia son:
el conjugado glucoronil del acido benzoico, los conjugados de sulfatos y glucurénidos del
cresol, el acido S-bencilmercaptirico, y el acido S-p-toluilmercaptuarico. Un 75% del
tolueno absorbido y sus metabolitos son excretados dentro de las siguientes 12 horas
mediante exhalacién u orina (Dorsey et al., 2000).

CHj4
Sulfotransferasa
UDP-glucuronil
f

OH transferasa NHCOCH,;
OH p-cresol

P Glucurénidos, _CH_

CH, sulfatos H2(|: COOH

OH S
GS cH?
CYP1A2
o-cresol -
GST .. . .
S-Bencilglutation Acido S-bencil mercaptirico
CH; u C/OH COOH CONHCH,COOH
2 Alcohol
CYP2E1 deshidrogenasa
- 7_>—>
Glicina .
Tolueno Alcohol Acido Acido

bencilico benzoico hipurico

UDP-glucuronil transferasa

UDP-glucuronato
CO-glucurénido

Acil-glucurénido

Figura 3.3.aiii. Metabolismo del tolueno: El primer paso de la via metabdlica ocurre mediante
CYP2E1 que produce alcohol bencilico, el cual posteriormente originara al acido benzoico. La
mayoria de este acido es conjugado con glicina para formar el acido hipurico, y una pequena
porcién puede conjugarse con el UDP-glucuronato para constituir el acil-glucurénido. Entre el 1-5%
del Tol absorbido es convertido en cresol por la isoforma CYP1A2, el cual es conjugado con sulfatos
o glucuronatos para ser eliminados via orina. Tomado y modificado de Dorsey et al., 2000.

3.3.b. Estudios de genotoxicidad

En la tabla 3.3.bi se presentan algunos efectos genotéxicos reportados para el
cloroformo, diclorometano y tolueno. De acuerdo a los datos de genotoxicidad conocidos
para estos VOCs, se determina que:
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El cloroformo es un mutageno débil con un bajo potencial de interaccion con el
ADN (Chou, 1997), pues la mayoria de los ensayos de genotoxicidad tienen
resultados negativos. Los resultados positivos de genotoxicidad se deben a la
produccién de metabolitos reactivos y a la alteraciéon de la proliferacién celular
(Watts et al., 2004).

El diclorometano se considera como un mutageno débil en mamiferos (WHO,
2000). Su genotoxicidad depende de la capacidad que tenga cada tejido para
metabolizar al DCM; ya que el metabolismo puede ocurrir por via de GSTT1-1, los
efectos genotoxicos seran diferentes dependiendo del fenotipo de GSTT1-1 (Wilson
et al., 2000).

El tolueno se considera como no mutagénico y no genotéxico segin la mayoria de
resultados obtenidos in vivo e in vitro (Dorsey et al., 2000).

Tabla 3.3.bi. Efectos genotdxicos en humanos y animales (in vitro e in vivo) que son causados por

vocC

Cloroformo

los principales VOCs encontrados a lo largo del rio Atoyac, Tlaxcala.
Tipo de

estudio Efecto

Organismo

In vivo Sin datos
Humano In vitro Incremento de intercambio de cromatidas hermanas en
linfocitos (Chou, 1997).
Incremento en frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas en células de médula 6sea de
raton; arresto mitético en embriones de saltamontes
(Chou, 1997). Induccién de micronucleos en rinén e
higado de rata; dafio cromosémico en médula 6sea de
rata (Watts et al., 2004).
Mutaciones en células de linfoma ante activacion
In vitro metabodlica (Chou, 1997).

In vivo
Animal (ratones,
Saltamontes, rata)

Diclorometano

In vivo Sin datos
Formacion  dosis-dependiente = de  aductos de
In vitro formaldehido con ARN en hepatocitos (Wilson et al.,
2000).
Detecciéon de rompimiento de ADN en higado y pulmén
de ratones; rompimiento de ADN en higado de rata;
intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos
In vivo periféricos y células pulmonares de ratén; Produccion
de micronucleos en eritrocitos periféricos de raton;
aberraciones cromosémicas en células de médula 6sea
y pulmoén en ratén (Wilson et al., 2000).
Induccién de rompimiento del ADN en células ovaricas
de hamster y en hepatocitos de raton; formacién de
aductos de formaldehido con ARN en hepatocitos de
In vitro ratén, rata y hamster; aberraciones cromosoémicas en
hamster chino y en linfoma de ratén (Wilson et al.,
2000).

Humano

Animal (Hamster
chino, ratones,
rata)

Tolueno

Incremento en la incidencia de rompimiento de
cromatidas hermanas, micronucleos e intercambio de
In vivo cromatidas hermanas en trabajadores expuestos a
Humano tolueno y a otros compuestos; aberraciones
cromosomicas en linfocitos periféricos (Dorsey et al.,
2000).
In vitro Sin resultados positivos
Arresto mitotico en saltamontes; aberraciones
cromosomicas en células de médula o6sea de rata
(Dorsey et al., 2000). Induccién de micronucleos en
meédula 6sea en rata (Mohtashamipur et al., 1985).
Sin resultados positivos

Animal In vivo
(saltamontes,
rata)
In vitro



3.4 Biomarcadores

Un biomarcador es cualquier respuesta biolégica a un compuesto quimico que demuestra
un alejamiento del estatus normal (Walker et al, 2006); es considerado como
biomarcador la sustancia, estructura o proceso que pueda ser medido en un organismo,
por ejemplo: las sefiales o eventos bioquimicos, moleculares, genéticos, inmunologicos o
fisiologicos (Stern et al., 2001). El uso de un biomarcador permite mejorar la evaluacién
de la exposicion ante cualquier compuesto, asi como vislumbrar un panorama del
mecanismo de los efectos que dichos compuestos producen (Rothman et al, 1995) y
permite la prediccion de la incidencia de una enfermedad en particular (Stern et al,
2001).

El esquema de clasificacion de biomarcadores elaborado por el Comité de Marcadores
Biologicos, incluye las siguientes categorias: biomarcadores de exposicion, de efecto y de
susceptibilidad (CBMNRC, 1987). En la tabla 3.4i se muestran mas detalles de los
diferentes tipos de biomarcadores.

Tabla 3.4i. Esquema de clasificacién de biomarcadores: biomarcadores de exposicion, efecto y

susceptibilidad.
Categoria Definicion Ejemplo
Indican si el organismo estuvo expuesto a
algn compuesto quimico, pero no dan . .
informacién sobre el grado del efecto Fgrmacg)anePaggctos (EJ.
602 adverso causado (Stern et al., 2001). Incluye FELEED Co ISRl ElG)),
Exposicion 3 . : .
a sustancias exogenas en el interior de un MEtABOlitoS CxeretadOsHE]
individuo, metabolitos o cualquier otro acido hiparico) ’
evento relacionado con la exposicion ’
(CBMNRC, 1987).
Indica un componente endégeno del sistema Alteracién de actividad
biologico, una medida de una capacidad enzimatica (Ej. las GST, CYP).
Efecto o funci.onal del sistema, 0 un estado altergdo i o .
respuesta del sistema que es pI'"edICtIVO de un dete}"lq}“o Dano genotéxico (Ej. MN).
en la salud producido por una exposicién
(CBMNRC, 1987). Incluye precursores Alteracién en proliferacion
tempranos de un proceso de enfermedad. celular
Indica si la salud en un organismo es EREED muEEoel
Susceptibilidad especialmente sensible ante la exposicion a p . . .
2 resencia de polimorfismos (E;j.
un xenobiético (CBMNRC, 1987). GSTTI-1 nulo).
3.4.a. GST

€ Funcion y mecanismo de acciéon

Las GST son una familia de enzimas ubicuas cuya actividad catalitica fue descubierta en
1961 (Armstrong, 1997) en tejidos de mamiferos (Zimniak y Singh, 2007). Sus funciones
han sido clasificadas en dos categorias:

1. La funcién principal es fungir como proteinas de uniéon y catalizar la
conjugaciéon de compuestos electrofilicos e hidrofébicos con el tripéptido
GSH, con lo que participan en el metabolismo de fase II. Dicha conjugacion



Compuest&

Figura 3.4.aii. Mecanismo general de induccién para GSTs:

PO

se relaciona con la neutralizacion o desintoxicacién de compuestos daninos
exégenos (plaguicidas, herbicidas, carcinégenos, etc).

2. La otra gran funcién es proteger contra compuestos endégenos producidos
durante el dano oxidante a los lipidos (Ej. acroleina, crotonaldehido, 4-
hidroxinonenal) y acidos nucleicos (bases propenales ADN) (Chiang et al,
2007).

La informacién estructural de las GST ha permitido comprender los mecanismos
cataliticos de su participaciéon en la desintoxicaciéon de electrofilos. De manera general, las
GST catalizan la siguiente reaccién (Fig.3.4.ai), donde R representa un compuesto con
un centro electrofilico y X un grupo saliente:

GSH+R-X _GST , GS-R+HX

Figura 3.4.ai. Mecanismo de reaccion entre GSH y un compuesto electrofilico que es mediado por
GST. La mayoria de las GST presentan un residuo de tirosina que les permite llevar a cabo la
conjugacion entre el GSH y el compuesto electrofilico.

€ Induccién

La induccién en la expresion de las GST puede ser influenciada por compuestos naturales
de la dieta, antioxidantes sintéticos, agentes depresores de GSH y agentes
quimiopreventivos (Sherrat et al,, 1998). Se considera que dicha expresion forma parte de
un proceso de adaptacion que permite a la célula sobrevivir a la exposicion a
xenobioticos daninos y productos de estrés oxidante que pueden ser carcinogénicos

(Jowsey y Hayes, 2007) _———J\

(Especies \
( 'reactivas \\

b

Metabolismo' \ ‘\\"‘

Activacion del factor de transcripcion (NrF2, AhR [ver inducciéon de GSTT1-1]);

Translocacion del receptor al nucleo;

Interaccion de factor de transcripcion con elementos de respuesta (ARE, XRE [ver inducciéon de GSTT1-1]);
Transcripcion del gen (GST). Tomado y modificado de Wakabayashi et al., 2010.
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En cuanto a la induccién de las GST en ratas ante condiciones de estrés oxidante
(desbalance entre especies oxidantes y antioxidantes) y la exposicion a distintos
xenobioticos (de los cuales la mayoria cuentan con un centro electrofilico), se sabe que el
mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la modulacién de la transcripcion es a través
del factor de transcripcion NrF2 (nuclear factor- erythroid 2 p45 related factor 2) y del
elemento de respuesta a antioxidantes (ARE) (Jowsey y Hayes, 2007). En la fig.3.4.aii se
representa el mecanismo general de induccion.

€ Clasificacion

La mayoria de las GST y las mas estudiadas, se encuentran en el citosol; sin embargo,
también se pueden localizar unidas a membranas (reticulo endoplasmico) (Armstrong,
1997). Las GST citosoélicas se encuentran en forma de homodimeros o heterodimeros con
subunidades de 26 kDa aproximadamente (Raza et al, 2002); sin embargo los
heterodimeros se conforman entre subunidades de la misma clase (Armstrong, 1997).

Las GST canonica o citosélicas se dividen en clases (Tabla 3.4.ai) segin su
similitud en la secuencia de aminoacidos, por lo que enzimas pertenecientes a la misma
clase presentan un 40% o mas de similitud en su secuencia (Zimniak y Singh, 2007).
Existen por lo menos siete clases de GSTs citosoélicas (Hayes et al, 2005) que pueden
distinguirse en los humanos (alfa (a), mu (p), pi (i), sigma (o), theta (8), zeta ({) y omega

(@))-

Tabla 3.4.ai. Clases de GST citosdlicas, sus isoformas y sustratos representativos. Tomado de
Ketterer, 1998 ©, Hayes et al., 2005b Yy Zimniak y Singh, 2007 2,

Clases Isoformas de GSTs Sustrato representativo
Alfa2b GSTA1-12, GSTA2-2¢, GSTA3-3¢, 4-hidroxinon-2-enal
GSTA4-42, GSTA5-5¢
ab _1¢ _nC _ac Cloruro de 4-nitrobencilo
Mu GSTM1-1€¢, GSTM2-2€¢, GSTM3-3€,
GSTM4-4¢, GSTM5-5¢
Omegaah GSTOl—lb, GSTOQ—Qb Acido dehidroascérbico
Pib GSTP1-1€ Acroleina
Sigmaab GSTS1-1P 4-hidroxinonenal
Thetab GSTT1-1€, GSTT2-2¢ Diclorometano
Zetadb GSTZ1-1€ Dicloroacetato

€® Nomenclatura

La nomenclatura de las GST citosélicas en vertebrados se describe a continuacion: los
monomeros de las GST son nombrados por una letra mayuscula que designa la clase,
seguida por un numero arabigo que determina el orden cronoléogico en el que fue
reportada la secuencia de la subunidad dentro de su clase (por ejemplo: GSTA1 y GSTA2).
Para denotar el tipo de dimero se usa un guién y el namero 1 (ej. GSTA1-1) si se trata de
un homodimero, y un guién y el nimero 2 si es un heterodimero (ej. GSTA1-2) (Tabla
3.4.ai) (Zimniak y Singh, 2007).



€ Isoforma GSTTI1-1

GSTT1-1 es una enzima homodimérica (Fig.3.4.aiii) que se expresa en higado, pulmoén,
rinén, cerebro, musculo esquelético, corazén, intestino delgado, bazo, eritrocitos (Chiang
et al., 2007), pero no en los linfocitos (Juronen et al, 1996). Esta enzima metaboliza
productos endogenos de estrés oxidante (peroxidacion lipidica y del ADN), asi como
xenobidticos y sus metabolitos (Ej. compuestos volatiles carcinégenos) (Sherrat et al.,
1997). La contribucion de la GSTT1-1 al metabolismo de los productos derivados de
estrés oxidante depende del perfil y concentracion enzimatica del tejido en cuestion
(Ketterer, 1998). Algunos sustratos que metaboliza GSTT1-1 se presentan en la tabla
3.4.aii.

Algunos compuestos que inducen a GSTT1-1 son agentes quimiopreventivos de
cancer tanto sintéticos (Ej. etoxiquina, hidroxianisol butilado, oltipraz), como naturales
(Ej. cumarina, bencil isotiocianato) (Sherrat et al., 1998), dicha induccién se puede medir
a nivel de ARN mensajero (ARNm), de la cantidad de la subunidad de la enzima y de la
actividad catalitica (Mainwaring et al., 1996; Sherrat et al., 1998).

Esta isoforma tiene una expresion génica determinada por mecanismos distintos a
aquellos que regulan a las otras GST. El hecho de que GSTT1-1 es inducible por
antioxidantes y xenobibticos sugiere que su mecanismo de induccién incluye un ARE.
Ademas, se conoce que la producciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el
metabolismo de algunos xenobiodticos (Ej. oltipraz), induce a GSTT1-1 (Sherrat et al,
1998) por el mecanismo de ARE; sin embargo, existe evidencia que indica que el
mecanismo de induccién de esta isoforma incluye al receptor de aril hidrocarburos (AhR),
el cual se une con el xenobibético para activar al elemento de respuesta a xenobioticos
(XRE).

Figura 3.4.aiii. Estructura homodimérica de la
GST clase Theta de humano. Las subunidades se
distinguen en color verde y azul. En esta clase hay
un residuo de serina representado en color
amarillo, que es esencial cataliticamente. El sitio
activo se encuentra identificado con rojo. Tomado
de Sheehan et al., 2001.

Tabla 3.4.aii. Sustratos endégenos y exégenos (xenobiéticos) que metaboliza GSTT1-1, asi como su
procedencia. Tomado de Sherrat et al., 1997 2; Sherrat et al., 1998 P y Ketterer, 1998 €.

Sustrato Tipo de sustrato
1,2,3,4-diepoxibutano butadieno? xenobiotico
Oxido de etileno® Producto de estrés oxidante
Hidroperéxido de cumeno?® Producto de estrés oxidante
DCM2 Xenobidtico
(dihaloalcano)
Dibromoetano? Xenobiotico
(dihaloalcano)
Dibromometano? Xenobiotico
(dihaloalcano)
Oxido trans-stilbeno (tSO)b Inductor modelo, sintético
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€ Bioactivacion por GSTT1-1 y su relacion con genotoxicidad

La conjugacion de GSH con xenobidticos comunmente genera productos relativamente
inactivos que son eliminados por la célula. En ciertos casos, el conjugado formado es
bioactivo, es decir, el conjugado producido es mas reactivo que el compuesto padre. La
mayoria de los compuestos quimicos que presentan bioactivacion mediante GST son
pequenos electrofilos como: metanos, etanos o butanos que contienen haluros o epéxidos;
por ejemplo, los dihaloalcanos como: diclorometano (DCM), dibromometano y
dibromoetano (Sherrat et al, 1997), los cuales son metabolizados por GSTT1-1
(Fig.3.4.aiv).

O]

c Cl HN N
GSTTI-1
\—c1+asH \_sa J% | \>
s~ SNH N7 TNH

DCM H+ + CI- . » Aducto
S-clorometilglutation S-[1-(N2- Desoxiguanosil) metil] GSH

Figura 3.4.aiv. Conjugacion del DCM con GSH que desemboca en una bioactivacién del conjugado
y una subsecuente formaciéon de aductos con bases del ADN.

Cuando se constituye un conjugado reactivo (Ej. S-clorometilglutation), éste tiende
a reaccionar con macromoléculas; en el caso de reaccionar con el ADN, el conjugado
produce dafio genotéxico, pues ataca las bases de los nucleétidos y forma aductos
(Sherrat et al., 1997). Debido a lo anterior, se piensa que la GSTT1-1 juega un papel
critico en el desarrollo de susceptibilidad ante efectos carcinogénicos (Sherrat et al,
1998).

3.4.b. Micronucleos (MN)

+ Concepto y mecanismo de formacion

Los MN son pequefios nucleos constituidos de algiin cromosoma entero o fragmentos
cromosomicos que se rezagaron en la divisién celular y por lo tanto no pudieron
incorporarse al nucleo de la célula hija (Norppa, 2004). Desde inicios del siglo XX los
cientificos realizaron descripciones de estas estructuras, a las cuales en un inicio se les
denominé como cuerpos de Howell-Jolly; sin embargo, fue hasta la década de los 70s que
se sugiri6 por primera vez el término MN por Boller y Schmidt (Decodier, 2000).

La formacion de los MN se atribuye a dos mecanismos (Fig.3.4.bi): el rompimiento
de cromosomas (clastogénesis) y la alteracion de la maquinaria de la segregacion
cromosoOmica (aneugénesis) (Muller y Streffer, 1994); la clastogénesis origina MN con
fragmentos cromosoémicos, y la aneugénesis da lugar a MN con cromosomas enteros. Es
importante remarcar que la division mitética o meiética es necesaria para que se formen
los MN, por lo que cuando se realiza una evaluacion de MN ante la exposicion de una
sustancia de estudio, se considera obligatorio el uso de un tejido en proliferacién (Suzuki
et al., 2004) y la evaluacion de la division celular (Decodier, 2006).
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Figura 3.4.bi._Mecanismos de formacién de MN. Un compuesto genotoxico puede provocar la
clastogénesis o aneugénesis cromosoémica y asi promover la produccién de MN.

+ Importancia

Algunos compuestos carcinogenos son también genotoéxicos (ej. benceno), lo cual genera
grandes sospechas sobre la existencia de una relacién causal entre genotoxicidad y
carcinogenicidad, pues cuando se dividen las células que tienen dafno genético, se
pueden originar células mutantes (Walker et al., 2006).

Para poder evaluar la exposicion a agentes genotoxicos y potencialmente
carcinégenos se realizan pruebas de genotoxicidad como la de MN (CBMNRC, 1987). Se
considera que una elevacién significativa de los niveles de este biomarcador es un fuerte
indicativo de que hubo una exposicién a sustancias potencialmente clastogénicas (Parton
y Garriot, 1997) y probablemente carcinogénicas (Norppa, 2004).

Algunos estudios epidemiologicos que sustentan la prediccién de cancer cuando
existe incremento en la frecuencia de MN (Bonassi et al., 2007; Bonassi et al.,, 2011) han
empleado linfocitos de sangre periférica.

+ Modelos utilizados

La evaluacién de MN se puede realizar en modelos in vitro e in vivo. Para estudios sobre
efectos en humanos, el tejido mas utilizado son los linfocitos de sangre periférica
(Decodier, 2006); sin embargo, para detectar la genotoxicidad de mutagenos posterior a
una exposicion in vivo en mamiferos, el tejido que se utiliza con mayor frecuencia es la
médula 6sea (MO) (Parton y Garriot, 1997), pues es un tejido que se encuentra en
constante proliferacion (Suzuki et al.,, 2004). La tabla 3.4.bi enlista algunos otros tipos
celulares que se utilizan para evaluar MN.

Tabla 3.4.bi. Ejemplos de células y 6rganos utilizados para la evaluacion de MN y el tipo de modelo
al que corresponden.

Modelo Tejidos u drganos que se utilizan

In vivo Eritrocitos policromaticos de médula 6sea (Krishna y Hayashi, 2000); hepatocitos
(Parton y Garriot, 1997); rinén (Watts et al., 2004); eritrocitos periféricos (Wilson et al.,
2000); espermatidas (Cliet et al., 1993); células de mucosa bucal (Angelieri et al.,
2010), linfocitos de sangre periférica (Fenech, 2006).

In vitro Linfocitos de sangre periférica (Decodier, 2006); hepatocitos (Suzuki et al., 2004), entre
otros.
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La evaluacion in vivo de la frecuencia de MN es especialmente relevante debido a
que incluye factores como el metabolismo, la farmacocinética, y los procesos de
reparacion de ADN, asi como también es util en investigacion complementaria de los
efectos mutagénicos detectados en ensayos de genotoxicidad in vitro (Krishna y Hayashi,
2000). Ademas, los ensayos in vivo son recomendados por agencias reguladoras alrededor
del mundo para evaluar la seguridad de ciertos productos.

En el ensayo de MN en MO, las células que se evalian son los eritrocitos
policromaticos (PCE) (Fig.3.4.bii), los cuales se ubican, en el proceso de maduracién de
eritrocitos (eritropoyesis), inmediatamente después del proceso de enucleacién (expulsion
del ntucleo). Los PCE son eritrocitos jévenes que aun contienen RNA, por lo que se tifien
ligeramente de azul con el colorante Giemsa (Krishna y Hayashi, 2000).

Debido a que algunos compuestos clastogénicos y sus metabolitos reactivos son
de tiempo de vida media muy corto y no llegan a la MO o llegan en una concentraciéon
insuficiente como para inducir MN, se ha sugerido al higado como tejido alternativo para
detectar la induccion de MN. Desde 1980 se comenzé a utilizar el ensayo de MN en
hepatocitos (MNHEP) (Suzuki et al.,, 2004). No obstante, ni el ensayo de MN en MO ni el
de MNHEP son totalmente predictivos de una actividad clastogénica. Cuando se realiza la
evaluacion de ambos tejidos utilizando el mismo animal, puede obtenerse un perfil
clastogénico mas completo del compuesto en cuestion (Parton y Garriot, 1997).

Células I Proliferacion ]__, | Maduracion

troncales

Rezago de
fragmento

Genotoxico

©
e
&

/OOOOQG@OOOOO

Disfuncion Rezago de
del huso cromosoma

>
| PCE ] I Eritrocito I

Figura 3.4.bii. Mecanismo de formaciéon de MN en MO in vivo. Las células de la MO se encuentran
en constante proliferaciéon durante la cual algin compuesto genotoxico puede ejercer un efecto
clastogénico o aneugénico y originar MN en los eritoblastos, los cuales se convierten en PCE al
expulsar el nucleo en su proceso de maduracién. Los MN en PCE (MNPCE) son utilizados como
prueba de genotoxicidad. Traducido de Krishna y Hayashi, 2000.

3.4.c. Proliferacion

La proliferacion celular se refiere al aumento del nimero de células en una poblacion
mediante la division celular. Se considera que una célula esta en proliferacion durante
todas las etapas activas de la division celular (Gi, S, G2 y mitosis (Mit)), si por alguna
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razéon la célula entra en estado de arresto celular (Go), se asume que ha dejado de
proliferar (Scholzen y Gerdes, 2000).

Los cambios proliferativos asociados con una exposicién a compuestos toéxicos son
una herramienta util para la toxicologia, ya que pueden ser considerados como
indicadores de citotoxicidad (toxicidad en las células). Los parametros para medir la
citotoxicidad (Fig.3.4.ci) pueden ser propiedades relacionadas con la pérdida de
funciones vitales (ej. determinacion de la proliferacion celular) (Meyer, 2001).

Funcion
mitocondrial

(ej. razén
ATP:ADP)

Dano a
membrana
plasmatica

Figura 3.4.ci. Diagrama en
el cual se presentan
algunos parametros que se
utilizan para evaluar la
citotoxicidad (Meyer, 2001).
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Existen varias maneras de determinar la proliferacién celular, pero segin el
objetivo y el tipo de muestra de cada estudio se selecciona la técnica mas adecuada. A
continuacion se describen dos parametros comunmente utilizados para determinar la
proliferacion celular en higado y médula 6sea:

@ Deteccion de la proteina Ki-67

En 1983 se hizo referencia por primera vez a Ki-67 como un antigeno nuclear detectado
con el anticuerpo monoclonal correspondiente (Kaita et al., 1997). Posteriormente se
advirtié que Ki-67 es una proteina nuclear no histénica que se presenta exclusivamente
en las células que se encuentran en proceso de proliferacion (en la fase Gi, S, G2y Mit),
por lo tanto se le considera como un marcador nuclear de proliferacion. La tincién
maxima de Ki-67 ocurre en las fases G2 y Mit, pero en esta ultima la tincién se detecta en
la superficie de los cromosomas (Scholzen y Gerdes, 2000).

Si bien la proteina Ki-67 se encuentra caracterizada a nivel molecular y es
ampliamente utilizada como marcador de proliferacion, su significado biologico
permanece incierto, pero todo indica que es un requisito absoluto para la progresion entre
las fases del ciclo celular (Scholzen y Gerdes, 2000).

La obtencién del indice de marcaje de Ki-67 (células que presentan Ki-67/campo)
a través de técnicas de inmunodeteccion es util para evaluar la proliferaciéon tisular. Al
presentarse un incremento en dicho indice, se considera que existe una mayor
proliferacion en el tejido estudiado (Kaita et al., 1997; Scholzen y Gerdes, 2000).

La aplicacion de ésta técnica es muy util cuando no se dispone de tejido fresco, y
las muestras de tejido estan fijadas en formalina (Kaita et al., 1997). Ademas, Ki-67 refleja
todas las etapas del ciclo celular que no seran captadas por técnicas donde solo se marca
el ADN recién sintetizado (Scholzen y Gerdes, 2000).
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@ Porcentaje de eritrocitos policromaticos (% PCE)

Esta forma de estimar la proliferacion celular se refiere a calcular la proporciéon de PCE
con relaciéon a los eritrocitos totales (TE) presentes en laminillas preparadas con
muestras de MO. Particularmente, esta evaluacion de la proliferacién celular se lleva a
cabo en ensayos de MN en MO, en los que se compara el %PCE del grupo control con la
del grupo tratado (Krishna y Hayashi, 2000).

La disminucién en el %PCE representa la existencia de alguna perturbacién en el
proceso hematopoyético como resultado de algin tratamiento (Gollapudi y Mc Fadden,
1995); es decir, sirve como indice de citotoxicidad (Romagna y Staniforth, 1989).
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I ° Planteamiento del problema y justificacion

os rios Atoyac y Xochiac, ubicados en el estado de Tlaxcala y Puebla, han sido
punto de descargas provenientes de los corredores industriales Quetzalcéatl,
Huejotzingo e Ixtacuixtla, asi como de la planta petroquimica Independencia, de
industrias textiles y pequenas lavanderias intraurbanas.

En un analisis para evaluar la calidad del agua se reporté que dentro de los
contaminantes encontrados a lo largo de ambos rios, aquellos que tienen una mayor
frecuencia son el cloroformo, diclorometano y tolueno (Navarro et al., 2004), compuestos
que, por su alta presion de vapor son clasificados dentro de los VOC (Spicer et al., 2002).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la contaminacién en los rios sobre las
poblaciones cercanas a estos, se realiz6 un estudio de biomonitoreo utilizando a los MN
como biomarcadores de dano genotoxico. Como resultado de este estudio, se determino
que los pobladores que habitaban mas cerca de los rios presentaron una mayor
frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica (Montero et al., 2006). Tal asociacion
sugiere que los contaminantes cloroformo, diclorometano y tolueno son los responsables
del dafio genotoxico hallado en los pobladores.

A partir de los resultados obtenidos en el biomonitoreo, surgié la necesidad de
plantear un modelo experimental que permitiera entender el papel que los VOC hallados
en el rio tienen en la genotoxicidad observada (MN) en las poblaciones expuestas. En el
modelo experimental de este trabajo se propone la medicion de los efectos toxicos
inducidos por la mezcla de VOC en tres parametros distintos:

Actividad enzimdtica

La actividad de enzimas encargadas de la biotransformacién de xenobi6ticos como los
VOC encontrados en el rio, puede llegar a repercutir en los niveles de dano genotéxico si
se altera la velocidad de bioactivacion de un agente toxico (Levi y Hodgson, 2001). La
enzima GSTT1-1 es capaz de producir metabolitos reactivos a partir de compuestos
halogenados (Sherrat et al.,, 1998) como el diclorometano, por lo que es de relevancia
estudiar si presenta cambios en su actividad ante la exposicion a los VOC hallados en el
rio.

Genotoxicidad

La prueba de MN ha sido ampliamente utilizada para estimar el dafno genotéxico
producido por diversas sustancias quimicas (Preston y Hoffmann, 2001). Debido a que en
diversos estudios se sugiere la evaluacion de MN en higado y en médula 6sea como
pruebas complementarias para determinar con mayor contundencia la genotoxicidad
(Parton y Garriot, 1997), en este trabajo se realiz6 la evaluaciéon de MN en ambos tejidos.

Proliferacion

La formacién de MN es dependiente de la proliferacion celular (Muller y Streffer, 1994),
por lo tanto la cuantificacién de biomarcadores de proliferacion es posible usarla como
sustento en la interpretaciéon de los resultados de dafno genotéxico (Suzuki et al.,, 2004).
En este disefio experimental se plante6é hacer la deteccion de la proteina Ki-67 y contar
%PCE como biomarcadores de proliferacion en higado y médula ésea, respectivamente.
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° H ipotesis

Se sabe que la exposicién a ciertos compuestos organicos es capaz de inducir
enzimas del metabolismo de xenobioticos, por lo tanto se espera que la mezcla de
cloroformo, diclorometano y tolueno induzcan la actividad de GSTT1-1, ya que es
la principal enzima de fase II encargada del metabolismo de los dos primeros.

La contaminacion en los rios Atoyac y Xochiac ha sido relacionada con un
incremento en la frecuencia de MN en los pobladores de la regién, al ser el
cloroformo, diclorometano y tolueno los contaminantes mas frecuentes en los rios,
se infiere que la mezcla de estos VOC sera capaz de inducir dano genotéxico in
vivo.

Debido a que GSTT1-1 es la enzima responsable de la bioactivacion de
compuestos halogenados, la genotoxicidad y citotoxicidad causadas por la mezcla
podrian estar relacionada con la actividad de esta enzima de fase II.

Objetivos generales

Identificar si ocurre inducciéon en la actividad enzimatica de GSTT1-1 debido a la
exposicion a VOC.

Determinar si la exposicién a cloroformo, diclorometano y tolueno produce dafno
genotoxico en higado y/o meédula 6sea utilizando los microntcleos como
biomarcador.

Evaluar biomarcadores de proliferacién hepatica y de la médula 6sea para
complementar los datos de genotoxicidad.

Objetivos particulares

Obtener fraccion citosélica hepatica para la medicion de la actividad de GSTT1-1.

Realizar la medicion de la actividad hepatica de GSTT1-1 en las distintas dosis de
la mezcla de VOC.

Registrar la frecuencia de microntcleos producidos por distintas dosis de la
mezcla de VOC en HEP y en PCE.

Evaluar marcadores de proliferacion: %PCE para médula 6sea y la cuantificacion
del indice de nucleos de marcados con la proteina Ki-67 para HEP.

Establecer si existe una relacion entre la proliferacion y la genotoxicidad
respectiva de cada 6rgano.

Estimar la posible relacion entre la actividad de GSTT1-1 y la genotoxicidad
hepatica, asi como con la relaciéon de la primera con la proliferacion hepatica.



6 ® Diseﬁo experimental

6.a. Tratamiento

n total de 43 ratas macho Wistar de tres semanas de edad (70-120 g) fueron

distribuidas en cinco grupos de tratamiento. Las ratas de cada grupo tuvieron

aclimatacion durante una semana (temperatura de 20 £ 2 °C con ciclos de 12

horas luz/oscuridad y humedad relativa de 56 + 3%) en el Bioterio del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM. A la cuarta semana de edad, cada grupo se
expuso al tratamiento correspondiente cada 24 horas durante tres dias consecutivos. A
continuacion se mencionan los grupos: Mezcla dosis baja, mezcla dosis media, mezcla
dosis alta, controles negativos (Fig.6.ai), controles positivos (Tabla 6.ai):
dietilnitrosamina (DEN), Benceno (Ben) y tSO.

I' Mezcla dosis baja | Mezcla dosis media
i Tol = 2.02 mmol/kg : Tol = 4.04 mmol/kg
. DCM = 0.62 mmol/kg  DCM = 1.25 mmol/kg Figura 6.ai. Esquema del disefio
: CLF = 0.65 mmol/kg ; CLF = 1.30 mmol/kg para la exposicion a la mezcla de
\ T VOC y los controles negativos.
I>-—___ T TN . Tol, DCM y CLF. Cada grupo
: Mezcla dosis alta | Controles negativos contiene 8 ratas.
I Tol = 8.08 mmol/kg | Recibieron el vehiculo
; DCM = 2.51 mmol/kg | correspondiente (aceite de
I CLF = 2.61 mmol/kg I maiz)

!

La concentracion de la dosis baja de la mezcla se calculé a partir del 2.5% del
LDS50 oral de cada compuesto; con base en este valor, se puso el doble de concentracién a
la siguiente dosis de la mezcla.

Tabla 6.ai. Tabla con detalles del grupo de los controles positivos. Se presenta la funcién, dosis,
numero de animales tratados con cada compuesto, asi como el régimen de exposicion.

Sustancia Dosis No. de Via y tiempo de Caracteristica
(mmol/kg) animales administracion toxicolégica
Benceno 128 4 Oral durante 2 dias Inductor de MN en
meédula 6sea
Dietilnitrosamina 0.979 4 i.p. durante 2 dias Generador de MN en
hepatocitos
trans-stilbenoxido 2.03 3 i.p. durante 3 dias Inductor de GSTT1-1

6.b. Obtencion de muestra

Los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical 24 horas después del ultimo dia
de tratamiento. El higado fue extirpado y enjuagado con solucién fisiolégica (KCl) para
quitar el exceso de sangre; dicho érgano se utilizé6 para evaluar MNHEP, la proliferacién
hepatica con Ki-67 y la actividad enzimatica de GSTT1-1. Adicionalmente, se extrajeron
los dos fémures para evaluar MNPCE de la médula 6sea (Fig.6.bi).
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Figura 6.bi. Representacion de los 6rganos que se extrajeron de cada rata tratada y los
biomarcadores que fueron evaluados.

6.c. Fraccion citosdlica
Lista de reactivos
e Tris/HCI (BioRad)
e KCI (J.T. Baker)
e EDTA (Sigma)

Procedimiento:

La fraccién citosolica del higado se obtuvo de acuerdo al protocolo de Guengerich F.P.
(2001) (Fig.6.ci). El higado de cada rata se homogeneiz6 en un volumen de 3mL de 20
mM Tris/HCl, 150 mM de KCly 1mM EDTA pH 7.4 por gramo de tejido. Posteriormente,
el homogeneizado se centrifugdé a 9000g, a 4°C durante 10 min; el sobrenadante (S-9), se
centrifugd a 100,000g durante 60 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante (fraccion
citosoélica), el cual fue almacenado en alicuotas a -80°C. Antes del uso de la fraccion
citosélica, se realiz6 una centrifugacion a 3,100 rpm por 10 min para eliminar el exceso

® -

B B, ..9000.g 5. W 100000 g5 {\
- ] A~ e i .
f a 4£rém / L 60 min a ’j CD

— 4°C

i -~ N
Homogeneizacion La Fraccién
\ | citosélica

Figura 6.ci.- Diagrama del procedimiento que se siguié para la
obtencién de la fraccién citosélica.

Citosol sin
exceso de
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6.d. Cuantificacion de proteina
Lista de reactivos:

e Albumina (Sigma)
e Agua mili Q (Millipore Q-Gard 1)
e Reactivo de Bradford (BioRad)

Procedimiento:

La cuantificacion de proteinas de las alicuotas de citosol, se hizo utilizando el método
de Bradford (Compton y Jones, 1985), el cual se basa en la formacién de un complejo
entre el reactivo de Bradford y los residuos aminoacidos basicos de las proteinas
presentes en un medio acido; dicho complejo, torna de color azul al medio debido al
enlace con el azul brillante de coomassie y puede ser detectado a los 595 nm.

El procedimiento utilizado se describe a continuacion: se realizé6 una curva patrén
de 0 mg/mL a 0.5 mg/mL a partir de un stock de albumina de 1.23 mg/mL; se colocaron
10 uL de cada una de las cinco concentraciones de albumina en una placa con 96 pozos
(un pozo por concentracién). Enseguida, se preparo el citosol de las alicuotas: cada uno
se diluy6é 1:100 con agua mili Q; de cada alicuota diluida se colocaron 10 uL por pozo de
la placa antes usada. Después, a cada pozo se le agregaron 200 pL del reactivo de
Bradford, el cual se homogeneizé con la proteina (de la alicuota o albuimina). Una vez
preparados los pozos a usar, se realiz6 la lectura de la placa con el lector DTX 880
Multimode Detector; los valores obtenidos se utilizaron para calcular la concentraciéon de
proteina de cada alicuota.

6.e. Actividad enzimatica de GSTT1-1

Lista de reactivos:
e Diclorometano grado HPLC (Honeywell)
e Tris/HCI (BioRad)
GSH (Sigma)
Acido tricloroacético (TCA) (Sigma)
Acetato de amonio (J.T. Baker)
Acetilacetona (BioRad)
Acido acético (J.T. Baker)
Agua mili Q (Millipore Q-Gard 1)

Procedimiento:

La actividad hepatica de la enzima GSTT1-1 fue determinada utilizando el método
descrito por Mannervik y Jemth (1999); esta técnica se basa en la cuantificacion de
formaldehido (HCHO) como producto del metabolismo del DCM por GSTT1-1 (Fig.6.ei).

El procedimiento experimental (Fig.6.eii) se describe a continuacién: el
amortiguador de reaccion (TRIS/HCl 0.1 M pH 7.4) con GSH 0.1 M se mezclé con 0.34
mg proteina /mL del citosol. Esta mezcla se preincub6 a 37°C en un vial ambar en bafo
Maria durante 5 minutos; enseguida se agregaron 8 uL de DCM grado HPLC, resultando
en un volumen total de 3 mL, y se incub6 el vial a 37°C el tiempo correspondiente (5, 12y
20 min). Se agregaron 300 puL de TCA 50 % p/v para detener la reaccion; 2 mL de la
reaccion detenida se centrifugaron a 16 000 g por 2 min en tubos eppendorf. Del
sobrenadante obtenido se tomaron 1.5 mL que se distribuyeron equitativamente en tres
tubos eppendorf (cada tubo con 0.5 mL de sobrenadante). A cada uno de estos tubos se le
agregd 0.5 mL del reactivo de Nash (acetato de amonio 2M, acetilacetona 20 mM, acido
acético 50 mM diluidos en agua mili Q) y se incubaron a 42 °C durante 30 min.
Posteriormente, se midié la absorbancia a 412 nm en el espectrofotémetro de doble haz
UV- visible Camspec modelo M350. Con los datos obtenidos se calcul6é la actividad
enzimatica con la ecuacién mostrada en la figura 6.eiii.
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Figura 6.eiii. Ecuacion utilizada para calcular la actividad enzimatica
de GSTT1-1 hepatica. Tomado y modificado de Mannervik y Jemth, 1999.

6.f. Técnica de MNHEP

Lista de reactivos:
e Formaldehido al 37% (J.T. Baker)

e Metanol (Honeywell)

e Fosfato de sodio dibasico (J.T. Baker)

e Fosfato de sodio monobasico (J.T. Baker)
e KOH (J.T. Baker)

e Acido acético (J.T. Baker)

e Solucion Wright (Sigma)

e Giemsa (Sigma)
e Entellan (Merck)

Procedimiento:

La genotoxicidad de los tratamientos en higado, fue evaluada utilizando la prueba MNHEP
descrita por Parton y Garriot (1997); en esta técnica se utilizaron hepatocitos aislados a
partir de tejido fijado en formalina. El procedimiento consta de cuatro pasos: obtencion de
hepatocitos, frotis celular, tincién y evaluacion (Fig.6.fi).

1. Obtencion de hepatocitos:

De cada rata se disecaron dos fragmentos de higado de 0.25 g aproximadamente, y ambos
fragmentos se colocaron en un frasco con 7 mL de formalina al 10 %. Después de siete
dias, uno de los dos fragmentos se removio de la formalina y se lavo sobre un tamizador
con agua destilada durante 30 segundos. Posteriormente, se colocé en un frasco con
7mL de KOH 12 N y se dejé en agitacién por 16 horas, a temperatura ambiente. Para
remover el KOH de cada pedazo de higado, se vacio este sobre un tamizador; enseguida se
enjuagé con agua destilada y se disocié con ayuda de un pistilo. El tejido disociado se
lavo a través del tamizador con agua destilada y se colect6 en un tubo coéonico de 50 mL;
una vez colectado el tejido disociado, se completé el volumen a 50 mL con agua destilada.
La suspensién de hepatocitos se centrifugé a 400 rpm durante 10 min, se desecho el
sobrenadante y se resuspendio el botéon de células con agua destilada; se repitié dos
veces este paso. Después de la tercera centrifugacion, se resuspendio el botén celular en
3 mL de solucion fijadora Carnoy (3 metanol: 1 acido acético) y se almacen6é a 4°C para
posteriormente hacer preparaciones.

L) Volumen final de
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Figura 6.fi. Diagrama del procedimiento utilizado en la técnica de MNHEP.

2. Frotis celular

Para hacer las laminillas, se homogeniz6 la suspension de células con una pipeta Pasteur
y se tomaron alrededor de 2-4 uL, los cuales se colocaron sobre el portaobjetos; de
inmediato, se hizo un frotis con ayuda de un cubreobjetos. Después de que se secaron las
laminillas, se les fijé con metanol al 100 % durante 10 min.

3. Tincion

La tincion de las laminillas se realizé siguiendo el método descrito por Davila (2002). La
tinciéon consiste en seis pasos utilizando seis camaras Coplin: se sumergio la laminilla 1
min en solucion de Wright 10 % en etanol absoluto; 1 min en Wright S0 % en Sérensen
pH 6.8; 15 min en Giemsa 14 % en Sérensen pH 6.7; 10 seg. en Sérensen pH 6. 7; 10
seg. en Sorensen pH 6.8; 10 seg. en agua destilada. Después de verificar la tincion, se
montaron con Entellan.

4. Evaluacion

Con el microscopio Nikon type 120, se evaluaron 2000 hepatocitos (HEP) con aumento
100X, con citoplasma conservado, por rata para obtener la frecuencia de MN. Los criterios
utilizados para seleccionar los HEP y MN fueron: citoplasma bien definido contrastante
con el nucleo; nucleo redondo y con nucléolo bien definido; microntcleo tefido en el

complet
S0mL
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mismo tono del nucleo y cercano a él; misma textura y forma que el nucleo, y que sea de
un tamafio no mayor a una tercera parte del nucleo del cual proviene (Fig.6.fii).

Microntucleo

Figura 6.fii.

» Hepatocito con
micronucleo.

Aumento 1000X.

Ntcleo

6.9. Método de proliferacion hepdtica con Ki-67

Lista de reactivos:
e Xilol (J.T. Baker)
e Citrato de sodio (Dako)
e Tween 20 (BioRad)
e BSA (Sigma)
e Anticuerpo primario MIBS5 anti Ki-67 (Dako)
e Anticuerpo secundario biotinilado (Dako)
e Complejo Avidina Biotina (Amersham)
e Diaminobencidina (Dako)
e Peroxido de hidrogeno (J.T. Baker)
e Hematoxilina (Sigma)

Procedimiento:

La medicion de la proliferacion en hepatocitos se realiz6 con base en el método de
deteccion de la proteina nuclear Ki-67 mediante inmunohistoquimica, el cual consiste en
cuatro fases: el procesamiento de las muestras hepaticas, desparafinacion, la
inmunohistoquimica y la evaluaciéon (Fig.6.gi).

1. Procesamiento de muestras:

Se tomo6 uno de los fragmentos de higado que se encontraba en formalina al 10 % y se
lavé con PBS 0.1M. con cuatro cambios de 30 min cada uno. A continuacion, se paso el
segmento hepatico al histoquinet para incluirlo en parafina. Una vez embebido el tejido,
se realizaron cortes de cinco micréometros de grosor por cada trozo. Enseguida, se
colocaron los cortes (cuatro cortes por laminilla) sobre laminillas gelatinizadas que se
encontraban en bano Maria con agua destilada.
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Figura 6.gi. Diagrama del procedimiento que se sigui6 para la medicion
de nucleos marcados con ki67 como biomarcador de proliferacion (Ver
exnlicacion detallada en el textn)

2. Desparafinacion y rehidratacion

Para proceder con la remocion de parafina de los cortes ubicados en las laminillas, se
comenzd por su exposicién en una estufa a 60°C durante 30 min y después se trataron
con Xilol (durante 10 min y 5 min) y etanol-Xilol (5 min). Para rehidratar los cortes, las
laminillas fueron sumergidas por 1min en distintas concentraciones de etanol (100 %, 96
% y 70 %) y en agua destilada durante 5 min.
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3. Inicio de la Inmunohistoquimica

Para el desenmascaramiento, se colocaron las laminillas rehidratadas en un recipiente
con amortiguador de citrato de sodio 10 mM, pH 6.0 y se calenté en bafno Maria en el
horno de microondas durante 15 minutos. Cada cinco minutos se agregd citrato para
compensar la evaporaciéon causada por el calentamiento. Después se dejaron enfriar en el
recipiente por 20 min.

A continuacion se les traté con varias sustancias en el siguiente orden: agua
destilada (5 min), PBS+Tween 20 al 0.1 % (10 min), PBS (10min) y BSA al 5%
+PBS/Tween 20 al 0.1% durante dos horas para el bloqueo. En seguida se les anadi6 el
anticuerpo primario MIBS anti Ki-67 (1:100) y se les dejé por 24 horas. Al dia siguiente,
se les expuso secuencialmente a: PBS/Tween 20 al 0.1 %. (tres lavados de 5 min),
anticuerpo secundario biotinilado (1:200) por 2hrs, PBS/Tween 20 al 0.1 % (tres lavados
de 5min), Complejo Avidina Biotina (ABC) (1 hora) y PBS/Tween 20 al 0.1 % (tres lavados
de Smin). Para realizar el revelado se utiliz6 diaminobencidina (DAB) y per6xido de
hidrégeno, seguidos de un lavado con agua destilada. Adicionalmente se realizé una
contratincién con Hematoxilina para facilitar la evaluaciéon y las preparaciones fueron
deshidratadas con xilol durante cinco minutos. Una vez secas las laminillas, se montaron
con Entellan.

4. Evaluacién

Por cada laminilla se evalué la cantidad de ntcleos marcados con Ki-67 en 20 campos por
corte a 1562.5X con un microscopio Carl Zeiss 472083 (se evaluaron 3 cortes por cada
laminilla) (Fig.6.gii). Posteriormente se reportaron los resultados con el numero de
nucleos marcados por campo. Las fotos concernientes a Ki-67 fueron tomadas en la
Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM con el
microscopio invertido Olympus IX71 y la camara Evolution VF.

Nucleo marcado con
Ki-67

Figura 6.gii. Corte
histolégico hepatico
con nucleos
marcados con Ki-67.
Aumento 40X.

6.h. Técnica de MNPCE

Lista de reactivos:
e Suero Neonatal Bovino (GIBCO)
e EDTA (Sigma)
e a celulosa (Sigma)
Celulosa microcristalina (Sigma)
Solucion de Hank (HBSS)
Metanol (Honeywell)
Giemsa (Sigma)
Solucién Wright (Sigma)
Entellan (Merck)
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Procedimiento:

La genotoxicidad de los tratamientos en la médula 6sea, fue evaluada utilizando la prueba
de MNPCE descrita por Romagna y Staniforth (1989); en la que se utilizaron eritrocitos
policromaticos aislados a partir de los fémures (Fig.6.hi). E1 procedimiento consta de
cinco pasos: obtencion de médula 6sea, aislamiento de eritrocitos, frotis celular, tincién y
evaluacion.

1. Obtencién de médula ésea

La médula é6sea se obtuvo del fémur de los animales. Ambos fémures se cortaron por el
extremo proximal. Posteriormente, el extremo distal fue abierto con una aguja. Se ajust6
una jeringa con aguja en el extremo proximal del hueso y el extremo distal se sumergié en
un tubo que contenia 3 mL de suero neonatal bovino, 25 mM EDTA. Entonces, se aspir6
la médula dentro de la jeringa.

2. Aislamiento de eritrocitos

Con el propésito de remover las células nucleadas y obtener sélo PCE y normocromaticos
(NCE), se preparé una columna de celulosa que retuvo a las células nucleadas. La
columna se prepar6 en una jeringa de 20 mL (sin aguja ni émbolo). A continuacion, se
coloco en el fondo de la columna un circulo de 20 mm de papel de seda, que sirvié6 como

soporte de la columna. Posteriormente se mezclaron cantidades iguales en peso de a
celulosa y celulosa microcristalina Sigmacell tipo 50; se colocaron 1.5 g de la mezcla en la
jeringa. Para empacar adecuadamente la columna, se dejé caer la jeringa de manera
vertical (desde una altura de 1 cm) por veinte veces. En seguida, se ejercié una pequeia
presion sobre la mezcla de celulosa hasta que ésta llegd a la marca de 4.5 mL en la
jeringa. Por ultimo se colocé un filtro de policarbonato de 10 uym con ayuda de un
sujetador.

Una vez preparada la columna, se homogeneizé la médula aspirada y se vertieron
por goteo 3 mL en el centro de la columna; de inmediato, se agregaron 25 mL de soluci6on
de Hank para eluir la médula homogeneizada. Al final de la columna se coloc6é un tubo
conico de 50 mL, en el que se recogieron ambos tipos de eritrocitos. Los tubos cénicos se
centrifugaron a 2200 rpm durante 10 min y se hizo un lavado con 20 mL de solucion
Hank. Este paso se repitio una vez. Enseguida se recuper6 el boton y se resuspendio en
un volumen minimo de solucion de Hank.

3. Frotis celular

Para hacer las laminillas, se tomaron 5 puL de la suspensién de eritrocitos y se colocaron
sobre un portaobjetos. Posteriormente, se hizo un frotis con ayuda de un cubreobjetos.
Después de que se secaron las laminillas, se les fij6 con metanol al 100 % durante 10
min.

4. Tincién

Los frotis de eritrocitos fueron tenidos por el método de Davila (2002), como se explico en
el apartado de tinciéon de MNHEP.

5. Evaluacién

La frecuencia de MNPCE se obtuvo de la evaluacion de 2000 PCE por animal con un
aumento de 1562.5X en un microscopio Carl Zeiss 472083. Los criterios utilizados para
determinar un micronucleo son: cuerpo redondo o ligeramente ovalado; color azul intenso
y que se encuentren dentro de la célula en el mismo plano (Fig.6.hii).
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6.1 Método de proliferacion en médula 6sea

Para obtener los datos de proliferacion en medula 6sea, se us6 el método descrito por
Krishna y Hayashi (2000), el cual consiste en la determinacion del %PCE del total de
eritrocitos presentes en la médula. En esta prueba, se considera que una disminucién en
%PCE refleja eventos de citotoxicidad.

Las laminillas que se utilizaron para evaluar MNPCE se usaron también para
evaluar la citotoxicidad. En total se registraron 1000 eritrocitos por animal con un
aumento de 1562.5X en un microscopio Carl Zeiss 472083, para obtener el %PCE en la
médula ésea (Fig.6.1i).

PCE
% PCE = [ J X 100

PCE + NCE

Figura 6.1 i. Ecuacion utilizada para calcular la proliferacion en
médula 6sea (%PCE)

6.]. Andlisis estadistico

Los datos fueron ordenados en Excel y analizados en el programa de estadistica SPSS.
Con el objeto de establecer la normalidad de los datos se aplicé una prueba (Kolmogorov-
Smirnov) y dependiendo del resultado, se aplicaron pruebas paramétricas (ANOVA) o no
paramétricas (U-Mann Whitney). Adicionalmente, para identificar los factores que alteran
la frecuencia se MN, se realizaron analisis de regresion lineal y para determinar la
significancia se utilizé la correlacion de Pearson.
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7.a. Medicion de actividad enzimatica de GSTT1-1

1 ensayo para la actividad de GSTT1-1 realizado en este estudio (ver Disefio
experimental en apartado 6.e) utiliza al DCM como sustrato especifico de esta
isoforma, evitando la interferencia de la actividad de otras GST presentes en el higado
(Sherrat et al., 1998).

En la grafica 7.ai se presentan los promedios de la actividad hepatica de GSTT1-1 en
ratas tratadas con diferentes dosis de la mezcla de tolueno, cloroformo y diclorometano,
adicionalmente, se us6é un grupo de ratas tratadas con tSO como control positivo.
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Grafica 7.ai. Resultados de actividad enzimatica en nmol/min/mg de proteina para cada
tratamiento. El rango de la actividad va de 0.32 a 0.73. CT= controles; Mez B= Mezcla dosis baja;
Mez M= Mezcla dosis media; Mez A= Mezcla dosis alta; tSO= acido stilbenéxido. (ANOVA, *p<0.05).

Con los valores obtenidos de actividad, se observa que los tratamientos de la dosis
baja de la mezcla y el control positivo tSO tienen una induccién significativa en la
actividad de GSTT1-1. En la Mez B se observa que hay una induccion de 1.77 veces con
respecto a la actividad enzimatica de los controles, la cual no se ve alterada en las dosis
media y alta.
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7.b. Genotoxicidad en hepatocitos

La determinacion de MNHEP es una técnica que permite evaluar la genotoxicidad de
xenobibdticos que muestren potencial genotoxico después de ser bioactivados. En la
grafica 7.bi se presentan los promedios de MN por cada 1000 HEP en las ratas tratadas
con diferentes dosis de la mezcla de VOC y como control positivo se utilizaron ratas
tratadas con DEN.

Genotoxicidad hepatica (MNHEP)
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d’ il i
0.6

MNHEP/ 1000
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CT Mez B Mez M Mez A DEN

Tratamiento

Grafica 7.bi. Frecuencias de MN/1000 HEP de acuerdo con su tratamiento. El rango de la
frecuencia va de 0.06 a 1.3 MN.CT= controles; Mez B= Mezcla dosis baja; Mez M= Mezcla dosis
media; Mez A= Mezcla dosis alta; DEN= Dietilnitrosamina. (U-Mann Whitney, *p<0.05).

La mezcla produjo un incremento de MNHEP de 3 veces en la mezcla dosis baja hasta
llegar a un incremento de S veces en la dosis alta de la mezcla, sin embargo esta
tendencia al incremento de MN no es estadisticamente significativa.

7.c. Proliferacion hepdtica

Como respuesta de proliferacion hepatica, se utilizoé a la proteina nuclear Ki-67 ya que
esta se expresa en todas las fases del ciclo celular. En la figura 7.ci se presentan los
resultados correspondientes.

En la figura 7.ci A) se muestran fotografias de la deteccion inmunohistoquimica
de Ki-67, los nucleos con tincion café fueron considerados como positivos para el
biomarcador de proliferacion y se senialan con flechas en rojo. En estas fotografias se
puede apreciar que la mezcla de VOC no altera la proliferacion hepatica, por otro lado, el
tratamiento con DEN incrementa el nimero de células en proliferacién, lo que contrasta
con el control positivo.
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En la figura 7.ci B) se muestra el promedio de nucleos proliferando por campo en
los distintos tratamientos y se observa que aunque la proliferaciéon tiende a disminuir, la
mezcla de VOC no modifica significativamente la proliferacion en ninguna dosis con
respecto a los controles.

A)

CcT

Mez A

=

~
J

Proliferacion en higado Figura 7.ci. A) Fotos de cortes
hepaticos de los distintos
tratamientos  utilizados; los
nucleos marcados con Ki-67 se
sefialan con flechas. Aumento
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7.d. Genotoxicidad en eritrocitos policromdticos

La médula 6sea se ha utilizado como tejido para evaluar la genotoxicidad de diversos
xenobibticos debido a su constante proliferacion, de tal forma que es posible observar MN
en PCE a partir de las 24 hrs de exposicion. Los promedios de las frecuencias obtenidas
de MNPCE para cada tratamiento (control, mezclas y su control positivo Ben) se muestran
en la grafica 7.di.
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Grafica 7.di. Frecuencias de MN/1000 PCE de acuerdo con su tratamiento. El rango de la
frecuencia va de 0.56 a 5.37 MN. CT= controles; Mez B= Mezcla dosis baja; Mez M= Mezcla dosis
media; Mez A= Mezcla dosis alta; Ben= Benceno. (U Mann Whitney, * p<0.05).

Se observa una disminuciéon dosis dependiente que llega a ser estadisticamente
significativa en la mezcla dosis alta (70%).

7.e. Proliferacion en médula 6sea

La proporcion de PCE respecto a la cantidad de eritrocitos totales (%PCE) es un
biomarcador de proliferacion de esta estirpe celular en médula 6sea; una disminucién en
esta proporcién se interpreta como una baja en la proliferaciéon, de la misma manera que
un incremento en %PCE indica una mayor proliferacion celular. En la grafica 7.ei se
presentan los resultados correspondientes a este parametro en las distintas dosis de la
mezcla de VOC y en el tratamiento con Ben.
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Grafica 7.ei. Promedio de las frecuencias de PCE (%) de acuerdo con su tratamiento (control,
ezclas y su control positivo Ben). CT= controles; Mez B= Mezcla dosis baja; Mez M= Mezcla dosis
media; Mez A= Mezcla dosis alta; Ben= Benceno. (U Mann Whitney, * p<0.05)

Se observa que el tratamiento de Mez B tiene una disminuciéon significativa en la
frecuencia de PCE respecto a los controles; la proporcion de PCE en la mezcla baja
disminuye significativamente un 25% y el de la mezcla alta disminuye 19%, sin embargo
ésta no es significativa.
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8 ° D iscusion

8.a. Induccion de GSTT1-1

Debido a que los cambios en la actividad de enzimas que participan en el metabolismo de
xenobibticos forman parte de la respuesta que los organismos establecen cuando se
enfrentan ante compuestos quimicos externos (Sherrat et al.,, 1998; Dorsey et al., 2000),
era de esperar que la actividad de GSTT1-1 se alterara ante la de exposicion a los VOC.
Ante el hecho de que varios xenobi6ticos inducen a enzimas involucradas en su propio
metabolismo (Rose y Hodgson, 2001) y de que varias enzimas de fase II se inducen a la
par de las de fase I (Jowsey y Hayes, 2007), se plante6 que la mezcla de cloroformo,
diclorometano y tolueno induciria la actividad de GSTT1-1, ya que es la principal enzima
de fase II encargada de su metabolismo, ademas de que inducen la actividad de los CYP
(Belmont et al., 2011).

Los resultados de induccién de la actividad de GSTT1-1 en dosis bajas de la
mezcla pueden interpretarse como la respuesta de defensa del organismo ante la
exposicion a la mezcla de VOC; sin embargo, al incrementarse la dosis, se percibe que la
capacidad de respuesta del organismo fue rebasada.

A las mismas ratas expuestas a la mezcla de VOC, se les determiné la
concentracién hepatica de GSH como parte de la caracterizacion de los efectos por estrés
oxidante que dicha mezcla puede causar (Belmont et al., 2011). Al elaborar una prueba de
correlacion entre la actividad de GSTT1-1 y los valores de GSH, se encontré6 una
asociacion positiva entre la cantidad de GSH y la actividad de GSTT1-1 (Fig.8.ai). Como
se sabe que el GSH puede ser inducido mediante el factor NrF2 (Harvey et al., 2009), es
posible que el mecanismo de la induccion de GSTT1-1 del presente trabajo sea a través de
NrF2 y el ARE.

En general, se considera que la induccion en la expresion de las GSTs forma parte
de un proceso de adaptaciéon que permite a la célula sobrevivir a la exposicion de
xenobibticos daninos y productos de estrés oxidante que pueden ser carcinogénicos
(Jowsey y Hayes, 2007). No obstante, en el caso del metabolismo de la mezcla en estudio,
la induccion en la actividad de GSTT1-1 podria incrementar la produccién de metabolitos
reactivos (Sherrat et al., 1997), y asi contribuir a la toxicidad de la mezcla.
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8.b. Genotoxicidad y proliferacién hepdtica

Cuando se presenta la bioactivacion de compuestos quimicos, éstos tienden a
interaccionar con biomoléculas como el ADN, lo cual puede aumentar el nivel de dafio en
el material genético (Sherrat et al., 1998). El DCM y CLF son contaminantes cuyos
metabolitos reactivos (S-Clorometilglutation y fosgeno, respectivamente) poseen un bajo
potencial genotoxico (Chou, 1997; WHO, 2000); sin embargo, con base en los resultados
obtenidos en el estudio del rio Atoyac y Xochiac (Montero et al., 2006), se esperaba que al
ser éstos compuestos integrantes de la mezcla de exposiciéon, fueran capaces de inducir
dafio genotéxico in vivo.

Al observar los resultados de MNHEP obtenidos en este trabajo, se puede notar
que aunque no se produjo incremento en la genotoxicidad hepatica mediante la
exposicion a la mezcla de VOC en ninguna dosis, se distingue una tendencia. Lo anterior
pudo deberse a dos posibles razones: que la expresion de MN puede alterarse a través de
la proliferacién del tejido de estudio (Suzuki et al., 2004) o que la cantidad de MN puede
subestimarse durante la evaluacion de las células.

Ya que la formacién de MN puede verse alterada por los indices de proliferacion,
era necesario utilizar un higado que estuviera en un estado de proliferacién suficiente
como para apreciar la expresion de MN. Se ha reportado que la proliferaciéon del higado de
las ratas jovenes es mayor que la de las ratas adultas (Parton y Garriot, 1997) y por lo
mismo han sido utilizadas con éxito en evaluaciones de MNHEP (Suzuki et al., 2004). De
esta manera, al manipular ratas de cuatro semanas de edad en el presente trabajo, se
asumio6 que la proliferaciéon no seria un obstaculo para la expresion de MNHEP.

Los resultados de Ki-67 (Fig.7.ci) indican que la proliferacion hepatica de las ratas
tratadas con los VOC no se vio significativamente alterada con respecto a la proliferacion
de las ratas CT; sin embargo, las ratas tratadas con el hepatocarcinégeno DEN (utilizado
como control positivo) mostraron incrementos en la proliferacion, asi como en la
frecuencia de MNHEP, lo que evidencia la estrecha relacion que existe entre la
proliferacion y la formacion de MN en nuestro sistema de estudio.

Durante la evaluacion de MNHEP, de acuerdo con el protocolo de Parton y Garriot
(1997), se consideraron todos los hepatocitos tenidos con Giemsa; este colorante no hace
distincion entre los hepatocitos que se dividieron y los que no. Como los MN se
evidencian mediante la division celular, es posible que durante la valoracion se hayan
considerado células que no poseian algin MN debido a que atin no se dividian, y por lo
tanto, se pudo haber subestimado la cantidad de MNHEP.

Ya que la vida media de un hepatocito es de aproximadamente 200 dias, se
propone la aplicacién de dosis multiples (14-28 dosis, una por dia) con el fin de permitir
que los hepatocitos se dividan y asi poder evidenciar la formacion de MNHEP a pesar de la
baja proliferacion hepatica en rata (Hamada et al., 2011). Ademas, para tener una mayor
precision de los MN producidos a partir de la exposicion, seria preferible evaluar
solamente los hepatocitos que se dividieron a partir del tratamiento (Morita et al., 2011),
marcandolos o identificandolos de alguna manera.

Con el fin de detectar las células de reciente proliferacion, en la prueba de
micronucleos se han utilizado marcadores de proliferacion como la bromodesoxiuridina
(analogo de la timina) (Morita et al., 2011) o la citocalasina B (inhibidor de la citocinesis)
(Muller y Streffer, 1994). Los resultados del presente trabajo indican que la determinacion
de la proliferacion es crucial para una evaluacién mas precisa de la frecuencia de MN, por
lo tanto se sugiere la incorporacion de biomarcadores de proliferacion en la prueba de
MNHEP in vivo, por ejemplo el uso de la bromodesoxiuridina en las ratas durante el
tratamiento de 10 a 28 dias.



8.c. Genotoxicidad y proliferacion en médula 6sea

Teniendo como antecedente que la médula 6sea es el tejido preferente para realizar la
prueba de MN después de una exposiciéon in vivo y que el perfil de los MN en este tejido
puede complementarse con el perfil de MNHEP, se tenia la expectativa de que podian
apreciarse MNPCE (Parton y Garriot, 1997). No obstante, no se observo un incremento en
los MNPCE e incluso hubo una disminucién de su frecuencia en la dosis alta.

El nulo incremento y la disminucion en la frecuencia de MNPCE puede explicarse
por la influencia de la proliferacion en la formaciéon de MN (ver discusion en el apartado
8.b). Parton y Garriot (1997) reporté que la diferencia entre las frecuencias de MN en MO
y HEP puede atribuirse a la actividad mitética caracteristica de cada tejido: la
proliferacion de la médula 6sea es alrededor de seis veces mayor que la del higado. Por
consiguiente, en este estudio no se consideré en un inicio que la proliferacién en la MO
fuera una limitante para la formacion de MN.

Los resultados concernientes al %PCE mostraron una disminucién de la
proliferacion como consecuencia de la exposicion a la mezcla de VOC. En este caso la
causa pudo ser la citotoxicidad de la mezcla (Krishna y Hayashi, 2000) producida bajo el
régimen de exposicion utilizado (tres dosis); es decir, los VOC estudiados pueden inhibir
la replicacién o causar muerte celular.

Con las condiciones experimentales utilizadas en el presente estudio (ver disefio
en el apartado 5.a) no se observé incremento en el dano genotéxico; sin embargo, en un
estudio posterior (Belmont et al., 2011), se realiz6 una exposicion aguda (una sola
administracién) a las mismas dosis de la mezcla de VOC utilizadas en este estudio. Como
resultado, se obtuvo aumento significativo de la frecuencia de MNPCE y del %PCE de
manera dosis-dependiente. Lo anterior permite afirmar que la mezcla es genotoéxica, pero
que esto dependera de los tiempos de exposicion y la capacidad de respuesta del tejido; en
el disefio que incluyé 72 horas de tratamiento, la formacion de MNPCE se vio
comprometida por la repeticion de las dosis y la disminucion de la proliferacion.

8.d. Relaciéon genotoxicidad y citotoxicidad con la actividad de GSTT1-1 en
higado

Debido a que GSTT1-1 es la enzima de fase II responsable de la bioactivacion de los
haloalcanos (Shokeer y Mannervik, 2010), la genotoxicidad producida por la mezcla de
estudio (MN) podria estar relacionada con la actividad de GSTT1-1.

En la correlacion elaborada con los resultados hepaticos del presente estudio (Fig.
8.di) no se aprecio la relacion antes mencionada, esto pudo deberse a dos factores
principalmente, el primero es que la bioactivacion por GSTT1-1 de los compuestos
presentes en la mezcla catalizada no produjo rompimiento de ADN ni cambios en el huso
mitotico, los cuales son eventos que se ven reflejados en la formacion de MN. El segundo
factor implicaria la baja proliferacion hepatica (ver apartado 8.b).

Se ha reportado que el CLF y el DCM son capaces de inducir dafio genético como
mutaciones, rompimiento de ADN, aberraciones, etc. (ver apartado 3.3.b). De acuerdo con
lo anterior, es probable que los VOC de la mezcla de estudio no hayan producido eventos
clastogénicos ni aneugénicos significativos porque la concentraciéon empleada de la
mezcla no haya sido suficiente para poder tener una cantidad apropiada de
intermediarios reactivos.
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Ya que la actividad de GSTT1-1 hacia los haloalcanos produce metabolitos
reactivos (Shokeer y Mannervik, 2010) que pueden danar la integridad celular, la
citotoxicidad que la mezcla de estudio produjo podia estar relacionada con la actividad de

GSTT1-1.
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En la fig. 8.dii se puede observar que no hubo correlacion entre el marcador de

citotoxicidad empleado en el presente estudio (Ki-67) y la actividad de GSTT1-1

en

higado. Probablemente esto se deba a que el bajo indice de proliferacion hepatico no
permitié apreciar claramente los cambios del parametro Ki-67.

54



;) .( tonclusiones

e Los experimentos realizados en este estudio permitieron identificar que la exposicion
simultanea a la mezcla de tolueno, cloroformo y diclorometano es capaz de inducir la
actividad enzimatica de GSTT1-1 en la dosis mas baja, pero en las dosis mayores los
mecanismos de proteccién son rebasados.

e La exposicion a la mezcla de VOCs no produjo incremento en la frecuencia de
micronucleos en higado ni en médula 6sea bajo el régimen de exposicién de 72 horas,
pero existe una tendencia a aumentar los MN. No obstante en experimentos
adicionales a esta tesis, la mezcla de estudio result6é genotoxica bajo un régimen de 24
horas.

e Adicionalmente, la evaluacion de los biomarcadores de proliferacion (%PCE y Ki-67,
respectivamente) permitié sugerir una relacion positiva entre los MN y la proliferacion
hepatica y de MO, por lo tanto se sugiere la incorporacién de biomarcadores de
proliferaciéon en el protocolo de MNHEP.

e La relacion esperada entre la frecuencia de MNHEP y la actividad de GSTT1-1 no
resultdé evidente bajo las condiciones experimentales realizadas, por lo que se puede
afirmar que la induccién en la actividad enzimatica de GSTT1-1 debida a las
concentraciones probadas de la mezcla, no confirié6 susceptibilidad a presentar mayor
dafio genotéxico.

e No se observo una relaciéon lineal entre el biomarcador Ki-67 de proliferacion hepatica
y la actividad de GSTT1-1, probablemente un impedimento para esclarecer esta
relacion es la baja proliferacion del higado.
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