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FIGURAS

Fig. I. Cinética del Tl en mamifero. La ruta de acceso puede ser a través de la
respiracion, la alimentacién, y la piel, en el caso de individuos con exposicién
ocupacional la absorcidn es al contacto con la ropa o instrumentos de trabajo. Una
vez dentro el Tl se distribuye por la circulacidon sistemadtica a todo el cuerpo siendo
capaz de atravesar membranas bioldgicas y se excreta por los fluidos corporales, el
cabello, las ufias o las heces. El Tl acumulado en los érganos y tejidos puede regresar
gradualmente al torrente sanguineo (tomado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano 2013).

Fig. Il. Microfotografias de linfocitos humanos procesados con el ensayo cometa. En
A el ADN de células no tratadas y en B célula que presenta aumento de la migracién
del ADN después del tratamiento con un mutageno (tomado de Speit y Rothfuss
2012).

Fig. lll. Células de testiculo de ratdn tefiidas con colorantes fluorescentes (Br-Et y
CFDA). En color verde células viables y en rojo células no viables.

Fig. IV. Células de cerebro de ratdn tratadas con acetato de talio(l), ensayo cometa.
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Fig. VI. Estimacion del dafio al ADN medido por la longitud del cometa. En A células
de sangre y B células de higado de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante
10 dias. En A’ y B’ células de sangre e higado respectivamente de los ratones tratados
durante 60 dias (* P< 0.05y ** P< 0.01, comparado con su testigo).

Pag.

12

17

19

20

29
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de rifién y D células de corazén de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante
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durante 60 dias (* P< 0.05y ** P < 0.01, comparado con su testigo).
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de pulmén, F células de cerebro de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante
10 dias. En E’ y F’ células de pulmdn y cerebro respectivamente de los ratones
tratados durante 60 dias (* P < 0.05y ** P <0.01, comparado con su testigo).
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comparado con su testigo).
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RESUMEN

Entre los metales considerados peligrosos por su elevada toxicidad se encuentra el
talio (Tl), el cual cruza las membranas bioldgicas por los canales que utilizan los
cationes esenciales, en los mamiferos es transportado por el torrente sanguineo y
almacenado en los distintos tejidos y érganos del cuerpo. Uno de los compuestos
mas utilizado en la elaboracidn de productos de uso comun e industrial, es el acetato
de talio(l). Se sabe que la exposicion a Tl produce envenenamiento por intoxicacion
y muerte, sin embargo se conoce poco acerca de sus efectos a nivel celular y
genético. Por lo anterior, en el presente trabajo se evalué el dafo al ADN inducido
por el acetato de talio(l) en diferentes 6rganos de ratones CD-1 expuestos via
intraperitoneal durante 10 o 60 dias a fracciones 1/32, 1/16 y 1/8 de la dosis letal
media (Dlsp), que para ratén es de 37 mg/Kg. Se trabajaron grupos de 5 animales que
al término del tratamiento se sacrificaron para obtener las muestras celulares de
distintos tejidos. Se evalud la viabilidad celular con una técnica de colorantes
fluorescentes y el daifio al ADN mediante el ensayo cometa.

Los resultados encontrados no mostraron diferencia en el peso de los animales antes
y después del tratamiento. Respecto a la viabilidad celular evaluada en cerebro,
corazoén, higado, rifidn, pulmodn, sangre y testiculo, en promedio fue mayor al 92%
tanto en grupos tratados como en el testigo, sin embargo se encontré incremento
en el dafio al ADN en células de higado > rifidn > cerebro, testiculo > pulmdn > sangre
>corazon. El higado fue el 6rgano con los valores mas altos en la longitud del cometa:
en la dosis de 1/32 la longitud promedio fue de 113.2 +8.58 a 10 diasy 117.46 £ 9.91
a 60 dias, contra 44.67 £ 1.74 y 45.33 + 1.88 de su grupo testigo, respectivamente;
en tanto que las células de corazon fueron las menos afectadas, en la dosis de 1/16
a 60 dias la longitud promedio del cometa no fue estadisticamente significativa 48.25
+ 2.05 contra 44.04 + 1.64 del grupo testigo. Los datos no muestran relacién dosis
efecto ni tampoco relacion dependiente al tiempo; tanto a 10 dias como a 60 dias se
presentd un efecto mayor en la dosis mas baja. En conclusidn, el acetato de talio(l)
con tratamientos sub-crdnicos no produce toxicidad celular, pero es capaz de inducir
rompimientos de cadena sencilla y sitios sensibles al alcali in vivo, asi como lesiones
relacionadas con la formaciéon de dano cromosdmico observadas en otros estudios,
colocando al talio como un agente genotéxico.
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I. INTRODUCCION

La Toxicologia como ciencia estudia el efecto adverso de los agentes quimicos, fisicos
o bioldgicos, asi como su diagndstico clinico y remedios. Dentro de sus ocupaciones
busca encontrar las explicaciones moleculares de cdmo los agentes, por ejemplo los
xenobiodticos, entran al organismo, se distribuyen, biotransforman y excretan
(toxicocinética), al igual de como la substancia original o sus metabolitos inducen
sus efectos (toxicodindmica) y finalmente cémo el cuerpo, los tejidos, érganos y las
células reaccionan frente al ataque, sea con respuestas que pueden ser adaptativas,
de tolerancia o reparacién, entre otras (Repetto y Repetto 2009).

La quimica, la bioquimica y la biologia molecular son las principales herramientas de
la toxicologia, para el desarrollo de metodologias para su estudio, la quimica
proporciona métodos analiticos para téxicos y sus metabolitos, la bioquimica aporta
métodos para la investigacion de metabolismo y modos de accidn toxicay, la biologia
molecular provee métodos para el estudio de la funcion de los genes y la expresion
génica (Repetto y Repetto 2009, Smart y Hodgson 2008).

La toxicologia genética es una rama de la toxicologia que evalua los efectos de los
diversos agentes quimicos o fisicos en el material genético (ADN y ARN) de las
células. Se considera su inicio en 1927 cuando Muller indujo mutaciones en
Drosophila Melanogaster por exposicion a radiacion. En 1938 Karl Sax amplié las
observaciones, mostrando que los rayos X podrian inducir alteraciones
cromosomicas en las células de polen de plantas (revisado en: Smart y Hodgson
2008).

Existen pruebas para la evaluacion y estimacién del dafio que puede producir un
agente al material genético, los ensayos mas utilizados son las mutaciones en locus
especificos, las aberraciones cromosdmicas (AC), los micronucleos (MN), los
intercambio de cromatidas hermanas (ICH), la hibridacién fluorescente in situ (FISH)
y la electroforesis unicelular en gel (EUG), entre otras (Albertini et al 2000, Tice et al
2000).

Diversos agentes quimicos que en su estructura tienen metales muestran
propiedades toxicas, se sabe que estos elementos son componentes naturales de la
corteza terrestre, en las ultimas décadas su abundancia en el ambiente ha
aumentado debido a la intensa actividad industrial y diversos procesos naturales
como las erupciones volcanicas, por la erosion de formaciones rocosas,
encontrandose en suelo, aire, agua, teniendo efectos negativos para el ambiente y
para la salud humana. Una vez liberados al ambiente pueden permanecer por
tiempo indefinido, entrando en contacto con los seres vivos, al no ser




biolégicamente degradables tienden a acumularse en los organismos (Babula et al
2008, Fuy Wang 2011).

Los metales junto con los metaloides constituyen el 85% de los elementos de la tabla
periddica. Dentro de este grupo se encuentran los denominados metales pesados,
los cuales tienen propiedades en comun, densidad mayor de 5 g/cm3, se acumulan
en los organismos y son considerados peligrosos, entre los que se encuentra
mercurio (Hg), cadmio (Cd), plomo (Pb), cromo (Cr), zinc (Zn), cobre (Cu), vanadio (V)
y talio (Tl) (Budavari 1989, Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Navarro-Avifion et al
2007, Yokel et al 2006).

Se conoce que el hierro (Fe), calcio (Ca), Cu y Zn, por mencionar algunos, son
esenciales para los seres vivos ya que intervienen en procesos bioquimicos y
fisioldgicos. En la célula catalizan reacciones, son mediadores en el metabolismo y
estan involucrados en la transduccién de seiales. Sin embargo, otros como el
arsénico (As), Cd, Cr, Hg, Pb y Tl en el ambiente y en los organismos se pueden
encontrar en concentraciones no habituales, sin tener funciones bioldgicas
reconocidas, por lo que no son considerados esenciales (Altamirano-Lozano et al
1999, Florea y Blisselberg 2005, Ferré et al 2007, Wei et al 2009). Esto provoca en
los organismos mal funcionamiento de los procesos celulares, conduciendo a efectos
toxicos, genotdxicos y carcinégenos, que finalmente se reflejan en deterioros de la
calidad de vida y sobre la salud (Rojas et al 1999, Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano 2006, Rana 2008).

Entre los elementos considerados peligrosos por su elevada toxicidad, se encuentra
el Tl, el cual puede ser confundido por los sistemas bioldgicos con cationes esenciales
como el potasio (K*) y sodio (Na*), es por esto que deben conocerse cuales son los
efectos del Tl en el material genético, utilizando las pruebas desarrolladas en
toxicologia (US EPA 2009, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013).




II.LMARCO TEORICO
2.1 Talio
2.1.1 Historia

El Tl fue descubierto por William Crookes en 1861, quien lo nombro asi del latin
thallos palabra que es frecuentemente usada para expresar el verde hermoso de la
vegetacion joven (Pau 2000).

Desde inicios del siglo pasado se empled contra la sifilis, la tuberculosis, para tratar
la tifia del cuero cabelludo, en el control de parasitos de la piel y como cosmético
depilatorio (crema “koreima”), no obstante, estos usos se descontinuaron por la
toxicidad que se manifestaba en las personas (Léonard y Gerber 1997, Insley et al
1986, Rusyniak et al 2002).

2.1.2 Propiedades

El TI es un metal pesado de color blanco-azulado, es considerado altamente
peligroso por ser muy téxico debido a sus propiedades fisicoquimicas. Se encuentra
dentro del grupo llIAy en el periodo seis en la tabla periddica. Tiene numero atdomico
81, peso atdmico 204.38 g/mol, densidad 11.85 g/cm?, punto de fusién 303.5°Cy
punto de ebulliciéon 1457°C. El Tl se presenta en tres estados de oxidacién (TI*, TI**,
TI3*). El TI* es mas estable que TI**, mientras que el estado TI>* es Unicamente
transitorio. Las formas principales en que se encuentra en el ambiente son los
cationes talioso (TI*) y talico (TI**). La electronegatividad para el Tl es de 2.04, su
radio atémico es de 171 pm y su radio idnico es de 150 pm para TI*y 89 pm para TI**
(Budavari et al 1996, Léonard y Gerber 1997, Frattini 2005).

Este metal puede formar diferentes compuestos organicos e inorganicos con ambos
estados de oxidacién, considerandose todos estos compuestos muy toxicos. Las
formas mdas comunes de TI* son acetato de talio, carbonato de talio y sulfato de talio,
también encontramos a los haluros, nitratos de talio y selenito de talio, en tanto que
para el TI** existen compuestos como tricloruro, nitratos y éxidos de talio(lll) Cuadro
| (Fergusson 1990, Frattini 2005, Pau 2000, US EPA 2009, Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2013).




Cuadro l. Propiedades fisicoquimicas del Tl y sus compuestos.

Nombre Peso Punto de Punto de Densidad Registro - -
(Formula molecular fusion (°C)  ebullicién (°C) (g/cm?) CAS Solubilidad Forma fisica
quimica) g/mol (%Tl) 8
Insoluble en Sélido de color
agua; gris azulado,
Talio 204.38 303.5 1457 -1473 11.85 7440280  olubleen inodoro
(1) acidos
(HNOs3,
H2504, HCI)
Soluble en En cristales
Acetato de 263.43 agua blancos
talio(1) ' 131 Sin dato 3.68 563-68-8 gl ) ’
(77.59) alcohol y delicuescente
(TIC2H302)
cloroformo
Soluble en Sélido cristalino,
Carbonato 468.78 agua; de incoloro a
de talio(l) (87 '20) 273 Sin dato 7.11 6533-73-9  insoluble en blanco. inodoro
(TI2CO3) ' alcohol y !
éter
Polvo cristalino
Soluble en blanco que va a
agua; purpura cuando
Clpruro de 239.84 430 720 7.00 7791-12-0  insoluble en se expone a la
talio(1) (TICI) (85.22) .
alcohol o luz, inodoro, se
acetona descompone en
acido
Nitrato de S:g:l:lfr;n Sélido cristalino
. 266.39 10102-45- i |
talio() 76.92) 206 430 5.55 : (100g/L); Incotoro
(TINO3) ' insoluble en
alcohol
Oxido de 456.76 Scz?izlffn Poilr\:gdn;rgom'
talio(1l1) ) 717 875 10.18 1314-32-5 . !
(89.49) insoluble en
(T1203)
agua
Color gris
Selen.lto de 535.72 Se . 12039-52- Ligeramente metalico; se
talio(l) (76.30) 340 descompone Sin dato 0 soluble en descompone en
(T1:Se0s) ' P agua el humo de talio
y selenio
Soluble en
Sulfa.to de 504.82 Se agua (48.7y Prlsma cristalino,
talio(l) (80.97) 632 descompone 6.77 7446-18-6 191.4g/La incoloro e
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CAS del inglés Chemical Abstract Service: que es el nimero de identificacion de productos quimicos. Tomado de
US EPA (2009) y Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano (2013).




2.1.3 El Tl en la naturaleza y como problema ambiental

El Tl es el sesenta y cuatro elemento mas abundante en la corteza terrestre, se libera
de forma natural por la erosion de rocas y suelo (Léonard y Gerber 1997, Anderson
et al 1999). Entre los principales minerales que contienen este elemento se
encuentra la crooksita (Cu,Tl,Ag),, la lorandita (TIAsS;), y la hutchinsonita (Tl,Cu,Ag).S
(Léonard y Gerber 1997).

En la corteza continental su cantidad es de 0.49 ppm vy en la corteza oceanica de
0.013 ppm. En aire no contaminado las concentraciones de Tl son generalmente
menores de 1 ng/m?3, en el agua continental menos de 1 pg/L y en agua ocednica se
encuentra en niveles aproximadamente de 10-20 ng/L, mientras que en el suelo las
concentraciones aceptadas son de 0.1 a 1 mg/kg (Léonard y Gerber 1997, Griepink
et al 1988, Rao et al 2008).

En agua para beber el nivel maximo permisible es de 2 pg/L, la cantidad aceptada en
suelos de cultivo es de 1 mg/kg (WHO 1996) y su valor recomendado para la
exposicidn laboral es de 0.1 mg/m3en un plazo de 8 horas al dia (Léonard y Gerber
1997, US EPA 2009). En cambio los niveles de Tl en el aire de zonas industriales se
encuentran en valores de 58 ng/m3 que rebasan los registrados en aire no
contaminado, mientras que en suelos de los alrededores de fabricas cementeras y
refinerias las cantidades alcanzan valores de 21 mg/kg (WHO 1996, Rao et al 2008).

El contenido de Tl en los alimentos generalmente es bajo y depende de los niveles
en el suelo, se han encontrado concentraciones menores de 100 pg/kg peso
humedo; en frutas y verduras se ha reportado niveles de 50 a 100 pg/kg. Sin
embargo, en lugares contaminados las cantidades de Tl son mayores a 45200 pg/kg
(Léonard y Gerber 1997, Kazantzis 2000, Maluszynski 2009).

Aproximadamente no mas de 15 toneladas de Tl son producidas anualmente en todo
el mundo, por las altas concentraciones emitidas por la industria cementera,
eléctrica y metalurgica en la actualidad es considerado contaminante ambiental y un
problema ecolégico (IPCS 1996, Kazantzis 2000, Pacyna y Pacyna 2001, Peter y
Viraraghavan 2005, Yildrim et al 2005).

2.1.4 Usos

En los ultimos afios la concentracion de Tl en la atmdsfera se ha incrementado como
consecuencia de las actividades industriales, sus aplicaciones farmacéuticas vy
tecnoldgicas, por ser utilizado en diversos procesos quimicos y en la elaboracién de
varios productos de uso cotidiano (Nriagu y Pacyna 1998, IPCS 1996, US EPA 2009).
Por ejemplo, el 6xido de talio(l) es utilizado en la joyeria, el cromato de talio(l) para




colorantes y pigmentos, el nitrato de talio(l) para la fabricacion de pirotecnia, el
sulfato de talio(l) en pesticidas, el acetato de talio(l) en productos para la depilacién,
y el cloruro de talio(l) como catalizador en la cloraciéon y cdmaras de bronceado
(Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Kazantzis 2000, Gil-Hernandez 2005).

Otros usos son como isétopos sintéticos (191-202, 204, 206-210), donde el 2°T| se
emplea en biomedicina para la obtencidon de imagenes de drganos, entre otras
aplicaciones (Léonard y Gerber 1997, Frattini 2005).

Por sus emisiones al ambiente, incremento en el suelo, agua, aire y alimentos, asi
como por sus amplios usos y su elevada toxicidad, el Tl ha sido clasificado por la
Agencia de Proteccidn al Ambiente de los Estados Unidos y otras agencias mundiales,
como contaminante ambiental (US EPA 2009). Del mismo modo, es considerado
peligroso y de alto riesgo para cualquier ser vivo, ya que el contacto con Tl de forma
aguda, subcrdnica o crénica, produce efectos irreversibles sobre la salud (US EPA
2009, Cvjetko et al 2010).

Generalmente los estudios acerca de la toxicidad del Tl en humanos son casos
clinicos que ocurrieron por ingestion accidental, envenenamiento e intento suicida
(WHO 1996, US EPA 2009). Se ha logrado conocer que la intoxicacidon aguda produce
sintomas como taquicardia, hipertension y dermatitis, problemas digestivos como
nauseas, diarrea, dolor abdominal, falta de apetito; o efectos al sistema nervioso
central y periférico con sintomas como dolor en las extremidades, temblor,
debilidad, insomnio, convulsiones, ataxia, ansiedad, pérdida de memoria y en casos
extremos la muerte (Repetto y del Peso 2001, US EPA 2009, Pourahmad et al 2010).

Cuando ocurre intoxicacidon crénica con Tl los sintomas son diversos, hay dolor
abdominal, diarrea, entumecimiento en manos y pies, ardor, paralisis parcial,
alopecia y rayas blancas en las uias (llamadas lineas de Mess), estas ultimas son
sefiales tipicas de intoxicacién por Tl (Cvjetko et al 2010), también se presenta
deterioro visual, convulsiones, alucinaciones, en muchos casos insuficiencia cardiaca
y renal, que provocan la muerte (Repetto y del Peso 2001, Ramsed 2007).

2.1.5 Toxicocinética

La principal via de absorcidn reportada es a través del sistema respiratorio en forma
de polvo, aunque se sabe que algunas particulas pueden ser absorbidas por la piel
(Gil-Hernandez 2005, US EPA 2009). En animales de experimentacion, se ha
observado que cuando se administra por via oral o por via intraperitoneal (ip) su
absorcién es rapida y completa (Achenbach et al 1980, RAIS 1994, US EPA 2009).




En general en mamiferos el Tl entra por inhalacidn, ingesta de alimentos y agua o
contacto con la piel por exposicidn al aire contaminado, es distribuido por el torrente
sanguineo y es capaz de cruzar la placenta, la barrera hematoencefdlica y
hematogonadal, acumuldandose en los tejidos y érganos como el higado, cerebro,
corazon, rifdn, tiroides, pancreas y génadas, sitios en los cuales causa dafos (Galvan-
Arzate y Santamaria 1998, Harris y Messori 2002, Lu et a/ 2007). La principal via de
eliminacion es por la orina y las heces, también en el cabello, las uias, el sudor, la
saliva, las lagrimas y la leche materna (Fig. I) (Galvan-Arzate et al 2000, Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2013).
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Fig. I. Cinética del Tl en mamifero. La ruta de acceso puede ser a través de la respiracidn, la
alimentacién, y la piel, en el caso de individuos con exposicién ocupacional la absorcién es al
contacto con la ropa o instrumentos de trabajo. Una vez dentro el Tl se distribuye por la circulacion
sistematica a todo el cuerpo siendo capaz de atravesar membranas bioldgicas y se excreta por los
fluidos corporales, el cabello, las ufias o las heces. El Tl acumulado en los érganos y tejidos puede
regresar gradualmente al torrente sanguineo (tomado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano
2013).




Las concentraciones normales de Tl en orina van de 0.2 a 0.4 pg/L y en individuos
expuestos las concentraciones aumentan considerablemente dependiendo del
tiempo y la via de exposicion (Richelmi et al 1980, RAIS 1994, US EPA 2009, Cvjetko
et al 2010, Tyagi et al 2011, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013), en 2007
Lench y Sadlik reportaron casos de intoxicacion con Tl en jovenes de 15 afios
expuestos via gastrointestinal en una dosis no especifica, sus niveles encontrados de
Tl en orina fueron de 200 a 500 pg/L.

En sangre las cantidades aceptables y normales de Tl deben ser menores a 2 pg/L,
las que rebasan los 100 pg/L son consideradas como toxicas y peligrosas (Moore et
al 1993). Se conoce que la vida media de eliminacién de Tl depende de la dosis, la
via y el tiempo de exposicion; por ejemplo en una exposicion aguda de Unica dosis,
el Tl es eliminado de 2 a 95 dias después. Siendo su eliminacion lenta, el Tl tiende a
acumularse en las células, de ahi que varios mecanismos y modo de accién se han
propuesto para explicar la alta toxicidad de este metal (Repetto y del Peso 1998, Lu
et al 2007).

2.1.6 Mecanismos de accion del Tl

Se sabe que el Tl atraviesa la membrana celular por los canales de K* e interfiere con
el metabolismo de cationes esenciales (Na* y K*), una vez dentro de la célula tiene
gran afinidad por los grupos sulfhidrilo de los aminoacidos de proteinas y enzimas,
se conoce que afecta la funcién de los ribosomas y la sintesis de proteinas (Hultin y
Naslund 1974, Repetto et al 1994, US EPA 2009, Cvjetko et al 2010).

El Tl presenta un radio idnico similar al del K*, de 149 pm y 138 pm respectivamente,
esta peculiaridad ocasiona que pueda ser confundido con el K* en diversos procesos
biolégicos como la activacion de ATP-asas de Na* y K*, lo que a su vez le permite
moverse a través de las membranas celulares, acumularse en la célula y afectar la
cadena respiratoria en la mitocondria (Douglas et al 1990, Léonard y Gerber 1997,
Del Valls et al 1999). Su afinidad por grupos amino-sulfhidrilo de las enzimas provoca
disminucién de la actividad enzimatica de glutation (GHS) lo cual conduce a estrés
oxidante en las células (Villaverde et al 2004, US EPA 2009). Ademas, tiene la
capacidad de bloquear la formacién de numerosos enlaces disulfuro entre residuos
de cisteina de la queratina, provocando crecimiento anormal del cabello y alopecia
(Nriagu y Pacyna 1998).

El Tl no se encuentra dentro de la lista de agentes carcinégenos, debido
principalmente a la falta de estudios relevantes y a que los datos de sus efectos
genotodxicos tanto en humanos como en animales son escasos y poco contundentes
(Repetto y del Peso 2001, US EPA 2009).




2.1.7 Toxicidad y genotoxicidad del Tl

A pesar de su alta toxicidad, en la actualidad se conoce poco acerca de los efectos
de toxicidad celular y sobre el material genético que pueda ejercer el Tl y sus
compuestos, esto debido principalmente a que los estudios relacionados con este
tema son poco concluyentes (Repetto y del Peso 2001, Cvjetko et al 2010, Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2013).

Estudios en el que utilizaron bacterias como modelo de prueba, reportan que el
nitrato talio(l) en concentraciones de 0.001 M (266.39 pg/mL) inhibe el crecimiento
pero no induce efectos mutdgenos en Bacillus subtilis (Rec* y Rec’) cepas H17 y M45,
pero si incrementd la recombinacion genética en las cepas TA98, TA100, TA1535,
TA1537 o TA1538 de Salmonella typhimurium, efectos similares se encontraron en
varias cepas de Escherichia coli (Kada et al 1980, Kanematsu et a/ 1980).

En plantas de haba (Vicia faba) expuesta a concentraciones 0.5, 1, 5y 10 pg/mL de
acetato de talio(l) durante 7 horas, y lenteja acuatica (Lemna minor) expuesta a 0.2,
0.5,1.0y 2.0 uM del mismo compuesto durante 1, 4, 7 y 14 dias, se observé daiio al
ADN y estrés oxidante (Babié et al 2009).

Utilizando células de mamiferos, en cultivos de sangre periférica humana aplicando
sulfato de talio(l) en concentraciones de 0.1 a 10 uM (0.05-5.04 pg/mL) no indujo
micronucleos (MN) y no modificé la frecuencia de los intercambios de cromatidas
hermanas (ICH) en medula dsea de hamster Chino al administrar cloruro de talio(l)
via oral 5 0 10 mg/kg durante 24 h (PHG 1999, Migliore et al 1999).

La genotoxicidad en humanos causada por la exposicion a Tl se limita a dos estudios,
Hantson et al (1997), al analizar linfocitos de un paciente de 48 afos de sexo
masculino que ingirid veneno a base de sulfato de talio(l), ellos encontraron
aumento en la frecuencia de MN pero no encontraron aberraciones cromosémicas
estructurales (ACE) ni tampoco ICH, en los dias 1y 15 después de la ingesta. Por otro
lado, Nikiforov et al (1999) encontraron alteraciones cromosdmicas en linfocitos de
sangre de 13 personas expuestas accidentalmente a venenos con Tl, no encontraron
ningun cambio en frecuencia de MN en células binucleadas.

Debido a lo anterior y a la escasa informacidon que se tiene de los efecto de Tl, en
particular el dafio citotoxico y genotoéxico, en la Unidad de Investigacidon en Genética
y Toxicologia Ambiental (UIGTA), laboratorio 5 planta alta de la UMIEZ, FES-Zaragoza
Campo Il de la UNAM se realizan diferentes estudios que tienen como finalidad
conocer los efectos del Tl sobre la integridad de las células y del material genético,
en modelos experimentales in vitro e in vivo. Los estudios in vitro en células de sangre
periférica humana, expuestos a concentraciones de 0.5 a 100 pg/mL de acetato de




talio(l), redujo el indice mitdtico (IM) y el indice de replicacion (IR), incrementé la
frecuencia de aberraciones cromosdémicas numéricas (ACN) y ACE en
concentraciones menores de 10 ug/mL, e indujo dafio al ADN evaluado con la técnica
de electroforesis unicelular en gel pH 12.1 y pH >13. Por otro lado, en el mismo
sistema de prueba, el sulfato de talio(l) y cloruro de talio(lll) en concentraciones de
0.5 a 100 pg/mL disminuyo el IM e incrementé las ACE. En modelo in vivo, de células
de médula ésea de ratén hembra expuesto via intraperitoneal a diferentes dosis de
acetato de talio(l), este compuesto es capaz de producir los mismos efectos
observados in vitro (Mosqueda-Tapia 2012, Buendia-Valverde 2013, Rodriguez-
Mercado et al 2013).

2.2 Viabilidad Celular

La deteccidn de la viabilidad y proliferacion celular son importantes biomarcadores
en toxicologia y se emplean durante la evaluacién de los efectos toxicos provocados
por sustancias quimicas, drogas, asi como para el estudio de nuevos compuestos que
se proponen de uso comun. La necesidad de una prueba confiable, facil de manejar
y rdpida, ha llevado al desarrollo de varios ensayos que ahora se utilizan
habitualmente, y que estan disponibles para detectar los efectos citotéxicos de los
sistemas celulares in vitro e in vivo (Garner et al 1997).

Se han desarrollado recientemente técnicas especificas de tincidn, que permiten la
evaluacion de la integridad, viabilidad y funcionalidad celular a través de la
utilizacion de marcadores fluorescentes excitados por una luz de apropiada longitud
de onda, son indicadores con mayor sensibilidad del dafio en la célula (Harrison y
Vickers 1990).

El estudio de la viabilidad celular se basa en el anadlisis de la integridad de la
membrana plasmatica de la célula, mediante el uso de dos fluorocromos
combinados, por ejemplo el diacetato de carboxifluoresceina (CFDA, de sus siglas en
ingles) y el bromuro de etidio (Br-Et); donde el CFDA es capaz de atravesar
membranas celulares intactas y por tanto permite identificar la poblacion de células
viables y el Br-Et es capaz de atravesar las membranas plasmaticas dafiadas o
destruidas, permitiendo identificar a las no viables o en proceso de muerte (Garner
et al 1997).

Entre los fluorocromos mas utilizados para identificar la poblacién de células vivas
se encuentra el grupo de las carboxifluoresceinas, como el CFDA (Garner et al 1988,
Harrison y Vickers 1990), que en el interior de la célula, debido a la accién de
esterasas intracelulares, se convierten en carboxifluoresceina, molécula que al ser
excitada a una longitud de onda de 488 nm emite fluorescencia verde, quedando
retenida intracelularmente por membranas celulares intactas (Garner et al 1986).




Uno de los fluorocromos mas utilizados para identificar células muertas es el Br-Et
(Evenson et al 1982), este compuesto entra en células con la membrana plasmatica
danada, se une al ADN del nucleo y al ser excitado por la longitud de onda apropiada
emite fluorescencia en tonalidades de rojo.

2.3 Electroforesis unicelular en gel

La electroforesis unicelular en gel (EUG) a pH >13 o también llamado ensayo cometa,
fue propuesta por Singh et al en 1988. Es una prueba que combina la simplicidad de
técnicas bioquimicas para detectar rompimiento de cadena sencilla del ADN, sitios
sensibles al dlcali, entrecruzamiento, entre otro tipo de dafios.

Comparado con otras pruebas genotdxicas la metodologia de EUG tiene ciertas
ventajas en las que se incluyen:

a) Coleccién de datos a nivel de la célula individual.

b) Ajuste a distintos tipos de analisis estadisticos.

c) El uso de un numero pequefio de células por muestra (menor a 10 000).
d) Alta sensibilidad para detectar dafo al ADN.

e) Factible de usar en todas las poblaciones de células eucariontes.

f) Es rapida y altamente reproducible.

La EUG es ampliamente recomendada para investigar la genotoxicidad de metales,
de quimicos industriales, agroquimicos y farmacos, entre otros agentes (Altamirano-
Lozano et al 1996 y 1999, Tice et al 1999 y 2000, Rodriguez-Mercado et al 2003,
Collins 2004).

Ilgualmente es util en la evaluacién de riesgos por contaminacion ambiental, como
biomonitor humano y en la epidemiologia molecular, ademds de que permite
proporcionar respuestas a preguntas acerca de los niveles de dafio al ADN en las
células normales, la variacidon en la capacidad de reparacién de ADN dentro de
poblaciones humanas y la regulacion de la reparacion del ADN en el nivel molecular
dentro del nucleo (Collins 2004).




Fig. Il. Microfotografias de linfocitos humanos procesados con el ensayo cometa. En A el ADN de
células no tratadas y en B célula que presenta aumento de la migracion del ADN después del
tratamiento con un mutdgeno (tomado de Speit y Rothfuss 2012).

Esta técnica se basa en la migracién del ADN de nucleos de células suspendidas en
agarosa bajo condiciones de electroforesis. Bajo el microscopio, se ve una célula que
tiene apariencia de cometa, con una cabeza (la region nuclear) y su cola (la cual
contiene el ADN fragmentado) que migra hacia el dnodo. La migracién del ADN,
depende de varios parametros como la concentracion de agarosa en el gel, el pH, la
temperatura, duracién de desenrollamiento del ADN, del voltaje, del amperaje y el
tiempo de electroforesis. A un pH >13 la prueba puede detectar rompimientos de
cadena sencilla, sitios sensibles al alcali que son expresados como rompimientos de
cadena sencilla y sitios donde ocurre reparaciéon. Ademds es ampliamente
recomendada en evaluaciones in vivo, debido a que se puede detectar el dafo
inducido en cualquier tejido (Fig. Il) (Singh et al 1988, Hartmann et al 2003, Collins
2004, Speit y Rothfuss 2012).

2.4 El ratén como modelo biolégico

Mus musculus es el nombre cientifico del roedor comiunmente llamado ratén de
laboratorio. Dentro de las caracteristicas que presenta encontramos que es un
mamifero pequeiio, de manejo sencillo econdmico, facil de alojar y con rdpida
reproduccién. A través de cruzamientos selectivos se han creado cepas para la
investigacion cientifica, siendo uno de los organismos mas utilizados para este fin
con 60 a 80%, en relacion a otros modelos; actualmente existen mas de 120 cepas
consanguineas. Debido a los conocimientos que se tiene de su fisiologia nos permite
elucidar el mecanismo de accién de los agentes quimicos (Andress et al 1992).




lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Tl es un metal altamente tdxico para los organismos, en las ultimas décadas ha
aumentado su concentracion en el ambiente debido a sus multiples usos en la
industria, la agricultura y la medicina, por lo que el humano y todos los seres vivos
estan expuestos a este metal.

Se ha reportado como un elemento dafino para la salud, debido a su similitud con
cationes esenciales como el potasio, es capaz de atravesar las membranas bioldgicas
e interaccionar con biomoléculas alterando diversos procesos celulares. Sin
embargo, se conoce poco acerca de su toxicidad por exposicidon continua, a corto y
mediano plazo en los sistemas in vivo, ademas de que no se sabe con exactitud el
modo de accion y el daio que el Tl es capaz de producir sobre el material genético.

Dentro de los estudios realizados con Tl in vitro se reporta a sus compuestos como
agentes genotodxicos, debido a que interfieren en el proceso de division celular e
induce dafio sobre el material genético, ya que se modifica el IM e incrementan la
frecuencia de ACN y ACE, sin embargo no se conoce del todo si estos efectos pueden
ser inducidos al emplear un organismo completo, por lo anterior en este estudio se
evalua la toxicidad celular y el dafio al ADN de diferentes tejidos y érganos de ratén
de la cepa CD-1 tratados sub-créonicamente con acetato de talio(l).




IV. HIPOTESIS

EITI por su radio idnico similar a cationes esenciales como el K* es capaz de atravesar
membranas biolégicas, interaccionar con biomoléculas, provocar alteraciones a nivel
celular y tisular. Lo anterior lleva a pensar que si administramos subdosis de la Dlso
de acetato de talio(l) a ratones, este metal podra inducir toxicidad celular y genética
en los diferentes tejidos y 6rganos, lo cual dependera del tiempo de exposicidén y la
dosis administrada.




V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto citotdoxico y genotdxico en las células de diferentes tejidos y
organos de ratones machos de la cepa CD-1 tratados durante 10 o 60 dias con 1/8,
1/16y 1/32 de la Dlsg de acetato de talio(l), que es de 37 mg/kg.

5.2 Objetivos Particulares

Obtener células de muestras de sangre, higado, rifidn, corazén, pulmdn,
testiculo y cerebro de los ratones tratados sub-crénicamente con acetato de
talio(l).

Evaluar la viabilidad celular de muestras de los distintos tejidos y érganos de
ratones machos de la cepa CD-1 tratados con acetato de talio(l).

Estimar el dafio al ADN de las células de los distintos tejidos y érganos de
ratones machos de la cepa CD-1 tratados con acetato de talio(l).

Establecer la relacién dosis-efecto a 10 o 60 dias por la exposicidn con talio.
Establecer la relacion entre la dosis y el tiempo de exposicion entre los
resultados de 10 y 60 dias.




VI. MATERIAL Y METODO
6.1 Compuestos quimicos

La agarosa, la solucion amortiguadora de fosfatos (libre de calcio y magnesio), los
reactivos cloruro de sodio (NaCl), etilendiamintetracetato de sodio (EDTA-Na3),
trizma base (Tris), tritdn X-100, dimetilsulfoxido (DMSO), hidréxido de sodio (NaOH),
Br-Et y CFDA utilizados fueron de Sigma St. Louis MO, EUA. El acetato de talio(l)
(CH3COOTI, CAS 563-68-8) marca alemana Riedel-deHaén. El etanol absoluto por JT
Baker, México y la Heparina por industrias farmacéutica Pisa, México.

6.2 Animales y tratamientos

Se trabajé con 40 ratones macho de la cepa CD-1, con al menos 2.5 meses de edad y
con pesos entre 30 a 35 g, los cuales se mantuvieron en condiciones de bioterio con
ciclos de luz y obscuridad 12:12 h y alimentacion ad libitum. Los ratones se trataron
via ip con diferentes subdosis de la Dlsp acetato de talio(l) cada tercer dia durante 10
dias o durante 60 dias. Los animales fueron pesados antes y después del tratamiento
en una balanza digital Scout® de OHAUS. Se formaron ocho grupos de 5 animales:
dos grupo testigo (uno para 10 dias y otro para 60 dias) y seis grupos tratados con
acetato de talio(l). De los grupos tratados con Tl, a dos se les administrd 1/32, otros
dos 1/16 y dos mas con 1/8 de la Dlso, respectivamente.

6.3 Extraccion de 6rganos

Al término de cada uno de los tratamientos, los ratones se sacrificaron por
dislocacién cervical, se obtuvieron las muestras sanguineas con una jeringa
heparinizada por puncidon sanguinea y se extrajo el higado, corazdn y cerebro, asi
como los rifiones, pulmones y testiculos. Los érganos se pesaron inmediatamente
después de su extraccion y se lavaron en solucidn salina amortiguadora de fosfatos
para retirar el exceso de sangre, se colocaron en 3 mL de solucion salina y se
maceraron para separar las células. De cada uno de los tejidos, de la suspension de
medio con células se tomaron alicuotas que se centrifugaron a 3000 rpm durante 3
min. Al finalizar, del concentrado celular se tomé una alicuota de 20 pL para evaluar
la viabilidad celular y 20 pL para preparar las laminillas para la técnica de
electroforesis unicelular en gel “ensayo cometa”.




6.4 Evaluacion de viabilidad

La evaluacion de la viabilidad se determiné utilizando CFDA y Br-Et de acuerdo con
la técnica descrita por Strauss (1991). A continuacién se describe a manera de
resumen la metodologia: se prepard una solucion de Br-Et disolviendo 50 mg en 1
mL de etanol al 100% y se aforo a 50 ml con solucion salina. La solucién de CFDA se
prepard disolviendo 3 mg del compuesto en 1 mL de acetona y después se afladieron
84 ul de esta ultima en 2 mL de solucion salina (concentracion final de 0.125 pg/ul)
y se protegié de la luz. Ambos colorantes se mezclaron en una proporcion 1:1, se
agregaron 20 pL de solucién de tincidn a los 20 pL de células. Después de 10 min a
37°C las células fueron lavadas con 1 mL en solucion salina y centrifugadas a 3000
revoluciones por 3 min, repitiendo este paso dos veces mas. El botdn celular se
colocd en un portaobjetos y se evalud la viabilidad de cada una de las muestras al
microscopio de fluorescencia a 40x. Se analizaron 100 células por cada muestra,
distinguiendo las viables que tifien de verde el citoplasma y de las no viables que
tifen su nucleo de rojo (Fig. Ill).

Fig. lll. Células de testiculo de ratdn tefiidas con colorantes fluorescentes (Br-Et y CFDA). En color
verde células viables y en rojo células no viables.




6.5 Electroforesis unicelular en gel (EUG)

Las laminillas para la EUG se prepararon de la siguiente manera, se colocé una capa
de agarosa al 1% (500 mg en 50 mL de solucién salina) seguida de una segunda capa
en la cual se mezcld 20 plL de la suspension celular con 75 uL de agarosa de bajo
punto de fusién al 0.5% (250 mg en 50 ml de PBS) a 37°C y una tercera capa de
agarosa de 75 pL de bajo punto de fusidn se colocd para cubrir las preparaciones.
Las laminillas se mantuvieron en frio a 4°C para la solidificacion de cada capa de
agarosa. Posteriormente las laminillas se colocaron por al menos 1 h en solucién de
lisis fria (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM a pH 10, con Triton X-100 al 1% y
DMSO al 10%) y preparada al momento. Después, las laminillas se acomodaron en la
camara horizontal de electroforesis, donde el ADN se dejé desenrollar por 20 min en
solucién amortiguadora (NaOH 300 MMy EDTA 1 mM), para posteriormente llevarse
a cabo la electroforesis a temperatura ambiente por 20 min a 25 voltios y 300
miliamperios. Todo lo anterior se efectud en oscuridad, o con ayuda de luz amarilla
para evitar danar el ADN. A continuacidn, las preparaciones se colocaron durante 5
min en solucién de Tris (0.4 M a pH 7.5) para neutralizar las condiciones alcalinas.
Por ultimo, las laminillas se deshidrataron en etanol al 70% durante 5 min,
completando su secado al aire (Tice et al 1999, Rojas et al 1999).

Para su analisis, las preparaciones fueron tenidas con 75 uL de Br-Et (de una solucién
de 20 pg/mL). La migracion del ADN (longitud total del cometa) fue medida con una
escala ocular adaptada al microscopio de fluorescencia Nikon Optiphot-2 equipado
con filtro G-2A. Se evaluaron 100 células por cada 6rgano de cada ratén (Fig. IV y V)
(Tice et al 1996, Rodriguez-Mercado et al 2003). Al mismo tiempo las células se
clasificaron en cinco categorias en funcién del valor promedio del nucleo (r=
medicion de la cola/medicidn de la cabeza) de la siguiente manera (A) nucleo intacto,
sin dano; (B) r £ 1, dafio bajo; (C) 1 <r <2 ,dafio medio; (D) r > 2, dafio alto; y (E)
nucleos donde todo el ADN migré fuera de la regidon de la cabeza, daio severo
(Ilamada también nube). Los resultados fueron expresados como “indice de
migracién” (IMg), calculdndose de acuerdo a la siguiente formula:

IMg =[(A)1 + (B)2 + (C)3+ (D)4+ (E)5 / total de células analizadas] x 100

Donde A, B, C, D y E son el porcentaje de células en cada categoria, asi como los
numeros (1-5) son unidades arbitrarias representando cada categoria de dafio al
ADN: entre 1 (en buen estado, sin dafo,) y 5 (el maximo dafio, dafio severo). El IMg
cuenta todas las células dafadas, incluyendo las nubes, que varios estudios las
excluyen del analisis (Rodriguez-Mercado et al 2011).




Fig. IV. Células de cerebro de ratdn tratadas con acetato de talio(l), ensayo cometa.

6.6 Andlisis estadistico

Todos los resultados se expresan como la media * desviacion estandar. La viabilidad
celular se analizé con la prueba t de Student y el efecto del tratamiento sobre la
migracion del ADN fue analizado utilizando la prueba de ANDEVA-Dunnetty se utilizé
la prueba X? para determinar las diferencias en el nivel de dafio de los cometas (IMg).




Obtencidn de las muestras de:
20 pL de células de cada dérgano teiidas con Br-Et y CFDA

v' Sangre
v" Higado Evaluados en microscopio de fluorescencia a 40x
v" Rifién
v Corazén ‘ VIABILIDAD CELULAR
v" Pulmén
v' Testiculo
v' Cerebro
1. Preparacion de laminillas
- ENSAYO COMETA ——» 20 plL de suspension celular con 75 plL de agarosa de BPF al 0.5%
2. Lisis

NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM a pH 10,
con Triton X-100 al 1% y DMSO al 10%

3. Electroforesis a pH >13
20 min en solucién amortiguadora (NaOH 300 mM y EDTA 1 mM)

20 min a 25V y 300 mA

4. Neutralizacién/Deshidratacién

Durante 5 min en Tris (0.4 M a pH 7.5)/ Durante 5 min en alcohol al 70%

5. Tincién/Evaluacion al microscopio

Tincién con 75 pL de Br-Et/Evaluacion 100 células de
cada érgano por raton

Fig V. Procedimiento experimental para la evaluacién de dafio al ADN con la prueba de EUG




VIl. RESULTADOS
7.1 Peso de animales

En el Cuadro Il se muestra el registro del peso de los animales tanto del grupo no
tratado como de los tres grupos a los que se les administro via ip (cada tercer dia)
1/32,1/16y 1/8 de la DIsgde acetato de talio(l) durante 10 dias y durante 60 dias. Se
comparé el peso de los animales tratados con talio y contra el grupo testigo. De
manera general, los resultados no muestran cambios considerables en este
parametro a lo largo del tratamiento.

7.2 Analisis de viabilidad celular

En el Cuadro lll se observan las evaluaciones de la prueba de viabilidad celular de los
tejidos y 6rganos de los grupos de ratones tratados y no tratados con el compuesto
de talio, a 10 o 60 dias.

De manera general, la viabilidad en el protocolo a 10 dias fue mayor del 92% en los
tejidos evaluados de los ratones tratados con Tl, comparados con 97% del grupo
testigo. En ningun caso se observaron diferencias estadisticas.

Para el caso de los tratamientos a 60 dias el andlisis de viabilidad celular tampoco
muestra diferencias estadisticas. Por ejemplo, en el caso del rifidn del grupo testigo
es de 96.6% comparada con 95.6% del grupo tratado con 1/32 de la Dlso de acetato
de talio(l).

7.3 Analisis del daino al ADN

En los Cuadros IV y V, se muestra los resultados de las evaluaciones del dafio al ADN
en células de los distintos drganos de los ratones tratados y no tratados con acetato
de talio(l) durante 10 o 60 dias, respectivamente. La longitud total del cometa es la
medida que involucra al nucleo mas la longitud del ADN que migré y formd la cola
del cometa, mientras que el indice de migracién (IMg) es el porcentaje de los nucleos
clasificados en las cinco categorias de dafno.

Los resultados evaluados durante 10 dias por la prueba de electroforesis unicelular
en gel muestran diferencias estadisticas entre los grupos tratados con Tl con
respecto al grupo testigo. Los datos de longitud del cometa mostraron diferencias
significativas en todos los drganos, siendo higado y rifidon los érganos mas afectados
con longitudes de 113.26 + 8.58 y 102.81 + 10.08 contra 44.67 + 1.74 y 45.04 £ 1.45
de sus testigos en la dosis de 1/32, respectivamente. El érgano que mostré menos




dafio es el corazon, por ejemplo la longitud del cometa en 1/32, 1/16 y 1/8 fueron
54.30 £ 5.01, 49.66 £ 2.59 y 51.68 * 3.25 respectivamente, contra 43.40 + 1.47 del
grupo testigo. De manera general en el Cuadro IV se aprecia que en la evaluacién
tanto de longitud del cometa como el IMg el 6rgano mas dafiado fue higado, seguido
de rifidn, testiculo, cerebro, pulmdn, sangre y corazén. Ademads, los datos obtenidos
no muestran un comportamiento dosis respuesta.

Para el caso del tratamiento a 60 dias, en el Cuadro V se observa que la
administracion ip de la sal de Tl induce dafo en todos los érganos analizados de los
ratones CD-1. Sin embargo, al igual que en los tratamientos a 10 dias el corazén fue
el drgano en el que se encontré menos dafio genético. En este periodo de exposicion,
el drgano que presentd el valor mas alto de dafo fue el rifidn, seguido del higado,
testiculo, cerebro, pulmén, sangre y corazon; todos con diferencias estadisticas
importantes.

7.4. Relacion entre tratamiento de 10 dias y 60 dias

La viabilidad celular no muestra diferencias entre los resultados de los érganos
expuestos a 10 o 60 dias, en ambas exposiciones los datos se mantuvieron por arriba
del 92% que en base a la literatura es requisito para llevar a cabo la prueba de
deteccién de daiio al ADN con la prueba de electroforesis unicelular en gel.

Los resultados de la estimacidon del daino al ADN en ambos periodos de exposicion,
muestran que el acetato de talio(l) en este pardmetro no se encontrd una relacion
dosis efecto o tiempo dependiente, donde la dosis de 1/32 de la Dlsp es la que
presenta los valores mas altos. El efecto en los érganos tanto en 10 dias como en 60
dias, mostro un patrdn similar, donde el dafio al ADN evaluado por la longitud del
cometa y por el IMg muestran que el higado es el 6rgano mas afectado y en orden
descendiente: rifién > testiculo > cerebro > pulmdn > sangre > corazén (Fig. VI, VI,
Vil y IX).




Cuadro Il. Pesos de los ratones del grupo control y de los ratones tratados con acetato de talio(l)

durante 10 o 60 dias.

Tratamientos con acetato de talio(l) ®

Animales Grupo testigo 1/32 de Dls 1/16 de Dls 1/8 de Dlso
Tratamiento 10 dias

Ratén 1 41.72 £0.29 42.74 £ 0.63 40.44 +£0.32 39.38 £1.30
Raton 2 41.00+0.72 42.00+0.50 39.88 +0.52 42.52+1.83
Raton 3 48.38 £0.52 37.02+1.43 42.28 +0.70 40.16 + 0.86
Raton 4 45,92 +£0.90 45.26 £2.02 41.86 £ 0.64 42.68+1.18
Raton 5 47.86 £0.32 41.64 £0.43 40.76 £ 0.53 39.20+£0.83
Promedio 44.97 £3.43 41.73 £2.98 41.04 £ 0.99 40.78 £ 1.69
Tratamiento 60 dias

Raton 1 48.26 £0.92 41.38 £0.42 42.33+2.09 41.57+1.71
Raton 2 40.87 £ 0.62 40.78 £0.83 50.91 +3.03 36.48 +1.54
Ratén 3 44,21 +1.40 43.29+0.84 41.77 +1.28 33.25+1.86
Ratén 4 31.17+1.22 47.11 £ 0.80 5456 +1.74 37.32+0.64
Raton 5 37.08 +1.59 42.03+0.76 29.42 +2.24 33.45+1.69
Promedio 40.16 £ 6.56 42,92 £2.52 43.80+9.73 36.41+3.39

2 Los animales fueron pesados y tratados cada tercer dia. Cinco administraciones a 10 dias y treinta a 60 dias de la Dlso
por ratén y por cada tratamiento.




Cuadro |lll. Viabilidad celular de érganos de ratén del grupo control y de los ratones tratados con

acetato de talio(l) durante 10 o 60 dias.

Organo Grupo Testigo

Tratamientos con acetato de talio(l)

1/32 de D|50 1/16 de D|50 1/8 de Dlso

Tratamiento 10 dias

Sangre 98.00 +1.58 98.80+0.83 97.80+0.83 93.00+2.23
Higado 96.40+1.14 97.20+1.64 94.40+1.34 93.20+1.48
Rifon 97.40 £0.89 96.80 +2.28 95.20+1.30 92.00+2.54
Corazon 99.40 +0.89 99.80+0.44 99.80+0.44 99.20+0.44
Pulmodn 98.80+0.83 98.40+1.14 99.20+0.44 98.40£0.54
Cerebro 99.40+0.54 99.20+0.44 99.00 +1.00 96.20+1.78
Testiculo 98.00+1.41 99.80+0.44 98.20+ 1.09 97.00 £ 1.58
Tratamiento 60 dias

Sangre 98.60 +0.54 97.80+0.83 99.25+1.50 98.60+1.14
Higado 96.80+0.44 96.40 + 0.54 97.00 £0.81 98.40+1.14
Rinon 96.60 +0.54 95.60 +0.54 96.50+1.29 98.20+0.44
Corazon 99.00+1.00 99.00+0.70 99.50 +0.57 99.00+0.70
Pulmédn 98.40 + 0.89 98.40+ 0.89 98.75+ 0.50 99.20+0.83
Cerebro 98.00+1.00 98.00+1.00 98.00 +1.82 99.00 £ 0.70
Testiculo 97.60 +0.89 96.60 + 0.89 97.00+1.41 98.80+0.83




Cuadro IV. Dafio al ADN en células de distintos 6rganos de ratones tratados ? y no tratados con acetato de
talio (CH3COOTI) durante 10 dias.

Longitud total

Categorias de dafio al ADN en %

Grupo delcometa+DE  pyjo Medio Alto Severo Mg
Testigo
Sangre 44.66 +1.34 97.20+8.31 2.80+0.83 0.00+0.00 0.00+0.00 2.02+0.09
Higado 44.67 +1.74 92.60+9.52 7.40+2.07 0.00+0.00 0.00%0.00 2.07+0.13
Rifidn 45.04 £ 1.45 93.20+6.68 6.80+1.92 0.00+0.00 0.00%0.00 2.06+0.10
Corazén 43.40+1.47 97.60+3.36 2.40+1.14 0.00+0.00 0.00%0.00 2.02 £0.05
Pulmon 43.38+1.52 99.00+3.67 1.00+0.70 0.00+0.00 0.00%0.00 2.01£0.05
Cerebro 44,96 +1.52 99.40+1.81 0.60+0.54 0.00%+0.00 0.00+*0.00 2.00+£0.02
Testiculo:

Células chicas 43.33+£5.19 87.60+1.87 13.20+1.30 0.00+0.00 0.00+*0.00 2.14+0.04

Células grandes  58.74 £9.40 62.20+0.44 37.80+1.30 0.00+0.00 0.00%0.00 2.37+£0.03
1/32 de DIspde CHsCOOTI
Sangre 70.60 + 4.78** 0.00+0.00 85.40+2.50 10.40+2.30 4.20+1.09 3.18 £ 0.16**
Higado 113.26 + 8.58** 0.00+0.00 0.20+0.44 95.00+2.73 4.80+0.83 4.04 +0.12**
Rifidn 102.81 +£10.08** 0.00£0.00 0.00+0.00 93.80+1.48 6.20+1.30 4.06 + 0.09**
Corazén 54.30 +5.01* 19.20+0.83 77.80+1.30 0.80+0.83 2.20+0.44 2.86 £0.07*
Pulmon 59.72 + 4.49* 220+1.92 94.20+1.78 0.00+0.00 3.60+0.54 3.12 £ 0.07**
Cerebro 84.62 +9.98** 0.00+0.00 7.60+0.89 88.60+1.81 3.80+0.44 3.96 + 0.08**
Testiculo:

Células chicas 60.38 £ 11.26** 0.00+0.00 1.00+0.70 86.60+1.34 12.40+1.14 4.11 + 0.09**

Células grandes  77.02 + 13.40** 0.00+0.00 16.00+1.58 72.40+2.19 11.60+1.14 3.95+0.14%**
1/16 de Dlso de CH3COOTI
Sangre 67.52 + 4.77** 0.00+0.00 92.40+3.04 420+0.83 3.40%1.14 3.11+0.13**
Higado 86.24 £ 9.63** 0.00+0.00 11.80+0.83 85.80*2.16 2.40+0.54 3.90 £ 0.10**
RifioNn 89.24 £9.27** 0.00+0.00 5.20+2.68 89.60+0.89 5.20+0.44 4.00 £ 0.09**
Corazén 49.66 + 2.59* 46.20+1.09 52.20+2.68 0.20+0.44 1.40+0.54 2.56 +0.09*
Pulmén 53.67 +3.05* 18.00+1.00 80.00+2.91 0.00+0.00 2.00%0.70 2.86 £ 0.09**
Cerebro 71.14 £7.75** 0.00+0.00 49.40%1.14 46.60+0.89 4.00+0.70 3.54 +0.07**
Testiculo:

Células chicas 55.87 + 13.25* 0.80+0.83 440+1.30 84.69+0.89 10.20+1.09 4.04 £ 0.10**

Células grandes  73.10+ 18.69** 25.00+1.00 12.80+1.09 51.00+1.00 11.20+0.54 3.48 £ 0.08**




Continuacion del cuadro IV ...

1/8 de DIsp de CHs;COOTI

Sangre 67.58 +3.78**
Higado 88.96 + 7.80**
Rifi6n 88.04 £ 8.97**
Corazoén 51.68 £ 3.25*
Pulmén 57.24 +2.79*
Cerebro 80.36 £ 10.17**
Testiculo:

53.94 +13.74*
70.97 £18.41**

Células chicas

Células grandes

Testigo positivo (200 uM de H,0,)
123.90 + 14.21**

0.00£0.00
0.00 £0.00
0.20+£0.44
0.00+0.00
0.60+0.89
0.00+0.00

13.20+0.83
3.20+0.44

95.00 + 3.60
3.00+0.70
8.00+0.70
60.60+3.71
97.60+1.34
12.40+ 2.07

16.40 £ 0.54
19.00+ 1.58

2.80+1.30
94.00 £1.22
88.00£1.22
38.60+0.54
0.00+0.00
85.60+1.14

64.40+1.14
69.00 + 1.87

2.20+£1.30
3.00+1.22
3.80+0.83
0.80+0.83
1.80+0.83
2.00+0.70

6.00 £ 1.87
8.80+0.83

0.00+0.00 0.00+0.00 93.80+1.48 6.20+0.83

3.07 £0.16**
4.00 £ 0.09**
3.95+0.08**
3.40 £0.12**
3.03 £ 0.06**
3.89+0.10**

3.63£0.12**
3.83+£0.12**

4.06 + 0.06**

?Los animales fueron pesados y tratados cada tercer dia. Cinco administraciones de la Dlso por raton de cada tratamiento.

DE, desviacién estandar.
IMg, indice de migracion.

<0.05y < 0.01, comparado con en el grupo testigo.
*P<0.05y**P<0.01 d I i




Cuadro V. Dafio al ADN en células de distintos érganos de ratones tratados ? y no tratados con acetato de
talio (CH3COQTI) durante 60 dias.

Longitud total

Categorias de daiio al ADN en %

Grupo delcometatDE  pgjjg Medio Alto Severo Mg
Testigo
Sangre 4442 +2.17 98.8+1.64 1.20+0.83 0.00+0.00 0.00+0.00 2.01+0.03
Higado 45.33+1.88 90.80+4.86 9.20+1.48 0.00+x0.00 0.00+0.00 2.09+0.07
Rifion 44.74 £2.43 93.20+4.38 6.80+£1.09 0.00+0.00 0.00+0.00 2.06 £ 0.06
Corazén 44.04 £ 1.64 95.20+2.16 4.80+£0.83 0.00+0.00 0.00+0.00 2.04£0.03
Pulmén 44.05+1.69 96.00+2.23 3.80+£0.83 0.00+0.00 0.00+0.00 2.04£0.03
Cerebro 44.87 +1.95 95.80+2.16 4.20+1.30 0.00+0.00 0.00+0.00 2.04+£0.04
Testiculo:
Células chicas 43.24 +£4.39 52.40+1.14 47.60+0.54 0.00+0.00 0.00+0.00 2.47 £0.02
Células grandes 62.16 +5.61 66.80+1.30 33.20+0.44 0.00+0.00 0.00+0.00 2.33+£0.02
1/32 de DIso de CH;COOTI
Sangre 74.85+4.91** 0.00£0.00 59.20+0.83 36.60+0.54 5.20+0.44 3.45 £ 0.05**
Higado 117.46 £ 9.91** 0.00£0.00 0.00+0.00 92.60+1.51 7.40+1.51 4.07 £0.10**
Rifion 109.78 £11.41** 0.00+0.00 0.20+0.44 89.40+0.54 10.40+0.89 4.10 £ 0.06**
Corazon 55.64 + 4.79* 14.40+2.70 80.20+2.86 2.60+0.89 2.40+0.54 2.92 +£0.13%*
Pulmén 79.74 £ 6.52%** 0.00+0.00 33.40+1.67 63.80+1.92 2.80+0.54 3.69+0.11**
Cerebro 93.45 +13.78** 0.00+0.00 4.20+0.44 90.20+0.44 5.60+0.89 4.01 £0.05**
Testiculo:
Células chicas 81.21 + 6.52** 0.00+0.00 0.20+0.44 93.00+1.22 6.60*0.54 4.06 +0.06**
Células 92.00 £ 7.46** 0.00+0.00 60.40+0.89 31.80+0.83 7.80+0.44 3.47 £ 0.06**
grandes
1/16 de Dlso de CHsCOOTI
Sangre 70.83 £ 4.54** 0.00+0.00 84.50+1.50 12.00+1.41 3.50+0.57 3.19 £ 0.09**
Higado 90.95 + 10.98** 0.00£0.00 4.50+0.57 92.00%2.16 3.50+1.00 3.99£0.11**
Rifion 94.26 £ 9.58** 0.00£0.00 2.00+0.81 91.50+1.29 6.50+0.57 4.04 £0.07**
Corazoén 48.25+2.05 79.75+1.70 18.25+1.25 0.00+0.00 2.00+0.81 2.24+0.07
Pulmén 73.69 + 4.88** 0.00£0.00 69.75+1.70 27.75+0.95 2.50+1.29 3.32£0.11%**
Cerebro 77.41 £ 8.96** 0.00£0.00 17.50+1.91 78.25+1.70 4.25+0.95 3.86 £0.12**




continuacion del cuadro V ...

Testiculo:

Células chicas

Células
grandes

65.26 + 9.94**
81.98 + 7.91**

1/8 de DIso de CH3COOTI

Sangre
Higado
Rifidn
Corazoén
Pulmén
Cerebro

Testiculo:
Células chicas

Células grandes

73.40 £ 4.15**
95.52 £12.92**
91.74 £11.95**
51.67 +3.69*
75.57 £ 4.34%**
86.28 £ 8.76**

54.28 +5.55*
70.01 +6.47*

Testigo positivo (200 uM de H,0,)

123.80 £ 11.96**

0.50 +£0.57
1.00+0.00

0.00£0.00
0.00£0.00
0.00 £0.00
27.40+2.07
0.00 £0.00
0.00+0.00

0.80+0.44
16.20+£1.09

51.50+0.57
86.00 +0.81

74.60+1.14
5.80+0.83
3.40+1.51
70.60+1.94
35.60+1.14
8.60+0.89

90.40+1.14
79.60 +0.89

41.25+0.95
7.75+0.50

22.60+1.94
88.60 +1.67
91.20+1.30
0.00 £0.00

61.80+2.16
88.60 £1.14

4.80+0.44
0.4+0.54

6.75+0.95
5.25+0.50

2.80+0.44
5.60+0.89
5.40+0.89
2.00+£0.70
2.80+0.83
2.80+1.09

4.00 £0.00
4.00 £1.58

0.00+0.00 0.00+0.00 91.40%+1.14 8.60+0.89

3.54 £ 0.08**
3.17 £ 0.05**

3.28 £ 0.09**
3.99 +0.10**
4.02 +0.10**
2.76 £0.08*

3.67 £0.12**
3.94 £ 0.09**

3.12 £0.04**
2.91+0.10*

4.08 +0.06**

2 Los animales fueron pesados y tratados cada tercer dia. Treinta administraciones de la Dlso por ratdn de cada tratamiento.
DE, desviacién estandar.

IMg, indice de migracion.
*P<0.05y ** P<0.01, comparado con el grupo testigo.
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Fig. VI. Estimacion del dafio al ADN medido por la longitud del cometa. En A células de sangre y B
células de higado de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante 10 dias. En A’ y B’ células
de sangre e higado respectivamente de los ratones tratados durante 60 dias (* P < 0.05y ** P <
0.01, comparado con su testigo).
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Fig. VII. Estimacion del dafio al ADN medido por la longitud del cometa. En C células de rifién y D
células de corazdén de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante 10 dias. En C’ y D’ células
rifién y corazén respectivamente de los ratones tratados durante 60 dias (* P < 0.05y ** P < 0.01,
comparado con su testigo).
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Fig. VIII. Estimacion del dano al ADN medido por la longitud del cometa. En E células de pulmén, F
células de cerebro de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante 10 dias. En E’ y F’ células
de pulmdn y cerebro respectivamente de los ratones tratados durante 60 dias (* P <0.05y ** P<

0.01, comparado con su testigo).
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VIil. DISCUSION

Algunos metales son considerados contaminantes, la exposicion ocupacional,
ambiental o accidental pueden tener efectos nocivos sobre los humanos, debido a
que interactian con biomoléculas como el ADN, las enzimas, las proteinas y los
lipidos (US EPA 2009, WHO 1996, Flora et al 2008). Se sabe que la exposicién a los
metales y sus compuestos puede ocasionar bioacumulacién y causar toxicidad, dafar
los tejidos, los 6rganos, a la célula o al material genético (Conte et al 1998, Valko et
al 2005, Coelho et al 2013).

La exposicién a Tl causada por intoxicacion aguda o crénica altera muchos procesos
bioldgicos (Verstraeten 2006). En mamiferos se acumula en tejidos y en dérganos
blanco como el rifidn, higado, cerebro, testiculo, musculo, corazén, hueso y cuero
cabelludo, donde se conserva durante largos periodos de tiempo (Repetto y del Peso
2012, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013). No obstante, existe poca
informacidén respecto a los posibles efectos citotéxicos, mutagénicos, genotodxicos
incluso carcinogénicos de este elemento.

8.1 Peso de Animales

Generalmente se conoce que el peso del organismo es uno de los indicadores
bioldgicos de toxicidad mas sensibles, ha sido tradicionalmente utilizado como un
criterio en los experimentos toxicoldgicos como una de las respuestas del organismo
completo al compuesto (Feron et al 1973, Valko et al 2005, Nava-Ruiz y Méndez-
Armenta 2011). Se ha observado en estudios que los compuestos de Tl pueden
causar diversos sintomas derivados de sus efectos sobre sistema nervioso hasta la
muerte (Garrett y Lewtas 1983, NJDHSS 2000). Los resultados obtenidos en el
presente estudio no mostraron cambios en los pesos de los ratones tratados con
acetato de talio(l). Por lo cual, la dosis y el tiempo de tratamiento no produjeron
toxicidad que comprometiera al organismo ni a los drganos. Sin embargo, se
observaron algunos cambios que también son indicadores de toxicidad en el
organismo, los animales a lo largo de los tratamientos presentaron perdida de pelo,
baja movilidad, sintomas que fueron mas visibles conforme el tratamiento
transcurria, ademads de orejas blanquecinas a pdlidas, en vez de un color rosado (Fig.
X).




Fig. X. Ratones tratados 60 dias con acetato de talio(l).

8.2 Viabilidad Celular

Otro de los indicadores de toxicidad en los drganos y tejidos de los organismos
expuestos a agentes quimicos es la viabilidad celular. El uso de los colorantes
fluorescentes, CFDA y Br-Et permiten medir alteraciones en la permeabilidad de la
membrana y al mismo tiempo la actividad del metabolismo en la célula, donde las
células viables se tifien de color verde fluorescente, mientras que los nucleos tefiidos
de color rojo indican que las células tienen huecos o discontinuidades en su
membrana celular lo cual les conduce a la muerte (Hartmann y Speit 1997,
Henderson et al 1998). Esta prueba es recomendable a la par de la electroforesis
unicelular en gel para evitar falsos positivos (Hartmann y Speit 1997, Henderson et
al 1998). Es recomendable valores de viabilidad mayores al 80%, esto es para evitar
resultados erréneos debidos a los rompimientos en ADN generados por los procesos
que conducen a la muerte de la célula (Tice et al 2000), ademas de que los datos de
viabilidad deben ser reproducibles y confiables.

En este estudio, la evaluacion mediante la tincion de colorantes fluorescentes de las
células de sangre, higado, rindn, corazén, pulmon, cerebro y testiculo, de los ratones
tratados con acetato de talio(l) durante 10 y 60 dias, respectivamente, no mostré
alteraciones en la permeabilidad celular, la viabilidad siempre fue mayor al 92%, lo
cual es indicativo de que el tratamiento con acetato de talio(l) en las dosis
administradas no induce toxicidad celular, datos que respaldan a los obtenidos en el
peso de los organismos y de sus tejidos, en los cuales tampoco se observaron
cambios significativos.




8.3 Dario al ADN

El dafio al ADN puede ser producido por una gran variedad de agentes, los tipos de
dafos son tan diversos como los agentes que los causan (Taylor 1994, Lindahl y
Wood 1999). El ensayo cometa se ha consolidado como una de las pruebas eficientes
para medir el dafio al ADN en practicamente cualquier tipo de célula, es una
metodologia muy util debido a sus ventajas como la deteccidn de bajos niveles de
dafo, requiere un pequefio nimero de muestra, ademads de que es versatil y rapida
(Rojas et al 1999, Collins 2004). Detecta dafio primario sobre la molécula de ADN,
entre las lesiones que detecta encontramos rompimientos de cadena sencilla, sitios
sensibles al alcali y sitios de reparacion por escisiéon incompleta (Singh 2000,
Fairbairn et a/ 1995). Por lo anterior, la longitud de la migracion del ADN se interpreta
como producto de estas lesiones en los distintos tejidos y drganos de los ratones
tratados con acetato de talio(l).

Los resultados del ensayo cometa in vivo contribuyen a la identificacion de un agente
como genotodxico o potencialmente mutagénico, donde una respuesta de relacion
dosis efecto o respuesta dependiente del tiempo son importantes para determinar
la accién de la sustancia en el organismo. Por lo anterior, varios autores la consideran
como una prueba que detecta el dafio del ADN que puede dar lugar a mutaciones
(Tice et al 2000, Brendler-Schwaab et al 2005).

En base a los estudios de genotoxicidad se sabe que las pruebas in vivo reflejan la
absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién del compuesto (Sasaki et al 2002).
La toxicidad puede ser influenciada por la velocidad con la que la sustancia entra en
el organismo, los érganos y las células con los que tiene contacto y las interacciones
con los mismos y sus componentes, por lo que la respuesta o el efecto esta
determinada por la dosis administrada del acetato de talio(l), las propiedades
intrinsecas del quimico, el tiempo de exposiciéon y las caracteristicas del tejido
analizado.

De acuerdo con la US EPA (2009) el Tl presenta una toxicidad comparable a la de
metales como plomo, cadmio y mercurio, no obstante la mayoria de los estudios se
centran en los efectos de toxicidad general o sistémica y han sido poco estudiados
sus efectos genotodxicos, por lo tanto, en el presente trabajo se utilizé la prueba de
ensayo cometa para evaluar el efecto del acetato de talio(l) en sangre, higado, rifién,
corazoén, testiculo, pulmdn y cerebro de raton.

En este estudio se observd que el compuesto de TI, induce dafio al ADN
incrementando la longitud de los cometas en todos los tejidos y érganos evaluados,




siendo en el siguiente orden el higado, rifdn, cerebro y testiculo, los drganos mas
afectados tanto a 10 como a 60 dias. Esto ocurrié en todos los grupos tratados con
las diferentes dosis, sin embargo el efecto sobre la evaluacidon de dafio por Tl no
mostro una relacion dosis- o tiempo-dependiente.

Estudios con agentes genotdxicos en células somaticas y germinales han mostrado
que cuando existe presencia de altos niveles de rompimientos en la cadena de ADN,
se observa mayor aumento e intensidad de la longitud de la cola (Simon y Carrell
2013), se sabe que estos rompimientos estan relacionados con dafio cromosémico,
el cual se considera importante porque esta involucrado en la formacion de ACE
(Evans 1984, Guerci et al 2000, Natarajan 2002, Obe et al 2002).

ElI Tl no es un constituyente normal en los tejidos animales, sin embrago es absorbido
a través de la piel y del tracto gastrointestinal. Para la mayoria de los animales es
letal en dosis de 10 a 30 mg/kg, tiende a reaccionar con los grupos sulfhidrilos de
proteinas y otras biomoléculas (Aoyama et al 1986), pero el mecanismo preciso por
el cual induce toxicidad aun no se ha descrito por completo. Un aspecto importante,
en su letalidad, es su lenta y baja tasa de eliminacién, situacidon que propicia su
acumulacién en higado, rifién y cerebro, lo que puede explicar que estos érganos
presenten mayor dafo al ADN al evaluar EUG (Klassen et al 1996, Harris y Messori
2002).

Nakamura y colaboradores (1983) encontraron que la distribucién de los iones de TI*
en los érganos de ratas adultas esta relacionada con la actividad ATPasa dependiente
de Na*/K* en los tejidos, los iones de TI* son confundidos con el K*, debido a la
similitud de su carga y radio idnico (Britten y Blank 1968, Maluszynski 2009), por lo
que es posible que el metal sea transferido por el mecanismo responsable de
transporte de potasio, siendo incapaz la membrana celular de identificar entre el K7,
y el TI (Mulkey y Oehme 1993). Esta caracteristica en nuestro modelo in vivo
posiblemente permite al Tl ser absorbido facilmente por las células de peritoneo,
llegar al torrente sanguineo, distribuirse en tejidos y 6rganos, tal como se observo al
administrar al acetato de talio(l) en este estudio y otros compuestos del metal via ip
y oral en distintos modelos murinos (US EPA 2009).

Los canales de potasio en la membrana celular se caracterizan por su alta
selectividad para K"y algunos otros cationes, tales como TI" y Rb*, permitiendo la
salida de K, resultando en un exceso de cargas negativas y un potencial negativo
interno en las células. Hagiwara y colaboradores (1972) calcularon la permeabilidad
de un numero de cationes monovalentes desde su eficacia para despolarizar los
axones. Ellos encontraron que la proporcidon de permeabilidad fue de 0.18, 0.25,




0.71, 1.82 y 1.0 para Cs*, NH4", Rb*, TI* y K*, respectivamente (Brismar 1998); lo cual
indica que el Tl es mas permeable a las membranas biolégicas sobre el mismo
potasio.

La intoxicacién por Tl inhibe ciertas enzimas, coenzimas y proteinas estructurales
provocando alteraciones metabdlicas, lo que ayuda a explicar los cambios en la
estructura y la funcionalidad observados en las células, tejidos y drganos, que se
traducen en anomalias fisicas, neurolégicas y psiquiatricas encontradas en los
pacientes intoxicados (Prick 1979, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013),
asi como en los animales expuestos a acetato de talio(l) en este estudio.

Los estudios de genotoxicidad del Tl empleando sistemas bioldgicos de prueba son
escasos y poco contundentes (Léonard y Gerber 1997, Cvjetko et al 2010). Los
intentos de estimar el dafio en cromosomas con la prueba ACE, ICH y MN han
arrojado resultados contradictorios, tanto in vivo e in vitro, pues el cloruro de
talio(lll) no modifica la frecuencia de ICH en células de médula 6sea de hamster
tratados por 24 h (revisado en PHG 1999), ni tampoco ICH o induce ACE en cultivos
de linfocitos de una persona intoxicada con 200 mg de un veneno que contenia
sulfato de talio(l) (Hantson et al 1997). Estas pruebas no revelaron efectos
genotodxicos por la exposicion a Tl, sin embargo, en este estudio se encontré
evidencia de genotoxicidad al analizar el nUmero de células con dafo y la longitud
del cometa.

Los resultados aqui presentados junto con algunos estudios efectuados en el
laboratorio donde se realizd el presente estudio, usando el modelo in vitro de células
de sangre periférica humana, se encontré que el acetato de talio(l) induce dano
primario al ADN, ademas este y otros compuestos utilizados (sulfato de talio y
tricloruro de talio) incrementaron la frecuencia de células con ACE (Felipe-Reyes
2011, Hernandez-de la Cruz 2011, Jaramillo-Cruz 2011, Mosqueda-Tapia 2012), de
igual manera se ha observado in vivo que este compuesto (acetato de talio) induce
ACE en medula ésea de raton (Buendia-Valverde 2013), asi como MN y apoptosis
tanto en machos y hembras (Garcia-Cardenas 2014), confirmando que el talio(l)
induce genotoxicidad in vitro e in vivo.

Otros estudios que respaldan el de dafio al ADN en los tejidos de los ratones
expuestos al acetato de talio(l) son los realizados por Zasukhina y colaboradores
(1983) y otros autores (PHG 1999), los cuales encontraron que el carbonato de
talio(l) induce rompimientos en el ADN en células embrionarias de ratén C57BL/6 y
de rata CBA, efecto que también se ha observado en células de plantas expuestas al
acetato de talio(l) (Babié et al 2009).




Dos de los 6rganos mas afectados por exposicion al Tl son el higado y los rifiones.
Herman y Bensch (1967) observaron en ratas expuestas a acetato de talio(l) via ip
que induce cambios degenerativos severos en la mitocondria de las células tubulares
renales y en los hepatocitos. Por otro lado, se conoce que el sulfato de talio(l)
administrado ip en raton y rata disminuye la actividad de las ATPasa de Na*/K* en
higado y rifidn (Mourelle et al 1988, Yoshida et al 1997), ademas de que en riiidn
aumentan la peroxidacién de lipidos debido a que modifica los niveles de glutation
y baja la actividad de la enzima glutation peroxidasa (Aoyama et al 1988). Lo anterior,
sustenta la sensibilidad de estos érganos a las perturbaciones que puede ocasionar
el Tl en el metabolismos de la célula, y en particular los efectos de peroxidacion
pueden estar asociados al dafio al ADN en higado y rifidn encontrados en las
evaluaciones de este estudio.

Se conoce que el cerebro es sensible a los efectos del niquel y del cobalto, ambos
metales aumentan la peroxidacién de lipidos (Hasan y Ali 1981). Otros metales, tales
como aluminio, cobre, plomo, manganeso, mercurio y propio Tl, son conocidos como
neurotoéxicos por afectar el sistema nervioso central y periférico. La manera cémo
actian es variada, no obstante un mecanismo es la perturbaciéon de
neurotransmisores encargados de estimular la supervivencia, el crecimiento o la
diferenciacion. Se sabe que el sistema nervioso es mas sensible a la exposicion a
dosis bajas de agentes toxicos como los metales, lo que coloca al cerebro como un
organo critico entre los diversos organos blancos y sobre el cual es importante
determinar los efectos no Unicamente a nivel de érgano sino a nivel celular y de ADN.

Por otra parte Galvan-Arzate y Rios (1994) cuantificaron la acumulacién de Tl en
cerebro de ratas de 1, 5, 7, 15 y 20 dias de edad, después de una exposicién aguda,
encontraron bajas cantidades del metal. Varios autores concuerdan con que Tl se
acumula en el cerebro después de su administracion ya sea via ip, iv o ig, debido a
gue cruza la membranas celulares y la barrera hematoencefalica por mimetizar al
potasio (Aoyama et al 1988, Galvan-Arzate y Santamaria 1998). Esto coincide con
nuestros resultados, puesto que al ser el cerebro el tercer 6rgano con mayor dano
se podria pensar el Tl entra y se acumula en las células neurales mediante este
mecanismo, tanto en la exposicidon de 10 dias como la de 60 dias.

Aparte de ser neurotoxico, en diferentes estudios se ha reportado que el Tl provoca
efectos perjudiciales en el sistema reproductivo (Montoya-Cabrera et al 1991,
Romero et al 1988, Rangel-Guerra et al 1990, Nikiforov et al 1999, US EPA 2009), no
obstante sus efectos sobre este tema tampoco estan del todo claros.




Revisiones sugieren que la exposicion a Tl en ratasy ratones puede afectar el sistema
reproductor de los machos, principalmente la funciéon testicular y a los
espermatozoides (US EPA 2009). Gregotti y colaboradores (1992) al realizar cultivos
in vitro de células de Sertoli y células espermaticas de ratas tratadas con sulfato de
talio(l) observaron efectos en la espermatogénesis con comportamiento
dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion.

El dafio al ADN producido en testiculo por el acetato de talio(l) tanto a 10 como a 60
dias, puede estar relacionado con el procesos de espermatogénesis, ya que una
exposicion corta afecta a las células espermaticas que carecen de mecanismos de
reparacion (Haines et al 2001), mientras que una exposicion mas larga (60 dias)
afecta todas las etapas de la espermatogénesis, perturbando procesos como la
produccién de células germinales y divisidn celular.

En células testiculares el dafo que se produce al ADN es de gran importancia debido
a que estas células llevan la mitad de la carga genética necesaria para el desarrollo
de un nuevo organismo, el dafio puede causar mutaciones al ADN que al no poder
ser reparadas deriva en problemas de infertilidad, o que puede conllevar a
problemas en el desarrollo embrionario.

Es importante resaltar que a pesar de que en este estudio no se observé efecto dosis
dependiente, los grupos tratados muestran que el Tlinduce rompimientos de cadena
del ADN en células de sangre, higado, rifidn, corazén, pulmén, cerebro vy testiculo.
Sin embargo corazodn es el érgano menos afectado, y en la concentracién mas alta
administrada a ratones de este metal no presenta cambios estadisticamente
significativos con respecto al grupo testigo. Este comportamiento puede deberse por
una parte a que las células sélo permiten que cierta cantidad del metal cruce al
citoplasmay por otra parte a que el metabolismo de la célula desencadene procesos
de desintoxicacion y eliminacion de Tl, o ambas a la vez.

Se conoce muy poco acerca de los mecanismos que regulan la genotoxicidad del Tl,
diversos autores han escrito sobre el papel de este en la generacion de especies
reactivas de oxigeno y radicales libre que pudieran interactuar con la molécula de
ADN y generar dafio en su estructura (Galvan-Arzate et al 2000, Tarpey et al 2004,
Hanzel y Verstraeten 2006).

Varios metales, son genotdxicos, debido a que pueden inducir rompimientos de
cadena sencilla y doble en el ADN (Beyersmann y Hartwig 2008, Rodriguez-Mercado
et al 2010). Se ha propuesto que el dafio al ADN puede originarse cuando el
mecanismo de control antioxidante es rebasado por las especies reactivas, esto




puede ocasionar que se incremente el potencial de dano hacia las biomoléculas, no
so6lo en el ADN sino en los lipidos y las proteinas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano 2006, Mateos-Nava 2012). Se ha observado que el Tl tiene afinidad por lo
acidos nucleicos, especificamente por regiones ricas en guanina-timina de los
teldmeros, también que es capaz de unirse a los grupos sulfhidrilo de las proteinas y
asi como de alterar la homeostasis de calcio (Ca?*) (Mulkey y Ohme 1993, Ramsed
2007).

Se ha descrito que el Tl debido a la alta afinidad por los grupos sulfhidrilo (Aoyama
1988) causa el agotamiento del glutatién, enzima que pertenece a los sistemas de
defensa del organismo y que se encarga de proteger a los érganos del exceso de
radicales libres (Hasan y Ali 1981). Estos efectos pueden estar relacionados con el
efecto genotdxico observado en el presente estudio.

Finalmente, el estrés oxidante es uno de los mecanismos de toxicidad del TI, si
especies reactivas de oxigeno y otros radicales se producen por la administracién de
acetato de talio(l) a los ratones, estos podrian reaccionar con la molécula de ADN
provocando el dafio primario observado en los distintos tejidos.




IX. CONCLUSIONES

El acetato de talio(l) no modificd el peso del organismo ni el peso de los
drganos del ratdn, indicando que no hay una toxicidad acentuada sobre el
organismo expuestos via ip a dosis de 1/32, 1/16 y 1/8 durante 10 dias y 60
dias.

La evaluacién de la viabilidad celular en los 6rganos de los animales expuestos
a acetato de talio(l) fue mayor al 92% lo cual indica que no hay toxicidad
celular. Estos datos concuerda con los resultados del peso en los que no se
encontraron cambios significativos en las dosis administradas y tiempos de
tratamiento.

Se observd que el Tl indujo dafo al ADN en los diferentes tejidos como
rompimientos de cadena sencilla y sitios sensibles al alcali, debido a la
administracion del compuesto y no por un efecto citotdxico.

El acetato de talio(l) es un agente genotdxico, ya que produjo dafio al ADN
evidenciado por el incremento en la longitud del cometa en todos los 6rganos
tratados durante 10 y 60 dias. Siendo el higado, rifidén y testiculo los que
presentaron mayor efecto.

No se encontrd relacion dosis-efecto, ni relacion tiempo-dependiente.
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