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RESUMEN

Diversos estudios muestran que la exposiciéon ocupacional, ambiental o accidental a metales
pesados puede inducir efectos sobre la salud humana, esto debido a que pueden interactuar
con biomoléculas como el DNA, enzimas, proteinas y lipidos. A pesar de que los compuestos
del talio son usados en diferentes industrias como la quimica, éptica, eléctrica y tabacalera y
presentan una toxicidad comparable a la de metales como el plomo, cadmio y mercurio, han
sido poco estudiados. La mayoria de los estudios de los compuestos del talio se centran
principalmente en sus efectos toxico-sistémicos. Por lo que en el presente estudio se evaluo el
dafio genotoxico y citotoxico del sulfato de talio (T1.SO4) en sangre periférica de ratones
hembras y machos de la cepa CD-1. Grupos de 5 ratones hembra fueron tratados con 20, 30,
40, 70 y 100 mg/kg de peso corporal y grupos de 5 ratones machos fueron tratados con 20,
30, 40 mg/kg de peso corporal de T1,SO4 por via intraperitoneal. El efecto genotoxico se
evalu6 mediante la cinética de las frecuencias de microntcleos (MN) y de la induccién de
apoptosis, mientras que el dafho citotdxico se evalué mediante la viabilidad celular y la
relacién entre la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) y eritrocitos normocromaticos
(ENC), a partir de muestras de la vena caudal tomadas a las 0, 24, 48 y 72 h después de los
tratamientos. Para la prueba de MN se utiliz6 la tincién con naranja de acridina y para la de
apoptosis la de naranja de acridina-bromuro de etidio. Los resultados mostraron un
incremento significativo en las frecuencias de MN solo en la dosis de 70 mg/kg en hembras y
en la dosis de 40 en machos. Los incrementos de MN fueron bajos (7/1000 MN-EPC) en
comparacion con agentes identificados claramente como genotéxicos (20/1000 MN-EPC). En
las muestras que se evalué apoptosis se observaron incrementos significativos en el nimero
de células no viables apoptéticas, al igual que en el de células viables apoptéticas. Al evaluar la
viabilidad celular se observ6 una disminucidn significativa en el namero de células viables.
Con base en estos resultados se puede sugerir que el T1>SO4 es un agente genotéxico débil, ya
que la inducciéon de MN es baja. Sin embargo, presenta un claro efecto en la induccion de
apoptosis y citotoxicidad. Ademdas corrobora su efecto téxico ya que indujo muerte en los

organismos.
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I. Introduccion

La contaminacién consiste en una alteracién nociva del estado natural del medio que resulta
de la introduccién de un agente ajeno y que causa inestabilidad, desorden o dafio al
ecosistema. Se estima que existen mas de 70,000 sustancias quimicas y que se introducen
alrededor de 1,000 sustancias nuevas anualmente (UNEP, 2010). Hay tres factores que
determinan la severidad de los efectos que puede tener un agente quimico: a) la naturaleza
quimica; determina hasta qué punto es activo y dafiino para los organismos vivientes, b) la
concentracion; corresponde a la cantidad presente por unidad de volumen o de peso de aire,
agua, suelo o peso corporal y c) la persistencia; corresponde al tiempo que permanece en el

aire, suelo, agua o cuerpo (Albert, 1988; Clarkson et al, 1988; Beltrami, 2001).

Debido a la relacién que existe entre la exposicién de las poblaciones a agentes quimicos con
la induccién de cancer y defectos del nacimiento, diversas organizaciones internacionales
como la Worl Health Organization (WHO), la Enviromental Protection Agency (EPA) y la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), entre otras, han tratado de controlar la entrada
de nuevas sustancias al ambiente, asi como estudiar las ya presentes; para lo cual se han
propuesto diversas pruebas como son las de toxicidad, citotoxicidad, genotoxicidad,

carcinogenicidad y teratogenicidad (Houge, 1984; Albert, 1988).

Dentro de los contaminantes quimicos considerados como peligrosos se encuentran los
metales pesados. De los 106 elementos conocidos por el hombre, 84 son metales. La
peligrosidad de estos radica en que no son quimica ni biolégicamente degradables. Los
metales pesados producidos principalmente por la actividad industrial y minera, pueden
permanecer en el ambiente durante cientos de afios, por lo que tienden a acumularse en las

plantas y tejidos organicos (Higueras, 2010).

1.1 Metales pesados

Los metales pesados se definen como aquellos elementos quimicos que presentan una
densidad igual o superior a 5 g/cm3 cuando estan en forma elemental, o cuyo nimero atémico
es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalinotérreos). Son componentes

naturales de la corteza terrestre (EPA, 1998; Zuiiga, 1999). Comprenden parte de la

Garcia Cardenas G.P
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contaminacién debido a su distribuciéon en el ambiente como parte de las actividades
humanas y se les encuentra en las aguas como coloides, particulas minerales (s6lidos en
suspension), o fases disueltas (cationes o iones complejos). Los compuestos organicos pueden
capturar cationes metdlicos, que en ocasiones dan lugar a fases extremadamente tdxicas
(Higueras, 2010). A los metales pesados se le ha dividido en dos grupos de acuerdo a su

funcién biolégica (Fig. 1):

a) Oligoelementos o micronutrientes: Estos comprenden aquellos necesarios en
pequefas cantidades traza para los organismos, y se requieren para que los
organismos completen su ciclo vital, pero téxicos una vez que se rebasa cierto umbral.
Dentro de estos se encuentran: Boro, Cobalto, Cromo, Cobre, Molibdeno, Manganeso,

Niquel, Selenio, Magnesio, Sodio, Potasio y Zinc.

b) Sin funcién biolégica conocida: Estos comprenden aquellos cuya presencia en
determinadas cantidades en seres vivos lleva a disfunciones en el funcionamiento de
sus organismos. Son altamente téxicos y presentan la propiedad de acumularse en los
organismos vivos. Dentro de estos se incluyen Bario, Cadmio, Mercurio, Plomo,

Antimonio, Bismuto, Talio, entre otros. (Navarro-Avifio et al,, 2007).

deficiencias optimo toxicidad

moderada

severa

Actividad biolagica

Concentracion

Elementos esenciales (micronutrientes)

sin efecto toxicidad

moderada

sewvera

Actividad biologica

Concentracion
Elementos no necesarios

Fig. 1. Grdficas que muestran la concentracién en relacion con la toxicidad de los elementos (a) micronutrientes, (b)
elementos sin funcién conocida. Tomado de Garcia y Dorronsoro, 1998.
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1.2 Toxicidad de los metales pesados

La toxicidad de los metales pesados es debida a que los organismos no son capaces de
metabolizarlos y se acumulan en los tejidos generando serios problemas (Harwing, 1995). De
igual manera los efectos tdéxicos de un elemento dependen del tiempo que tarda en
transformarse en una forma no toxica (Zuniga, 1999). El mecanismo de accién toxica
fundamental de los metales ocurre a nivel de la membrana celular, donde afectan tanto los
fendmenos de permeabilidad, como el funcionamiento de las enzimas implicadas en el

transporte (Navarro-Avifio et al,, 2007).

Ademas de los efectos toxicos generales, los compuestos metdlicos pueden inducir efecto
genotoxico y citotéxico, el cual depende de sus propiedades quimicas, su estado de oxidaciéon
y su solubilidad (Newman e Intosh, 1991). Uno de los metales mas toxicos es el talio (T1), ya
que la mayoria de sus compuestos tiene una alta capacidad para bioacumularse, sin embargo

se han realizado muy pocos estudios sobre su genotoxicidad.

1.3 Genotoxicidad de los metales pesados

El concepto de genotoxicidad se refiere a cualquier tipo de efecto causado sobre el material
genético. Todos los organismos vivos estdn expuestos constantemente a elementos que por
sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas, son capaces de provocar alteraciones en el
DNA. La exposiciéon a estos agentes mutagénicos, incrementa el grado de mutaciones en
células de la linea germinal, pueden ser capaces de inducir cambios perjudiciales en el
material genético de un organismo lo que origina problemas reproductivos y enfermedades
genéticas en la descendencia, o bien en células somaticas, y a su vez conducir al desarrollo de
diversas enfermedades cronicas y degenerativas, entre ellas aterosclerosis, enfermedades del

corazén y cancer (Arencibia y Rosario, 2009; Teaf y Middendorf, 2000).

La probabilidad de que una determinada sustancia cause dafio al DNA depende del nivel de
exposicién, distribucién y retencion, asi como de la eficiencia de los sistemas de activacién
metabdlica, de detoxificacion y la reactividad con las macromoléculas de las células. Lo que

puede dar lugar a la formacién de una lesién pre-mutagena o pre-cancerigena ya que una vez

Garcia Cardenas G.P
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establecido el efecto producido sobre el material genético es irreversible y acumulativo

(Abrevaya, 2008; Arencibia y Rosario, 2009).

Los metales pueden inducir genotoxicidad por multiples vias, ya sea por si solos o por la
potenciaciéon de los efectos de otros agentes, es decir, por la interaccién entre estos
(Beyersmann y Hartwig, 1994). Se ha descrito que casi todos los metales causan dafio en el
DNA por la generacién de estrés oxidativo en las células (Valko et al., 2005), principalmente
por las especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden inducir la peroxidacién de lipidos,
dafio en el DNA, la reducciéon de grupos sulfhidrilo, asi como alteraciones de las vias de
sefializacion celular y de la homeostasis del calcio [Ca2*]. Los radicales libres y otras especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno generados por los metales pueden promover distintos
tipos de dafio en el DNA, tales como roturas de cadena simple y modificaciones de las bases
del DNA. Sin embargo, los metales también pueden inducir genotoxicidad debido a su
habilidad para inhibir los mecanismos de reparaciéon del DNA (Ercal et al, 2001). La
disminucién de la habilidad para eliminar el dafio genético causado por los metales afecta la
fidelidad de la replicacion del DNA, debido a que son capaces de inhibir las enzimas
involucradas en la replicacion y en la sintesis de los nucleétidos, asi como alterar los procesos
de metilacion del DNA y de los componentes del complejo de replicacion del DNA

(Wedrychowski et al, 1986; Singh y Snow, 1998; Vaisman et al, 2001).

1.4 Talio

El TI (TI) fue descubierto en 1861 por William Crookes, es un metal blando, pesado, brillante,
ductil y maleable. Pertenece al grupo 13, tiene un peso atémico de 204.383, nimero atémico
81, punto de fusién 303.58°C, punto de ebullicién 1478°C. Ocupa el lugar 61 en la escala de
frecuencia de ocurrencia de los elementos. No tiene olor ni sabor alguno, se puede encontrar
combinado con otras sustancias tales como bromo, cloro, iodo y fldor. Tiene una apariencia
incolora a blanca o amarilla (ATSDR, 1992; IUPAC, 2014). Sus compuestos se pueden
encontrar en estados de oxidacion 1+y 3+ Los compuestos de TI (III) se asemejan al aluminio,
tienen propiedades fuertemente oxidantes y se convierten lentamente al estado monovalente,
mientras que los compuestos de TI (I) tienen propiedades similares a las del potasio, lo que
los hace altamente peligrosos ya que pueden entrar a los organismos por la via de absorcion

del potasio. En contraste con los otros elementos, la forma monovalente de Tl es mas estable

Garcia Cardenas G.P
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que la trivalente. En contacto con el aire el Tl se oxida y desarrolla rapidamente un color gris-
azulado, que se parece al del plomo y en presencia de agua forma hidréxidos (ATSDR, 1992;

Mulkey y Oehme, 1993).

El Tl entra al medio ambiente principalmente al quemar carbén y desde fundiciones de hierro,
cobre, sulfuros y seleniuros; en ambos procesos, es un contaminante de la materia cruda,
permanece por largo tiempo sin degradarse en el aire, el agua o el suelo. Algunos compuestos
de Tl son eliminados de la atmdsfera por la lluvia y la nieve. La fuente principal de exposicion
al Tl es el consumo de alimentos contaminados aunque también puede existir exposicion por
otras vias como: respirar aire en el trabajo donde se usa Tl, fumar cigarrillos, vivir cerca de
sitios de desechos que contienen Tl (esto puede resultar en exposicion a niveles por encima

de lo normal), ingerir niveles bajos de Tl en agua (ATSDR, 1992).

El uso del Tl se ha incremento en actividades industriales como la fabricaciéon de equipos
electronicos especializados, la mayoria del equipo de deteccién de la radiacién gamma,
superconductores de alta temperatura y en las fabricas de cemento colocando este metal
como un agente contaminante a larga escala, este cation tiene la propiedad de fijarse
fuertemente al suelo (Carson et al, 1987; CCME, 2003), como consecuencia de esto las
concentraciones de este metal que llegan a los productos agricolas es mayor (Ouameur et al,

2003; Radic et al, 2009).

Las concentraciones en las que el Tl se encuentra distribuido en la corteza oscila entre 0.3 a
0.6 mg/kg, en la corteza ocednica es de 0.013 mg/kg, ademas se estima que la concentracion
media en el agua oceanica es de 65 pmol/kg, el nivel indicado para el agua potable es de 0.002
mg/L y en el suelo de cultivo es de 1mg/kg (OEHHA, 2009; Cvjetko et al, 2010), en el aire se
encuentra en menos de 1 ng/m3 pero cerca de zonas industriales puede llegar a ser de 58
ng/ms3, mientras que las concentraciones de cenizas de las plantas de energia pueden alcanzar
hasta 45 mg/kg, y en zonas cercanas a refinerias de petroleo y fabricas cementeras llega a

alcanzar 21 mg/kg (WHO, 1996; Rao et al, 2008).

o Usos

En el siglo pasado, el Tl se empelé principalmente como veneno para roedores, insectos, y

otras plagas, en las décadas siguientes se utiliz6 como depilatorio, con fines clinicos para

Garcia Cardenas G.P
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tratar enfermedades de transmisién sexual como la sifilis y gonorrea (Villaverde y
Verstraeten, 2003), para cesar la fiebre provocada por la tuberculosis y contra la tina del
cuero cabelludo. Ademas el Tl se emplea en la fabricacién de varias aleaciones, asi como en la
fabricacion de celdas fotoeléctricas, cristales altamente reflexivos y de bajo punto de fusion,
interruptores eléctricos y en sellos que trabajan a temperaturas bajo cero, termdmetros de
bajo rango, fuegos artificiales, en la manufactura de gemas sintéticas, y como catalizador de

sintesis quimica (USCHPPM, 2007).

El Tl y sus compuestos son de gran importancia en las diferentes industrias, por ejemplo el Tl
201 es utilizado ampliamente en las imagenes del miocardio, el cloruro de talio funciona como
catalizador en la cloracién y lamparas de bronceado; el carbonato de talio es utilizado como
producto intermedio para la fabricacién de diamantes, el sulfato de talio es precursor del
sulfuro de talio, del cual la conductividad eléctrica cambia con la exposicién a la luz infrarroja,
por lo cual son empleados en la fabricacion de fotoresistores; por ultimo el nitrato de talio se
usa en analisis quimicos y bengalas de emergencia (IPCS, 1990; Marti y Desoille, 1993; Gil,
2005). Su uso industrial a nivel mundial ha provocado incremento de las concentraciones de
Tl en suelo, agua, aire y en los alimentos, causando efectos en los seres vivos y en particular en

el ser humano, debido a la exposicion directa o indirecta al metal (EPA, 2009).

Desde su descubrimiento el T1 ha sido reconocido como un agente extremadamente toxico, se
sabe que este elemento tiene la capacidad de bioacumularse en los tejidos y es toxico para
todos los organismos, e incluso su toxicidad es comparable a la de otros metales como el
arsénico, plomo y mercurio (Vernugopal y Luckey, 1978; Repetto y Del Peso, 2001; Galvan-
Arzate et al., 2005).

e Vias de exposicion y toxicidad

Se ha observado que la absorcion se da a través de la piel, de las membranas mucosas de la
boca y del tracto gastrointestinal, de manera rapida y casi en su totalidad, el tracto
gastrointestinal absorbe mas del 90% de las sales solubles de T1 (sulfato, acetato y carbonato),
en comparacion con las menos solubles (ioduro y sulfito) (Del Valls et al, 1999). Se distribuye

a través del torrente sanguineo y se acumula principalmente en el higado y rinén y en menor
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cantidad en paredes intestinales, tejido muscular, huesos, piel, glandulas sudoriparas y
sebaceas, ufias pelo y todo el sistema nervioso (Galvan-Arzate et al, 2000; Villaverde y
Verstraeten, 2003; Tyagi, 2011). En personas que han sufrido envenenamiento muestra
mayor concentraciéon en el riidn seguido, en orden decreciente, por los huesos, estomago,
intestino, bazo, higado, musculo, pulmén y cerebro, es eliminado en la orina, saliva, pelo, ufias,
leche y lagrimas, parte es descargado por la bilis en el tracto digestivo y consecuentemente
eliminado en las heces (EPA, 2009). Se ha determinado la dosis letal media (LDso) de varias
sales de Tl en mamiferos pequefios como cerdos de guinea, conejos, ratas, ratén y perros, esta

se encuentra entre el rango de 15 a 50 mg/kg (IPCS, 1990).

La toxicidad de los compuestos de Tl puede explicarse sobre la base de su afinidad o amino, -
imino y grupos sulfhidrilo (SH) en centros activos enzimaticos y de su similitud quimica con el
potasio que estd implicado en muchos procesos celulares y de membrana. Asi, los iones de TI
pueden sustituir a los de potasio en la activacion de la bomba Na+*/K*-ATPasa. Esta sustitucion
puede permitir al TI moverse a través de la membrana celular, se acumula en la célula y luego

interfiere con la cadena respiratoria mitocondrial (Mulkey y Oehme, 1993).

Se ha planteado que el Tl puede inducir dafio toxico mediante distintos mecanismos, como lo
son: a ) via radicales libres que generan distintas toxinas las cuales tienen una accién
destructiva sobre la arquitectura celular, lo cual altera los organulos, y producen alteracién en
las membranas y su permeabilidad, b) cambios en el sistema DNA-RNA sintetizador de
proteinas o inhibicidn de la sintesis proteica y c) interferencia con la actividad enzimatica, ya
que los metales pesados son capaces de modificar la actividad de diversas enzimas al unirse a

grupos SH.

Se han realizado una gran variedad de estudios para evaluar los efectos que pueden producir
los compuestos de Tl con el objetivo de contribuir a la evaluaciéon de los riesgos a su

exposicion.

Durante un tratamiento de 8 meses en ratas macho, expuestas a 10¢ y 104 M por dia de

carbonato de talio, Zasukhina et al, (1983), observaron que este es capaz de producir
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mutaciones que provocan el aumento de letales dominantes. También se evalué la actividad
mutagénica en cultivos de células embrionarias de raton CBA y C57B1/6, lo cual dio como
resultado un aumento significativo en la ruptura del DNA. Galvan-Arzate et al, (2000)
observaron el efecto de la aplicacién de 0.8 mg/kg y 1.6 mg/ kg de acetato de talio en ratas de
manera sub-crénica durante 30 dias en la peroxidacidn lipidica, en diferentes regiones del
cerebro. Los resultados sugieren un papel activo de radicales libres y eventos oxidantes que
participan en el patron de toxicidad después de la exposicion a las dosis sub-letales, que estan

asociadas con la susceptibilidad regional del cerebro para este metal.

En otros estudios se observd que la administracién de 10 ppm de sulfato de talio a ratas
durante 2 meses caus6 una reduccién en el nimero y motilidad de los espermatozoides,
también se observé que en las células de Sertolli co-cultivadas in vitro tratadas con 0.09
mg/ml de sulfato de talio causa reduccion de la supervivencia y viabilidad celular. Aunque los
resultados indican mas un efecto toxico que un potencial mutagénicos especifico (Formigli et
al, 1986). Por otra parte Leonard y Gerber, 1997 observaron en células binucleadas de
linfocitos humanos cultivados de un individuo que inquirié aproximadamente 0.5 g de sulfato
de talio se incrementaron significativamente los micronucleos (MN), sin cambios en las
evaluaciones tanto de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) como de aberraciones
cromosomicas estructurales (ACE), por lo cual se ha propuesto que el Tl y sus compuestos
posiblemente tienen efectos indirectos sobre el material genético, interviniendo con la

segregacion cromosémica durante la division celular.

A pesar de que se han preparado muchas sales de TIl, pocas tienen importancia comercial,
algunas de las mas importantes son: hidroxido de talio, sulfato de talio, taliuro de sodio,
cloruro de talio, yoduro de talio y acetato de talio. De estas sales la més toxica es el sulfato de
talio y por lo tanto una de mayor interés biolégico ya que el ser humano puede estar expuesto
a este a través del aire, el agua y los alimentos. Sin embargo, los niveles de este en el suelo
(entre 0.3 y 0.7 ppm), en aire y agua (0.013 ppm) son muy bajos. Asi como las personas que
fuman tienen dos veces mas Tl en su cuerpo que los no fumadores ya que el sulfato de Tl es un
componente del tabaco, y el humo del cigarrillo es también una fuente de Tl (ATSDR, 1992;
Delvalls et al, 1999).
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1.4.1 Sulfato de talio

El sulfato de talio (T1:SO4), o sulfato talioso, se produce disolviendo Tl en acido sulftrico
concentrado, en caliente, o neutralizando el hidréoxido de talio con &cido sulftrico diluido,
seguido de cristalizacion. Se encuentra en forma de cristales blancos, es incoloro e inodoro,
tiene una densidad relativa de 6.77, punto de fusiéon 632°C, peso molecular 504.8 y solubilidad
en agua de 4.87 g/100 ml a 20°C. Es usado para catalizar ciertas aleaciones de metales, en la
manufactura de componentes electrénicos, colorantes, lentes para la Optica, joyeria y
superconductores; su uso como rodenticida y pesticida ha sido restringido en muchos paises,
pero aun es utilizado en otros principalmente en vias de desarrollo (ATDSR, 1992; Goyer y

Carsksom, 2001).

La accion téxica del T1,SO4 estd documentada solo en informes de casos de intoxicacién aguda
no profesional (en muchas ocasiones fatales) y casos de uso homicida o suicida. La
intoxicaciéon profesional por T1;SO4 suele ser resultado de una exposicion moderada a largo
plazo y provoca sintomas tales como nauseas, dolor abdominal, y pérdida de apetito que son
mucho menos acusados que los observados en una intoxicacién aguda accidental, suicida u
homicida. El curso es generalmente poco notable y se caracteriza por sintomas subjetivos
como irritabilidad, dolor de piernas, perdida de pelo, temblores en las manos, entumecimiento
en los pies, depresion y alteraciones en el comportamiento y trastornos nerviosos. Los
resultados neuroldgicos iniciales incluyen cambios en los reflejos de los tendones provocados
superficialmente, disminucién de la velocidad de los reflejos pupilares, taquicardia e infarto,
dificultades arritmias y problemas respiratorios que a menudo culminan en la muerte
(ATSDR, 1992; Hirata et al, 1998; Pau, 2000; Saha et al, 2004; Jha et al, 2006; Lu et al, 2007;
Zhao et al, 2008).

En la actualidad las personas estan expuestas principalmente al fumar ya que entre los
diferentes compuestos que constituyen al tabaco se encuentra el T1,SO4. A pesar de los usos
que tiene este metal, los estudios referentes al dafio genético son escasos o nulos por ello en el
presente estudio se planted evaluar si el sulfato de talio posee la capacidad de generar efecto

genotoxico y dar una visién mas amplia de la peligrosidad de este compuesto.
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1.5 Evaluacion de efecto genotoxico

La induccién de dafio genético por exposiciéon a agentes genotdxicos es un proceso que se
realiza en varias etapas; entra al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las
membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si mismo (de accién
directa) o bien puede ser activado por enzimas metabdlicas (de accién indirecta). Se da
entonces la interaccion con el DNA produciéndose un dafio que puede ser reparado eficiente o

ineficientemente (Ames, 1989).

Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar el efecto genotdxico se
encuentran: ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; pruebas de AMES), ensayos in vitro,
para evaluar dafio cromosémico (células de mamifero; frecuencia de aberraciones
cromosoOmicas), ensayos in vivo (medula ésea o sangre periférica; frecuencia de MN). Las
pruebas para evaluar genotoxicidad no solo son indispensables para evaluar el dafio que
puede producir un agente al material genético, sino que también, es una herramienta
necesaria para determinar el mecanismo de accion (Mavournin, 1990; Miiller et al, 1999;

Krishna y Hayashi, 2000).

Los bioensayos para evaluar la genotoxicidad ofrecen la ventaja de que un organismo vivo
puede transformar un compuesto cualquiera a metabolitos que podrian ser ain mas toxicos
que el original. La administracién de diferentes farmacos produce dafio genético en animales
experimentales con resultados consistentes. Asimismo, una sola prueba o modelo en
toxicologia genética no es suficiente para determinar el potencial genotdéxico de un compuesto,
por lo que se justifica el empleo del mayor nimero de ellos para contar con mayores evidencias
del resultado obtenido. Las instituciones de salud indican que para proporcionar proteccion
adecuada de salud publica se requieren pruebas en animales de laboratorio y la vigilancia de la

poblacion (Gémez-Melda y Zuiiiga-Gonzalez, 2007).

1.5.1 Ensayo de micronucleos

El ensayo de MN, ha sido recomendado como bateria de prueba para la evaluacién genotéxica
en la “International Conference on Harmonization of Genotoxicity Guidelines”(ICH), asi como

por otras agencias reguladoras tales como la “Enviromental Protection Agency” (EPA), la “Food
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and Drug Administration” y la “International Agency for Research of Cancer” (IARC). El
propdsito del ensayo es identificar sustancias que causan dafio citogenético originado por
clastogénesis o aneuploidogénesis (Miiller et al, 1999; Hayashi et al, 2000). El ensayo de MN
fue desarrollado por W. Schmid y Boller en 1970, quien originalmente lo propuso para
practicarse en la médula 6sea del raton; posteriormente, la técnica se ha instrumentado en una

gran variedad de tejidos y especies, y en la actualidad se le utiliza ampliamente.

Durante la divisién celular, el material genético contenido en el nucleo celular, se replica y
divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso puede
producirse de manera errénea debido a alteraciones durante la replicacién y posterior division
del DNA, a roturas cromosOmicas y al efecto de radiaciéon y de sustancias genotoxicas,
produciéndose perdida cromosémica y haciendo que el reparto no sea equitativo. Al ocurrir
esto, el material genético que se desprende y, por tanto, queda excluido y no se incorpora
correctamente al nudcleo de la célula hija, origina un nuevo nucleo de menor tamaifio que el
primero denominado MN (Zalacain et al, 2005; Fenech, 2006). Los MN son pequefios cuerpos
de cromatina que se originan de fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que no
son incorporados dentro del ntcleo después de la mitosis por lo que se diferencian en el
citoplasma como pequefios nucleos adicionales, facilmente identificable (Schmid y Von

Ledebur, 1973; Venegas et al,, 2002; Samanta y Dey, 2010).

Los MN pueden ser formados en el citoplasma mediante de los siguientes eventos (Schmid,

1975):
1) Dafio a nivel de las proteinas involucradas directa o indirectamente, en la segregaciéon de
cromosomas, esto incluye inhibicién en el ensamble o desensamble de microtibulos, remocién

de cinetocoros, dafios al centriolo y centrémero inactivado (dafio aneuploidogeno) (Fig. 2A).

2) Aberraciones cromosOmicas que conllevan a la formacién de fragmentos acéntricos (dafio

clastogéno) (Fig. 2B).
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Fig.2. Formacién de MN, (A) dafio aneuploidogénico, (B) daiio clastogénico. Tomado y modificado de Genetic activities
in micronuclei: Is the DNA entrapped in micronuclei lost for the cell?".

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares, por ejemplo: los mieloblastos,
mielocitos, médula 6sea de ratén (eritrocitos) o eritrocitos de sangre periférica, células
binucleadas (linfocitos) inducidas mediante citocalacina B, mucosa bucal y nasal. Los MN
pueden ser facilmente detectados, ya que son de forma redonda con un diametro alrededor de
1/20 a 1/5 de un eritrocito (Mavournin et al., 1990). Un incremento en la frecuencia de MN en
animales tratados con agentes quimicos, indica que estos son inductores de dafio cromosémico
(Krishna y Hayashi, 2000). En las células eritroides se distinguen claramente a los eritrocitos
jovenes (EPC) y a los maduros (ENC). Los EPC, todavia contienen RNA, son basoéfilos y el nicleo
principal es expulsado; sf un MN se ha formado permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC
con el tiempo, pierden el RNA y se convierten en ENC, mas pequefios que los EPC y acidéfilos.
Partiendo de esto los eritrocitos se pueden diferenciar entre EPC y ENC utilizando colorantes
como May-Gruenwald, Giemsa y Naranja de Acridina (NA) (Schmid y Von Lederbur, 1973;
Hayashi et al, 1990).
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1.6 Apoptosis

El termino apoptosis lo emplearon Kerr et al, por primera vez en 1972 para describir una
forma comun de muerte celular programada en distintos tejidos y tipos celulares, ya que las
células que estaban muriendo compartian caracteristicas morfolégicas que eran distintas de
las particularidades observadas en las células necréticas. La apoptosis es un proceso
genéticamente controlado mediante el cual las células inducen su propia muerte. Este evento
puede ser desencadenado tanto por estimulos extrinsecos como intrinsecos y conduce a la
eliminacion de células que se producen en exceso, que se han desarrollado en forma impropia
0 que acarrean algun dafio genético. De ahi que se considere a la muerte celular programada
como un proceso fisiolégico que contribuye a la construccién y al mantenimiento de los tejidos.
La célula apoptotica sufre una serie de cambios morfoldgicos que la definen como tal. La
membrana plasmatica se altera, el volumen celular se reduce considerablemente y el
citoplasma se condensa. El nucleo se reduce y la cromatina se hace mas densa y se colapsa
dividiéndose al final en varias esferas. A lo largo de la vida de un organismo, la apoptosis
participa desde el desarrollo hasta la senescencia. El delicado equilibrio entre proliferacion
celular y apoptosis asegura un correcto control sobre la homeostasis de los tejidos. Se ha
demostrado que las alteraciones en la apoptosis son un mecanismo fundamental en el
desarrollo del cancer, participando desde las etapas iniciales de la carcinogénesis (transicion
de lesiones pre-neopldsicas a invasoras) y en el fendmeno metastasico (Nagata, 1997;

Ashkenazi y Dixit, 1998; Evan y Littlewood, 1998).

Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el inicio y desarrollo de la apoptosis
son variados, y dependen de un estimulo inicial, por ejemplo la respuesta al estrés celular
ocasionado por la exposicién a compuestos téxicos puede seguir dos vias principalmente: una
via extrinseca mediada por receptores de muerte y otra intrinseca o también mitocondrial

(Kaufmann, 1998; Roberton y Orrenuis, 2000).

1.6.1 Via extrinseca

La via extrinseca involucra la activacion de la cascada apoptoética a través de receptores en la
membrana celular en respuesta a senales extracelulares (Cuello et al, 2006). En esta via, los

receptores como TNRF1, Fas, DR-3, DR-4 o DR-5, interactian con sus respectivos ligandos. Esta
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unién permite el reclutamiento intracelular de varias moléculas efectoras que inducen la

activacion de caspasas (Shen y Pervaizs, 2006).

Esta via se inicia por la estimulaciéon de los receptores de muerte membranales como el
receptor Fas y TNFR1. Esta activacidn se da por la unién del receptor de muerte a su ligando
(FasL) y el TNF, respectivamente. Posterior a esta activacion, la molécula adaptadora asociada
al dominio de muerte de Fas y la procaspasa 8, son reclutadas para formar un complejo
sefialador de muerte (Oehm et al, 1992; Fulda y Debatin, 2003). La procaspasa 8 pasa a
caspasa 8 por este complejo que es capaz de activar directamente a la caspasa efectora 3, para
iniciar asi la degradacién celular (Oehm et al, 1992; Kaufmann et al, 2002; Sheikh y Huang,
2003). O bien puede escindir a Bid, un miembro proapoptdtico de la familia de Bcl-2. Bid se
traslada del citoplasma a la membrana externa mitocondrial e induce cambios en la
permeabilidad de la membrana que promueven la liberacién del citocromo C del espacio

intermembranal de la mitocondria hacia el citoplasma (Velazquez et al, 2004).

1.6.2 Via intrinseca

Esta via se activa por estrés celular, especificamente por estrés mitocondrial causado por
factores tales como dafio nuclear o por agentes quimicos. En esta ruta, se lleva a cabo la
oligomerizacion y traslacion del heterodimero Bak/Bax desde el citoplasma hacia la membrana
mitocondrial externa, resultando en la formacién de un poro mitocondrial. El punto de control
de esta via es la liberacién del citocromo C interactiia con Apaf-1, ATP, y la procaspasa 9 para
formar una estructura conocida como apoptosoma. El apoptosoma activa entonces la caspasa
9, que conduce a la actividad de las caspasas 3,6 y 7 estimulando la apoptosis. Tras la
activacion de la caspasa 3, comienzan los eventos morfologicos de la apoptosis resultando en
un rompimiento de las proteinas celulares incluyendo el citoesqueleto y la matriz nuclear, y la
activacion de poli-ADP-ribosa polimerasa, la cual facilita la degradaciéon nuclear del DNA

(Saraste y Pulkki, 1999; Blankenberg, 2008; Circu y Aw, 2010).
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1.7 Necrosis

La necrosis es un tipo de muerte celular alterno a la apoptosis, es la muerte patolégica de las
células o tejidos del organismo. Se origina por una lesién aguda, irreversible, derivada de una
situacion no fisiolégica o condicién patolégica y que no puede ser reparada por mecanismos
de adaptacién y de resistencia. Esta se produce debido a agentes nocivos, condiciones o
circunstancias determinadas, como un aporte insuficiente de sangre al tejido (isquemia), falta
de oxigeno (hipoxia), un traumatismo, la exposicién a la radiacién ionizante, la accién de
sustancias quimicas o téxicos. Esta forma de muerte celular se califica como un proceso
violento ya que las células se hinchan, debido a la acumulacién de agua y electrolitos, la
ruptura temprana de la membrana plasmatica, y la alteracién de los organelos celulares,
incluyendo las mitocondrias. La formacién de cuerpos apoptoéticos es ausente y la cromatina
se agrupa e manera irregular. El escape del contenido celular induce una respuesta
inflamatoria. La morfologia exacta de la célula necrética es muy variable ya que depende de
las caracteristicas del agente causante, sin embargo existen particularidades que distinguen a

la célula necrotica de la célula apoptotica Fig. 3 (Allen et al, 1997; Saraste y Pulkki, 1999).

Célula Normal

P (g;\?\o/‘? Apoptosis

O 0 E)
— \Vt;i)} Cuerpos
Apoptdticos I

Fagocito

Necrosis

Fig. 3. Morfologia de la necrosis y de la apoptosis a la izquierda el proceso de necrosis muestra la perdida de integridad de
membrana celular, la salida de organelos al espacio extracelular. A la derecha, el proceso de apoptosis muestra integridad de
la membrana después de la muerte celular, condensacion de la cromatina e integridad de la membrana y citoplasma en los

cuerpos apoptdticos, que contienen los organelos. Tomado de Elena 2002
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Existen varios métodos que permiten observar de manera adecuada la diferenciacién entre la
muerte por apoptosis y necrosis. La valoracidn de la integridad de la membrana a través de la
tincién con colorantes vitales pueden ser especificos si se analizan las caracteristicas
morfoldgicas de las células directamente. El andlisis de la muerte celular puede ser llevado a

cabo tanto en sistemas in vivo como in vitro (Allen et al, 1997).

Uno de los métodos mas utilizados para el analisis de la apoptosis es la tincidn diferencial con
fluorocromos, utilizando una mezcla de los colorantes NA y bromuro de etidio (BrEt). El
colorante NA tiene la capacidad de introducirse a las células, tanto viables, como no viables
mostrando una fluorescencia verde al intercalarse dentro de un acido nucleico de doble
cadena (DNA), o bien mostrando una fluorescencia roja-naranja si se une a un acido nucleico
de cadena sencilla (RNA). El BrEt se introduce unicamente a las células no viables debido a la
perdida de integridad de la membrana plasmatica, de tal manera que puede intercalarse en el
DNA mostrando fluorescencia roja (McGahon et al, 1995; Baskic et al, 2006; Garcia-
Rodriguez et al, 2013)
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II. Justificacion

En la actualidad las poblaciones humanas estan expuestas a diversas fuentes de
contaminacidn fisica, biolégica y quimica. Dentro de los contaminantes quimicos los metales
pesados son los de mayor riesgo ya que ademas de causar severos efectos toxicos la mayoria
son capaces de interactuar con el DNA ocasionando dafios y cambios en su estructura. Si el
dafio no es reparado se altera la integridad del genoma, lo cual altera el funcionamiento
celular, ademas de que el dafio al DNA es considerado uno de los principales eventos de
iniciacion del proceso carcinogénico. A pesar de los usos del TI;SO4 en la industria quimica,
metallrgica, eléctrica, cementera y tabacalera; los estudios sobre los efectos genotéxicos y
citotéxicos de los compuestos de Tl (I) son escasos y poco contundentes y la mayoria se
centran su toxicidad. Por lo que en el presente trabajo se evaluo el efecto de la administraciéon
de T1,SO4 en ratones de la cepa CD-1, sobre la frecuencia de inducciéon de MN, las frecuencias
de EPC con relacién a los ENC, la induccién de apoptosis y la viabilidad celular en ratones

hembras y machos de la cepa CD-1, tratados con TI (I) (T1.S04).

I1I. Hipétesis

Se ha observado que la exposicién a metales pesados puede inducir alteraciones en el material
genético tales como aberraciones cromosémicas, intercambio de cromatidas hermanas
entrecruzamientos entre otras. Particularmente, los compuestos de Tl (I) (T1.COz y CH3COOTI)
presentan efectos sobre la segregacion cromosémica durante la mitosis, ademas de aumentar
la peroxidacion lipidica. Entonces se espera que la administracion de T1,SO4, a ratones de la
cepa CD-1 sea capaz de inducir efecto genot6éxico mediante el incremento de las frecuencias de
MN y apoptosis, asi como dafio citotéxico mediante la modificacién de la relaciéon de EPC con

relacion a los ENC, ademas de disminuir el nimero de células viables.
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IV. Objetivos

4.1 General

e Estudiar el efecto genotdxico y citotoxico del T1,SOs mediante el andlisis de la cinética de

MN, la induccién de apoptosis y la viabilidad celular en células de sangre periférica de

ratones hembra y macho de la cepa CD-1.

4.2 Particulares

a) Establecer la dosis no letal de T1,SO4 en ratones hembras y machos de la cepa CD-1 a partir

de las dosis reportadas como toxicas.

b) Establecer la cinética de induccion de MN del T1,SO4, mediante la evaluacién de MN cada 24

horas durante 72 horas en EPC de sangre periférica de ratones de la cepa CD-1.

c) Evaluar el efecto genotéxico del T1,SO4 mediante el andlisis de la frecuencia de MN y de la

induccién de apoptosis en sangre periférica de ratones de la cepa CD-1.
d) Evaluar el efecto citotéxico inducido por T1,SO4, mediante el andlisis de las frecuencias de

EPC en relacién con los ENC y de la viabilidad celular en sangre periférica de ratones de la

cepa CD-1.
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V. Material y método

5.1 Animales

Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD-1, de 2 a 3 meses de edad y con un
peso entre 35-40 gramos, provenientes del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM.
Los ratones se mantuvieron en cajas de plastico, con alimentacién de nutricubos (Purina), libre
acceso al agua, en condiciones estériles, a una temperatura y humedad controladas, con
fotoperiodo de 12-12 horas de luz-oscuridad. Para los experimentos, los animales fueron
divididos en grupos de 5 ratones. Los criterios de evaluacién y condiciones de trabajo fueron
establecidos con base en los lineamientos de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle
et al, 1983; EPA, 1984; Mavournin et al, 1990; FDA, 2000).

5.2 Reactivos

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, E.U). Naranja de
Acridina C17H29N3Cl [CAS No. 10127-02-3]; Bromuro de Etidio [CAS No. 1239-45-8]; T1,SO4 de
Sigma-Aldrich E.U [CAS No. 7446-18-6].

5.3 Tratamientos

El TI;SO:. se preparo en una solucidon con agua destilada estéril, y se administrd
inmediatamente en una sola dosis con relacion al peso de cada ratén por via i.p en un volumen
de alrededor de 0.25 ml por ratén. Cada grupo se conformo por 5 ratones. Se realizaron los
tratamientos administrando T1,SO. en diferentes dosis con base en resultados de estudios
previos en los que se observo dafio toxico (Galvan-Alzarte et al, 2000). Se emplearon tanto

ratones hembra como macho de la cepa CD-1.
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Los grupos de experimentacion fueron administrados con los siguientes tratamientos:

Hembras
a) Grupo Testigo: solo se le administré el vehiculo (agua inyectable).

b) Grupos Tl (I): tratado con una sola dosis de 20, 30, 40, 70 0 100 mg/kg T1,SOs.

Machos
a) Grupo Testigo: solo se le administro el vehiculo (agua inyectable).

b) Grupos Tl (I): tratados con una sola dosis de 20, 30 0 40 mg/kg T1,S04

5.4 Evaluacion de la induccién de MN en EPC y de la relacion de EPC con respecto a los

ENC

5.4.1 Tiempos de evaluacion

Una vez seleccionadas las diferentes dosis de T1,SO4, asi como las condiciones de trabajo, se
administraron de acuerdo a los protocolos. Posteriormente se evalud el efecto genotdxico
mediante el andlisis de la frecuencia de MN y la citotoxicidad mediante la frecuencia de EPC

con respecto a la de ENC, con muestras obtenidas de sangre periférica.

Protocolo 1

A cinco grupos de 5 ratones hembra y tres de ratones macho de la cepa CD-1 se les
administraron diferentes dosis de T1,SO4 por via i.p., considerando la hora de administraciéon
como la hora 0. Se empleo un grupo mas como testigo (uno para hembras y uno para machos),
por lo que no se administré ningiin tratamiento. Posteriormente se tomaron muestras de
sangre periférica cada 24 horas desde la hora 0 hasta la hora 72 para la evaluacién de la

genotoxicidad y citotoxicidad por el método de MN (Fig. 4).

Garcia Cardenas G.P




Efecto de Efecto TI2S04: microntcleos, apoptosis y viabilidad celular

Testigo * * * *
dal_ 0 > %> = > =n
T

Talio 20 * * % *
3 Q o > 24 > a8 72 >
T
Talio 30 * * * *
dgel o > w5 s > n >
T
Talio 40 * * * *
se e o wm  w o m
o
Talio 70 * % * *
Q0 > ®w > & > mn
T
Talio 100 % *® E *
o e > w > s > 7
T

11 Administracién de T12504 por viai.p.
* Tomade muestra

) Dosis aplicada en hembras

6 Dosis aplicada en machos

Fig. 4. Protocolo 1 para la evaluacion del dafio genotéxico y citotdéxico
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5.4.2 Preparacion de laminillas

Se preparo una solucién de NA en agua desionizada a una concentracién de 1 mg/ml. Se
tomaron 10 pl de esta solucion y se colocaron en laminillas limpias precalentado a 70°C
aproximadamente, y con ayuda de otra laminilla se extendié el colorante. Las laminillas se
dejaron secar a temperatura ambiente y se almacenaron en la oscuridad hasta su uso (Hayashi

et. al, 1990).

5.4.3 Toma de muestras

Después de la administracidn de los tratamientos, se obtuvieron muestras de sangre periférica
de los ratones a los tiempos de evaluacidn establecidos. Estas fueron obtenidas realizando un
corte a la punta de la cola de los ratones con ayuda de tijeras de punta fina. Se puso una gota de
sangre en un portaobjetos y después de colocod un cubreobjetos sobre estas y se sellaron con
silicon liquido. Se prepararon dos laminillas por ratén. Las preparaciones se depositaron en
cajas de plastico y fueron mantenidas en la oscuridad a una temperatura aproximada de 4°C
hasta su evaluacion. El andlisis de las muestras se llevo a cabo después de al menos 24 horas de

su preparacion, procurando no exceder de 8 dias.

5.4.4 Evaluacion de muestras

Las evaluaciones se realizaron mediante la observacion de las muestras bajo un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitaciéon azul y un filtro de emisién de luz amarilla (Olympus
Fluoled). La evaluacién del efecto genotoxico se realizé mediante el andlisis de 2000 EPC por
ratdn, entre los cuales se cuantificaron los MN-EPC. Y para la evaluacion del efecto citotoéxico,
se analizaron una cantidad de 1000 eritrocitos totales por ratéon, entre los cuales se

cuantificaron los EPC, con el fin de determinar la relacién EPC/ENC.
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Se utilizaron ratones de Administracién via i.p.
Ia cepa CD-1,de entre 8

y 12 semanas de edad.

Observacion

- 4

Fig. 5. Evaluacion del daiio genotoxico y citotdoxico a) grupos de 5 ratones; b) administracién de tratamientos;
c) obtencién de muestrasy preparacién de laminillas; d) observacién bajo el microscopio de fluorescencia; e)
evaluacion del dafio genotoxico y citotéxico mediante el método de MN.

5.5 Evaluacion de la viabilidad y apoptosis

5.5.1 Tiempos de evaluacion

Una vez seleccionadas las diferentes dosis de T1,SO4, asi como las condiciones de trabajo, se
administraron las dosis de acuerdo a los protocolos. Posteriormente se evalué la apoptosis,

necrosis y viabilidad celular a la hora 48.

Protocolo 2
A cinco grupos de 5 ratones hembra y tres de ratones macho de la cepa CD-1 se les
administraron diferentes dosis de TI,SO4 por via i.p, considerando la hora de administracion

como la hora 0. Se empleo un grupo mas como testigo (uno para hembras y uno para machos),
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por lo que no se administré ningin tratamiento. Posteriormente se tomaron muestras de
sangre periférica a la hora 48, para la evaluacion de la viabilidad celular, e induccién de

apoptosis y necrosis (Fig. 6).
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Fig. 6. Protocolo para la administracion del tratamiento con diferentes dosis de TI2SO4 por via i.p.y
toma de muestras para viabilidad celular y apoptosis
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5.5.2 Preparacion de colorantes

Se preparo una solucién con 1:1 de NA/BrEt de acuerdo a la técnica descrita por McGahon et
al, (1995) modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2013). La mezcla se almaceno en un frasco

ambar en la oscuridad hasta su uso.

5.5.3 Toma de muestras

Después de la administraciéon de los tratamientos establecidos, se obtuvieron muestras de
sangre periférica de los ratones Unicamente a la hora 48. Las muestras fueron obtenidas
realizando un corte a la punta de la cola con la ayuda de tijeras de punta fina. La sangre (100
ul) fue extraida directamente con ayuda de una jeringa heparinizada. Las muestras fueron
centrifugadas durante 5 minutos a 5000 rpm y se les agregé la mezcla de colorantes en una
proporcién de 1:5. Posteriormente se colocd la muestra tefiida sobre laminillas limpias y se
cubrieron con cubreobjetos. Las preparaciones fueron evaluadas inmediatamente después de

su elaboracion.

5.5.4 Evaluacion de muestras

Las evaluaciones se realizaron mediante la observacion de las muestras bajo un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitaciéon azul y un filtro de emisién de luz amarilla (Olympus
Fluoled). Se evaluaron 200 células nucleadas por raton; para la evaluacion de la viabilidad se
contabilizaron las células viables y no viables, mientras que para el andlisis de apoptosis y
necrosis se cuantificaron células viables apoptéticas y células no viables apoptoticas.
Posteriormente se calcularon valores porcentuales de viabilidad, apoptosis y necrosis de cada

grupo estudiado (Garcia-Rodriguez et al, 2013).
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Fig. 7. Evaluacion viabilidad celular y apoptosis.

5.6 Analisis estadistico

A los datos obtenidos se les aplicé un anadlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba
Tukey para determinar la significancia entre las medias de cada grupo, mediante el paquete
estadistico SPSS/PC V19™ y se presentan como media + desviacidn estandar. Para la induccién
de MN se calcul6 la Frecuencia Neta de Inducciéon de MN (NIF por sus siglas en inglés) para
descartar la induccion espontanea basal de los grupos (hora 0). Ademads se calculé la
Frecuencia Diferencial de Induccién de MN (DIF por sus siglas en inglés) lo que permitié
descartar la posibilidad de que el efecto observado fuera producto de la manipulacién de los
animales durante los experimentos (Garcia-Rodriguez et al, 2000). Los datos obtenidos de los
analisis del NIF y DIF y los resultados del ensayo de apoptosis y necrosis se analizaron

mediante una prueba chi-cuadrada utilizando el paquete Statistica V6 (Adler et al, 1998).
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VI. Resultados

La tincién obtenida con la técnica de NA desarrollada por Hayashi et al, (1990) permite
distinguir facilmente a los EPC, ya que al contener RNA se tifien de color naranja fluorescente,
mientras que los ENC no se tifien. Los MN se observan como cuerpos redondos de color verde-

amarillo (Fig. 8).

Fig. 8. Eritrocitos de sangre periférica de ratén tefiidos con la técnica de NA. Se observan los ENC, EPCy un EPC con
un MN.
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6.1 Efecto del T1;SO4 en ratones hembra de la cepa CD-1

En el cuadro 1 se muestran los promedios de la induccién de MN evaluados en ratones hembra
alas 0, 24, 48 y 72 h después de la administracidn de T1,SO4 (20, 30, 40, 70 y 100 mg/kg), por
via i.p. Se observa incremento significativo en los promedios de MN en las dosis de 30, 70 y 100
mg/kg, el cual fue mayor a la hora 24 en comparacién con el grupo testigo. Cabe sefialar que se
registro la muerte de 2 organismos a la hora 72 en el grupo tratado con 70 mg/kg de T1,SO4y la

muerte de 4 organismos en el grupo tratado con 100 mg/kg de T1,SOs4.

Debido a que las frecuencias basales de MN en todos los grupos fueron variables se calculé el
NIF. que nos es util para descartar la induccién espontdnea que haya tenido el grupo a la hora 0

ya que no se le ha aplicado ningun tratamiento (Garcia-Rodriguez et al,, 2000), y se determina:

NIF = valor observado en el grupo A" ala hora x; - valor observado en el grupo A" a la hora 0

Donde:

A= Grupo; Xi= Tiempo de evaluacion

En la figura 9 se muestra el andlisis por tiempo y por grupo del NIF calculado para 10 000 EPC
cuando se administraron las diferentes dosis de TI;SO4. Tras el analisis se corroboré el
aumento de las frecuencias de MN a la hora 24 los grupos tratados con 70 y 100 mg/kg de

T1,S04, asi como a la hora 48 en el grupo tratado con 20, 30 y 70 mg/kg.
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Cuadro 1. Promedios de las frecuencias de MN en ratones hembra tratados con TI:50,

Tratamiento N Hora de analisis MN/10 000 células media *+ d.e
Testigo 5 0 24+05
5 24 22+04
5 48 1.4+0.5
5 72 1.0+£0.7
T1.SO4 5 0 0.6+0.5
(20 mg/kg) 5 24 2.4+08
5 48 2.8+0.38
5 72 1.6 + 0.5
T12S04 5 0 2.8+0.8
(30 mg/kg) 5 24 3.8+ 0.4*
5 48 2.0+0.7
5 72 0405
T12S04 5 0 22+1.7
(40 mg/kg) 5 24 2.0+ 1.4
5 48 22+19
5 72 22+1.6
T12S04 5 0 0.8+1.0
(70 mg/kg) 5 24 7.0 +£10.1*
5 48 34+1.5
3 72 6.33 £ 1.5*
T12S04 5 0 1.8+1.0
(100 mg/kg) 5 24 6.0 + 1.2*
3* 48 5.6 + 0.5*
ND* 72* ND

Significancia estadistica con p<0.05; * vs testigo; * muerte; ND no determinado.
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Fig. 9 Andlisis del NIF calculado por grupo para 10 000 EPC, en las diferentes horas evaluadas a) hora 24, b) hora 48y c)
hora 72. Estadisticamente significativo con p<0.05; * vs testigo; + muerte
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Con el fin de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones durante el experimento,
se calculé el DIF, el andlisis consistié en restar los valores obtenidos en todas las horas del
grupo testigo a sus correspondientes horas de los grupos tratados, de tal manera que se

observaran los MN inducidos Gnicamente por los tratamientos, y se calcula:

DIF = wvalor observado en el grupo tratado a la hora x;-valor observado en el grupo testigo a la hora x;

Donde:

Xi= Tiempo de evaluacién

En la fig. 10 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el analisis del
DIF. Se observa que el grupo tratado con 40 mg/kg de TI,SO4 tiene un comportamiento sin
variaciones significativas en la frecuencia basal de MN. Mientras que en el grupo tratado con 70
mg/kg de T1:SO4 podemos observar que la mayor induccién de MN es a la hora 24 y en los

grupos tratados con 20,30 y 100 mg/kg de T1,SO4 se da en la hora 48.

DIF MN

35
o
S 30
S 25
g = 20mg/ kg Tl,SO,
@ % ~+ 30mg/ kg T1,SO,
o 15 -+ 40 mg/ kg Tl,SO,
g 10 —= 70 mg/ kg T1,S0,
9 5 -~ 100 mg/ kg T1,S0O,

0 24 48 72
Tiempo de analisis (horas)

Fig. 10. Andlisis del DIF absoluto de MN calculado por tiempo y grupo para 10 000 EPC;* p<0.05 vs hora 0
de cada tratamiento; + muerte.
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6.2 Efecto del T1;SO4 en ratones macho de la cepa CD-1

En el cuadro 2 se muestran los promedios de MN evaluados en ratones macho a las 0, 24, 48 y
72 horas tras la administracién de T1,SO4 (20,30 y 40 mg/kg) por via i.p. Los resultados
muestra incremento significativo en las frecuencias de MN en las dosis de 30 y 40 mg/kg a la
hora 48 (alrededor de 2-5 MN), en comparacién con el grupo testigo, aunque se registro la
muerte de 2 organismos a la hora 72 en el grupo tratado con 30 mg/kg y uno en el grupo

tratado con 40 mg/kg muri6 uno a la hora 24, uno a la hora 48, y todos a la hora 72.
A estos resultados también se les realizo el analisis del NIF calculado para 10 000 EPC, que se

muestra en la Fig. 11 donde podemos observar el aumento significativo en la inducciéon de MN

en el grupo tratado con 40 mg/kg de T1,S04 a la hora 48, comparada con el grupo testigo.
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Cuadro 2. Promedios de las frecuencias de MN en ratones macho tratados con TI250,.

TRATAMIENTO

Testigo

T12S04 20 mg /Kkg

T1:S04 30 mg /kg

T1>S04 40 mg /kg

gn o1 o1 o1 U1 U1 U1 U1 U1 U1 Ul 2

w
+

5
4+
3+
0

Hora de analisis
0

24

48

72

0

24
48
72
0

24
48
72
0

24
48
72

MN/2000 células
0.6+0.8
1.0+0.7
0.8+0.8
1.0+0.7
0.2+0.4

0.8 0.8
0.4 £0.5
1.2+0.8
0.4+0.5
2.2+0.8
4.4 + 0.5*
2.0x0.0
0.5%0.5
3.2+009*
7.5+ 0.7*
ND

Significancia estadistica con p<0.05; * vs testigo; * muerte; ND no determinado.
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Fig. 11. Andlisis del NIF de MN calculado por grupo para 10 000 EPC en los diferentes tiempos de evaluacion.

Estadisticamente significativo con:* p<0.05 vs testigo.; + muerte.
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Al realizar el andlisis del DIF (Fig. 12) podemos observar, que el grupo tratado con 20 mg/kg
de T1,SO4 tiene un comportamiento sin variaciones significativas en la frecuencia basal de MN,
mientras que en los grupos tratados con 30 y 40 mg/kg de T1,SO4 podemos observar que la

mayor inducciéon de MN es en la hora 48.

DIF
40
*
35
30
25
S
—o— 20mg/ kg TS0,
20 —m— 30mg/kgTl,50,
s 40 mg/ kg 1,50,
10
3 —
<+
0 — —
0 24 a8 72

Fig. 12. Andlisis del DIF absoluto de MN calculado por tiempo y grupo para 10 000 EPC;* p<0.05 vs hora 0 de cada

tratamiento; + muerte.

6.3 Efecto del T1>SO4 sobre la apoptosis

La apoptosis fue evaluada directamente en leucocitos de sangre periférica de ratén antes (hora
0) y después (Hora 48) con base en la tincion diferencial NA/BrEt (Fig. 13). A través de este
método se pueden distinguir cuatro tipos de células de acuerdo al tipo de emisién fluorescente

y al aspecto morfolégico del nticleo celular, los cuales son:

a) Células viables: con ntcleos normales, la cromatina se observa con una fluorescencia
verde uniforme, con estructura organizada.
b) Células viables apoptdticas: se observa el nucleo tefiido de color verde fluorescente; la

cromatina se observa condensada.
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c) Células no viables: con nucleos normales, la cromatina se observa con una
fluorescencia naranja-rojo, con estructura organizada.
d) Células no viables apoptoéticas: se observa el nucleo teflido naranja-rojo con

fragmentos condensados de cromatina.

(McGahon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

No viable apoptética viable

»

_—~ Viable apoptética

R

No viable

Viable Viable apoptdtica No viable No viable apoptética

Fig. 13. Leucocitos de sangre periférica de raton tefiidos con la técnica de NA/BrEt. Se observan las células viables,
viables apoptdticas, no viables y no viables apoptéticas
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Se evalud y calculd el porcentaje de las células viables apopt6ticas (con membrana intacta) y no
viables apoptéticas (con membrana alterada), observadas en cada grupo tratado para realizar
una comparacién cuantitativa. Los resultados de la administracién de 20, 30, 40, y 70 mg/kg de
T1,SO4 en hembras se muestran en la Fig. 14, donde se observa que en los grupos tratados con
40 y 70 mg/kg de T1;SO4 incrementa significativamente el nimero de células no viables

apoptaticas.

600
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500 +

4501
400

350 +
300 4
250 +
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150 4
100+

[ —

I I P
50— ™ —
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204
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0. . O sm

Testigo 20 mg/kg T1,SO0, 30 mg/kgT,S0, 40 mg/kg T1,S0, 70 mg/kg T1,S0,

Viables apoptoéticas
Noviables apoptéticas

No.de células

Fig. 14 Andlisis de la apoptosis en ratones hembras calculado por grupo para 200 células, en las diferentes horas
evaluadas la hora 48. Estadisticamente significativo con p<0.05; * vs testigo.
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En la Fig. 15 se muestran los resultados de las células viables apoptéticas y células no viables
apoptoticas para los machos tratados con 20, 30 y 40 mg/kg de T1,SO4 donde se observa que
incrementa significativamente el nimero de células no viables apoptéticas, en comparaciéon

con el grupo testigo.

260-
2404
220- 4+

200 - .
100l I Em Viables apoptdticas

180+
160
80 -+ | No viables apoptéticas

140 -
120 -

No.de células

60 -
404

20+ *

Testigo 20 mg/kg T1,S0, 30 mg/kg T1,S0, 40 mg/kg T1,50,

6.4 Efecto del TI;SO,sobre la relacion entre EPC/ENC

En el cuadro 3 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los ENC
(1000 células totales) cuando se administran las diferentes dosis de T1,SO4 en ratones hembra
donde se observa la disminucioén significativa de EPC en los ratones tratados con 30 (a partir

de la hora 48), 40, 70 y 100 mg/kg de T1,SO4 en todas las horas evaluadas.

Garcia Cardenas G.P




Efecto de Efecto TI2S04: micronucleos, apoptosis y viabilidad celular

Cuadro 3. Promedios de las frecuencias de EPC/ENC en ratones hembra tratados con TI;S0,

Tratamiento N Hora de analisis EPC/1000 células
Testigo 5 0 130.2 £ 6.0
5 24 130.2+7.3
5 48 1314+7.4
5 72 134.4+9.4
T12S04 5 0 153.3+21.3
(20 mg/kg) 5 24 138.8 + 16.0
5 48 115.0 £ 25.9
5 72 1204 +11.3
T1.SO4 5 0 133.0+10.0
(30 mg/kg) 5 24 121.2 +3.5
5 48 89.2 + 6.9*
5 72 80.6 £ 23.5*
T12S04 5 0 124.8 + 3.7
(40 mg/kg) 5 24 83.6 + 4.3*
5 48 67.0 £11.4*
5 72 36.4 £ 12.9*
TS0, 5 0 102.0£5.4
(70 mg/kg) 5 24 72.8 £ 11.2*
5 48 56.6 £ 5.0*
3 72 50.4 £12.0*
T1,S04 5 0 121.8 + 34.6
(100 mg/kg) 5 24 43.6 + 17.4*
3* 48 21.4 £ 8.2*

ND* 72% ND

Significancia estadistica con p<0.05; * vs testigo; * muerte; ND no determinado.
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En el cuadro 4 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los ENC
(1000 células totales) cuando se administran las diferentes dosis de T1;SO4 en machos donde
se observa la disminucién significativa de EPC en los ratones tratados con 20, 30 y 40 mg/kg

de T1;S04 en todas las horas evaluadas.

Cuadro 4. Promedios de las frecuencias de EPC/ENC en ratones macho tratados con TI;SOq

TRATAMIENTO N Hora de analisis EPC/1000
células

Testigo 5 0 118.2+10.8

5 24 104.0+9.4
5 48 106.0 +12.8

5 72 95.4+4.3
T1,S04 20 mg /Kg 5 0 121.0 +20.9
5 24 107.6 £12.3

5 48 97.2+5.0
5 72 86.8+11.8*

5 0 153.0+ 6.4
T1,S04 30 mg /Kkg 5 24 124.0 £13.1
5 48 94.6 +9.3*

3* 72 31.8 £ 4.2*
5 0 109.2+12.6

T1:S04 40 mg /kg 4+ 24 68.4 + 9.0*
3* 48 14.8 + 7.4*
0 72 ND

Significancia estadistica con p<0.05; * vs testigo; * muerte; ND no determinado.

Debido a que los resultados muestran una alta variabilidad en la relaciéon de EPC con respecto
a ENC en todos los grupos, se realizd el analisis de la viabilidad celular en leucocitos mediante
el método descrito por McGahon et al, (1995), el cual proporciona datos mas precisos sobre la

toxicidad de los tratamientos.
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6.5 Efecto del TI>SO4sobre la viabilidad celular

En la Fig.16 se muestran los porcentajes de células viables y células no viables, en los grupos
de hembras tratados con diferentes dosis de T1,S04, donde podemos observar que en el grupo
tratado con 70 mg/kg de T1:SO4 el nimero de células no viables es muy alto en comparacién

con el testigo mientras que en el grupo tratado con 30 mg/kg de T1,S0. es casi del 50%.

Viabilidad celular en ratones hembra de la cepa CD-1
Tratamientocon N Horade Viables Noviables
TI280+ analisis mediaztde mediaz de
200 - 0.0 5 48 1856125 144+125
20.0 5 45 13901417 61.0=14.1%
180 - 30.0 5 48 09,2:24,0% 100.5 = 24.0*
40.0 5 45 108.2+216~ 93.4+229*
70.0 4 45 128.5£7.5* 715 £7.5*
160 -
a
140 -
a
w 120
© a
= ab .
= 100 - b Ll Viables
L8] .
v . b i Noviables
2 80
o b
Zz 60 -
40
20 -
o LM

Testigo 20 mg/ kg TS0, 30mg/ kgTl,S0, 40 mg/kgTl,S0, 70 mg/kgTl,S0,

Fig. 16. Viabilidad celular, para 200 células;* p<0.05 vs hora 0 de cada tratamiento; + muerte.

a) Viables vs testigo, b) No viables vs testigo
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En la figura 17 podemos observar los porcentajes de células viables y células no viables, en los
grupos de machos tratados con diferentes dosis de T1,SO4, donde podemos observar que en el
grupo tratado con 20mg/kg de TI,SO4 el nimero de células no viables es muy alto en

comparacion con el testigo.

Viabilidad celular en ratones hembrade la cepa CD-1
Tratamientocon N Horade Viables Noviables
TI250+ andlisis mediaz d.e media= de
0.0 5 45 163.6+10.5 36.2+10.5
200 ~ 200 5 18 1112<18.1° 888-18.1"
30.0 5 45 152.0+22.5 48.0+22.5
180 - 00 5 I8 1246255 354255
160 a
140
da
120 -
1% a
= b
= 100 - .
< M Viables
|8}
2 80 ld No viables
o) 60 - b
=
40 - b
20 -
0
Testigo 20 mg/ kg T1,80, 30 mg/ kg T1,30, 40 mg/ kg T1,50,

Fig. 17. Viabilidad celular, para 200 células;* p<0.05 vs hora 0 de cada tratamiento; + muerte.

a Viables vs testigo, b No viables vs testigo
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VII. Discusion

Diversos estudios muestran que la exposicion ocupacional, ambiental o accidental a metales
pesados puede inducir efectos sobre la salud humana, esto debido a que pueden interactuar
con biomoléculas como el DNA, enzimas, proteinas y lipidos (EPA, 2009; WHO, 1996; Flora et
al, 2008). De acuerdo a la EPA (2009) el Tl presenta una toxicidad comparable a la de metales
como el plomo, cadmio y mercurio. Sin embargo, la mayoria de los estudios de los compuestos
del Tl se centran principalmente en sus efectos téxico-sistémicos y han sido poco estudiados
sus efectos genotdxicos a pesar de que son usados en diferentes industrias como la quimica,
Optica, eléctrica y tabacalera. De ahi que, la presente investigaciéon contribuye a ampliar la
informacidn referente a los efectos genotdxicos y citotéxicos que pueden estar asociados con
la exposicion a compuestos metalicos como los de TI [I]. Se empled el ensayo de MN, la
evaluacion de las frecuencias de EPC con relacién a los ENC, la induccién de apoptosis y la

viabilidad celular en ratones hembras y machos de la cepa CD-1, tratados con TI (I) (T12SO4).

Los resultados mostraron que la administraciéon de TI,SOs a ratones hembras y machos
incrementa las frecuencias de MN en todas las horas evaluadas después de los tratamientos, lo
cual indica que estd induciendo efecto genotoéxico. En otros estudios en se ha mostrado que
compuestos de Tl (I) como el acetato de Tl, es capaz de de inducir rompimientos de cadena
doble del DNA, asi como inducir algunos tipos de aberraciones cromosoémicas e ICH in vitro y
reducir el IM (Felipe-Reyes, 2011; Buendia-Valverde, 2013). Particularmente en este estudio
se observé que la mayor induccién de MN se presentdé a las 48 horas después de la
administracion del T1,SOs4, esto puede deberse a la distribuciéon y biotransformacion del
compuesto, ya que en general los agentes quimicos presentan su mayor distribucion entre las
0 y las 24 horas después de su administracién misma que depende de su naturaleza (Hayashi
et al, 1990; Heddle et al, 2011). Aunque el incremento de MN observado en los organismos
tratados con TI,SO. fue estadisticamente significativo a las 48 horas (7/1000 MN-EPC), esta
induccidn es baja en comparacion con la que presentan otros metales como los compuestos de
cromo (VI), que es considerado un claro agente genotéxico y cancerigeno, capaz de inducir
hasta 20/1000 MN-EPC (Garcia-Rodriguez et al, 2001). Organizaciones como la FDA (2000) y
la OECD (1997) han propuesto que se considere como un agente genotoxico claro solo
aquellos compuestos que incrementan mas de 4/1000 MN en EPC, por lo que con base en

nuestros resultados podemos sugerir que el T1,S04 actia como un agente genotéxico débil.
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Si bien se observé que la administracién de T1,SO4 incrementé las frecuencias de MN tanto en
hembras como en machos, el efecto fue mas significativo en los machos. Estas diferencias
pueden estar relacionadas con factores fisiol6gicos que tienen influencia sobre la toxicidad de
una substancia, tales como el estado hormonal. Los niveles de estrégenos en los machos son
menores que en las hembras, y se ha propuesto que los estrégenos confieren proteccién a las
células dafiadas por estrés oxidante. Se han realizado estudios in vivo e in vitro para identificar
el mecanismo de proteccion de los estrégenos y se plantea que funcionan como antioxidantes
ya que actdan como inactivadores de radicales libres, asi como en la quelacién y reduccién de
los iones oxidantes (Bandeau et al, 2005). Por otra parte, en un estudio realizado por Borras
et al, (2003) con ratas hembras y machos, observaron que las hembras presentan una mayor
proteccion al dafio oxidante, ya que las mitocondrias de los machos producen 40% mas de
peroxido que las de las hembras, también se observaron que el dano oxidante en DNA
mitocondrial de los machos es 4 veces mayor que en las hembras, debido a la actividad de la

Mn-superoéxido dismutasa y a la glutatiéon reductasa.

Existe muy poco acerca de los mecanismos que regulan la genotoxicidad del Tl, diversos
autores han discutido sobre el papel de este en la generacidn de especies reactivas de oxigeno
y radicales libres que pudieran interactuar con la molécula de DNA y generar dafio en su
estructura (Galvan-Arzate et al, 2000; Tarpey et al, 2004; Hanzel y Verstraeten, 2006). Se han
propuesto que los compuestos de TI [I] atraviesan las membranas bioldgicas por difusion
simple por su semejanza con el potasio y de esta manera se distribuye en el interior de la
célula. Se ha observado que el Tl [I] tiene afinidad por los acidos nucleicos, especificamente
por regiones ricas en guanina-timina de los telomeros, también que es capaz de formar
ligandos con los grupos SH de las proteinas y alterar la homeostasis del calcio (Ca2+*) (Mulkey
y Oehme, 1993; Ramsden, 2002). Asimismo se ha observado que los compuestos del Tl [I]
pueden reaccionar con el glutation provocando la disminucién de la actividad antioxidante
(Kilic y Kutlu, 2010). Estos eventos pueden estar relacionados en parte con los efectos

genotoxicos observados en el presente estudio.

Por otra parte, al evaluar la apoptosis en los leucocitos de sangre periférica de los organismos
tratados con el T1,SO4 se observd el incremento significativo de las células apoptoéticas. La
apoptosis y la viabilidad celular se evaluaron mediante la tincion diferencial NA/BE en células

nucleadas de sangre periférica modificada por Garcia-Rodriguez, et al, (2013) directamente en
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la sangre periférica de los ratones obtenida a las 48 h después de la exposicion a los
tratamientos. Los resultados obtenidos muestran que se incrementaron los porcentajes de
células apoptdticas en comparacién con el grupo testigo, lo que corrobora el dafio genético del
T1 [I]. En este estudio observamos que el T1,SO4 es capaz de inducir un mayor incremento de la
apoptosis en comparacion con los compuestos de Cr (VI). La apoptosis, muerte celular
programada, también juega un papel fundamental en la eliminacién de las células danadas
genéticamente, por ello es de crucial importancia en un nimero de procesos fisiologicos y
patoldgicos. La apoptosis se acompaina de cambios morfoldgicos caracteristicos, que incluyen
contraccion citoplasmatica, formacién de ampollas en la membrana plasmatica, condensacion o
fragmentacién de los nucleos y extensa degradacion del DNA cromos6émico (White, 1996). En
algunos trabajos se ha observado que compuestos como el acetato de TI, inhiben la progresion
del ciclo celular en la fase G2/M mediante la supresion de la actividad de CDK a través de la
induccién mediada por p53 asi como del inhibidor de p21 (Cip1), en células de glioma C6 asi
como el deterioro de la progresion del ciclo celular puede desencadenar la activacién de una
via mitocondrial y desplaza el equilibrio en la familia Bcl-2 hacia los miembros pro-
apoptoticos, la promocién de la formacion de la apoptosoma y, en consecuencia, la apoptosis
(Sancar et al, 2004). Por lo que la apoptosis inducida por T1:SO4 pudiera eliminar las células
micronucleadas durante el proceso de eritropoyesis y por ello se observé una menor inducciéon

de MN en los organismos tratados con este compuesto (Garcia-Rodriguez et al., 2014).

Al evaluar la citotoxicidad mediante las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, en
hembras y machos se observé que disminuye significativamente la frecuencia de los EPC con
respecto a la de ENC en todos los tratamientos y que el efecto fue mas significativo en los
machos. Si bien se ha descrito que el dafio citotéxico puede determinarse por la disminuciéon
de EPC con respecto a los ENC, sin embargo la evaluacion de este parametro debe tomarse con
reserva, debido a que cuando un compuesto causa muerte celular, también pueden activarse
los mecanismos de division celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna y Hayashi,
2000). Por lo que, de manera complementaria a la evaluacién de citotoxicidad se realiz6é un
analisis de viabilidad celular, el cual mostré que esta disminuye significativamente en todas
las dosis utilizadas tanto en machos como en hembras lo que indica un efecto citotéxico
importante. A partir de esto podemos argumentar que el TI,SO4 induce toxicidad celular, estos
resultados muestran similitud con algunos estudios in vitro en los que células adrenales de

rata (PC12) expuestas a nitratos de Tl [I y III] en concentraciones de 10, 25, 50 y 100 pM
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después de 24 horas el porcentaje de células disminuy6 aunque no de manera significativa,
sin embargo al incrementar 48 horas el tiempo de exposicion las concentraciones de 50 y 100
UM inducen muerte celular por apoptosis y disminuciéon de la viabilidad (Hanzel y
Verstraeten, 2009). Chia et al, (2005) observaron el mismo efecto en células de glioma en
concentraciones de 10 a 100 pM en tiempos de exposiciéon de 24 horas o mas, al igual que
Bragardin et al, (2003) con acetato de Tl [I] en lineas celulares JurKat expuestas durante 16
horas en concentraciones de 0.25 a 1mM. Un posible mecanismo por el que se que podria
explicar parcialmente la citotoxicidad es que el TI (I) aumenta la expresion de E2F-1, factor
involucrado en la expresion de proteinas de la fase S, asi como a E2F-1 en presencia de EGF,

afectando diferencialmente la progresion del ciclo celular (Pino y Verstraeten, 2011).

Finalmente se observé que al administrar altas dosis de T1,SO4 a ratones hembras y machos,
estos mostraban signos clinicos de toxicidad (pelo erizado, disminucién de la movilidad y del
apetito), asi como la muerte de ratones en las dosis mas altas, hembras (70 y 100mg/kg) y
machos (30 y 40 mg/kg), se explica por la elevada toxicidad que presenta el compuesto, la
cual ya ha sido documentada (EPA, 2009). Esta misma toxicidad generalizada puede estar
relacionada con la toxicidad y muerte celular observada mediante la disminucién de la
proporcién de EPC en sangre periférica y con el incremento de células apoptéticas en los

ratones tratados con el T1;S04.
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VIII. Conclusiones y comentarios finales

La administraciéon de TI;SOs por via i.p. es capaz de inducir efecto genotéxico en
ratones machos de la cepa CD-1, ya que incrementa significativamente las frecuencias

de MN.

La administraciéon de TI;SOs por via i.p. es capaz de inducir efecto genotéxico en
ratones hembras de la cepa CD-1, ya que incrementa significativamente las frecuencias

de MN.

El TI,SO4 actda como un agente genotoxico débil ya que la induccién de MN (7/1000
MN-EPC) es baja en comparacién con agentes identificados claramente como
genotoxicos y de acuerdo a los lineamientos de la FDA y la OECD se considera como un
agente genotodxico claro solo aquellos compuestos que incrementan en mas de 4/1000

MN-EPC.

El efecto genotoxico inducido por el T1;SO4 fue mas significativo en los machos que en
las hembras lo cual puede estar relacionado con las condiciones metabdlicas

relacionadas con el sexo como lo son factores hormonales.

El hecho de que la exposicién a Tl.SOs presenté una mayor induccion de células
apoptoéticas, nos permite sugerir que la apoptosis pudiera eliminar las células

micronucleadas durante el proceso de eritropoyesis.

La administracion de TI;SOs por via i.p. a ratones macho y hembra disminuye
significativamente las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, lo que indica un
posible efecto citotéxico, que fue corroborado con la disminucién de la viabilidad

celular.

La administracion por via intraperitoneal de dosis altas de T1,SO. induce muerte de los

organismos tanto en hembras como en machos, lo que indica un efecto téxico sistémico.
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Resumen:
(Méaximo 300 palabras, Times New Roman 12 pts., interlineado sencillo, renglén seguido, sin sangria y justificado)

El sulfato de talio TI,SO4es un metal pesado algunas investigaciones sugieren que el talio es capaz
de provocar toxicidad a través de la induccion de estrés oxidativo, lo cual induce dafio al ADN. La
fuente principal de exposicién al talio es el consumo de alimentos contaminados, y actualmente el
fumar cigarrillos. En este estudio se investigaron los efectos de la administracion de TI,SO, a
ratones de la cepa CD-1 por via intraperitoneal (i.p.). Se trataron grupos de 5 ratones via i.p. con
TI,SO,. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 horas
después de la administracion de los tratamientos. El dafio genotoxico se evalué mediante el analisis
de microndcleos (MN) utilizando la técnica de naranja de acridina en eritrocitos policrométicos
(EPC). Los resultados muestran que la administracion sola de TI,SO, a una dosis de 30mg/kg de
peso en hembras induce un incremento en la frecuencia de MN a las 48 horas, que resultd
estadisticamente significativo. Cuando se administré T1,SO4 a machos la dosis de 30 mg/kg indujo
muerte. En base a los resultados podemos concluir que efecto del T1,SO4 no es genotdxico sino
toxico y es mayor en los machos que en las hembras, lo cual puede estar relacionado con diferencias
conductuales y del metabolismo asociado con factores hormonales.

Palabras clave: (3-5 palabras)
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MEDIANTE LA CINETICA DE

INDUCCION DE MICRONUCLEOS EN
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DE LA CEPA CD-1
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H talio (T1) s un metal que se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza.
Dentro de sus compuestos el sulfato de
talio (T1,504) es de particular importancia
ya que se produce al quemar carbdn y en
las en las industrias fundidoras, aungue
estudios recientes han mostrado que
también podemos estar expuestos a
estos compuestos mediante el consumo
de odgamillos. Exsten wvarios estudios
sobre los efectos toxioos del TLSOw, sin
embargo no existen evidendas damas
sobre sus efectos genobtdxicos. En este
trabajo se estudio el efecto genotoxico
de TS0, mediante la evaluacidn de la
dnéticm de Jas frecuendas de
microndclecs (MN) en ratones tratados
con diferentes dosis de T1,50,. Grupos de
dnco ratones hembra de B cepa CD-1
fueron tratados con dosis de 20, 30, 40,
70 y 100 mg/kg de TLSO, por wia
intraperitoneal. El dafio genobdxico se
evalud mediante & andlisis de la
induccon de MN en  eritrodtos
policromaticos (EPC) de sangre periferica.
Las muestras fueron tomadas de la vena
caudal antes del tratamiento (hora 0) v a
las 24, 48 y 72 horas después del
tratamiento. Los resultados muestran que
hay un incremento de MN para todas las
dosis de T1,50, administradas a partir de
la hora 24 en comparacion oon el grupo

testign. Como se observa en la figura no
se presentd un comportamiento dosis-
respuesta. Las dosis de 70 y 100 mg/kg
presentan su mayor efecto a las 24
horas, mientras gue la de 70 mgfkg
presenta dos picos de induccion a las 24
y 72 horas. Los incrementos observados
de MN son bajos en comparacion con
agentes identificados clarmmente como
genotixicos por lo que podemos sugerir
con base en este ensayo que & T1,.50, es
un agente genotdxico débil. Se sugiere
emplear otros ensayos y protocolos gue
nos permitan evaluar el efecto
genotodoo del T1,50, de una forma mas
consistente.

g7 el
ag  Talic 20 mg/kg
& g 0 u Talio 30 mg/kg
.Ei o y W Talic 40 mg/kg
4 u 72 ® Talio 100 mgfig

e  Talio 70 mg/kg

Fig. Cimérica de ks frecusscies de MN en ratones
trotados con diferentes dosis de 71,50, pav wa
inrropefTaidal
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La confanuimacion ambiersal por metales pesados potencialmente tomcos, comstinzye en ka
acrualidad una preocupacion a mvel mundial por Jos nesges que conlleva para b salud humana
Se ha observado que una de las vias de induccion de dae genotoxico es mediante el estres
oxidante. Conpusstos metalicos como los del como hewavalemte (Cr [VID al atavesar Ia
membrana cefulr son capaces de reducse a Cr [ y producir mdicales libres que pueden
mv&mbmhcuh:cmhsm los lipidos v al ADN. Mientras que, los
compusstos matalicos del talio monovalente (T1 [I) v del vanadio pentavalente (V [V]) aungue
hmmmbefmosmosvmmpousaﬂmmmmu&mmme
¢l ADN v de la posible via de induccion de datio. En el presente estadio se evaluaron los efectos
genotoxicos de compusstos del Cr [VI). T [T} y V[V]. pmlocmlsemahmhsﬁ‘mms
de micromacleos (MN) en erirocitos policromaricos (EPC) de sangre periférica de raton (CD-1).
anns&uxorﬂmsfnmnndoscm&&@ﬂngkg) TLS0, (20, 30, 40, 70 y 100
mgkg) y V:0. (10, 20, 25, 40 v 50 mgke). hsumsmsthangeﬁnmm&hm
caudal a Ias 0, 24, 48 y 72 horas despues de los tratamientos. Los resultados mostraron un
mcremento significativo en la fracuencia de MN del grupo matado con Cr0s. Jo que corrobare su
dafio enotoxaco M vivo. S embargo. los incrementos de MN obsarvados an los Zrupos ranados
con TL,S0, ¥ V:0. no fusron significativos al comparase con &l grupo testigo, salvo en las dosis
mvnhsqnemm]cmlmhhdmkscgmmhqnemmhjopcmmlmmo
in vivo bajo muestras condicionss de trabajo. Particularmente &l TLSO, preseneo um dsmimucion
sigmificativa en las fecuencias de EPC, lo que comobora su efecto citotoxico. Provecto
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6. Efecto genotoxico y citotoxico de la exposicion a metales pesados
{cromo [VI] y talio [I]) en ratones de la cepa CD-1: micronticleos,
apoptosis y viabilidad celular

Dra. Ma. del Carmen Garcia-Rodriguez. Biol. Pilar Garcia-Cardenas, Biol. Ana Montafio-
Rodriguez, Dr. Mario Altamirano-lozano. Unidad de Investigacion en Genetica vy
Toxicologia Ambiental (UNIGEN). Facultad de Estudics Superiores "Zaragoza”, UNAM.
Email: cammen. garcia@unam.mx

La genotoxicidad y citotoxicidad fueron evaluadas en sangre periférica de ratones
expuestos a metaes pesados (Cr V1] w TIH[1]L

Grupos de cinco ratones (CD-1) fueron tratados por via intraperitoneal con 20 mglkg de
Cr0O3 o con 30 mg'kg de TI2S04. El dano genetico se evalud mediante |a cinética de
microntclecs (MN) y Ia induccion de apoptosis, mientras que |a toxicidad celular con la
viabilidad v la relacion entre eritrocitos policromaticos y nomocromaticos (EPC/ENC). Las
muestras se tomaron de la vena caudal a las 0, 24, 48 y 72 h después de los tratamientos.

Los resultados muestran un incremento significativo de MN, células apoptdticas y no-
vigbles con ambos tratamientos. Parficularmente, se presentd toicidad celular y
generalizada en los ratones expuestos al TI2ZS04, ya que dos organismos murieron a las
2h.

Con base en estos resultados se puede sugerr que la exposicion a estos metales
representa un riesgo genético y citotdsico.
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Figura |, Evalussions en celulis nucleadss de ssapre perilisiea de rasones tasados con 20 mg' kg de
Criy v 30 mg kg de T1,50; a) Porcentaje de células viables ¥ no viables, b) Porcentaje de oélislas
apoplidisiens v neendiicas
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