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1 RESUMEN

El talio es un subproducto de las industrias cementera, pirotécnica, eléctrica, minera y en la
fabricacion de lentes de alta refraccion, por listar algunas. Estas industrias contaminan al aire, al
suelo y al agua, y es posible encontrar al metal en frutas, cereales y vegetales cuyo contenido va
de entre 0.05 a 0.1 mg/Kg de peso fresco, y se puede encontrar en cantidades superiores a los 1.2
mg/Kg de peso fresco en hongos, dependiendo del contenido de talio del suelo donde hayan sido

cultivados.

Las concentraciones ambientales del talio estan por debajo de los limites permisibles pero su
contenido en el cuerpo puede elevarse a través del tiempo por medio de la bioacumulacion. Se ha
reportado que el alimento para animales con 1 mg/Kg, ha aumentado el contenido del metal en
rifones hasta 0.5 mg/Kg, por lo que podria ser un problema en humanos después de un periodo
largo de exposicion. Sus sales son altamente toxicas y pueden tener consecuencias permanentes
en el sistema nervioso y/o provocar la muerte. A nivel celular, pueden reducir el potencial de
membrana mitocondrial e incrementar el contenido de las especies reactivas de oxigeno (ROS por
sus siglas en inglés: Reactive Oxygen Species), que pueden dafiar al DNA, ademas de que tiene
afinidad por las bases nitrogenadas del mismo, provocando aductos y entrecruzamientos, y se

une a los grupos sulfidrilo de las proteinas.

La genotoxicidad del talio se ha demostrado con micronucleos en cultivos de linfocitos humanos,
con lo que es posible observar los efectos clastogénicos del compuesto y con la prueba de Ames
para mutaciones puntuales. Sin embargo, los resultados varian en funcidn de si los modelos
bioldgicos son eucariontes o procariontes, ademas de si son tratados in vivo o in vitro, por lo que
en el presente trabajo se estudio el efecto genotéxico del CH;COOTI en Drosophila melanogaster
con el ensayo SMART en D. melanogaster, que es una prueba in vivo, que es una prueba in vivo,
que permite observar distintos eventos genéticos como mutacion y recombinacion somaticas,

deleciones y aneuploidias.

El experimento consistid en someter a larvas de tercer estadio de D. melanogaster, cruza estandar
(CE) a concentraciones de 0.2, 2.0, 20.0 y 200.0 UM de CH3COOTI, utilizando como control
positivo CrVI 5 uM y como control negativo H,O, con 5 repeticiones por tratamiento y se reviso la
expresion de marcadores genéticos en las alas del insecto en forma de manchas, las cuales fueron
registradas por tamano (chicas o grandes) y tipo (sencilla o gemela), para después obtener su
frecuencia relativa y cuantificar la genotoxicidad en base a las pruebas estadisticas Kastenbaum-

Bowman, realizada con el software SMART 2.1. (Frei y Wirgler, no publicado) asi como la prueba




U de Mann-Whitney-Wilcoxon y la de Kolmogorov-Smirnov, realizadas con el software R, todas

las anteriores para p < 0.05.

Se concluye que el CH,;COOTI es genotodxico a concentraciones de 2.0, 20.0 y 200.0 PM,
existiendo una tendencia de concentracion-respuesta, lo cual pudo ser consecuencia de la
formacion de aductos en las bases nitrogenadas del DNA, dafando al material genético, asi como
el incremento del contenido de ROS y la afinidad del metal por los grupos sulfhidrilo de proteinas

como el glutation y la superdxido dismutasa.

2 ABSTRACT

Thallium is a heavy metal which is a by-product of the cement, pyrotechnics, electrical and mining
industries, it is also used for the production of low refraction lenses and low temperature
thermometers manufacture and sulphuric acid production. These industries pollute water, soil
and air and it is possible to find it in fruits and vegetables which thallium content varies from o.05
to 0.1 mg/Kg fresh weight, mushrooms thallium content could be over 1.2 mg/Kg fresh weight,

depending on the thallium content of the soil they were picked from.

Although thallium levels in the environment are below the maximum allowed concentration,
animal feed containing as little as 0.5 mg/Kg of thallium and given over several months can raise
levels in the kidney of the animal over 1 mg/kg, therefore this could become a problem for human

beings when exposed over a long time period.

Most thallium can be found on the Earth’s crust as salts which are colorless, tasteless, and
odorless. Furthermore there is evidence they are highly toxic. This metal can damage nerves and
can turn deadly if the patient is not treated on time. It is believed this can reduce the
mitochondrial intermembrane potential, rising up ROS content inside the cell, which can then
damage different structures and molecules, such as organelles and DNA. It is known to have
certain affinity to nitrogenous bases, forming adducts, crosslinks, it is even capable of attach to

proteins’ sulfhydryl groups.

It also has been demonstrated to be genotoxic by performing micronuclei tests on human
lymphocytes and Ames tests. Nevertheless the results differ whether they were performed on an
in vitro on an in vivo model, for this reason the genotoxic effect of CH,COOTI was studied carrying
on SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) on D. melanogaster. It is an in vivo assay,
with which it is possible to observe different genetic events such as somatic mutation and

recombination, deletion and aneuploidy, produced by a genotoxic substance.




For the experiment Drosophila melanogaster third stage larvae from the standard cross (ST) were
brought under 0.2, 2.0, 20.0 and 200.0 uM treatments of CH,COOTI, using Cr VI 5 uM as the
positive control and H,O as the negative one. Each treatment had five replicates and the
expression of the genetic markers on the wings of the flies was observed by means of an optical
microscope as spots, which were sorted and registered according to their size (small or large) and
type (single or twin). Afterwards, the relative frequency of each individual was calculated and
used to run the pertaining statistical tests and the genotoxic effect of the compound was
quantified. The applied statistical tests were x*, performed on the SMART software, version 2.1.
(Frei and Wodrgler, not published), and the Kolmogorov-Smirnov and Mann-Whitney U tests

performed on the statistical software R, all of them at a statistical significance of p > 0.05.

It was concluded that CH,COOTI is genotoxic at 2.0, 20.0 and 200.0 pM concentrations with an
upward dose-response tendency which could be explained by the formation of adducts between
thallium and the nitrogenous bases of DNA, the increased ROS concentrations and the affinity of

the metal for the sulfhydryl groups of certain proteins like glutathione and superoxide dismutase.

3 INTRODUCCION

De las intoxicaciones causadas por metales, la provocada por el talio es una de las mas graves, ya
que afecta a varios érganos y tejidos (Nava y Méndez, 2011). En general, el talio es absorbido en
mas de un 9o% a través de la piel y las mucosas de la boca. Las sales del talio que son solubles en
agua son absorbidas por el tracto gastrointestinal (incluido el acetato de talio). Dosis de 10-15
mg/Kg pueden ser letales para el ser humano. El cuadro clinico de la taliotoxicosis no es muy claro
y puede ser confundido con enfermedades como el sindrome de Guillain-Barré, porfiria, infarto al
miocardio, neuropatia diabética, envenenamiento por arsénico o plomo, lupus eritomatoso
sistémico, envenenamiento por monoxido de carbono e intoxicacion por organofosfatos (Misra et
al, 2003): existen sintomas neuroldgicos y gastrointestinales, segun la dosis, la via de
administracion y el tiempo que haya pasado tras la intoxicacion. La alopecia es el sintoma mas
comun y estd presente en el envenenamiento cronico por talio y comienza a los 10 — 15 dias
después de la ingestion del mismo y es completa a las tres o cuatro semanas, lo que coincide con
el periodo de maduracion de las nuevas células epiteliales de la papila dérmica. Después del
tratamiento, el cabello vuelve a crecer pasadas las cuatro semanas y reaparece completamente

después de tres meses (Matthews y Anzarut, 1968; Mulkey y Oehme, 1993).

El talio se puede acumular en el cerebro después de una administracion sistémica y cruzar la
barrera hematoencefdlica (Rios et al, 1989). Galvan — Arzate et al. (2000) comprobaron que

incluso a dosis subletales de talio existe una respuesta a su toxicidad, la cual fue evidenciada por la

3




lipoperoxidacion (LPO) significativa en el cerebro de ratas a una dosis de 0.8 mg/Kg, sélo en el
cuerpo estriado y el cerebelo. A 1.6 mg/Kg, todas las regiones del cerebro estudiadas presentaron

aumento significativo en la LPO a comparacion de los controles.

Aunado al incremento de LPO como otros metales en regiones cerebrales, existe una disminucion
de los niveles de glutation y de la actividad de la super dxido dismutasa (SOD) (Galvan-Arzate et

al., 2005).

El cation TI" es semejante al K, por lo que la ATPasa Na'/K" no lo distingue y entra a la célula,
provocando estrés oxidante y afectando diversos procesos celulares. Hanzel y Verstraeten, en
2006, compararon los efectos de los iones mono y trivalente de talio: ambos cationes redujeron
de forma significativa el potencial mitocondrial de membrana y la viabilidad de las células,
elevaron el contenido de H,O, en mitocondria y ambos aumentaron la presencia de ROS en el
citosol de las células.

También es capaz de interferir con la respiracion celular: uniéndose a los grupos sulfidrilo de las
enzimas mitocondriales tales como: piruvato deshidrogenasa y succinato deshidrogenasa, siendo
responsable del incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, llevando a la
mitocondria a presentar edema y vacuolizacion con el subsecuente desacoplamiento de la
fosforilacidon oxidativa, asimismo la unién del cation Tl+ con enzimas ricas en cisteina-queratina,
que contienen el grupo sulfidrilo, incrementa su solubilidad y disminuyen su resistencia
manifestandose clinicamente como las mencionadas anormalidades en la piel, en las ufas y la

alopecia (Gwatleney-Brant, 2002).

3.2.2  INTOXICACION CON TALIO

La taliotoxicosis comienza con algunos sintomas como dolor agudo en las extremidades inferiores
y entumecimiento en la planta de los pies, éstos pueden estar acompanados de nauseas, dolor
abdominal y alopecia en la regidn parietal (Figura 1), que puede agravarse en los dias siguientes.
Un paciente, después de haber presentado estos sintomas, puede presentar concentraciones de
223 pg/L y 351 pg/L en sangre y orina, respectivamente. La taliotoxicosis puede ser tratada por
medio de la administracion de carbdn activado, azul de Prusia, vitamina B 12 por intravenosa y
Lorazepam (Tersuya et al., 2017). Eskandari et al., en 2013, aislaron y cultivaron mitocondrias de
higado de rata. Agregaron TI" al cultivo, lo que provocd un incremento inmediato en la formacion

de ROS, por lo que hablan de una relacion entre la toxicidad del metal con el H,0.,.

A pesar de que los mecanismos por los que el talio actUa en el cuerpo no son bien conocidos, si se
sabe que inhibe la actividad del glutation y sustituye al K* en distintos procesos (Cvjetko et al.,

2010). Se asume que la interaccion del metal con los grupos sulfidrilo de las proteinas




mitocondriales, |a salida del calcio al citoplasma y el incremento en la produccion de ROS; pueden

Figura 1. Alopecia total parietal en una paciente al décimo cuarto dia después de que
aparecieran los primeros sintomas. Tomada de: “A successfully treated case of criminal thallium
poisoning”. Tetsuya et al., 2017. Journal of Clinical and Diagnostic Research 11 (4): 01— 02.

explicar los efectos dafiinos del mismo en las células y mitocondrias (Eskandari et al., 2011).

3.2 TALIO

El talio es un metal pesado muy reactivo, blando y maleable de color gris que se oxida al contacto
con el aire, es un elemento no esencial, pertenece al grupo Il A de la tabla periddica cuyos
metales son electropositivos. Forma dos tipos de compuestos: mono y trivalentes, también tiende
a formar complejos estables como los de los sulfuros. Los compuestos inorganicos del catién TI7,
como el acetato de talio (Figura 2) son mas estables que los compuestos del TI"** en solucidn

acuosa a pH neutro. Por el contrario, los compuestos covalentes son estables sélo en su forma

Figura 2. Acetato de talio. Tomada de: United States Environmental Protection Agency. Disponible en:
https://comptox.epa.gov/dashboard/dsstoxdb/results?search=HQOJMTATBXYHNR

trivalente (Mulkey y Oehme, 1993).



https://comptox.epa.gov/dashboard/dsstoxdb/results?search=HQOJMTATBXYHNR
https://comptox.epa.gov/dashboard/dsstoxdb/results?search=HQOJMTATBXYHNR

El talio fue descubierto por el quimico inglés William Krookes tras intentar aislar selenio de los
subproductos de la produccion de acido sulfurico a partir de la quema de pirita, por medio de su
linea espectral de emision. Su nombre proviene del griego BaAAdg que significa primordio o brote,
debido al color verde brillante de su linea espectral de emision (frecuencia de las ondas
electromagnéticas producidas por los dtomos de un elemento en estado gaseoso cuando se le
comunica energia). Se encuentra escasamente en la corteza terrestre a concentraciones de 0.3 a
0.5 ug/Kg. Los minerales en los que el talio esta presente de forma monovalente son pocos y son
sulfuros como la cookosita, la hutchunsinita, la lorandita y la vrbaita (Galvan-Arzate y Santamaria,
1998), sin embargo, el Unico que lo contiene en concentraciones cuya extraccion pueda ser
redituable (hasta 60%) es la lorandita que es un complejo sulfuro-arseniuro de talio, anhidro. El
metal se extrae a través de la industria minera, cuyos trabajadores no deben exponerse a
concentraciones mayores de la concentracion maxima permisible, MAC por sus siglas en inglés:
Maximum Allowed Concentration,, de 0.1 mg/m> por cada 8 horas, a pesar de que no se le
considera como un contaminante potencial. Los minerales de sulfuro son comunmente
empleados para la produccidn de acido sulfurico (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998) y durante la
produccidn, el talio puede estar presente en las distintas fases del proceso, como en las cdmaras
de plomo o en las cenizas que son producto del tostado de la pirita (0.03 — 0.05% de talio) el que
después se usa en la industria cementera (Liem et al., 1984). Puede encontrarse en altas
concentraciones en el granito y en los nddulos de manganeso y esquisto; también ha sido
detectado en rocas volcanicas, meteoritos y plantas. La mayoria del talio comercial se obtiene del
polvo de combustion resultante de la quema de pirita (produccion de acido sulfurico e industria
cementera) o de la fundicion del plomo o zinc, o como subproducto de la extraccion del cadmio

(Léonard y Gerber, 1997).

Existe la evidencia de que el talio es un elemento altamente tdxico, el envenenamiento severo por

este metal puede causar dafo cerebral o incluso la muerte (Juan Liu et al., 2107),

El talio fue utilizado en la Ultima década del siglo XIX para reducir los sudores de los pacientes
tuberculosos. El célebre dermatologo francés Raymond Jacques Adrien Sabouraud se enterd de
estos casos y comenzo a tratar la Tinea capitis; para lo que administraba acetato de talio de dos
formas diferentes: por via oral y por via tépica con un ungiento de acetato de talio (CH,COOT]) al
10% aplicado diariamente durante quince dias. Después de diecinueve dias de tratamiento, la
alopecia se producia y el paciente era curado, sin embargo, se produjeron efectos adversos como
equimosis y albuminuria (Freeman, 1927), tratamiento que provocod varias muertes e
intoxicaciones (Freeman, 1927; Romero y Castro, 1948). En 1883, el metal también fue aplicado
como un remedio para tratar a los pacientes con sifilis, el sulfato de talio (TI,SO,) se incluyé como

compuesto activo en rodenticidas desde 1920 hasta su prohibicion en 1972, aunque todavia se usa




en algunos paises. Hoy en dia, el talio es un subproducto de industrias como la cementera, la
pirotécnica, la eléctrica, la mineriay en la fabricacidn de lentes, termdmetros de baja temperatura

y &cido sulfurico, por listar algunas (Léonard y Gerber, 1997).

Las sales del talio como el sulfato, el carbonato y el acetato son muy solubles en agua lo que les
confiere una alta toxicidad, pero existen otras sales del mismo como el sulfuro y el ioduro, que por

ser poco solubles en agua, son menos tdxicas (Moeschlin, 1980).

3.2.2 PRESENCIA EN EL AMBIENTE

En el ambiente, el talio esta presente en el agua, el suelo y la atmdsfera: la concentracion natural
de talio en el agua de mar, por ejemplo, es de + 0.01 pg/L, y en agua de rio de + 0.04 pg/L, sin
embargo, concentraciones de hasta 8oo pg/L han sido reportadas en aguas subterraneas
localizadas cerca de vertederos de basura (Karbowska, 2016). Pequenas cantidades de talio que se
liberan por la actividad de las industrias energéticas (como las plantas en las que se usa el carbdn
como combustible), cementeras y fundidoras, terminan en los campos de cultivo o jardines
aledafios y el talio entra a los vegetales por las raices (EPA, s/f). La concentracion de talio en los
alimentos como frutas y vegetales es generalmente baja, aunque puede acrecentarse a lo largo
del tiempo por bioacumulacidén, lo que depende directamente de las concentraciones que se
encuentren en el suelo donde crecieron éstos (Sherlock y Smart, 1986); el contenido en cereales,
frutas y vegetales es de alrededor de 0.05 — 0.2 mg/Kg de peso fresco y los hongos pueden tener
concentraciones de hasta 1.2 mg/Kg de peso fresco, dependiendo del area donde hayan sido
cultivados (Seeger y Gross, 1981). Se ha observado que los animales tienden a bioacumular el
metal, si son alimentados con comida cuyo contenido de talio sea de 0.5 mg/Kg puede, a lo largo
de los meses, elevar los niveles del metal en el rifidn a mas de 1 mg/Kg (Oehme, 1978). En el
humano, el cabello contiene normalmente 0.018 ppm de talio, pero concentraciones de 5 ppm

pueden llegar a ser causa de envenenamiento (Léonard y Gerber, 1996).

En lugares de trabajo el limite permisible para compuestos solubles de talio, segun la American
Conference of Governamental Industrial Hygienists, es de 0.1 mg/m>. En el perfil toxicoldgico del
talio realizado por la Agencia Para el Registro de Sustancias Téxicas y Enfermedades (Agency for
Toxic Substances & Disease Registry) del Servicio de Salud Publica de Estados Unidos (1992) se
menciona que las exposiciones pueden ocurrir a través del aire, agua o comida; sin embargo, la
probabilidad de exposicion es mayor al comer alimentos como frutas y vegetales cultivados en

suelos contaminados.

También se sabe que los fumadores tienen cerca del doble de talio en su organismo que las

personas que no fuman, se estima que un adulto promedio consume 2 ppm de talio en la comida.




Se ha reportado también un promedio de 0.023 ppm de talio en aguas superficiales y de 0.011
ppm en aguas subterraneas, ambas en las cercanias de vertederos de sustancias peligrosas.
También existen reportes de concentraciones de 1.7 ppm de talio en suelo, aunque el talio se
encuentra de forma natural en el suelo a concentraciones de 0.3- 0.7 ppm. En la Tabla 1 se
muestran los limites permisibles en cuanto al contenido del metal en agua potable, suelos
agricolas, plantas terrestres, plantas comestibles, consumo oral diario y la dosis oral de referencia

segun la Environmental Protection Agency (EPA).

Tabla 1. Concentraciones limite de talio en el ambiente.

Agua potable Limites permisibles
Suelos agricolas 2 ug/L
Plantas terrestres 1 mg/Kg
Plantas comestibles 0.008 - 1.0 mg/Kg
Consumo oral diario 0.03-0.3 mg/Kg
Dosis oral de referencia (EPA) 2 ug/dia

0.056 mg/dia

Tomada de Presence of thallium in the environment: sources of contaminations, distribution and
monitoring methods por Karbowska, 2016, Environmental Monitoring and Assessment, 188 (11): 640.

3.2.2 MECANICA MITOCONDRIAL Y PRODUCCION DE ROS A CAUSA DEL TALIO

El oxigeno es un birradical ya que posee dos electrones no apareados, cada uno en un orbital
antienlazante. En la molécula, los dos electrones desapareados tienen el mismo numero de spin,
ésta es la forma mas estable del elemento. El oxigeno es un agente oxidante, si el O2 oxida un
compuesto que no sea un radical, éste tratara de aceptar un par de electrones del compuesto que
deberdn de tener el mismo spin para entrar en los espacios vacios del orbital m. Un par de
electrones en un orbital no pueden cumplir con lo anterior, dado que tienen spines opuestos. Esta
restriccion hace que el oxigeno acepte un electron a la vez, lo que explica por qué el oxigeno
reacciona rapidamente con otros radicales por medio de la transferencia de un solo electrén y por

qué es mas lento para reaccionar con sustancias no radicales (Halliwell, 2006).

A partir del oxigeno se forman las ROS como el superdxido, el hidroxilo y el peroxido de
hidrogeno. Debido a su funcidn de produccion energética, la mitocondria es considerada la mayor
productora de ROS. A pesar de que estos radicales regulan varios procesos celulares como la
secrecion y accion de insulina, produccion de hormonas del crecimiento, de citosinas, union de
proteinas G a sus receptores, factores de transcripcion, regulacion de los transportadores y
canales de iones, entre otros; pueden resultar nocivas si se producen en exceso, dafando las

estructuras celulares (Macedo-Marquez, 2012).




3.2.2.2  ROS Y TALIO

El radio idnico y la carga del TI"y del K" son parecidos (Lenntech, 2018) y los mecanismos a través
de los cuales el talio ejerce su toxicidad no son del todo conocidos, sin embargo, al entrar a la
célula por medio de la ATPasa Na“'/K" (Spencer et al., 1973) puede formar ligandos con grupos
sulfhidrilo, inhibe la respiracion celular, interactia con la riboflavina y cofactores basados en

riboflavina y también altera la homeostasis del Ca* (Repetto y del Peso, 2012).

Tanto los cationes mono vy trivalentes del talio favorecen la produccion de ROS. A
concentraciones milimolares el TI" afecta la funcionalidad de mitocondrias cultivadas y aisladas in
vitro, abriendo los poros de transicion, provocando el desacoplamiento de la cadena respiratoria y

la via intrinseca de la apoptosis (Korotkov y Brailovskaya, 2001).

El H,O,, producto de la dismutacion del superdxido por accion de la SOD, puede cruzar las
membranas bioldgicas y, aunque es relativamente poco reactivo, en presencia de metales de
transicion reducidos, su reduccion parcial genera el radical hidroxilo (°OH), uno de los oxidante
mas fuertes de la naturaleza (Halliwell, 2006). De los principales blancos de las ROS son los dobles
enlaces en los lipidos (pudiendo desencadenar la LPO) y los residuos de cisteina y metionina de
las proteinas (Mailloux, 2012), se pueden generar mas radicales libres a partir de otros y éstos
pueden reaccionar con moléculas cercanas como las proteinas de membrana, o dispersarse y

entrar en contacto con el DNA (Aoyama et al., en 1988).

Existe también la posibilidad de que estas alteraciones puedan desencadenar la muerte celular
por via apoptotica, la cual se caracteriza por la apertura de los poros de transicion de la
mitocondria, la liberacion de citocromo c por las mitocondrias y la activacion de caspasas 9y 3,

llevando a la muerte celular programada (Garza et al., 2006).

3.2.2.2 ROS Y DNA

La alteracion de las bases nitrogenadas puede conllevar a alteraciones estructurales en el DNA lo
que puede provocar enfermedades como el cancer. La guanina es la base con el menor potencial
de oxidacion, por lo que es frecuentemente atacada por diferentes especies reactivas. Las
alteraciones en las bases del DNA, como la oxidacion de la guanina, pueden resultar en lesiones

mortales (Jena y Mishra, 2012). Los dafos incluyen mutagénesis, entrecruzamientos entre las




bases o aductos entre las bases y las proteinas de forma que se altera la replicacidn y la traduccion

del material genético (Abdulnury Flurry, 1976).

Existen mecanismos de reparacion que permiten reparar los dafios al DNA provocados por
sustancias o diferentes agentes como la luz UV y factores fisicos. Algunos de estos mecanismos
son el de reparacion de desemparejamientos (Nelson y Cox, 2006) o reparacion de escision de
bases, lo que estd mediado por enzimas llamadas DNA glicolasas, las cuales, tienen la propiedad
de reconocer lesiones comunes en las bases nitrogenadas y remueven la base errénea, rompiendo
el enlace N-glucosidico, lo que crea un sitio apurinico, comunmente llamado AP o abésico. Puede
ser una reparacion pequeia cuando se trata sélo de una base o 2 a 10 bases. Posteriormente, se
elimina la desoxirribosa-5'-fosfato y es sustituida por un nuevo nucledtido. Después el sitio AP se
elimina por la accion de la AP-endonucleasa que corta la hebra de DNA donde est3 el sitio AP. La

DNA polimerasa reemplaza el fragmento y se sella por la enzima DNA ligasa (Nelson y Cox, 2006).

En el caso de la escision de nucléotidos se hidrolizan dos enlaces fosfodiéster, uno en cada lado de
la distorsion, causada por el o los nucledtidos dafnados. En humanos el complejo enzimatico
hidroliza el sexto enlace fosfodiéster de la cadena 3’ y el enlace fosfodiéster en el lado &,
produciendo un fragmento de nucledtidos. Asi, el fragmento de DNA es separado formando una
muesca, la cual posteriormente es llenada por la DNA polimerasa-€ y después la DNA ligasa la

cierra (Nelson y Cox, 2006).

Existen también los rompimientos de cadena doble, dafios que se reparan por medio de la
recombinacion homéloga (Nelson y Cox, 2006) o la unidn de extremos entre no homologos (Non

Homologous End-Joining).

3.3 ACETATO DE TALIO (CH;COOTI)

Es una sal que forma cristales de color blanco, su punto de fusion es de 131°C, es muy soluble en

agua fria, alcohol, cloroformo e insoluble en acetona (Repetto y del Peso, 2012).

Segun bases de datos como la Toxicology Data Network, se clasifica al acetato de talio
(CH,COOTI) dentro del grupo “D”, criterio utilizado por la Enviromental Protection Agency (EPA);
lo que significa que no es clasificable como un carcinégeno humano, justificando este hecho con
la falta de informacidn. Acerca de la carcinogenicidad en animales no existe informacion en IRIS
(Integrated Risk Information) de la EPA. Sin embargo, dosis de 3.2 g de sulfato de talio, de 5a10g
de nitrato de talio, de 10 g de malonato talico y tan solo 930 mg de acetato de talio, bastan para

matar a un adulto (Toxicological Data Network, s|f).
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Esta sal puede ser preparada a partir del carbonato de talio (TI,CO,) afiadiéndolo a una solucién
de etanol y acido. Después se espera a que el CH,COOTI cristalice y el etanol se evapore. El punto
de fusion del acetato es de 131 °C, se disuelve rapidamente en agua y se disocia parcialmente en

solucion (Wade y Banister, 1975).

Galvan-Arzate et al. (2005) (Tabla 2), evaluaron los efectos de una sola administracion de acetato
de talio en el cerebro de ratas Wistar a dos diferentes dosis (8 y 16 mg/Kg) por inyeccion
intraperitoneal. Se detectaron incrementos significativos en la LPO de cinco regiones cerebrales
(hipotalamo, cerebelo, cortex frontal, hipocampo y el estriatum), regiones seleccionadas por la
previa documentacion de su vulnerabilidad ante los efectos toxicos del talio y al estrés oxidante

(Galvan-Alzate et al., 2000).

La dosis letal minima (LD.,) administrada subcutaneamente es de 5ooug/Kg en raton (Luckey,
1975), en ratas es de 41.3 mg/Kg administrados via oral, que incluyeron sintomas como
convulsiones, alteraciones gastrointestinales y hemorragia (Venugopal y Luckey, 1978). En ratas
Wistar, el acetato de talio tiende a acumularse principalmente en testiculos, rifidn y corazon; en

menor medida el higado, pulmones, bazo y cerebro (Barroso-Moguel et al., 1990).

Varios trabajos han probado los efectos genotdxicos del talio como cation y del CH;COOTI, entre
los que se encuentran la reduccién del potencial de membrana, la produccion de ROS, la induccién
de procesos deletéreos como la lipoperoxidacion (LPO), aberraciones cromosémicas estructurales

y reduccion de indice mitético, a continuacion se enlistan algunos de estos trabajos.
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4 ANTECEDENTES

Autor
Aoyama et al.

Galvan-
Arzate et al.

Yildirim et al.

Hanzel y
Verstraeten

Jaramillo -
CruzE.

Hernandez de
la Cruz

Rodriguez-
Mercado et
al.

Buendia-
Valverde

Ano
1988

2005

2005

2006

2011

2011

2013

2013

Tabla 2. Antecedentes.
Trabajo

Cuantificaron la LPO en distintos drganos de hamster, provocada por talio
y la cantidad de glutatidn peroxidasa. Establecieron que existe correlacidon
entre estos dos hechos.

Observaron la acumulacién de Tl+ en el cerebro y un incremento en la
LPO a causa de la produccién de ROS por la exposicion al metal. En
algunas zonas esto se correlacioné con el decremento de los niveles de
superdxido dismutasa (SOD).

Encontraron diferencias significativas en aberraciones cromosdmicas e
intercambio entre cromdatides hermanas después de 3 dias de
administrarse **Tl. Las disminuciones del indice mitotico (IM) vy
replicativo fueron evidentes a los 3 dias también. El isétopo 2Tl utilizado

para imagenologia del miocardio induce al dafio genético.

+H+

Compararon los efectos de TI ™ con los de TI" en células adrenales de
rata. Ambos cationes redujeron significativamente el potencial de
membrana mitocondrial y la viabilidad de las células, elevaron el
contenido de perdxido de hidrégeno en mitocondria y de ROS en el
citosol. También fue capaz de inducir apoptosis por medio de la liberaciéon
del citocromo c.

Evalué el efecto del acetato de talio en leucocitos humanos in vitro a
concentraciones 0.5, 1, 5, 10. 50, 100 y 500 pg/mL con el ensayo cometa.
El CH;COOTI produce ligera toxicidad (aumenta la longitud de la cola en el

ensayo cometa y el nimero de células dafadas) en tiempos cortos de
exposiciéon (1 o 2 h) y puede inducir dafio al material genético a
concentraciones bajas (0.5 pg/mL).

Estudié el dafio cromosdmico y la reduccion del IM en linfocitos humanos
tratados in vitro con CH;COOTI a concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 50 y
100ug /mL; encontrd que el compuesto es capaz de disminuir el IM a las
concentraciones de 0.5, 1.5 y 10 pug/mL; también de inhibir la mitosis al
100 % a concentraciones de 50 y 100 ug /mL. Encontré que el acetato de
talio incrementa la frecuencia de aberraciones cromosémicas
estructurales y el porcentaje de células aberrantes; es un agente
citotdxico y clastogénico.

Evalud el efecto citotdxico y genotdxico causado por el CH;COOTI en
células sanguineas de humano sometiéndolas a concentraciones de 0.5,
1,5, 10,50y 100 pg /mL, evaludandolas con aberraciones cromosémicas

estructurales, intercambio de cromatides hermanas y ensayo cometa a pH
> 13y 12.1. En base a sus resultados concluyeron que el acetato tiene
efectos citotdxicos, citoestaticos, clastogénicos y causa dafo al DNA.
Evalu¢ el efecto genotdxico inducido por el acetato de talio en ratones
hembras CD-1 a concentraciones de 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg. Redujo el
IM (indice mitdtico) significativamente a todas las dosis administradas,
incremento las aberraciones cromaticas estructurales a 18.5 ug /Kg, por lo
gue se menciona al talio como un agente citotdxico y genotdxico con
actividad clastégena.
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4.1 Drosophila melanogaster COMO MODELO EXPERIMENTAL

Drosophila melanogaster es un diptero de la T5pla 3. Clasificacién taxonémica de D.
familia Drosophilidae, cuya taxonomia se Melanogaster (Castafieda-Partida et al,

2013).
muestra en la Tabla 3. Se le ha empleado como ] o
Reino Animalia
organismo modelo para el estudio de la
. _ _ L _ Phylum Arthropoda
genética gracias a las investigaciones realizadas
en 1909 por el Dr. Thomas Hunt Morgan. La Subphylum Hexapoda
importancia del uso de este organismo radica Clase Insecta
en que se conocen ampliamente la estructuray  gypclase Pterygota
funcion de su genoma, el patron de formacion _
Orden Dipthera
del embrion, el desarrollo y funcion de los
, , , ] Suborden Brachycera
organos de los sentidos y del sistema nervioso,
ademas de tener un ciclo de vida corto, ofrece  Familia Drosophiliidae
una serie de ventajas como sistema de prueba Subfamilia Drosophilina
eucariotico de genotoxicidad in vivo: es facil de  ganero Drosophila
cultivar, produce descendencia abundante y su ,
Subgénero Sophophora
iclo d i0 rto (Duei t al. .
ciclo de generacion es corto (Duefas et al., Drosophila
2002). Especie melanogaster
(Meigen, 1830)

4.1.1  CICLO DE VIDA

D. melanogaster es un organismo holometabolo, por lo que pasa por los estadios de embrion,
larva, pupa e imago; etapas en las que pueden ser expuestos a diversos tratamientos
experimentales. El ciclo de vida tiene una secuencia de eventos bajo estricto control de expresion
genética. Puede durar desde 10 dias a 25 + 2 °C y 65 % de humedad relativa (HR) hasta dos
semanas a 21 °C. Comienza con la ovoposicion, en la que la hembra puede depositar entre 600 a
800 huevos en sus 40 — 60 dias de vida (Figura 3). El huevo de Drosophila mide menos de medio
milimetro de largo, es translucido y presenta dos micrdpilos que le permiten respirar y flotar en
los jugos de frutas fermentadas en donde puede ser ovopositado (Figura 4); del huevo eclosiona
la larva e inmediatamente comienza a alimentarse. La larva pasa por tres estadios: el primero a
las 24 h, el segundo a las 48 y el tercero a las 72. Durante la fase larvaria, la ingesta de alimento es
continua, llegando a consumir de 3 a 5 veces su peso, incrementando de 0.5 a 2.0 mg. Durante el
desarrollo tardio de la larva, la metamorfosis, los discos imaginales (bolsas epiteliales de 20 a 50
células) se diferencian y forman las estructuras y tejidos presentes en el adulto (Castafieda-

Partida et al., 2013).
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Figura 3. Ciclo de vida de D. melanogastery sus diferentes etapas de desarrollo. Disponible

en:http://depts.washington.edu/cberglab/wordpress/outreach/an-introduction-to-fruit-flies/

Cinco dias mas tarde (240 horas) emerge el imago con un cuerpo alargado de color blancuzco y
las alas enrolladas en el dorso. Después de unos minutos expande el exoesqueleto lo que permite
que se endurezca al contacto con el aire y el color del mismo se oscurece; también hace fluir la
hemolinfa por las venas de las alas, expandiéndolas y rigidizandose al contacto con el aire; para
que sean maduros sexualmente, deben de pasar entre 6 y 8 horas en el caso de los machos, y

entre 10y 12 horas para el de las hembras (Castaneda-Partida et al., 2013).

Anterior Posterior

. Posterior
Anterior

Figura 4.Vistas lateral y dorsal del huevo de Drosophila melanogaster, en éstas se pueden
apreciar los micropilos que permiten respirar y flotar al embrion. Disponible en:
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https://www.quora.com/What-are-those-two-antenna-like-protrusions-on-the-anterior-end-of-a-Drosophila-egg
https://www.quora.com/What-are-those-two-antenna-like-protrusions-on-the-anterior-end-of-a-Drosophila-egg

4.1.2  SMART EN ALA DE D. melanogaster

El ensayo de recombinacidn y mutacion somaticas (SMART por sus siglas en inglés: Somatic
Mutation and Recombination Test) en ala de D. melanogaster ha sido disefiado para detectar dafio
genético de una forma certera. La prueba se aplica in vivo; el fundamento de la misma es que,
durante el desarrollo embrionario temprano de la mosca, grupos de células llamados discos
imaginales, se separan y proliferan mitdticamente durante todo el periodo larval hasta la
diferenciacion de las diferentes estructuras de la mosca adulta (Guzman-Rincon y Graf, 1995). Es
posible, a través de este ensayo, evaluar el potencial de un xenobidtico para inducir la pérdida de
heterocigosis, resultado de una mutacion, reordenamiento cromosémico, delecion del segmento

de un cromosoma o aneuploidia (pérdida del cromosoma) (Rodrigues de Andrade et al., 2004).

4.1.3 CEPASY CRUZA ESTANDAR (CE).

Existen miles de cepas mutantes de D. melanogaster, como lo son yellow (y), de cuerpo de color
amarillo; ebony (e/e), de cuerpo de color ébano, white-ebony (w/e), que posee ojos blancos y el
cuerpo color ébano, y sus alelos han sido caracterizados, secuenciados y se mantienen en ceparios

de distintas instituciones educativas (Figura 5) (Castafneda Partida et al., 2013).

Figura 5. Diferentes cepas de D. melanogaster. a) yellow (y). b) ebony (e/e). c) white-ebony (w/e).

Disponible en: www.cellbiol.ru/book/export/html/169

Para realizar la cruza estandar (CE) se utilizaron las cepas mwh (multiple wing hair) y flr? / TM3, Bd’®
que tienen marcadores recesivos en las cerdas de las alas que estan en el cromosoma 3: (1) mwh
(mwh/mwh) es una mutacion localizada en 3-0.3 centimorgans (cm); en homocigosis se expresa
fenotipicamente como células con 3 0 mas cerdas en lugar de una (Figura 6, c); (2) fI que es
también una mutacion autosomica en 3-38.8 cm y se expresa fenotipicamente como cerdas
malformadas y cortas en forma de “flama” (Figura 6, b); en condicion homocigota es letal, por lo
que esta cepa posee el cromosoma balanceador TM3 con inversiones multiples que le permiten
mantener los marcadores en heterocigosis. Este cromosoma balanceador se reconoce

indirectamente por la presencia del gen dominante Bd® (Beaded Serratia), el cual se expresa como
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muescas en el borde de las alas (Figura 7). Ambos fenotipos, mwh vy flare, se analizan en
individuos transheterocigotos (mwh +/ + flr) y heterocigotos (mwh +/ + TM3 Bd®) comparando las
diferencias estadisticamente significativas entre la frecuencia y el tipo de manchas entre moscas

expuestas o no al tratamiento (Graf et al., 1984).

Figura 6. Microfotografias electronicas de tricomas normales (a), tricomas con fenotipo fI? (b) y
tricomas con fenotipo mwh (c). Fotografias donadas por el Dr. Ulrich Graf a Rodriguez — Arnaiz

en 2002.

Figura 7. Tipos de fenotipos de ala que resultan de la CE con sus respectivos genotipos, autoria

propia.
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Las manchas que se producen son ocasionadas por diversos eventos genéticos: mutacion puntual,
deleciones, no disyuncion y recombinacion en células somaticas (Graf et al., 1984). En la Figura 8
se muestran diferentes dafios y sus respectivos fenotipos, ademas del fenotipo normal (Figura 8,
a) por ejemplo: La no disyuncidn, es la no separacion de los cromosomas homologos durante la
mitosis, que, como resultado da origen a trisomias o aneuploidias en la célula. (Figura 8, b). La
recombinacion sucede con el intercambio entre cromosomas homdlogos. Cuando esto sucede
cerca del centromero, se producen manchas gemelas (Figura 8, c), y mwh o tricomas normales
cuando la recombinacion es distal (Figura 8, d). La mutacidn puntual o génica solo afecta a un
gen, el dafio mas comun es la sustitucion de un par de bases por otro (Figura 8, e). La delecion

consiste en la pérdida de un segmento cromosdmico (Figura 8, f) (Lewin y Aguilera, 1996; Graf et

Figura 8. Eventos genéticos y genotipos: a) Fenotipo normal, b) Pérdida de heterocigosis por
aneuploidia, ¢) Pérdida de heterocigosis por recombinacion cercana al centromero, d) Pérdida de
heterocigosis por recombinacion distal al centromero, e) Pérdida de heterocigosis por mutacion
puntual, f) Pérdida de heterocigosis por delecion, autoria propia.
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al., 1984; Rodriguez-Arnaiz, 2003).

5 JUSTIFICACION

Se han hecho trabajos acerca de la genotoxicidad de los compuestos del talio en cultivos
in vitro de células de mamiferos y bacterias pero se ha comentado que en diferentes
modelos bioldgicos, o dependiendo de si son tratados in vivo o in vitro, los efectos de este
metal pueden variar, algunos experimentos se han realizado en distintos modelos
bioldgicos: en procariontes, se ha observado la reduccidn del crecimiento de bacterias
como Bacillus subtilis, en las lineas H17 y M45 tratadas con nitrato de talio a 0.001 M
(266.39 pg/mL), concentracion que aumentd la recombinacion genética y tuvo efectos
citotoxicos, aunque no provoco mutaciones en las lineas TAg8, TA100, TA1535, TA1537Y
TA1538 de Salmonella typhimurium, ni en Escherichia coli (Kanematsu et al., 1978).
Tampoco se obtuvieron efectos positivos en Salmonella typhimurium con CH3COOTI a
concentraciones de 3.1 pg a 29.2 pg/caja Petri (citado por Léonard y Gerger, 1997). Por
esta razdn se construyd la hipotesis de que el talio podria ser genotdxico y se eligié a D.
melanogaster como modelo bioldgico, ya que el ensayo se realiza in vivo y se trata de un
organismo eucarionte. También se decidio utilizar el ensayo SMART en ala, dado que
posee alta robustez estadistica y, a partir de él, se puede concluir con fiabilidad si el

compuesto es genotoxico o no.

A pesar de que hay varios estudios que tratan la genotoxicidad del talio, el Hazardous
Substances Data Bank (HSDB), de la Toxicological Data Framework, se menciona que la
genotoxicidad del talio “es baja, si es que posee algun efecto de este tipo” (Toxicological
Data Network, s.f.) y que “es posible que el talio sea un agente clastégeno, ya que la
mayoria de las aberraciones estructurales son en cromatides” (citado por Toxicological
Data Network, s.f.). Respecto al CH3COOTI, el compuesto esta clasificado como “D”, es
decir: “no clasificable como un carcindgeno en humanos”. La justificacion de este
veredicto es que no existe informacion suficiente acerca de la carcinogenicidad, ni en
humanos, ni en animales. No existen datos suficientes que permitan hacer una evaluacion
adecuada de los riesgos genotoxicos (citado por Toxicological Data Network, s.f.). Por lo

anterior se plantearon los siguientes objetivos:
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6 OBIJETIVOS

6.1.1 GENERAL

Evaluar el efecto genotdxico del CH;COOTI en larvas de D. melanogaster de tercer

estadio, CE, mediante el ensayo de mutacion y recombinacidn somaticas (SMART) en ala.

6.1.2 PARTICULARES

Determinar el dafio genotoxico que el CH3COOTI! es capaz de producir, a través del

ensayo SMART en ala de D. melanogaster.

Determinar si existe correlacion entre la frecuencia de manchas y las concentraciones

utilizadas.

Determinar si existe alteracion en la division de las células de los discos imaginales de las

alas a través del analisis de la frecuencia acumulada de clones mwh por los tratamientos.

7 HIPOTESIS:

Si el CH3COOTI es genotoxico, el ensayo SMART permitira observar un aumento significativo en

la frecuencia relativa del nUmero de manchas/individuo.

8 MATERIALES Y METODOS

8.1 REACTIVOS

CH,COOTI, CAS No: 563-68-8, grado de pureza: = 97%, Marca Riedel de Haén
proporcionado por el Dr. Juan José Rodriguez Mercado de la Facultad de Estudios

Superiores Zaragoza, UNAM.

Solucién conservadora (5 mL de tegosept al 12% (EtOH) y 5 mL de acido propidnico

aforados a1 L) (Duenas et al., 2002).
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Medio instantaneo Drosophila (DIM) obtenido de Carolina Biological Supply Co
(Burlington, North Carolina, EUA).

Cromo (VI) éxido (CrO,), Sigma-Aldrich® CAS No: 1333-82-0.

8.2 Clg

Previamente al ensayo SMART, Ximena Huitrén (2016), obtuvo la CL, con larvas de 72 + 4 h de D.
melanogaster de las cepas OR (R) — flare y flare. Para esto se sincronizé la edad de los adultos
durante 8 h en medios de cultivo y posteriormente se colectaron los huevos durante 8 h, retirando
después de ese lapso a los progenitores. Una vez pasadas 72 h de incubacion se extrajeron las
larvas de los frascos para transferirlas a tubos de ensayo. A cada tubo con 0.5 g de Medio Carolina
se adicionaron 2 mL de CH3COOTI a concentraciones diferentes por triplicado (1.9, 7.8, 31.2, 125,
500, 1000, 2000 Y 4000 PUM). Posteriormente, se colocaron 10 larvas de tercer estadio por tubo, se
les incubd a 25 °C y a partir de los 10 dias las moscas que emergieron fueron contadas para
determinar la mortandad. Se realizo la prueba estadistica ANOVA de un factor (p<o.5) para
comparar entre si los experimentos y determinar la CL., por regresion cuadratica cuyos resultados

fueron de 911 pM.

8.3 SMART EN ALA DE D. melanogaster

Después de obtener la CL,,, realizé el ensayo SMART a las concentraciones subletales de 0.2, 2.0,
20.0y 200 pM, la CE fue obtenida a partir de 400 hembras virgenes de la cepa flare (flF/TM3,Bd")
y 200 machos de la cepa mwh (mwh/mwh) (Gonzalez-Gémez, 2015) donadas originalmente por el
Dr. Ulrich Graf, del ETH, Zurich, Suiza. Se incubd la cruza a una temperatura de 25° + 2 °Cy 65%
HR vy las larvas fueron colectadas durante 8 h en levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae)
activada con azuUcar. Una vez que alcanzaron el tercer estadio (72 + 4 h) fueron sometidas a los
tratamientos de CH,COOTI disuelto en agua milliQ. Cuando emergieron los imagos, fueron
conservados en alcohol al 70% para la posterior preparacion y lectura de las alas. Como control
negativo se uso el disolvente H,0, y como control positivo el CrVI (Graf et al., 1992) al 5 MM como
control positivo ya que, a pesar de que su forma trivalente es un nutriente esencial para los
organismos, se sabe que su forma hexavalente es 500 veces mas tdxico (Zhao et al., 2010). Los
efluentes industriales que contienen CrVI son considerados por la International Agency for
Research on Cancer (IARC), desde 1982, como potentes carcinogénos que modifican la
transcripcion del DNA, provocando aberraciones cromosomicas (IARC, 1982). El CrVI tiene
efectos mutagénicos y carcindgenos en humanos (Cheng y Dixon, 1998), asi también
teratogénicos (Asmatulla et al., 1998). El limite permisible para el contenido de Cr VI en agua es

de 0.05 mg/L y de 0.1 mg/L para descargas a aguas continentales (Tabrez, et al., 2013).
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Cuando la larva esta en desarrollo, posee bolsas epiteliales llamadas discos imaginales, las células
que ahi existen se dividiran por mitosis y formaran las distintas estructuras del adulto durante la
metamorfosis. Es importante que sean larvas del tercer estadio, ya que es cuando el organismo se
acerca a la metamorfosis y cuando con mas voracidad se alimenta. Los discos imaginales que

dardn lugar a las alas, poseen alrededor de 5o células y, después de la metamorfosis, las alas estan

formadas por ~24,400 células cada una (Castaneda-Partida et al., 2013).

Cuando alguna célula sufre los efectos genotoxicos provocados por algun compuesto antes de la
mitosis, existen dos posibilidades: a) si el dafio no fue suficiente para que la célula entrara a
apoptosis ésta se replicara y el dafio estara presente en toda célula hija, lo que se reflejaria en una
mancha grande, o b) el dafo fue tal que hubo muerte celular, por lo que ninguna mancha es
observable. Existe la posibilidad también de que, si el dafo es tardio, se generen manchas
pequefias, sin embargo, estas diferencias pueden resultar un poco ambiguas, dado que existen
variaciones en el tiempo de desarrollo, el momento en que el metal entre a la célula e incluso, el

hecho de que ciertas manchas tiendan a permanecer pequeias por aneuploidia (Graf et al., 1984).

8.3.12.1  PREPARACION DE LAS ALAS

Para continuar con el ensayo SMART se seleccionaron las moscas transheterocigotas (fenotipo
silvestre) y se disectaron las alas con cuidado, utilizando pinzas entomoldgicas y un pincel fino,
después se enjuagaron con agua y se colocaron sobre un portaobjetos, el excedente de agua fue
secado y las alas se acomodaron en 5 pares de hembras y 5 pares de machos. Posteriormente se
anadio una gota de Entellan® para fijarlas; al final se les colocd un cubreobjetos para que el
Entellan® se esparciera por toda la superficie, cubriendo las alas. Las preparaciones se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 2 dias y se les colocd una pesa encima por dos dias.

Después, las preparaciones fueron revisadas al microscopio con doble ciego.

8.3.1.2 OBSERVACION DE LAS ALAS AL MICROSCOPIO

La revision se hizo al microscopio optico a 40x, sin prejuicio, y se tomd nota de cada mancha
segun el area en el que se encontrara (Figura g), su tipo (mwh, pequeia, grande o gemela)

(Figura 10) de acuerdo con Graf et al., 1984.
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Figura 9. Ala de D. melanogaster dividida en sectores.

Figura 10. Fenotipo de las manchas gemelas: en el poligono verde se muestran tricomas

o cerdas con el fenotipo flare y, en el rojo, el fenotipo mwh.

9 ANALISIS ESTADISTICO

Se compararon las frecuencias relativas de las manchas encontradas mediante el analisis
estadistico con el software SMART version 2.1. (Frei y Wirgler, no publicado), el cual esta basado
en un analisis de Kastenbaum-Bowman que contrasta frecuencias esperadas. Los resultados que
se obtuvieron a partir de este analisis son: resultados positivos, débiles positivos, negativos o no
concluyentes (Frei y Wirgler, 1988). Para corroborar los resultados no concluyentes y los débiles
positivos, se realizo la prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon (Frei y Wirgler, 1995) en el programa
estadistico R, cuyo script se muestra en la Figura 11, los resultados se muestran en la Figura 13, y
los valores de p en la Tabla 4 (la Figura 15 y la Tabla 4, se encuentran en el capitulo de
Resultados) en esta Ultima, el guion (-), que aparece en algunas casillas se refiere a que en los

tratamientos comparados no hubo manchas gemelas.
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Figura 11. Parte del script y resultados de la prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon para manchas

pequeiias del control positivo (CrVI) contra el negativo (H,0) en R®.

De la misma forma: la distribucion de los clones mwh por tamaio se analizd con la prueba de
Kolmogorov-Smirnnov (p <o.05) (Graf et al., 1984) y en la Figura 12 se muestra parte del script. La
frecuencia acumulada de las manchas mwh no aparece en la prueba estadistica del programa

SMART, sin embargo, se decidio incluirlas en la tabla por medio del software R ®.

ks= read.csv{file=choose.files
ks
boxplot(Frecuencias_acumuladas™t, main , data=ks

facum_H20 ks .
facum_@.2pH = ks

windows

plot(facum H20, main » ylah
par {new

plot{facum_8.2pH, xlab , axes=F, ylab . pch=c . col

legend . legend=c o . pch=c{8,2}, col=c

1illie.test(ks$Frecuencias_acumuladas

Figura 12. Script para realizar la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

10 RESULTADOS

Se sometieron larvas de mosca de tercer estadio a cuatro distintos tratamientos de CH3COOTI
(0.2, 2.0, 20.0 y 200 pM), H,O y CrVI como controles positivo y negativo respectivamente. Se

comprobo que el CH3COOTI es capaz de provocar la aparicion de manchas en las alas del adulto.
Esto permitid aceptar la hipotesis alternativa y rechazar la nula, lo que concuerda con Rodriguez-

Mercado, 2013; Jaramillo-Cruz, 2001; Hernandez de la Cruz, 2011 y Buendia-Valverde, 2013.

En la Tabla 4 se muestran los efectos de controles y tratamientos sobre D. melanogaster. Para el
control positivo, H,O, se observaron frecuencias relativas inferiores a 1.00 (0.15 en manchas

pequeiias, 0.7 en grandes, 0.00 en gemelas y 0.85 en totales), todas significativamente inferiores
al resto de los tratamientos. Las frecuencias relativas con las que aparecen las manchas en las alas

del grupo tratado con CrVI fueron significativamente mayores para todo tipo de manchas en
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comparacion con el resto de los grupos, y presentd las frecuencias relativas mas altas de todos los
tratamientos: de 11.52 para manchas pequefias, de 17.17 para grandes, de 5.93 para gemelas y de
34.62 para totales, lo que hace evidencia los efectos mutagénicos y recombinogénicos del mismo,
los cuales ya son conocidos (IARC, 1982). Es importante mencionar que estos efectos han sido

comprobados en humanos (Cheng y Dixon, 1998; Asmatulla et al., 1998).

En todos los grupos tratados con CH3COOTI, todas las frecuencias relativas fueron
estadisticamente significativas en manchas pequefias (0.5 para 2.0 M, 0.63 para 20.0 uM y 0.85

para 200 uM), excepto la concentracion de 0.2 uM (0.48). Solamente a 200 uM de CH3COOT], la
frecuencia relativa para las manchas totales (6.10) fue significativamente mayor que la de H,0.

Estos resultados demuestran que el talio tiene efectos mutagénicos y que no es recombinogénico,

ya que no se observa una frecuencia relativa estadisticamente significativa en manchas gemelas.

En la Tabla 4 se resumen los resultados de la prueba SMART vy los de la prueba de U de Mann-
Whitney-Wilcoxon. La frecuencia relativa esta acompafnada del nimero de manchas observadas,
que se anotan entre paréntesis; éstas se obtuvieron de la prueba de U de Mann-Whitney-
Wilcoxon, a estos valores les siguen los resultados de la prueba de Kastenbaum-Bowman
representados con los simbolos i, w, + y -, que indican si el resultado fue inconcluso, débil
positivo, positivo o negativo, respectivamente. Separados por una diagonal se muestra si los

valores de la prueba de U de Mann-Whitney-Wilcoxon fueron positivos (+) o negativos (-).

Tabla 4. Frecuencias relativas del ensayo SMART, de D. melanogaster CE, prueba U de Mann-

Whitney-Wilcoxon. En rojo se anotan los datos estadisticamente significativos.
®Los resultados estadisticos se anotan de acuerdo con SMART PC/ Prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon.

Frecuencias relativas (nUmero de manchas)®.

Clones Promedio
Manchas de cicl

Manchas eciclos

Compuesto(uM) _NZ-_ Dj pequefias (1- grandes Manchas Manchas coll A de
1412 [\Afs Cekx ; simples(>2  gemelas totales WEMEEES g hfan
2 células) (| ~ ~ mwh.
m=2.00 celulas) m= 5.00. m =2.00 celular.
m=5.0
Control (-) H20 40 0.15 (6) 0.7 (28) 0.00 (0) 0.85(34) 34 5.29
Control (+) CrVI 29 11.52 (334) 17.17 (498) 5.93 34.62 96
5 pM +/+ +[+ (272)+/+ (1004)+/+ > 3
CH,COOTl 0.2 0.48 (25) 1.71(89) ) 2.21 (115)
UM 52 +)- W/ 0.2(1) i/- +- 115 4.3
CH,COO0TI 2.0 80 0.5 (40) +/+ 1.62 (130) - 0.00(0) /- 2.12 (170) - 170 519
HM - I-
CH,COOTI 20.0 0.63 (32) 2.37(121) - 3.02 (154) -
1 0.02 (1) -/- 1 .72

UM 5 A - (@) -/ - 54 4.7
CH,COOTI 200 0.85 (35) 5.17 (212) 6.10 (250)
LM 41 s w/- 0.07(3) - | s 249 5.89

(+) Positivo, (-) negativo y (m) factor de multiplicacion.

En la Tabla 5 se muestran los valores de p, los cuales fueron calculados con la prueba U de Mann-

Whitney-Wilcoxon y su significancia estadistica coincide con los datos de la Tabla 4. Los valores
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se consideran estadisticamente significativos siempre y cuando sean menores a 0.05, éstos se
anotan en rojo y describen el efecto genotdxico del CH,COOTI, que se refleja en el aumento de la
frecuencia de manchas que aparecen tras una alteracion genética; aunque su efecto no es tan
acentuado como en el grupo tratado con CrVI, si es evidentemente mayor a comparacion de la

frecuencia del grupo tratado con H20.

Tabla 5. Valores de p <(0.05) para la prueba de U de Wann-Whitney-Wilcoxon. En rojo
se anotan los datos estadisticamente significativos.

Manchas Manchas Manchas Manchas

pequeiias grandes gemelas totales
COOH;Tlo.2 pM 0.129 0.09047 0.3925 0.3156
COOH;Tl 2.0 uM 0.01793 0.599 - 0.1504
COOH;Tl 20.0 pM 0.03361 1 0.3879 0.25228
COOH;Tl 200.0 pM 0.0004385 0.07542 0.08193 0.01171
Control (+) CrVI 5 5.5213 (10 *-12) 7.985(107-13)  6.732(207 - 2.214(10 N -12)
M 12)

En la En la Figura 13 se grafican las frecuencias relativas de cada uno de los tratamientos y los
grupos control por tipos de mancha (pequefas, grandes, gemelas y totales). Las frecuencias que
fueron estadisticamente significativas en comparacion con las del agua se marcan con un circulo
amarillo en la parte superior. Los resultados de las Tablas 4 y 5 y de la Figura 13, muestran que
los tratamientos de CH,COOTI fueron significativos a 2.0, 20.0 y 200 pM en manchas pequefias y a

200 uM en manchas totales, ademas de que es posible observar una tendencia ascendente dosis-respuesta.
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Cr IV (+)
Hzo H’

CH, COOTI 0.2 upM
CH. COOTI 2.0 pM
CH; COOTI 20.0 pM
CH, COOTI 200.0 pM

EEOOOMm

Tratamientos Tratamientos

Tratamientos Tratamientos

Figura 13. Tabla de frecuencias relativas/individuo para manchas pequefias, grandes, gemelas y
totales (ver Tabla 5). Los tratamientos que tuvieron diferencias significativas respecto al grupo

tratado con agua se marcan por medio de un circulo amarillo.
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Para el andlisis de las distribuciones acumuladas de las manchas mwh, se realizd la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (K-S), cuyos resultados se anotan en la Tabla 6, es decir los valores de la
maxima diferencia entre las distribuciones acumuladas del control negativo en relacién con los
tratamientos y el control positivo (estadistico de prueba D) y p. Todos los valores de p fueron
menores a 0.05, disminuyendo a medida que la concentracion aumenta, por lo que es plausible
considerar una tendencia dosis-respuesta. En la Figura 14, se observa la relacion entre las
frecuencias acumuladas de los clones mwh de cada tratamiento comparado con la frecuencia del
agua, es notorio que la frecuencia mayor de clones mwh fue provocada por la concentracion de

200 uM de CH3COOTI.

Tabla 6. Valores del estadistico de prueba “D” y p < (0.05) de la prueba de K-S para la distribucion
acumulada de clones mwh. Los valores estadisticamente significativos respecto al control

negativo (H,O), se anotan en rojo.

Tratamientos. Estadistico D Valores de p<(0.05)
CH;COOTI 0.2 uM 0.23964 0.00382
CH;COOTI 2.0 uM 0.25381 0.001531
CH3;COOTI 20.0 uM 0.26894 0.0005371

CH;COOTI 200.0 pM 0.28162 0.0002112
CONTROL (+) Cr(V1) 0.29683 0.00006435

En la Figura 15 se comparan las frecuencias acumuladas de clones mwh de todos los tratamientos
(a) y se observa que el mayor efecto fue provocado por la dosis de 200 puM de CH3COOT],
mostrando de nuevo una tendencia dosis-respuesta ascendente. También se contrasta la
frecuencia de clones mwh del tratamiento de 200 uM con la de los controles positivo (CrVI) y
negativo H,0) (b), la cantidad de clones en el control positivo es mucho mayor que en el control
negativo o el tratamiento de 200 pM. También es posible observar la diferencia entre los efectos
del tratamiento y el control negativo, siendo evidentemente mayores los del tratamiento,

pudiendo confirmar el efecto mutagénicos del CH3COOTI.

27




Frecuencia relativa

Frecuencia relativa

c)

©

>

2

o

()]

&

.©

1S)

c

[}

]

(9}

(9]

A

[N,

Numero de células
NuUmero de células
@
>
e
©
(V]
—
.©
()
C
(]
o
(9}
(]
—
[T
NuUmero de células
d) NUmero de células

Figura 14. Efecto de los tratamientos de CH,COOTI comparado con el del control negativo, H,O.
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a)

b)

Figura 15. Comparacion entre las frecuencias acumuladas de los clones mwh en los distintos
tratamientos de CH3COOTI (a). Frecuencias acumuladas de los clones mwh entre los controles
y el tratamiento de mayor efecto (200.0 uM, CH3COOTI) (b).
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112 DISCUSION

El talio es un compuesto que es usado o es un subproducto en industrias como la cementera, la
energética y la fabricacidon de fuegos artificiales, cristales de alta refraccion, termdmetros de baja
temperatura y conductores; a pesar de estar presente en el ambiente en cantidades subtodxicas es
un elemento que se encuentra en los alimentos y es bioacumulable, pudiendo representar un

riesgo para la salud.

Las frecuencias relativas de manchas obtenidas en los tratamientos de CH3COOTI fueron
comparadas con los de CrVI, ya que es un potente carcindgeno que provoca aberraciones
cromosomicas (IARC, 1982) cuyos efectos mutagénicos, carcindgenos y teratogénicos han sido

confirmados en humanos (Cheng y Dixon, 1998; Asmatulla et al., 1998).

El CH3COOTI es muy soluble, incluso en agua fria (CAMEO Chemicals, 1999), por lo que los iones
por los que estd conformado pueden solvatarse en el aniéon CH;COO'y el cation TI". Los cationes
TI"y K* son muy semejantes en cuanto a carga (ambos +1) y radio idnico (0.95 en el talioy 1.33 en
el potasio) (Galvan - Arzate y Santamaria, 1998), lo que puede explicar la incapacidad de las
membranas para discernir uno de otro (Harzel y Verstraeten, 2009). Los cationes de TI* pueden
sustituir a los cationes de K* en la activacion de la ATPasa Na*/K*y entrar a la célula, acumularse y
llegar a mitocondria. Ahi, el metal puede disminuir el potencial de membrana mitocondrial, lo
cual es crucial, ya que el gradiente electroquimico que impulsa la fosforilacion oxidativa, por la
que se sintetiza el ATP, depende de este potencial (Spencer et al., 1973; Heim et al., 2002;

Barrera y Pouyou, 1974; Eskandari et al., 2013).

La produccion de ROS es muy sensible a cambios sutiles en el potencial electroquimico de la
membrana interna mitocondrial (Aon et al., 2003). Un incremento en el potencial de membrana,
por ligero que sea, aumenta la produccion de ROS y una reduccion ligera en el mismo, tendra el
efecto contrario. Estudios recientes han demostrado que la produccion de ROS por las
mitocondrias aumenta y disminuye con cierta periodicidad, algunas veces es cuestion de ~20
segundos (Mailloux y Harper, 2012). Las variaciones periddicas en la generacion de ROS por la
mitocondria coinciden con los cambios periddicos en el potencial electroquimico de membrana
(Brand y Nicholls, 2011), el cual puede ser provocado por la extrusion excesiva de protones al
espacio intermembranal, por la entrada ralentizada de protones a la matriz, o por ambas; lo que
llevara a un incremento en la produccion de ROS. El regreso de los protones a través de la ATP
sintasa (respiracion acoplada) o por mecanismos de “fuga” de protones (respiracion desacoplada)
reducen el potencial transmembrana y, por lo tanto, la produccion de ROS. Estos mecanismos de
fuga, dados por proteinas como la translocasa de nucledtidos de adenina (ANT por sus siglas en

inglés: Adenine Nucleotide Translocase) y las proteinas desacoplantes 1-3 (UCP por sus siglas en
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inglés: Uncoupling Proteins), tienen una maxima actividad sélo cuando la demanda de ATP es la
baja (como cuando el musculo esta en reposo). Las fugas de protones son como una valvula de
alivio, ya que liberan el potencial transmembrana para limitar la produccion de ROS. En la cadena
de transporte electronico, el complejo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxidoreductasa), el cual pasa
electrones desde el ubiquinol al citocromo ¢, es frecuentemente descrito como la molécula que
mas ROS produce en la cadena respiratoria; esto se debe a que el citocromo ¢ sdlo puede aceptar
un electron cada vez (Miwa y Brand, 2005). Inmediatamente después de haber entrado al sitio de
union Qo, QH2 dona un electrdn a la proteina Fe-S de Rieske, que después transfiere el electron al
citocromo ¢, dando como producto a QH°- que después entra al ciclo Q, donde los electrones
desapareados son reciclados y generan QH,. A pesar de esta actividad “precautoria”, el complejo
[l genera superdxidos (Croffs et al., 2009). A diferencia del complejo I, el [l emite ROS por ambos

lados de la membrana mitocondrial interna.

Segun Bell et al.,, (2007), hubo evidencia de que Q, es el sitio principal de produccion de ROS.
Hanzel y Verstraeten (2006), evaluaron la capacidad de las células para incorporar R123, que es
una molécula fluorescente capaz de acumularse en la matriz mitocondrial, pero solamente
cuando el potencial transmembranal es preservado. Con base en esto, pudieron concluir que el
talio es capaz de reducir de forma significativa la incorporacion de esta moléculay, por lo tanto, el
potencial de membrana. Ademas, el talio es capaz de aumentar la concentracion de H,0,, que es
un subproducto de la reduccidn parcial del oxigeno molecular y su produccion es mayor cuando la
cadena de transporte de electrones se ve interrumpida, los niveles de este oxidante también
aumentaron en presencia del talio. En el experimento de Hanzel y Verstraeten (2009), después de
1 hora de tratamiento, el potencial mitocondrial aun existia, por lo que concluyeron que el
incremento en el contenido de H,0, es un evento que precede al dafo mitocondrial. Dado que
H,O, es una molécula pequena de facil dispersion, puede salir de la mitocondria hacia el
citoplasma y al medio extracelular. Ellos comprobaron que, después de 24 h de cultivo, el TI* es
capaz de reducir significativamente el potencial mitocondrial de membrana, ademas, a 100 uM
aumento significativamente el contenido de H,0, y el contenido de GSH fue reducido, lo que
pudo haber pasado también en el experimento realizado en el presente trabajo a la concentracion

de 200 uM de CH,COOTI.

La célula tiene diversos mecanismos de defensa contra los efectos de los ROS, uno de ellos es la
glutationilacion, proceso que consiste en formar un puente disulfuro entre los grupos sulfidrilos
del glutation (GSH, tripéptido involucrado en la conservacion de la homeostasis celular ante el
estrés oxidante) y otro de una cisteina perteneciente a alguna proteina (Gallogly et al., 2009). Este
mecanismo es una respuesta al estrés oxidante y la inhibicion del mismo estd asociado a

desordenes neuroldgicos, enfermedades cardiacas y cancer (Sabens et al.,, 2012). Ademas de la
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glutationilacion, niveles altos de ROS también promueven la desactivacion del complejo 1y de la
ATP sintasa (Mailloux y Harper, 2012). La glutationilacion del complejo | reduce la produccion de
superoxido (Hurd et al., 2008). También se favorece la “fuga” de protones a través de las proteinas
desacoplantes UCP2 y UCP3, lo que después reduce la produccién mitocondrial de ROS (Mailoux
et al., 2012). Sin embargo, el talio es afin a los grupos sulfidrilo (n6tese que en la naturaleza se le
encuentra frecuentemente en minerales de sulfuro (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998) de
distintas proteinas, alterando su funcion, lo que sucede con el GSH y la glutation peroxidasa,
cuyos contenidos disminuyen en células tratadas con talio, dejando a la célula vulnerable ante los
efectos de las ROS (Aoyama et al., en 1988; Galvan-Arzate et al., 2005; Cvjetko et al.,2010),
ademas de desacoplar la cadena de transporte electronico y promover la produccion de ROS y
reducir el potencial mitocondrial de membrana (Hanzel y Verstraeten, 2006; Gwatleney-Brant,

2002).

Ademas de los grupos sulfhidrilo, otro grupo afectado por las ROS son los dobles enlaces en los
lipidos (lo que inicia la LPO) y los residuos de cisteina y metionina (Mailloux, 2012), también se
pueden generar mas radicales libres a partir de otros y éstos pueden reaccionar con moléculas
cercanas como las proteinas de membrana, o dispersarse y entrar en contacto con el DNA y

danarlo (Aoyama et al., en 1988).

También se sabe que el talio tiene cierta afinidad por las bases nitrogenadas del DNA,
principalmente por las guaninas en el surco mayor (Howerton et al, 2001). La interaccion directa
entre el cation y el DNA fue estudiada por Ouameur et al. (2003). Ellos reportaron que los iones de
TI" tienen afinidad también por la timina. Al momento de adherirse a estas bases nitrogenadas,
genera modificaciones mayores en las bases del DNA y modificaciones menores en el esqueleto
de fosfato. De acuerdo con ellos, la adherencia del talio a los surcos menor o mayor no provoca
modificaciones mayores en la conformacion del DNA: a concentraciones menores del metal (0.5
mM), el niUmero de cationes adheridos fue de 10 por cada 1000 nucleodtidos, mientras que a

concentraciones altas (10 mM) los cationes adheridos fueron 30 por cada 1000 nucledtidos.

Las alteraciones estructurales del DNA son causadas por modificaciones en las bases, las cuales
tienen que ver con mutaciones, cancer y otras enfermedades. Dentro de las bases que conforman
al DNA, la guanina es la que posee el menor potencial de oxidacion y es frecuentemente atacada
por diferentes especies reactivas. Las modificaciones de la guanina por su oxidacion pueden
representar lesiones mortales (Jena y Mishra, 2012). Este dafio puede inducir mutagénesis,
entrecruzamientos (crosslinks) entre las bases del DNA o entre el DNA y proteinas, afectando su

replicacion y transcripcion (Abdulnur y Flurry, 1976).
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Los efectos genotdxicos del talio se hicieron evidentes en la frecuencia relativa de las manchas
pequefias para todos los tratamientos y en las manchas totales para el tratamiento de 200 uM;
esto significa que el dafio pudo haber sido tardio, aneuploidogénico o clastogénico (Graf et al.,
1984) y que existid una tendencia concentracion-dependiente (Figura 17, a). Este dafio puede
explicarse por los efectos del talio sobre la mitocondria que incrementaria la producciéon de ROS
(Eskandari et al., 2013; Hanzel y Verstraeten, 2006; Gwatleney-Brant, 2002), y/o por la formacion
de aductos entre el talio y las bases nitrogenadas del DNA (Howerton et al, 2001; Ouameur et al.,
2003).

También existen entrecruzamientos entre bases nitrogenadas y pentosas, todos ellos mediados
mediante un enlace covalente. En el caso de los aductos formados por pentosas o bases y
proteinas, se trata de lesiones voluminosas que pueden inhibir la replicacion del DNA, asi como su
traduccion y promover desordenes en la célula (Jena, 2012). Los nucleotidos mal apareados
tienen las siguientes caracteristicas: desviacion del alineamiento estructural normal propuesto
por Watson y Crick y perturbacidn en la fuerza de los puentes de hidrégeno, de apilamiento y las
interacciones hidrofdbicas (Chabarria et al, 2011), todo esto promueve la mutagénesis (Jena,

2012).

Hantson et al., (2010) evaluaron la capacidad del talio para inducir aberraciones cromosdmicas,
intercambios entre cromatides hermanas, micronudcleos y células binucleadas en linfocitos de un
hombre que se envenend con 200 mg de sulfato de talio (T1,5SO,). Ni el nUmero de aberraciones
cromosdmicas, ni el numero de intercambios entre cromatides hermanas tuvieron algun
incremento estadisticamente significativo. Las células binucleadas con micronucleos tuvieron un
incremento significativo (de 10 % a 35%); Hantson y su equipo de trabajo concluyeron que estos
provinieron de la pérdida de cromosomas, lo que esta relacionado con la ingesta del TI,SO, y

corrobora el efecto aneuploidogénico del talio.

Segun nuestros datos, es posible que el CH;,COOTI Unicamente sea genotoxico a concentraciones
mayores a 2.0 UM, las cuales podrian ser el resultado bioacumulacion por exposicion prolongada

a la contaminaciéon ambiental o exposicion laboral.

Jaramillo-Cruz, en 2011, comprobd que existe dafio a nivel genético causado por la exposicion al
CH,COOTI (Tabla 2). Evalud el efecto del acetato de talio en leucocitos humanos in vitro a
concentraciones 0.5, 1, 5, 10. 50, 100 Yy 500 pg/mL con el ensayo cometa. El acetato de talio
produce ligera toxicidad celular en tiempos cortos de exposicion (1a 2 h) y a concentraciones de
0.5 ug/mL, induce dafio al material genético, lo que equivale a 0.002 pM. En el presente trabajo
los dafos fueron observables a partir de los 2.0 uM de concentracion; esta diferencia puede

deberse a la forma en la que el compuesto fue administrado, ya que en D. melanogaster estaba
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incluido en el medio de las moscas y ellas podian comer ad libutum, en el experimento de

Jaramillo-Cruz, el compuesto estaba incluido en el medio

12 CONCLUSIONES

El CH,COOTI mostré efectos con diferencias significativas en los tratamientos de 2, 20 y 200pM
para manchas pequenas en CE, y 200 pM para todo tamafio y manchas totales en CE. Estos

resultados también reflejan que el efecto del compuesto es concentracidon-dependiente (Figura

15, a).

Se observa una clara relacion concentracion-dependiente entre el nivel de dafio que provoca el
CH,COOTI, expresado en términos de frecuencia relativa, y la concentracion ascendente del

mismo (Figura 14, a).

El presente trabajo demostré que el CH,COOTI es un compuesto que es genotodxico a
concentraciones mayores de 2.0 uM, provoca dafio al DNA que se refleja en la produccion de
manchas pequefias en la prueba SMART. A 200 UM de concentracidn es genotoxico para manchas

totales tambien.
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