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RESUMEN

El talio (TI) es un metal pesado catalogado como agente quimico téxico para el
ambiente y los seres vivos por la agencia de proteccion al ambiente (EPA) de los
Estados Unidos de América. Por sus amplios usos y aplicaciones, residuos del metal
son liberados a la atmoésfera ocasionando contaminacion antropogénica. La
intoxicacion en seres humanos ocurre por contacto ocupacional, accidental o
intencional y las principales vias de acceso al organismo son la oral, dérmica y
respiratoria. El dafio que ocasiona en organismos es acorde a su concentracion y el

efecto provocado puede ser irreversible y conducir a la muerte (Vargas 2005).

El TI no tiene funcién fisiol6gica reconocida; sin embargo, por ser ion positivo
monoatomico y tener similitud de radio i6nico al potasio (K*) es confundido con
cationes esenciales. Desafortunadamente, el mecanismo de accién por el cual el TI
induce toxicidad in vivo no se conoce del todo y la informacion acerca de los
alcances y repercusiones de los efectos toxicos que induce sobre el material
genético, células, tejidos y células germinales responsables de la descendencia es
escasa. Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el dafio al ADN en
diferentes tejidos somaticos y en gbOnada, asi como alteraciones en los
espermatozoides y en la concentracién de testosterona de ratones machos de la
cepa CD-1 tratados via intraperitoneal (ip) con distintas dosis del acetato de talio(l)
(CHsCOOTI).

Las dosis elegidas fueron de 1.15, 2.31 y 4.62 mg/kg de acetato de talio(l)
(correspondientes a 1/32, 1/16 y 1/8 de la DLso), las cuales permitieron la
sobrevivencia de los animales para evaluar los efectos toxicos a 10 y 60 dias. Los
resultados obtenidos en el peso corporal no muestran cambios considerables en
ambos protocolos y en el peso de los 6rganos (higado, rifidn, cerebro y testiculo) se
observaron algunos aumentos en higado y testiculo en los tratamientos de 1.15
mg/kg a 10 dias y en el de 4.62 mg/kg a 60 dias, respectivamente. En ambos
protocolos, la viabilidad celular de érganos fue mayor al 92%, la medicién del dafio al
ADN se increment6 significativamente en los oOrganos evaluados en todos los

tratamientos con acetato de talio(l). Los valores de los indicadores de dafio al ADN



(longitud del cometa e IMg), muestran un comportamiento similar en todos los
organos en el protocolo a 10 dias comparado con el de 60 dias, donde el tratamiento
de 1.15 mg/kg fue el que mayor dafio causo; el érgano mas afectado fue higado,
seguido de rifidn, cerebro y testiculo. En relacion con las evaluaciones de parametros
seminales se observaron cambios estadisticos sobre la movilidad, el conteo y las
anormalidades de espermatozoides, mientras que la viabilidad y la determinacion de
testosterona no mostraron cambios importantes. Los resultados obtenidos aportan
evidencia que el Tl induce efecto genotoxico en células somaticas, células de la linea
germinal y espermatozoides, ademas, por sus efectos adversos sobre los parametros
seminales, se puede considerar al acetato de talio(ll como un agente con
propiedades genotdxicas, gonadotéxicas y reprotéxicas; sin efectos como disruptor

endocrino.



ABSTRACT

Thallium (Tl) is a heavy metal cataloged as a chemical agent toxic to the
environment and living beings by the Environmental Protection Agency (EPA) of the
United States of America. Due to its wide uses and applications, metal residues are
released into the atmosphere causing anthropogenic contamination. Intoxication in
humans occurs through occupational, accidental, or intentional contact and the main
routes of access to the organism are the oral, dermal, and respiratory. The damage it
causes in organisms is consistent with its concentration and the effect caused can be

irreversible and lead to death.

Tl has no recognized physiological function; however, because it is a positive
monatomic ion and has a similarity of ionic radio to potassium (K*), it is confused with
essential cations. Unfortunately, the mechanism of action by which Tl induces in vivo
toxicity is not fully understood, and information about the extent and repercussions of
the toxic effects it induces on genetic material, cells, tissues, and germ cells
responsible for the offspring is scarce. Therefore, the objective of this study was to
evaluate DNA damage in different somatic tissues and in the gonad, as well as
alterations in spermatozoa and in the testosterone concentration of male CD-1 mice

of treated intraperitoneally with different doses of thallium(l) acetate (CH3COOTI).

The doses chosen were 1.15, 2.31, and 4.62 mg/kg of thallium(l) acetate
(corresponding to 1/32, 1/16, and 1/8 of the LDso), which allowed the survival of the
animals to evaluate the toxic effects at 10 and 60 days. The results obtained in the
body weight do not show considerable changes in both protocols and in the weight of
the organs (liver, kidney, brain, and testicle) some increases in liver and testicle were
observed in the treatments of 1.15 mg/kg at day 10 and in the 4.62 mg/kg at day 60,
respectively. In both protocols, the organ cell viability was higher than 92%, the
measurement of DNA damage was significantly increased in the organs evaluated in
all treatments with thallium(l) acetate. The values of DNA damage indicators show a
similar behavior in all organs in the 10-day protocol compared to the 60-day protocol,
where the treatment of 1.15 mg/kg was the one that caused the greatest damage; the

most affected organ was the liver, followed by kidney, brain and testicle. In relation to



evaluations of seminal parameters, statistical changes were observed regarding
mobility, counting, and sperm abnormalities, while viability and testosterone
determination showed no significant changes. The obtained results provide evidence
that the Tl induces genotoxic effect in somatic cells, germline cells, and sperm.
Additionally, thallium(l) acetate can be considered as an agent with genotoxic,
gonadotoxic, and reprotoxic properties for its adverse effects on the seminal

parameters with no effects as endocrine disruptor.
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I. INTRODUCION

Los metales son constituyentes de minerales en la corteza terrestre, desde la
antigiiedad el hombre se ha beneficiado con su manejo marcando momentos muy
importantes en la historia como fue con la edad de cobre, bronce y hierro que
llevaron a las civilizaciones a su desarrollo hasta la época actual. A inicios del siglo
pasado los usos y aplicaciones de metales se han incrementado con el disefio de
nuevos materiales, medicamentos y en el avance de nuevas tecnologias (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Villanueva-Rodriguez 2008).

Algunos metales cumplen funciones importantes para el metabolismo y tienen gran
significado por las funciones biolégicas que desempefian, como ocurre con el hierro
(Fe) en la hemoglobina, el potasio (K), magnesio (Mg) y sodio (Na) en
neurotransmisores, entre otros mas. Esto ha posicionado a ciertos metales en la
categoria de esenciales (Ciudad 2014). Por otro lado, estan los metales pesados
(densidad 25 g/cm®) que conforman una categoria distinta, entre los que se
encuentra el berilio (Be), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), mercurio (Hg), niquel
(Ni), vanadio (V) y talio (TI). De este Ultimo, poco se conoce y se requiere ampliar
estudios para esclarecer los mecanismos de accién y del potencial téxico que
representan, asi como los efectos adversos que inducen en los seres vivos
(Fergusson 1990, Rojas et al 1999, Jarup 2003, Singh et al 2011, Dhokpande y
Kaware 2013).

La toxicidad de algunos metales es capaz de alcanzar y alterar redes troficas de
distintos ecosistemas en agua, suelo y aire. Entre los efectos mas comunes
ocasionados por metales, se encuentra la reduccion de la actividad antioxidante en
organos como rifidn, higado y cerebro, también pueden ocasionar deterioro oxidante
a biomoléculas como el glutation, e inducir peroxidacion lipidica en membranas, asi
como ataque a grupos funcionales de aminoacidos y lesiones al material genético
(Schiutzendibel y Polle 2001, Pinto et al 2003, Maldonado et al 2010, Zuluaga y
Gaviria 2012).

UNAM. FES ZARAGOZA, Posgrado en Ciencias Bioldgicas
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El TI es un metal pesado, no esencial, con efectos toxicos a bajas concentraciones y
considerado contaminante ambiental. Este metal compite por los sitios de cationes
esenciales como Na' y potasio K* (Rangel-Guerra et al 1990, John y Viraraghavan
2005), ademas tiende a acumularse en los compartimentos intracelulares y causar
toxicidad celular (EPA 2009, Cvjetko et al 2010). Dentro de sus propiedades se
encuentran sus dos estados de oxidacién principales, el TI(l) y el TI(lll), capaces de
formar sales organicas e inorganicas altamente solubles (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2013). Toxicologicamente ambos estados de oxidacién son
considerados peligrosos; sin embargo, la informacion relacionada con los efectos
toxicolégicos de este metal sobre el material genético y la reproduccion se encuentra

limitada.

Il. MARCO TEORICO
2.1 Talio

El Tl es un metal pesado (con densidad de 11.85 g/cm?) descubierto por Sir.
William Crookes en 1874, el cual esta catalogado como altamente peligroso a bajas
dosis y como contaminante ambiental. Su abundancia en el planeta se estima en
aproximadamente 0.004 mg/kg y a nivel de corteza se encuentra en concentraciones
de 0.3 a 3 mg/kg. En la tabla periédica se le ubica en la familia (IlIA) con ndmero
atobmico 81, su masa atomica reportada es de 204.38 g/mol, su configuracién
electrénica [Xe] 4f14, 5d19, 6s?, 6p?, posee dureza de 1.2 Mohs con electronegatividad
de 2.04 y radio atdmico de 171 picdmetros (Douglas et al 1990, Budavari et al 1996,
Pau 2000, Frattini 2005).

2.1.1 Propiedades fisicas y quimicas

El TI como metal presenta puntos de ebullicibn de 1457 °C y de fusion de
303.5 °C. Artificialmente se conocen 26 isotopos artificiales del cual el 29.52% se
encuentra como isotopo 2°3Tly el 70.48% como 2°5T| (Fergusson 1990, Frattini 2005).
Los cationes estables TI* y TI** pueden formar compuestos organicos e inorganicos
con aniones como el nitrato (NO3’), carbonato (COz?%), sulfato (SO4%), oxido (0%),
cloruro (CI) y acetato (CHsCOO"), por mencionar algunos (Frattini 2005, EPA, 2009,

UNAM. FES ZARAGOZA, Posgrado en Ciencias Bioldgicas
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Karbowska 2016,). Cabe sefalar que la mayoria de las sales talicas son altamente
solubles en agua con elevado peso molecular y consideradas toxicas. En cuanto a
las propiedades organolépticas estas sales en solucién acuosa son incoloras,
inodoras e insipidas, aspectos relevantes en su toxicidad (Fergusson 1990, Frattini
2005, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013).

En particular, el acetato de talio (CH3COOTI, CAS 563-68-8) es un compuesto con
peso molecular de 263.43 g/mol del cual, el 77.59 es metal puro, la forma que
adquiere es cristalina, altamente soluble en agua y alcohol (Budavari et al 1996,
ACHPPM 2007). En el pasado el metal se emple6 como bactericida, en cosméticos
depilatorios, en el tratamiento de hongos como la tifia y actualmente en la catalisis de

reacciones quimicas (Lewis y Lloyd 1933, Soria et al 2005).
2.1.2 Usos y aplicaciones

Desde el descubrimiento del Tl, por sus propiedades toxicoldgicas, se utilizd
en el tratamiento de enfermedades dermatoldgicas y en padecimientos de la sifilis, la
tuberculosis y en el combate de la malaria (Rusyniak et al 2002). En la medicina el
isdtopo 2°1TI se emplea en la obtencién de imagenes al miocardio y de tumores
(McKillop 1980, Yildrim et al 2005). Farmacéuticamente es usado en productos de

belleza como agente depilatorio.
2.1.3 Liberacién al ambiente y exposicion ocupacional

Desde el punto de vista industrial, el manejo de Tl y sus compuestos implica la
liberacion de residuos a la atmésfera a causa de las actividades de produccién, por
ejemplo; en la quema de carb6on en plantas de energia, en la elaboracion de
conductores eléctricos para la industria, en la fabricacion de diversos productos por
las plantas cementeras, en la refinacion de productos de mineria y en menor grado
en la obtencién de color verde en la pirotecnia, en la quema del tabaco, en la
coloracién de joyeria de fantasia, en la elaboraciéon de cristales épticos y en la
fabricacion de termOmetros de baja temperatura, asi como de algunos venenos y

pesticidas de amplio espectro (Kenneth et al 1989, Frattini 2005, Tsai et al 2006,

UNAM. FES ZARAGOZA, Posgrado en Ciencias Bioldgicas
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ACHPPM 2007, Peter y Viraraghavan 2008, Cvjetko et al 2010, Rodriguez-Mercado
et al 2013).

A pesar de que desde la década de los 70 varios paises lo prohibieron en los
pesticidas, los reportes de intoxicaciones en seres humanos por este metal indican
qgue posiblemente se siguen formulando venenos para plagas como ratas, ratones,

insectos, entre otros (Cvjetko 2010, Rodriguez-Mercado et al 2013).

El uso del Tl va de la mano con el crecimiento poblacional y se estima que solo en
Estados Unidos de América al afio se liberan aproximadamente 1000 toneladas de Tl
al ambiente, esto como parte de residuos de actividades industriales (Léonard y
Gerber 1997, OEHHACEPA 1999, Karbowska 2016).

En México no existe una regulacién apropiada acerca de los usos y aplicaciones del
Tl, solo se le ha considerado como compuesto quimico téxico en la Gaceta Sanitaria
emitida por la Secretaria de Salud (Cofepris 1987). En 2004, se publicé la norma
para determinar las concentraciones de Tl en probables suelos contaminados.
Posteriormente, en 2009 en el acuerdo DF: 24/12/2009 la Secretaria de Salud
Publicé las disposiciones respecto a pictogramas y mensajes en materia de salud,
gue establece la exhibicion y advertencia con imagenes acerca de los efectos del
consumo de tabaco y las trazas de metales pesados incluido el Tl (DOF 2009). Los
datos existentes que describen los efectos téxicos del Tl se han obtenido de reportes
de personas intoxicadas ocupacionalmente, por accidentes, intentos de homicidio e
intentos de suicidio. Lo anterior nos lleva a investigar los efectos por exposicion en
dosis bajas que contribuyan a explicar los mecanismos de accién de este metal
(Sanchez-Chardi 2007).

Los datos que expliquen la contaminacion por Tl en México son limitados. Cabe
seflalar que un estudio realizado en Sonora y San Luis Potosi, se determinaron
concentraciones de metales en sedimentos por actividad minera y metallrgica, el
analisis de muestras confirmo la presencia de Tl en concentraciones de 1.20 mg/kg
que estan por debajo del valor establecido para suelos de uso agricola e industrial
con 5.2 mg/kg y 67 mg/kg, respectivamente (Cruz-Hernandez et al 2018). No
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obstante, cabe sefialar que los residuos de metales son acumulables y representan

riesgo ambiental (Sanchez-Chardi 2007).

2.1.4 Toxicidad

Las intoxicaciones en seres humanos a causa del Tl ocurren principalmente
por contacto ocupacional, accidental y por la ingestion de venenos. Cuando una
intoxicacion en persona ha ocurrido y se ignora que los sintomas son provocados por
el Tl, el diagnéstico clinico observado puede ser erroneo y confundido por una gripe
comun (IPCS 1996, Achenbach et al 1980, Dougherty et al 1988, Rangel-Guerra et al
1990, EPA 2009, Sharquie et al 2011, Afshari et al 2012); no obstante, se conoce
toxicolégicamente como gripe talica; que, ademas se acompafia de nauseas, dolor
abdominal e inapetencia, pérdida de pelo, efectos neurotéxicos como el temblor en
manos, entumecimiento de pies, debilidad muscular, depresién, alteraciones de la
conducta, taquicardia y arritmias con dificultad para respirar, que en muchos de los
casos conducen a la muerte (Hirata et al 1998. Pau 2000, Saha et al 2005, Khalifa et
al 2011). Se sabe que las manifestaciones clinicas dependen de la ruta y tiempo de
exposicién, asi como de la concentracion interna en el organismo (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998, Repetto y Del Peso 2001, Yumoto et al 2017).

En ser humano se sabe que dosis entre 8 a 12 mg/kg de Tl pueden ser fatales
(NIOSH 2005, Rodriguez-Mercado et al 2017). En particular el acetato de talio(l), es
muy toxico en bajas cantidades y catalogado como veneno para el ser humano, una
dosis aproximada de 3.4 mg/kg en adultos son perjudiciales para la salud y menores
a 40 mg/kg provocan la muerte. En animales de experimentacion, se ha comprobado
su toxicidad y la dosis letal cincuenta (DLso) via oral para perro, raton o rata es de
18.5, 35.2 y 41.3 mg/kg respectivamente mientras, que via intraperitoneal (ip) para
rata y raton es de 30 y 37 mg/kg, respectivamente (Carson et al 1987, Budavari et al
1996, NJDHDS 2000).

Uno de los mecanismos por los cuales el Tl y sus compuestos producen toxicidad

esta relacionada con la interferencia de procesos vitales dependientes del potasio,
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con la sustitucion de potasio en la ATPasa Na*/K*, también por la disminucién de la

actividad enzimatica, por ataque a los grupos sulfhidrilo (-SH).

Otro mecanismo es bajar la actividad antioxidante y aumentar la oxidante en células
provocando lipoperoxidacion, también se conoce que el Tl ataca el sitio activo del
piruvato cinasa, aldehido deshidrogenasa y riboflavina, interrumpiendo o alterando
de esta manera procesos metabdlicos esenciales. El Tl al ingresar a la célula es
secuestrado por distintos organulos membranosos como mitocondrias, donde
produce cambios en la polaridad de la membrana interna, hinchamiento mitocondrial
e interrupcion de la cadena respiratoria (Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Cvjetko
et al 2010, Rodriguez-Mercado et al 2013).

2.1.5 Toxicocinética

La poblacion en general esté expuesta a traves de los alimentos; por ejemplo,
vegetales provenientes de sitios con riego de lagos y rios cercanos a zonas
industriales o mineras (Rodriguez-Mercado et al 2013). Por la semejanza con iones
como el K*, el TI* atraviesa los canales i6nicos de membranas y es absorbido
rapidamente por la piel, mucosa nasal y digestiva (DelValls 1999, Karbowska 2016).
Se acumula en los tejidos como cerebro, rifion, higado, pulmén, masculo esquelético,
hueso y cuero cabelludo. Ademas, se sabe que atraviesa barreras biolégicas como la
hematoencefélica, la hematotesticular y la placentaria (DelValls 1999, Galvan-Arzate
et al 2000, Karbowska 2016).

Debido a la elevada solubilidad que presentan la mayoria de sus sales, incluyendo el
acetato de talio(l), este metal se distribuye homogéneamente e induce efectos
dermatoldgicos, neurotéxicos y cardiotoxicos. En lo que respecta a su eliminacion,
ésta se da a través de fluidos bioldgicos como orina, sudor, saliva, lagrimas, en las
heces a través de la bilis y en leche de madres lactantes (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998, EPA 2009, Cvjetko et al 2010, Katsuhisa 2014).
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2.2 Acido desoxirribonucleico
2.3 2.2.1 Generalidades

Durante la reproduccion en mamiferos el 6évulo es fecundado por el
espermatozoide y se restituye la condicion diploide con el 50% de la informacién
genética de cada progenitor que trasmite a la descendencia (Jiménez-Garcia et al
2003). La molécula de la herencia o acido desoxirribonucleico (ADN) es universal y
contiene informacién codificada de secuencias (genes) como parte del genotipo que
expresa rasgos o caracteres fisicos o visibles de un organismo “fenotipo”. Otras
funciones del ADN, genotipicamente hablando, es su eficiente capacidad para la
regulacion del metabolismo celular de tejidos, 6rganos y sistemas (Wilkins et al 1953,
Ageno et al 1969, Flores y Vilanova 2015).

Por lo anterior, es imprescindible conocer la integridad del ADN incluyendo su
estructura, su conformacion tridimensional, el apareamiento correcto de los
nucleétidos, asi como los tipos de lesiones existentes sobre la molécula por agentes
fisicos o quimicos. El nucledtido es la unidad estructural del ADN conformado por;
una base nitrogenada purica (adenina o guanina) o pirimidica (timina o citocina)
enlazada a un azucar pentosa (desoxirribosa) y un grupo fosfato, juntos constituyen
la unidad de ensamble de la molécula de la herencia (Figura 1 y 2). El orden de
apareamiento entre bases que corresponde es adenina-timina, citocina-guanina para
formar hebras complementarias antiparalelas unidas por interacciones “puentes de
hidrégeno” que son fuerzas electrostaticas débiles susceptibles de romperse y
ocasionar desnaturalizacion (Whatson y Crick 1953, Wilkins et al 1953, Pierce 2010).

Las hebras antiparalelas de la macromolécula le confieren estabilidad sobre la
topologia de su estructura para llevar a cabo las funciones de replicacion y
transcripcion (RNAm en la produccion de proteinas por el ribosoma), asi también
para regular su mantenimiento y empaquetamiento durante la compactacion a
cromosomas. De manera general, la informacion del material genético regula toda

actividad bioquimica y celular.
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Figura 1. Bases nitrogenadas de nucledtidos de la molécula de (ADN).

Algunos agentes fisicos y quimicos pueden modificar la estructura primaria del ADN
ocasionando pérdida de conformacion espacial o desnaturalizacion, entre ellos
factores como cambios de pH alcalino y temperatura, lesiones o rompimientos en las
hebras (Thomas 1993, Sancar et al 2004). Las agresiones quimicas pueden ocurrir
sobre la molécula de la herencia ocasionados por agentes como los metabolitos
celulares o agentes exdégenos que conducen a cambios en el genoma de cualquier

organismo.

2.2.2 Dario al ADN

La importancia de conocer los tipos de dafio al ADN se debe a que se pueden
modificar vias de sefializacion o bien amplificar o interrumpir sefiales bioquimicas de
genes asi, perturbar procesos como la replicacién del ADN, la divisién celular, el
metabolismo o procesos de reparacion del material genético, tanto en células
somaticas encargadas del buen funcionamiento de 6érganos, como en células
germinales responsables de transmitir la herencia en las especies (Sancar et al
2004).

En la célula, el dafio primario al ADN es un evento que puede originar mutaciones,
cambios en la proliferacion celular y muerte, entre otras respuestas celulares. Para
enfrentar y corregir los perjuicios ocasionados sobre el ADN, se activan sistemas
proteicos complejos que intervienen en procesos para reparar cualquier lesion tal
como bases oxidadas, pérdida de bases, entrecruzamiento de bases, enlaces

cruzados proteinas-ADN, rompimientos de cadena sencilla o doble, por mencionar
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algunos. Cuando las agresiones son extremas, la célula queda sin posibilidad de
reestablecer sus condiciones de homeostasis y se puede inducir a la muerte celular

programada o apoptosis (Wang et al 2003, Sancar et al 2004, Moustafa et al 2004).

Existen agentes fisicos capaces de provocar dafos al material genético tal como la
radiacion ionizante, que induce roturas mono o bicatenarias del ADN y una amplia
gama de dafios sobre las bases nitrogenadas. La proporcion relativa de cada una de
estas lesiones al ADN depende del tipo de radiacién. Por ejemplo, la luz ultravioleta
conduce lesiones en las que predominan los dimeros de timina (anillos de
ciclobutano entre dos timinas adyacentes) y formacién de los fotoproductos (6, 4-
priridinas). Estas anomalias pueden cuantificarse por métodos quimicos e

inmunologicos (Sancar et al 2004).

Puentes de hidrégeno

Adenina H l Timina
0 . N ssd ) CH, H ) OH
{ 4

OH CH, 0

Hebra antiparalela Hebra antiparalela

Figura 2. Formacion de pares de bases adenina con timina y citocina con guanina a
través de puentes de hidrégeno (adaptado de Chang et al 2010).

Por otro lado, algunas sustancias quimicas electrofilicas se unen al ADN por
intercalacion entre bases y forman aductos. Otras substancias generan alquilacion de
bases y dan lugar durante su reconocimiento y reparacion a la pérdida de bases en

el ADN dejando puntos apurinicos o apirimidinicos (sitios AP) o bien insercién de
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bases incorrectas. La formacion de aductos voluminosos sobre hebras, son
reconocidos y retirados por la célula, de la misma manera la rotura de bases
provocada por agentes fisicos como luz UV (Sancar et al 2004, Tafurt y Marin 2014,
Shrinivas et al 2017). El dafio que se genera a partir de uniones covalentes y no
covalentes sobre la estructura del ADN, producen anomalias y desajuste en
apareamiento de bases, que conducen a la formacion de bucles y burbujas entre las

cadenas de ADN desestabilizando el genoma (Figura 3).

Los rompimientos de hebra sencilla (RHS) y rompimientos de hebra doble (RHD) son
dos tipos de lesiones sobre ADN originados por efectos de agentes tdéxicos que en
algunos casos conducen a mutaciones o muerte celular. Los rompimientos se
producen de manera directa e indirectamente; por accion de agentes quimicos como
radicales libres y agentes radiomiméticos como la bleomicina que tienen la capacidad
de matar células que han perdido la capacidad de replicarse (Wyman y Roland 2006,
Raynard et al 2008, Tafurt y Marin 2014, Shrinivas et al 2017,).

Intercalacion
Alquilacién -----»
rotura de hebra simple

Dafio oxidante Dafio de base

Rotura de hebra doble

Entrecruzamientos
intercatenarios

Entrecruzamiento
intracatenario

Figura 3. Molécula del ADN con algunas lesiones que inducen
alteraciones conformacionales y sobre sus secuencias génicas, editado de
Klaassen et al 1996, 2003, 2005).
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Entre las técnicas disponibles para evaluar dafio provocado al material genético por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos, se encuentran las pruebas citogenéticas como
las aberraciones cromosémicas (AC), los intercambios de cromatidas hermanas
(ICH) y micronucleos (MN). Existen otras pruebas de biologia molecular como el
ensayo TUNEL (Terminal dUTP Nick-End Labeling), DBD-FISH (DNA Breakage
Detection Fluorescence In Situ Hibridization), la electroforesis unicelular en gel (EUG)
o0 “ensayo cometa” (Cortés-Gutiérrez 2007, Alvarez et al 2015). Este Gltimo ensayo
es ampliamente usado para evaluar el dafio provocado al ADN y sobre la respuesta
celular, en poblaciones de organismos expuestos en laboratorio, asi como en
estudios moleculares y epidemiolégicos de bio-monitoreo ambiental en poblaciones
humanas (Klaassen et al 1996, Friedberg 2003, Anderson et al 2013, Jadoon y Malik
2017).

2.2.3 Electroforesis unicelular en gel

Algunas agencias reguladoras como la International Comet Assay Workshops
(ICAW, por sus siglas en inglés) y la International Workshop on Genotoxicity Testing
(IWGT, por sus siglas en inglés) recomiendan este ensayo para evaluar la actividad y
la potencialidad toxica de sustancias quimicas que se encuentran en fase de pruebas
(Hartmann 2003) y que aun permanecen en investigacion sus efectos genotoxicos y
carcindgenos en células somaticas, asi como en células germinales que portan y
transmiten la informacion en la herencia en organismos incluido el ser humano
(Hartmann y Speit 1997. Anderson y Plewa 1998, Brendler et al 2005, Burlinson et al
2007, GHS 2011). ElI amplio uso del ensayo cometa se debe a que ofrece varias

ventajas como:

- Es una prueba altamente sensible en la deteccion de dafio al material
genético (lesiones primarias de dafio al ADN).

- Laevaluacién del dafio es facilmente observable al microscopio.

- Ofrece informacion desde una célula y para su ensayo se requieren
cantidades bajas de muestra (<10,000 células) (Ostling y Johansson 1984,
Singh et al 1988, Olive et al 1990).
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- Permite trabajar con cualquier tipo de células, su evaluacion es facil, rapida
y altamente reproducible.

- Los datos obtenidos se ajustan a diferentes alternativas de analisis
estadistico,

- Ademas, este ensayo se apoya en pruebas de viabilidad celular, que
permiten eliminar falsos positivos (Hartmann et al 2003, Rodriguez-
Mercado et al 2003).

Recabando un poco de historia, en 1984 por primera vez Ostling y Johanson
publicaron un trabajo realizado con electroforesis donde describen la evaluacién del
dafo al ADN al microscopio en muestras tefiidas con naranja de acridina, dicho dafio
habia migrado por accién de campo eléctrico dejando un patron de migracion de los
rompimientos de hebra doble de cada célula expuestas previamente a radiacion

ionizante.

Originalmente el ensayo presentd algunos inconvenientes y ciertas limitaciones al
detectar solo un tipo de lesiones al ADN, posteriormente se modificd incrementando
el pH para aumentar el desenrollamiento y mejorar la deteccién del dafio por tipos de
corrimiento electroforético acorde a versiones de pH: i) a pH 7-8 conocida como
electroforesis neutra, capaz de detectar RHD, ii) alcalina a pH 12.1-12.4, capaz de
detectar RHS y RHD, sitios de reparacion por escisibn incompleto vy
entrecruzamientos o enlaces cruzados (cross-links) y por dltimo la iv) alcalina a
pH>12.6, para evaluar sitios sensibles al alcali (Muller 2007, McKelvey-Martin et al
1993).

En 1999 Tice y cols, propusieron una version nueva que permite la deteccién de
todos los tipos de dafio en ADN. Esta modificacion de incremento de pH>13
potencializa la migracion de rompimientos de cadena sencilla asi como, sitios
sensibles al alcali, sitios de reparacion incompleta y entrecruzamientos en la
molécula de ADN de poblaciones celulares, de distintas lineas celulares (Singh et al
1988, 1989, Tice et al 1999, 2000, Harman et al 2003, Burlinson et al 2007), asi

como con células obtenidas de animales de experimentacibn expuestos a
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xenobidticos de los cuales se desconoce su potencial genotdxico (Hellman et al
1995).

En este ensayo, para evaluar el dafio al ADN de las células, se requiere de dos
tratamientos, primero para remover todo el sistema membranoso, asi como las
interacciones ADN-proteinas y otro para la desnaturalizacion del ADN cuando se
encuentra en solucion salina electroforética, donde las lesiones al ADN migran por
diferencias de carga bajo la influencia de un campo eléctrico (Lee y Steinert 2003). El
resultado de este campo eléctrico es la formacion de cometas facilmente observables
por fluorescencia a través de la tincion del ADN por fluorocromos (como el agente
intercalante bromuro de etidio, el cual debido a la alta afinidad que presenta
reacciona y emite fluorescencia). Los cometas observados muestran un patrén de
migracion distinto uno de otro y su evaluacion requiere de la medida del tamafio de la
cabeza y la cauda o bien mediante programas computacionales (Figura 4) (Ashby et
al 1995). En la literatura la evaluacion del dafio al ADN mediante EUG, es altamente
recomendable llevarla a cabo seguida de la evaluacion de la viabilidad celular, esto
para eliminar falsos positivos en el momento del analisis de los datos (Cotelle y
Férard 1999).

Cabeza Cola

Cometa

Figura 4. Patron de migracion del dafio al ADN a partir del nicleo de una
célula agredida quimicamente (imagen adaptada de Lee y Steinert 2003).

2.2.3.1 Efectos mutagénicos y genotéxicos del Tl y sus compuestos

Los daflos que son ocasionados en ceélulas y sobre el material genético
conducen a la inestabilidad del genoma, asi como a mutaciones relacionadas con
diversos padecimientos y enfermedades degenerativas como Alzheimer, Parkinson o

cancer (Myung 2008, Ogino et al 2016). Los agentes que dafian o lesionan el ADN,
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directa o indirectamente, se consideran genotoxicos (Phillips y Arlt 2009, Nagarathna
2013).

Para el caso Tl y sus compuestos, la informacién acerca de los efectos mutagénicos
y genotoxicos son escasos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013). Se
tienen algunos estudios con bacterias (Kanematsu et al 1980, Léonard y Gerber
1997) y plantas (Babic et al 2009); pero los datos son poco concluyentes. Resultados
similares se encontraron en lineas celulares de mamifero donde el Tl no induce
mutaciones, pero en un modelo in vivo causa letales dominantes (Zasukhina et al
1983).

También son contradictorias evaluaciones citogenéticas con pruebas como
aberraciones cromosomicas estructurales (ACE), micronucleos (MN) e intercambios
de cromatidas hermanas (ICH), asi como con la prueba de mutaciones del gen hprt,
utilizando células de médula ésea de criceto chino, cultivos de células humanas y
lineas celulares de raton (IPCS 1996, Migliore et al 1999). No obstante, en seres
humanos la exposicioén accidental o intencional a venenos de Tl da indicios de riesgo

genotéxico.

En resultados obtenidos de un andlisis citogenético con células sanguineas de un
paciente varon de 48 afios que ingiri6 200 mg de veneno sulfato de talio(l) (TI2S0Oa4),
se encontrd un incremento de células binucleadas con una frecuencia elevada de MN
sin embargo, las frecuencias de AC e intercambio de crométidas hermanas no
mostraron cambios, mientras que, en otro estudio se encontraron AC de tipo
cromatidico en linfocitos de sangre periférica de 13 personas expuestas
accidentalmente a venenos a base de TI; no obstante, no se hallaron cambios en la
frecuencia de MN en células binucleadas (OEHHACEPA 1999).

Por lo anterior y debido a que hay disimilitudes en los reportes antes citados, en
estudios previos se propuso como objetivo evaluar la capacidad del varias sales de
Tl (TICH3COO, TICIs y Tl2SO4) para inducir cambios en la proliferacion celular y
alteraciones en el material genético a nivel cromosémico y sobre las cadenas de

ADN, utilizando como modelo bioldgico cultivos celulares de sangre periférica de
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humana. Entre los datos obtenidos que observo que las sales de Tl (en
concentraciones de 0.5 a 100 yg/mL) incrementan las ACE, bloquean la proliferacion
e inducen acentuados efectos citotéxicos, ademas el acetato de talio(l) provoca
rupturas sobre la cadena de ADN, rupturas inducidas principalmente por lesiones
conocidas como sitios abasicos (Rodriguez-Mercado et al 2015, 2017).

2.3 El Ratén como modelo de experimentaciéon

En la segunda parte del siglo pasado, los estudios de los efectos toxicol6gicos
en el sistema reproductivo del macho ganaron mayor importancia debido a la accion
adversa de compuestos quimicos y xenobidticos que inducen alteraciones en la
descendencia de los animales. Entre los organismos de prueba mas usados como
modelo de prueba en toxicologia se encuentran el conejo, el cobayo, el criceto, la
rata y el raton. Este ultimo es recomendado en la literatura como un modelo biologico
confiable para la investigacion y por la pronta respuesta que ofrece su metabolismo

durante estudios toxicolégicos (Antoine-Moussiaux et al 2008).

El raton casero Mus Musculus es un organismo ampliamente usado y recomendado
en el campo de la investigacion como animal de laboratorio. Entre las ventajas que
presenta se encuentran su ciclo de vida corto, elevado numero de crias, temprana
madurez sexual, facil manejo y alojamiento, manutencién a bajos costos, estabilidad
genodmica, la similitud metabdlica con el ser humano, bajo coeficiente de variabilidad
en respuesta comparado con el metabolismo humano, elevada produccion
espermatica, alta organizacion del epitelio germinal, factibilidad celular al evaluar la
morfologia espermatica y sobre el contenido del eyaculado, por mencionar algunas
(Amann 1986, Sans-Fuentes 2014). Por estas razones el organismo se ajusta y se
extiende su empleo a diferentes lineas de investigacién para estudios in vitro e in

Vivo.

2.3.1 Dosis letal media (DLso)

En estudios experimentales el empleo de animales de laboratorio es esencial
con objeto de realizar pruebas que permitan revelar efectos toxicologicos de

sustancias como farmacos en fases de prueba. La literatura recomienda emplear
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dosis menores a la DLso caracterizada por provocar la muerte del 50% de
organismos sometidos a tratamientos por alguna ruta de administracion en una
poblacién de animales sometidos a pruebas, lo cual, implica monitoreo de los efectos
observables en organismos de estudio (RTECS 1997, Honma y Suda 1998,
Saganuwan 2017). Para el caso del acetato de talio(l) la DLso en raton es de 37
mg/kg (Bingham 2001).

2.3.2 Tratamientos con animales

En estudios de toxicidad in vivo se recomiendan probar tres dosis distintas, de
ellas una alta que induzca toxicidad evidente, una intermedia y una dosis baja que no
sea capaz de producir efectos toxicos notables (Klaassen et al 2005). Otros criterios
que considerar son; el nivel minimo efecto adverso observable (LOAEL del inglés:
lowest observed effect level), el nivel de efecto adverso no observable (NOAEL del
inglés: no observed adverse effect level) que al evaluarse no existen significancias
considerables ya sean biol6gicamente o estadisticamente. Los tratamientos por su
duracion en organismo pueden ser agudos (una sola administracién del compuesto),
los subcronicos que incluyen dosificaciones en un periodo aproximado de 3 meses y
los crénicos que son mayores de 6 meses (OECD 1983 CBMNRC 1987, OECD
2001, Fuentes y Candela 2003).

2.3.3 Eje hipotalamo hipofisis testiculo
2.3.3.1 Regulacion hormonal

Las hormonas son sustancias o sefiales quimicas que regulan vias
metabdlicas. Su sintesis se lleva a cabo en glandulas endocrinas como hipotalamo
gue vierte sus secreciones a la circulacién sistémica para luego ser transportadas a
tejidos especificos u érganos blancos como el testiculo. El tipo de interaccion que
ocurre es entre hormonas y receptor en superficie de membrana celular esta
codificada por la especificidad enzima-sustrato, con la formacién del complejo a nivel
bioquimico se inducen respuestas fisioldgicas susceptibles de ser modificadas
positivamente o de forma negativa ante la presencia de estimulos de sustancias

denominadas agonistas que estimulan la produccion hormonal y antagonistas que la
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bloguean modificando asi la homeostasis y la funcionalidad de érganos, incluyendo

la espermatogénesis (Nelson y Cox 2008).

La espermatogénesis esta regida por la actividad neuroendocrina a traves del eje
hipotalamo-hipdfisis-testiculo. El circuito hormonal se activa al nacer para dar paso al
mantenimiento y regulacion hormonal, tanto para el crecimiento como para el
desarrollo sexual, el comportamiento sexual y la maduracion gonadal y de
espermatozoides, procesos que requiere de buena comunicacién hormonal

(Ramaswamy y Weinbauer 2015).

En la Figura 5, se muestra el eje hipotdlamo-hipofisis-testiculo, donde la secrecion de
la hormona luteinizante (LH) es producida por la hipdéfisis en el hipotalamo. La
presencia de la hormona reguladora de gonadotropinas (GnRH) se une a receptores
en células de la adenohipofisis para inducir en la hipdfisis la secrecion de LH y de la
hormona foliculo estimulante (FSH). Asi, juntas son transportadas sistémicamente a
las células intersticiales del testiculo (Barafiao 2009).

En el testiculo la LH controla la secrecién de testosterona y FSH la producciéon de
espermatozoides en el tubulo seminifero. La testosterona junto con la Inhibina,
ejercen la retroalimentacion negativa directamente sobre el hipotdlamo y sobre la
hipdfisis para el reajuste de LH y FSH, regulando de esta manera el proceso de
espermatogénesis y la secrecién de testosterona (Scaglia et al 2009, Yeung et al
2011).

En mamiferos de vida fértil, la espermatogénesis es el proceso especializado y
altamente sensible que implica la proliferacion de células germinales a partir de
espermatogonias esenciales (2n) que evolucionan a espermatozoides maduros y
capacitados (n). Existen algunos parametros que permiten monitorear la
funcionalidad del testiculo y a través de su evaluacion se obtiene informacion del
estatus funcional. Entre estos se encuentran los parametros seminales tal como el
movimiento de espermatozoides, la densidad espermatica, las alteraciones o
anormalidades morfolégicas de los espermatozoides, asi como la viabilidad celular y

los niveles de testosterona en sangre, entre otros (Batty 1978, Malmgren 1997).
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Figura 5. Esquema de la relacion de xenobidticos y el ambiente sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-testiculo. Asi también la accibn de hormonas tal como LH, GnRH, FSH,
testosterona (T), estradiol (Ez). Las lineas negativas punteadas de color azul indican
regulacion negativa y las lineas color marron con direccion indican regulacion positiva
(adaptado de Norman y Litwack 1997).

2.3.4 Xenobiéticos como disruptores

Un xenobidtico es considerado un agente extrafio al organismo con capacidad
de alterar el metabolismo o alguna ruta bioquimica. Los xenobioticos que alteran la
modulacion hormonal, por mecanismos como sobre expresar o interrumpir los
mensajes quimicos son considerados como disruptores endocrinos (Amann 1986,
Brinkworth 1995, Scaglia 2009, Wirth y Mijal 2010, Pizent et al 2012).
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Los disruptores endocrinos pueden tener diferentes origenes, pueden ser i)
compuestos farmacéuticos como el etinil estradiol, dietilestilbestrol, ii) productos
naturales como los fitoestrégenos y el genistein y daidzein, iii) algunos fungicidas
como la micotoxina fungica, la zearalelona, o bien iv) pertenecer al grupo de los
metales como cadmio, mercurio, uranio, arsénico o plomo (Choi et al 2004, Scaglia et
al 2009, Marzec-Wroblewska et al 2012, Knez 2013).

Al estudiar los efectos de xenobioticos en animales de prueba, ademas de las dosis
se recomienda tomar en cuenta la duracion del tratamiento (agudo o cronico), la via
de administracion, asi también conocer las propiedades fisicas y quimicas de la
substancia, el grado de solubilidad y en lo posible la velocidad de distribucion y
acumulacion en érganos blanco (CBMNRC 1987, Fenner-Crisp et al 2000, Pizent et
al 2012).

En la gbnada el desbalance de metales esenciales y la presencia de metales toxicos
puede provocar efectos perjudiciales e irreversibles sobre células de (Valko et al
2005, Scaglia et al 2009, Pizent et al 2012). Se conocen algunos xenobioticos los
cuales ademas de causar perjuicios en diversos tejidos pueden afectar la génada
masculina y ocasionar alteraciones hormonales, dafio al material genético y
alteraciones sobre espermatogénesis y la espermiogénesis (Figura 6) (Smith 1976,
Wirth y Mijal 2010).

Por lo anterior, el Consejo Nacional de Investigacion de los Estados Unidos (NRC,
del inglés: National Research Council) establecio tres categorias de biomarcadores;
a) de exposicion, b) de efectos y c) de susceptibilidad, para estudiar alteraciones en
distintos estadios celulares para comprender mecanismos basicos de respuesta

sobre el testiculo como dafio reproductivo (BMEHR 1987, Kyung-Taek 2017).
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Figura 6. Diagrama de accion directa e indirecta de disruptores endocrinos
causantes de efectos adversos en mamiferos (adaptado de Kavloc y Ankley
1996).

2.4 Espermatogénesis

Después de los afios 50, se iniciaron estudios de investigacion experimental
en mamiferos tratando de comprender el papel del espermatozoide en la
reproducciéon humana, desde entonces los estudios con animales de laboratorio han
permitido la comprensién de pardmetros seminales como la cantidad, su movilidad, la
viabilidad, la morfologia, la cinética, mecanismos de regulacibn hormonal, la
fecundidad, entre otros (Junko y Kazuo 1986, Yoshida 2012, Ariagno y Mormandi
2016, Kouassi et al 2017).

La cinética de la espermatogénesis es un proceso constante caracterizado por la
reduccion de material genético, es altamente sensible y delicado que implica cambios
en su desarrollo morfologico para su maduracion y capacitacion. La duracion de la
espermatogénesis es distinta entre especies, por ejemplo, en rata va de 12 a 13.3
dias, en conejo 43 dias, en perro 54 dias, en criceto o raton 35 dias, mientras que
para el ser humano dura 64 dias; no obstante, factores naturales como la edad
influyen en la calidad y produccion de gametos (Haschek et al 2010). La
espermatogénesis estad regulada por la secreciébn de testosterona producida por

células de Leydig en testiculo (Rey 2003, Silva-Garcia 2006). Por ésto, los estudios
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realizados con esta estirpe celular han ganado importancia ya que trasmiten el 50%

del material genético del progenitor a la descendencia.

En el ratén, la espermatogénesis consta de tres etapas; la mitosis, meiosis y
espermiogénesis. Para su estudio, Hess y Renato (2008), propusieron Xll estadios
acorde a cambios observados en la region de Golgi de espermatidas, acorde la
formacion del sistema acrosdmico. Estos estadios se dividen en tempranos (I-V),
medios (VI-VIII) y tardios (VIII-XII) (Figura 7).

En el tejido testicular, la membrana basal se caracteriza por un soporte de células
diploides (2n) llamadas espermatogonias o células madre no diferenciadas, que se
encuentran reguladas por testosterona secretada por células intersticiales. La mitosis
se lleva a cabo en espermatogonias (2n) para mantener una poblacién basal, el
nicho del epitelio seminifero contiene 4 tipos distintos de espermatogonias
indiferenciadas; tipo A [A sola; (As), A pareada; (Ap), A alineada; (Aa)],
espermatogonias diferenciadas (A1, A2, Az y A4), espermatogonias intermedias (In) y

espermatogonias tipo (B); todas reguladas por las células de Sertoli (Figura 7).

Una vez ocurrida la division de células B por mitosis se da paso a la meiosis | y Il en
el estadio XIlI, para formar dos espermatocitos que pasan por preleptoteno, leptoteno
y zigoteno, esta transicion dura aproximadamente 14 dias en ratones. Es decir, las
espermatogonias B se dividen por mitosis para originar espermatocitos primarios 2n,
donde la separacién de los cromosomas homélogos durante la meiosis | produce 2
células 1n o espermatocitos secundarios los cuales entran en meiosis I,
separandose las cromatidas hermanas “no idénticas”, para formar 4 células 1n

conocidas como espermatidas esféricas (Figura 7).

La espermiogénesis se inicia con espermatidas esféricas (1n) para continuar con su
elongaciéon y la alta condensacién y madurez del espermatozoide en el lumen del
tubulo seminifero. La espermiogénesis implica una evolucién en 4 pasos esenciales;
primero la formacion del acrosoma a través de vesiculas y enzimas hidroliticas,
segundo la maduracién de la envoltura nuclear y la vesicula cromosomica se acerca

al nacleo espermatico, tercero la migracion del sistema acrosomal a través de la
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superficie ventral de la elongacion del nucleo y cuarta la maduracion en la cual el
ndcleo continda con su condensacion y el cromosoma con la maduracion. Dicho

proceso es similar en ratas, bufalos, carneros y cerdos (Hess y Renato 2008).

@' l@ /\@ :'Q || ” @ ( Estadios del raton
Espermatogénesis {,f 4 .,5 I,f|15 { / ,? 7 ]7; I'Hl’ /)
Q\ ’ LQ @ {L@ :@ a@ h 9@ {/"’q //}"k '//}'2 /
“ |e\sie® oo/ oo ole J‘Qflﬁ@r\ﬂ(
A HEHONOLD oL o) @ '® |
Mitosis AC' " ' l B’ . h} ;*;_) @ @Af?n @) D/A £4) (E(f L /’{3.?) ‘l|/)®|@|

S s S——

Temprano———— Medio———— Tardio

Figura 7. Esquema del nicho del epitelio del tubo seminifero de raton,
estadios I-XIlI de la espermatogénesis del raton (modificado de Hess y
Renato 2008).

Con la madurez los espermatozoides adquieren movilidad, dinamismo para alcanzar
y fertilizar el 6vulo, para de esta manera restituir la diploidia y trasmitir los genes del
progenitor a su descendencia (Brinster y Zimmermann 1994).

Para proteger el material genético (ADN) de los espermatozoides de alteraciones o
lesiones, este se encuentra altamente organizado a distintos niveles de
compactacion por proteinas de empaquetamiento como son las histonas y
protaminas (Brinster y Zimmermann 1994, Alberts et al 2004, Klug et al 2006). El
espermatozoide anatémicamente presenta dos regiones morfolégica 'y

funcionalmente distintas; la cabeza y el flagelo. La cabeza contiene el acrosoma
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rodeado de enzimas hidroliticas, organulos citoplasmaticos y el nucleo que en su
interior contiene, altamente ordenado y compactado por protaminas, el 50% del
genoma de un organismo. Mientras que, el flagelo alberga a las mitocondrias que
produce la energia, por hidrélisis del ATP, necesaria para la ondulacion y el
desplazamiento de la cubierta de la zona pelucida prolongada hasta la corona radial
del 6vulo para la fecundacion (Haschek et al 2010, lkawa et al 2010). Otras funciones

del sistema reproductor de animales macho se pueden apreciar en el Cuadro I.

Cuadro I. Algunas funciones del sistema reproductor en mamifero.

Tejido Funcion reproductiva
Testiculo Produccion de espermatozoides a partir de células espermatogonias madre
e Produccion de testosterona por las células de Leydig
e Maduracion de espermatozoides para la fertilizacion
Epididi ¢ Almacenamiento de espermatozoides antes de la eyaculacion
pididimo L L i .
o Reabsorcion de liquido de los tubulos seminiferos
e Aporte de moléculas esteroides, transporte de acidos grasos por la
carnitina, inositol o vitamina B8
Vesiculas seminales, e Produccion de fluido seminal con nutrientes y enzimas para la
préstata sobrevivencia del espermatozoide y proteinas involucradas en la

reaccion acrosémica

Glandula coagulante y

glandula prepucial Produccion de feromonas

Hipofisis e Secrecion de gonadotropinas: LH, FSH y prolactina (PRL).

e Secrecion de dopamina
Hipotalamo /SNC e Regulacién del comportamiento sexual y del funcionamiento

Tomado de Haschek et al (2010).

2.4.1 Alteraciones al espermatozoide

La linfa sanguinea es el medio de transporte de nutrientes y de oxigeno,
puede contener xenobidticos que se han filtrado a la circulacion sistémica y tienen
capacidad de atravesar barreras biologicas como la testicular. Aquellas sustancias

gue modifican la homeostasis del testiculo se conocen como gonadotoxicos que al
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activarse pueden provocar agresiones quimicas sobre distintas biomoléculas como
lipidos, proteinas, hormonas, acidos nucleicos y otras como glutation ocurre con
algunos metales (Figura 8) (Steinberger y Klinefelter 1993, Kavloc et al 1996, Prado
et al 2002).

Ademas, se conoce que los xenobidticos compiten por receptores celulares con
capacidad de inhibir la actividad reguladora de la esteroidogénesis y ocasionar
trastornos endocrinos sobre la testosterona, reguladora de la espermatogénesis
(Hodgson 2004). Entre los efectos mas comunes de agentes gonadotdxicos se

encuentran los siguientes:

- Dafio al material genético.

- Reduccion de la calidad del semen que incluye el volumen del semen, la
concentracion de espermatozoides, la cantidad, la motilidad, la viabilidad
(vitalidad) y la morfologia espermatica.

- Alteraciones de la funcidn secretora de la préstata y vesiculas seminales y en
plasma seminal por ejemplo zinc y azlcar.

- Disrupcién en la funcién endocrina de hormonas sexuales como testosterona,

entre otras.

Dafio al ADN espermatico

¢) Epididimo

1.- Dafio durante el proceso
de espermatogénesis %
2.- Fragmentacion postesticular %
por radicales de oxigeno

b) Tubulos
seminiferos

3.- Rupturas de las cadena&

durante la espermiogénesis

4.- Dario por factores
externos

«——d) Conducto
deferente

a) Testiculo

S J

Figura 8. Muestra la génada del macho como 6rgano blanco de ataque por
xenobidticos (tomado de Quintero-Vasquez et al 2015).
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2.4.2 Efectos reprotéxicos del Tl y sus compuestos

En la literatura son pocos los estudios en ser humano encaminados a conocer los
efectos sobre la reproducciéon provocados por el Tl; sin embargo, estos indican que el
sistema reproductor es susceptible a ser dafiado. Por ejemplo, datos clinicos y
epidemioldgicos hacen mencion de que la acumulacién de Tl en génadas provoca,
reduccion de libido e impotencia en personas expuestas cronicamente (Ziskoven et al
1983, Mulkey y Oehme 1993). O bien, se han encontrado personas que desarrollan
alopecia como sintomas de toxicidad (Dolgner et al 1983, Repetto y Del peso 2001).

Buscando explicacidon a las repercusiones del TI, a nivel reproductivo, algunos
estudios con animales de experimentacién han contribuido a conocer el modo de
accion, pero aun son limitados. Datos con rata o raton sugieren que las
consecuencias observadas sobre el desarrollo y la reproduccién en ser humano son
ocasionadas por sus efectos sobre testiculos y células esperméaticas (Zasukhina et al
1983, Gregotti 1985, Formigli et al 1986, Wei 1987).

En ratas Wistar macho la administracion de sulfato de talio(l) en agua de beber, no
causa cambios en los niveles de testosterona plasmatica, pero se observo
acumulacion de Tl en testiculo y a los 60 dias anormalidades testiculares y reduccién
de la motilidad espermatica (Formigli et al 1986). Gregotti (1985 y 1992) encontraron
cambios ultraestructurales en el testiculo con alteraciones en las células de Sertoli y
al examinar el efecto in vitro notaron que el Tl causa desprendimiento de las células

de Sertoli de forma dependiente del tiempo y de la concentracion.

En otro estudio al experimentar con ratones machos Kunming la administraciéon via
oral de carbonato de talio(I) en agua durante 6 meses, fue capaz de reducir la
movilidad e incrementar la mortalidad espermatica de forma dependiente de la dosis,
asi también indujo acumulacion del nimero de espermatozoides e incrementd el
porcentaje de espermatozoides anormales; sin embargo, al cruzar machos tratados
con hembras sin tratar el indice de reproduccion y el niumero de implantes no se
modific6 (Wei 1987). A pesar de que se tiene datos de sus efectos sobre la

reproduccién y el desarrollo, éstos no son completos, ademas de que son aislados y
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no se han realizado estudios en el que se relaciones su efecto en el sistema

reproductor y sus alcances sobre el material hereditario en el mismo organismo.
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Ill. JUSTIFICACION

El Tl es un metal pesado considerado altamente toxico que al contacto con
organismos se absorbe sin dificultad, se distribuye via linfatica y tiende a acumularse
en el cuerpo. Esto se debe a que cruza al interior de la célula por los mismos canales
que utiliza el potasio (K*). Por otro lado, el Tl tiene alta afinidad por los grupos
sulfhidrilo de las proteinas, ademas es capaz de alterar la produccion de ATP y otros
procesos del metabolismo. Sin embargo, son pocas las investigaciones que
demuestran sus efectos a nivel sistémico en organismos expuestos, por lo que en el
presente estudio se analiz6 su mecanismo de accion sobre el material genético, asi
como sus efectos sobre los parametros seminales y la testosterona. Para ello, se
utiliz6 como modelo experimental el ratén, donde se evalué in vivo el efecto del TI

sobre la funcién de las células sométicas y germinales.
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IV. HIPOTESIS

El Tl es capaz inducir toxicidad celular y genética in vitro. Si estos efectos son
inducibles in vivo, al administrar dosis de acetato de talio(l) a ratones de la cepa CD-
1, se espera encontrar cambios como la reduccion de la viabilidad celular y dafios
sobre el ADN de diferentes 6rganos, ademas de, alteraciones en los pardmetros
seminales como incrementos de anormalidades, reduccién del conteo, movilidad y

viabilidad de espermatozoides y en los niveles de testosterona.
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V. OBJETIVOS
General

Evaluar el dafio al ADN de células obtenidas de destinos tejidos somaticos y
de gbnada, asi como alteraciones en los espermatozoides y en la concentracion de
testosterona de ratones machos de la cepa CD-1 tratados via intraperitoneal (ip) con

distintas dosis del acetato de talio(l).

Particulares

e A partir de la DLso de acetato de talio seleccionar tres dosis que permitan la
sobrevivencia durante los tratamientos de 10 6 60 dias.

e Evaluar la viabilidad de muestras celulares de higado, rifidn, testiculo y

cerebro mediante la tincién dual de CFDA-BrEt.

e Estimar el dafio al ADN de las células de los diferentes tejidos mediante la

electroforesis unicelular en gel alcalina.

e Realizar el conteo de espermatozoides y evaluar la viabilidad, la morfologia y

la movilidad de los mismos mediante el analisis seminal.
e Estimar el dafio al ADN de los espermatozoides.
e Determinar las concentraciones en testosterona en plasma sanguineo.

e Establecer la relacién dosis y tiempo-dependiente
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VI. MATERIAL Y METODO

6.1 Animales

Se emplearon ratones de la cepa CD-1, de al menos diez semanas de edad
con pesos entre 28-42 gramos. Los animales fueron elegidos al azar y las camadas
integradas se alojaron en cajas de polisulfonato marca Allentown, durante los
tratamientos se mantuvieron en condiciones de bioterio (Bioterio FES-Zaragoza,
Campus II), con fotoperiodos controlados de 12 h de luz/12 h de obscuridad,
temperatura de 23 °C y humedad promedio de 36%. La alimentacién de ratones se
basoé en pellets (Harlan 2018S Tekland Global 18% Protein Rodent Diet, USA) y agua
ad libitum. ElI manejo de animales se dio como lo establece en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999: “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio” (SAGARPA1999, De Aluja 2002).

6.2 Acetato de talio(l)

El compuesto acetato de talio () fue obtenido de la compafiia de productos
quimicos Riedel-de Haén, (CH3COOTI, CAS no. 563-68-8; Miunich, Alemania) con
pureza = 97%. EI compuesto fue disuelto en agua inyectable y filtrado con membrana
de poro de 0.22 um antes de su uso. En todos los casos, la ruta de administracion
fue por via ip.

Antes de seleccionar las dosis a trabajar se valoré la DLso por exposicion aguda (a 14
dias) reportada en la literatura. Se conformaron dos grupos de 5 animales, se conté
con un grupo testigo al cual se le administré agua inyectable y otro grupo al que se le
administro la DLso de acetato de talio(l) que es de 37 mg/kg de peso (de acuerdo con
la guia 415y 416 de la OECD (1983, 2001). Los animales se pesaron cada tercer dia
previamente a la administracion y se monitorearon dos veces por dia para registrar
los decesos por toxicidad del acetato de talio(l). Se realizaron dos experimentos

independientes con su repeticion.
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6.2.1 Seleccion de subdosis de DLso de acetato de talio(l)

Para los tratamientos por 10 6 60 dias, después de la valoracién experimental
de la DLso, se probaron y eligieron 3 dosis que permitieron la sobrevivencia de los
ratones, lo anterior fue para poder evaluar los efectos toxicos ocasionados por el
compuesto. Las subdosis seleccionadas fueron 1/32, 1/16 y 1/8 de la DLso de acetato
de talio(l), correspondientes a 1.156, 2.312 y 4.625 mg/kg de peso del raton,

respectivamente.

6.2.2 Tratamientos

Para los tratamientos tanto de 10 como de 60 dias, se formaron 4 grupos de 5

animales cada uno, los grupos se distribuyeron de acuerdo con el Cuadro Il.

6.3 Obtencion de muestras celulares

Al término del tiempo de tratamientos los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical y los Organos de interés fueron extraidos y pesados.
Posteriormente, se tomaron las biopsias de higado, rifidn, corazén, pulmoén, testiculo
y cerebro, se lavaron con solucion fisiolégica (PBS, libre de Ca?* y Mg?* de Sigma-
Aldrich Chem. GmbH, USA) y las muestras celulares de cada 6rgano se obtuvieron
disgregando mecanicamente el tejido en 1.5 mL de PBS y se trabajaron de
inmediato. Por otro lado, con una jeringa de insulina con heparina se obtuvieron
células sanguineas por puncion cardiaca. De esta manera una parte de cada
muestra se utilizd6 para evaluar la viabilidad celular y con otra se realizaron las
preparaciones de las laminillas para estimar el dafio al ADN empleando la

electroforesis unicelular en gel.

UNAM. FES ZARAGOZA, Posgrado en Ciencias Bioldgicas



Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental | 2018

Cuadro Il. Tratamientos a 10 6 60 dias con acetato de talio(l) y su influencia sobre la espermatogénesis y la espermiogénesis del raton Mus
musculus.

Tratamiento en dias *
60 50 40 30 20 10 0
Espermatogénesis entre 39-41 dias Espermiogénesis
Fases celulares:

Especializacion y capacitacion celular

Mitosis Meiosis (espermiogénesis)

Maduracion

) Caracteristicas principales:
Tratamientos con

acetato de talio(l) Tejido basal: células de
Sertoli, células de Leydig
y espermatogonias

Fases en el espermatozoide: meiosis |

(preleptoteno, leptoteno, zigoteno, paguitenoc) y Espermatozoide morfo- y fisiol6gicamente

funcional y capacitado

indiferenciadas meiosis Il
Sintesis de ADN Transicion de proteinas (histonas a protaminas)
Eficiencia en la reparacion del ADN con dafio Deficiencia en la reparacion al ADN con dafios

Dosis total

Dias de administracion -
administrada

Bh H D PTLLIIJTH BB s AIJAIIZTSTIL I J o~ 0o -

A 10 dias
Testigo oo 00.00 mg/kg (0.000)
1/32 DLso % 04.62 mg/kg (0.124)
1/16 DLso = 09.25 mg/kg (0.299)
1/8 DLso z 18.50 mg/kg (0.500)

A 60 dias
Testigo C e e e e e .o oL o oo e o 0000 mglkg (0.000)
1/32 DLso % . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33.53 mg/kg (0.906)
1/16 DLso g 67.06 mg/kg (1.812)
1/8 DLso O 134.12 mg/kg (3.889)

* Relacion del tiempo de los tratamientos a 10 6 60 dias (4 y 29 administraciones, respectivamente) via ip con acetato de talio(l). Cada tratamiento conté
con un grupo testigo al cual se le administré el vehiculo (elaborado a partir de Oakberg 1956, Hess y Renato 2008, Marchetti y Wyrobek 2008, Wanda et al
2010).
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6.3.1 Viabilidad celular

Se prepar6 una solucion de fluorocromos utilizando diacetato de 5,6
carboxifluoresceina (CFDA, 0.125 pg/mL, Sigma-Aldrich) y bromuro de etidio (BrEt,
0.025 pg/mL, Sigma-Aldrich) (Tice et al 1999). El primer colorante es permeable a las
membranas y tifie de verde las células debido a que el metabolismo lleva a cabo una
reaccion de oxidacion, en tanto que el segundo Unicamente penetra a la célula si
esta tiene huecos en la membrana y por lo tanto tifie de color rojo los acidos
nucleicos (LePecq y Paolletti 1967, Morgan et al 1979, Hartmann y Speit 1997,
Henderson et al 1998).

Para evaluar la viabilidad celular se tomaron 10 puL de las muestras celulares y se
mezclaron con 10 pL de solucién de colorantes fluorocromados y se incubaron a 37
°C durantel5 min, después se realizaron 4 lavados con 1 mL PBS e inmediatamente
se evalud la viabilidad. El analisis se realizé en un microscopio de fluorescencia
Nikon Optiphot-2 con un filtro de excitacién de luz de 450-490 nm. Se cuantificaron
100 células por muestra, distinguiendo células viables las cuales se tifien de verde de
las no viables las cuales tifien su nucleo de rojo (Figura 9) (Tice et al 1999, 2000).

Figura 9. Representacion de la viabilidad celular. En verde células
viables y en rojo las células no viables; tincion CFDA-BrEt (tomado de
Rodriguez-Espitia 2017).
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6.4 Electroforesis unicelular en gel con células de tejidos

De las muestras celulares iniciales, se tomaron 10 pL de cada tejido y
mezclaron con 75 pL de gel de agarosa de bajo punto de fusion (al 0.5%, Sigma-
Aldrich) en tubos eppendorf de 1.7 mL. La mezcla células-agarosa se colocé sobre
una laminilla esmerilada previamente preparada con una capa homogénea de
agarosa de punto de fusion normal (al 1%, Sigma-Aldrich); encima se coloco un
cubreobjetos para extender uniformemente las células en forma de monocapa y se
dej6 10 min a 4 °C. El cubreobjetos fue retirado, se aplicé una tercera capa de
agarosa de bajo punto de fusion y se repitié el paso del cubreobjetos. Se elaboraron

dos laminillas por cada muestra de cada 6érgano por raton.

Después de realizar las preparaciones, las laminillas se mantuvieron por 24 h en
solucién de lisis fria (4 °C) protegidas de la luz. La solucién de lisis fue preparada al
momento con NaCl 2.5 M, EDTA-Naz 100 mM, Tris 10 mM, Tritobn X-100 al 1% y
DMSO al 10% ajustando el pH a 10. Pasado el tiempo de lisis, las laminillas fueron
colocadas dentro de una camara de electroforesis horizontal (20-25 Gibco BRL Life
Technologies), la cual contenia solucion de electroforesis (NaOH 10 N y EDTA 200
mM a pH >13). Posteriormente, las preparaciones se dejaron 20 min en la camara
para el desenrollamiento y se conect6 la fuente de poder (MBP 1000ET, International
Biotechnologies) para llevar a cabo el corrimiento electroforético por 20 min a 25

volts y 300 mA. Los pasos anteriores se realizaron con luz amarilla.

Una vez terminado el tiempo de corrimiento, las preparaciones fueron transferidas a
solucion neutra de Tris (0.4 M a pH 7.5) donde permanecieron 5 min, se
deshidrataron por 5 min en etanol frio al 75% (Macron Fine Chem.) y finalmente se
dejaron secar a temperatura ambiente. Para la evaluacion del dafio al ADN, las
preparaciones fueron tefiidas 10 min con 75 pL de BrEt (0.025 pg/uL) y el analisis se
realiz6 en un microscopio de fluorescencia con filtro G-2A de excitacion de luz en
rango de 450-490 nm. Las evaluaciones se hicieron tomando en cuenta la longitud

de la migracion (Figura 10) y el siguiente criterio:

a) Nucleos intactos o sin dafo (Figura 10a).
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b) Nucleos con dafio o cometas; que involucra la cabeza y la estela (Figura 10b-
d).

c) Nucleos con dafio severo los cuales se observan con apariencia de nubes, en
los cuales todo el ADN migré practicamente del nucleo principal (Figura 10e).

d e

Figura 10. Categorias de dafio al ADN, de acuerdo con la longitud de la
migracion. En (a) nucleo sin dafio, (b) nucleo con dafio bajo, (c) nucleo
con dafio medio, (d) ndcleo con dafio alto y (e) nucleo con dafio severo.

El ADN nuclear se midié con una escala ocular adaptada al microscopio, se tomo en
cuenta la longitud de la region proximal a la distal. EIl ADN nuclear con dafio severo
Gnicamente se registr6. Por cada muestra se analizaron 100 ndcleos a 40X y los
resultados se expresaron en micrometros. Ademas, con los datos de dafio al ADN se

calculd el “indice de migraciéon” (IMg) de acuerdo con la siguiente formula:
IMg = [(A+B)1 + (C)2 + (D)3 + (E)4 / total de células analizadas] x 100

Donde (A) representa el porcentaje de nucleos sin dafio con valor de r = 1 mas los
nucleos con dafio bajo r < 1, (B) dafio medio 1 <r = 2, (C) dafio altor > 2 y (D)
nacleos con ADN fuera de la region de la cabeza o dafio severo (r = medicion de la
cola/medicion de la cabeza) (Rodriguez-Mercado et al 2011). Debido a que se
observé migracién practicamente en todos los experimentos, se decidid agrupar la

categoria Ay B en una sola (A+B).
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6.5 Evaluaciéon de parametros seminales, viabilidad y dafo al ADN
6.5.1 Obtencién de espermatozoides

En el momento en que se disectaron los testiculos se removieron y
exprimieron los conductos deferentes para la obtencion de los espermatozoides, el
contenido de ambos conductos de cada raton se depositd6 en 1 mL de solucion
Tyrode’s (Sigma-Aldrich) a 36.5 °C.

6.5.2 Parametros seminales

En la cdmara de Neubauer (PROPER Lumicyte), profundidad 1/100 mm
(Figura 11) (Cardona-Maya et al 2008, Marienfeld 2010), se colocaron 10 uL de la
muestra de espermatozoides mezcladas con 10 uL del reactivo azul tripano (SIGMA
Chemical Co. Cell Culture™) y se realizaron las evaluaciones de los parametros

seminales a 100X en el microscopio de campo claro (OLYMPUS BX40).

La viabilidad celular se determiné empleando los criterios de inclusion y exclusion del
colorante, donde las células no tefiidas (claras) y las células tefiidas (azules) fueron
catalogadas como viables y no viables, respectivamente (Wyrobeck y Bruce 1975,
1978). Al mismo tiempo se obtuvo el nimero de espermatozoides modviles e
inmoviles, asi como la densidad esperméatica (Aragén et al 2001 y 2005). Para
viabilidad y movilidad se cuantificaron 100 células por pardmetro por cada ratdn; en
tanto que para el conteo espermatico se utilizo el criterio de los cuatro cuadrantes
(Figura 11).

6.5.3 Anormalidades de espermatozoides

Para conocer las alteraciones en la morfologia de espermatozoides (Figura
12), se realizaron las preparaciones de los espermatozoides por barrido. Se
colocaron 5 gotas de la muestra de espermatozoides en portaobjetos y con ayuda de
un cubreobjetos se extendid, se dejaron secar al aire y después de 24 h se tifieron en
solucion de Giemsa al 5% (se hicieron 4 preparaciones por muestra de cada raton).
El analisis de las laminillas se realiz6 al microscopio campo claro a 100X, se

examinaron 1000 espermatozoides por cada animal tomando en cuenta los criterios
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propuestos en la literatura (Wyrobek y Bruce 1975, 1978, Sakamoto y Hashimoto
1986, Aragon et al 2001 y 2005, Cooke y Saunders 2002).

1 ! | ! 1
el
w

D
7/

LD

Figura 11. Camara Neubauer con cuadrantes esmerilados para el
recuento celular (Marienfeld superior 2018).

c) d) e)
Figura. 12. Espermatozoides de raton tefidos con Giemsa. En (a)
espermatozoides normales y en (b-e) algunas anormalidades; por
ejemplo, b) gancho anormal, c) flagelo enrollado, e) flagelo semienrrollado
y f) espermatozoide enrollado.

6.5.4 Electroforesis unicelular en gel con espermatozoides

Se tomaron 10 pL de las muestras de espermatozoides, se resuspendieron en
75 pL de agarosa de bajo punto de fusién y se prepararon las laminillas siguiendo el
procedimiento EUG antes descrito. Al terminar la elaboracién de las laminillas fueron

sumergidas y mantenidas en solucién de lisis durante 24 h a temperatura ambiente.
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La solucion de lisis se prepar6é al momento de su uso a partir de una solucion basica
de NaCl 2.5 M, EDTA-Na2 100 mM y Tris 10 mM con ditiotreitol (DTT) 4 mM y Triton
X-100 al 5%, a pH 10. Transcurridas las 24 h, para remover residuos celulares en las
laminillas se realizaron 2 lavados de 20 min cada uno con PBS. Inmediatamente
después, las preparaciones se colocaron en solucién de lisis sin detergentes (NacCl
2.5 M, EDTA-Na2 100 mM y Tris 10 mM a pH 10) y con 10.5 ug/mL de proteinasa K
(SIGMA-ALDRICH) durante 2 h a 37°C; al terminar este tiempo se colocaron en el
amortiguador de electroforesis (NaOH 10 N, EDTA 200 mM a pH>13), se dej6 10 min
de desenrollamiento y 5 min de corrimiento a 25 volts y 300 mA. Al término de la

electroforesis las laminillas se neutralizaron y se deshidrataron en alcohol etilico.

Para la evaluacién del dafio al ADN de los espermatozoides, las preparaciones se
tifieron y el andlisis se llevd acabo al microscopio de fluorescencia cuantificando 100
células, siguiendo los criterios descritos anteriormente (Chang et al 2013) (ver

apartado 6.4).

6.6 Cuantificacion hormonal por radioinmunoanalisis

La sangre de cada animal fue colectada en tubos eppendorf de 1.7 mL
(Sorenson BioScience inc.), después de 15 min se obtuvo el suero por centrifugacion
(3000 rpm durante 15 min) y se almacend a -20°C. Las determinaciones de los
niveles de testosterona se realizaron por inmunoensayo enzimatico con un estuche
comercial quimioluminiscente competitivo en fase soélida para testosterona total
(IMMULITE®/IMMULITE® 1000 Total Testosterone, PILKTW-7).

El estuche comercial contenia tubos de polipropileno impregnados con el anticuerpo
especifico policlonal de conejo anti-testosterona-12°| y los calibradores (de 0.0, 0.1,
0.2, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 ng/mL). En cada tubo se adicion6 50 pL del suero problema,
mas 1 mL de la hormona radioactiva (*?°1). Para facilitar la reaccion, los tubos se
agitaron en un vortex durante 1 min y se incubaron a temperatura ambiente durante 3
h. La muestra fue decantada, se retir0 el sobrenadante y los tubos se colocaron en
un contador de centelleo gamma modelo Cobra 5005 Packard™ para la

determinacién de la concentracion de la hormona en la muestra problema. Los datos
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obtenidos del andlisis se expresan en pg/mL de suero (Figura 13). La cuantificacion
de la hormona esteroide se realizO en el Laboratorio de Hormonas Esteroides y
Proteicas del departamento de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.

6.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del grupo tratado se compararon con el grupo testigo
y se presentan con la media + desviacion estandar. Para el analisis de la viabilidad
celular de tejidos de 6rganos se emple6 la prueba Ji2. Para el analisis del ADN se
utilizé la prueba de ANOVA-Dunnett y Ji? para determinar las diferencias en el nivel
de dafo de los cometas. Para la evaluacién de la morfologia de espermatozoides se
utilizé U de Mann-Whitney. El andlisis de la concentracion de testosterona se realiz6

con t de Student.
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EVALUACION DE EFECTOS TOXICOS DEL ACETATO DE TALIO(l) SOBRE
TEJIDOS SOMATICOS, ADN, ESPERMATOZOIDES Y TESTOSTERONA EN

RATON CD-1

Valoracion de 37 mg/kg dosis letal media (DLso) para raton

v

Busqueda de 3 dosis de sobrevivencia

v

Agrupacién de camadas de 5 animales y tratamientos subcrénicos
via ip a 10 6 60 dias con subdosis elegidas

v v \4 v
Grupo 1/32 DLsg Grupo 1/16 DL s Grupo 1/8 DLsg . Testigo

Sacrificio de animales y extraccién de distintos tejidos y espermatozoide al término
de tratamientos

v
— 0

Ensayo cometa, pH>13 Espermatozoides / parametros Inmunoanalisis
Ensayo cometa, pH >13 l
PRI d - l Suero sanguineo
oS oA l Cémara de Neubauer
» Cerebro ) — l
Tratamiento con » Viabilidad - .
> Higado proteinasa Ky DTT. Kit comercial
»| Movilidad quimioluminiscente
L[ Rifig
e » Conteo l
N ; ) = - Niveles de
Testiculo Viabilidad celular > Morfologia testosterona
v v v ey
Microscopio de fluorescencia 100X Microscopio a campo claro

Figura 13. Diagrama de los procedimientos experimentales y de la evaluacion de efectos
toxicos inducidos por el acetato de talio(l) sobre el ADN, parametros de espermatozoides y
testosterona total.

Pag. 40
UNAM. FES ZARAGOZA, Posgrado en Ciencias Bioldgicas



Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental | 2018

VII. RESULTADOS

7.1 Tratamientos, dosis y pesos de animales

A partir de busqueda experimental de subdosis de la DLso de acetato de talio(l)
gue permitieran la sobrevivencia de los animales, se eligieron tres dosis para evaluar
los efectos toxicos in vivo. Se administraron via ip las 1.15, 2.31 y 4.62 mg/kg del
acetato de talio(l) en el protocolo a 10 dias y a 60 dias; correspondientes a 1/32, 1/16
y 1/8 de la DLso. Los resultados obtenidos en el peso corporal no muestran cambios
significativos en ambos protocolos al comparar los grupos de acetato de talio(l) con
grupo testigo (Cuadro IIl). En relacién con el peso de los 6rganos (Cuadro 1V) se
observaron algunos aumentos; por ejemplo, en higado y testiculo en los tratamientos

de 1.15 mg/kg a 10 dias y en el de 4.62 mg/kg a 60 dias, respectivamente.

7.2 Evaluacion de la viabilidad celular de érganos

En ambos protocolos, se evalu6é la viabilidad celular con la prueba de
CFDA/BrEt de 6rganos inmediatamente después de la eutanasia y fue mayor al 92%
(Cuadro V, Figuras 14 y 15).

7.3 Evaluacion del daino al ADN en células de érganos

La medicion del dafio al ADN se increment0 significativamente en los érganos
evaluados en todos los tratamientos con acetato de talio(l) (Cuadros VI y VII). Los
valores de la longitud del cometa e IMg, muestran un comportamiento similar en
todos los 6rganos en el protocolo a 10 dias comparado con el de 60 dias. Cabe
sefalar que el tratamiento de 1.15 mg/kg fue el que mayor dafio causo y a pesar de
que los resultados no muestran un comportamiento dosis respuesta, el dafio al ADN
se acentua en el protocolo a 60 dias (Figuras 14 y 15). El 6rgano mas afectado fue el

higado, seguido de rifién, cerebro y testiculo.

7.4 Evaluacion de parametros seminales

Las evaluaciones de parametros seminales viabilidad, movilidad y conteo de

los espermatozoides, muestran cambios estadisticos en los dos ultimos. La viabilidad
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analizada por la técnica de exclusion de azul tripano, en todos los tratamientos fue
mayor al 95% (Cuadro VIII, Figura 15).

En relacion con la movilidad de los espermatozoides, ésta se redujo en la dosis alta
en los tratamientos a 10 dias, en tanto que este efecto se observo en las dosis
intermedia y alta en los tratamientos a 60 dias, en ambos casos con una tendencia
dosis respuesta. Por otro lado, el conteo esperméatico disminuyé significativamente
en los animales tratados con Tl durante 10 dias en la dosis mas alta y en 60 dias
para la dosis intermedia y alta (Cuadro VIII); reduccion que sigue un comportamiento

dosis respuesta (Cuadro VIII, Figura 16).

7.5 Evaluacion de anormalidades en espermatozoides

En tratamientos de ambos protocolos, la evaluacién de la morfologia en
espermatozoides mostré incremento del numero de espermatozoides con
anormalidades. Siendo las que se observaron con mayor frecuencia: enrollados
totalmente sobre si, microencéfalo y cabeza anormal a 10 dias las significancias se
encontraron a partir de la dosis de 2.31 mg/kg de acetato de talio(l), mientras que a
60 dias los datos mostraron significancias en todas las dosis, sin aparente relacién

dosis-respuesta (Cuadro VIII, Figura 16).

7.6 Evaluacion del daino al ADN en espermatozoides

Los datos de la evaluacion del dafio al ADN en los tratamientos mostraron
cambios significativos respecto a su testigo, en ambos protocolos se observd
incremento en la longitud del cometa (Cuadro VIII, Figura 15). Como se mostr6 en las
evaluaciones de dafio en los 6rganos, en espermatozoides también el tratamiento de
1.15 mg/kg fue el que mayor dafio causé, el que se acentla en los tratamientos a 60

dias, sin aparente relacion dosis-respuesta.

7.7 Determinacion de testosterona

Los datos de la concentracion de testosterona se presentan en el Cuadro IX.
En ambos protocolos se evidencia heterogeneidad en la dosis. No obstante, al

someter los datos al analisis estadistico no mostraron significancias.
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Cuadro lll. Peso corporal de los ratones macho adulto tratados con dosis de acetato de
talio(l) durante 10 6 60 dias.

Tratamientos

Grupo testigo

Grupo de acetato de talio(l) en mg/kg

1.15 2.31 4.62

10 dias

Peso corporal inicial 40.50 £ 2.51 40.98 £ 5.59 42.07 £ 2.93 38.96 + 5.64
Peso corporal final 41,76 £2.42 40.97 £5.72 42.44 £ 3.14 39.70 +5.78
Peso promedio 4497 + 3.07 41.73 £ 2.67 41.04 £ 0.89 40.78 £ 1.52
60 dias

Peso corporal inicial 39.35+6.42 43.17 + 2.60 43.24 + 8.98 37.03 £ 3.00
Peso corporal final 40.66 + 6.82 42.34 £+ 2.91 49.27 +7.49 36.76 = 3.87
Peso promedio 40.31 £ 5.88 4291 +£2.26 43.79+£8.71 36.41+3.04

Los animales fueron pesados y tratados cada tercer dia. Los datos son el peso en gramos y se

presentan como media * desviacion estandar. La n fue de 5 ratones, excepto en el tratamiento de

4.62 mg/kg a 60 dias donde n= 4 ratones.
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Cuadro IV. Pesos de 6rganos de los ratones tratados con acetato de talio(l) durante 10 6

60 dias.

Tratamientos

Grupo testigo

Tratamientos con acetato de talio(l) en mg/kg

1.15 2.31 4.62

10 dias

Higado 2.15+0.71 2.61 + 0.56* 2.16 £ 0.03 2.00£0.42
Rifién 0.60 £ 0.04 0.70 £ 0.06 0.65 + 0.04 0.61+0.10
Testiculo 0.27 £ 0.03 0.26 £ 0.03 0.25+0.04 0.27 £ 0.04
Cerebro 0.35+0.03 0.39+0.05 0.38 + 0.08 0.38 +0.08
60 dias

Higado 1.86 £ 0.46 2.18+0.28 2.18 + 0.64 1.74 £0.16
Rifi6n 0.62+0.11 0.67 +£0.12 0.75+0.13 0.60 + 0.05
Testiculo 0.24 +0.02 0.25 +0.02 0.23+£0.02 0.28 + 0.02*
Cerebro 0.41 +0.06 0.42 +0.03 0.46 + 0.04 0.41 +0.04

Los datos expresan el peso de los 6rganos en gramos y se presentan como media + desviacién
estandar. La n fue de 5 ratones, excepto en el tratamiento de 4.62 mg/kg a 60 dias donde n= 4

ratones. * P < 0.05, al compararse con su testigo.
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Cuadro V. Viabilidad celular de érganos de ratones tratados con acetato de talio(l) durante

10 6 60 dias.
Organo Grupo testigo Tratamientos con acetato de talio(l) en mg/kg
1.15 2.31 4.62

Tratamiento 10 dias

Higado 96.40 £1.14 97.20 £ 1.64 94.40 £1.34 93.20+£1.48
Rifién 97.40 £ 0.89 96.80 £ 2.28 95.20 £1.30 92.00 £ 2.54
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

Higado 96.80 £ 0.44 96.40 £ 0.54 97.00+£0.81 98.40+1.14
Rifién 96.60 £ 0.54 95.60 £ 0.50 96.50 £ 1.29 98.20 £ 0.44
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

Los datos se presentan como media + desviacion estandar de 100 células por 6rgano y por ratén.
La n fue de 5 ratones, excepto en el tratamiento de 4.62 mg/kg a 60 dias donde n= 4 ratones.
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Cuadro VI. Dafo al ADN en células de distintos érganos de ratones tratados con acetato de
talio(I) durante 10 dias.

Longitud del cometa

Categorias de dafio al ADN en %

Tratamientos : : IMg
en um Bajo Medio Alto Severo
Grupo testigo
92.60 07.40 00.00 00.00
Higado 44.67 + 01.74 1.07£0.13
+09.52 +02.07 +00.00 +00.00
] 93.20 06.80 00.00 00.00
Rifién 45.04 £ 01.45 1.06 £ 0.10
+ 06.68 +01.92 +00.00 +00.00
99.40 00.60 00.00 00.00
Cerebro 44.96 + 01.52 1.00+£0.02
+01.81 + 00.54 +00.00 +00.00
i 87.60 13.20 00.00 00.00
Testiculo cc 43.33+05.19 1.14+0.04
+01.87 +01.30 +00.00 +00.00
62.20 37.80 00.00 00.00
Testiculo cg 58.74 £ 09.40 1.37£0.03
+00.44 +01.30 +00.00 +00.00
1.15 mg/kg de acetato de talio(l)
00.00 00.20 95.00 04.80
Higado 113.20 + 08.58** 3.04 £ 0.12**
+00.00 + 00.44 +02.73 +00.83
) 00.00 00.00 93.80 06.20
Rifién 102.81 + 10.08** 3.06 + 0.09**
+ 00.00 + 00.00 +01.48 +£01.30
00.00 07.60 88.60 03.80
Cerebro 84.62 + 09.98** 2.96 + 0.08**
+ 00.00 + 00.89 +01.81 +00.44
00.00 01.00 86.60 12.40
Testiculo cc 60.38 + 11.26** 3.11 + 0.09**
+00.00 +00.70 +01.34 +01.14
00.00 16.00 72.40 11.60
Testiculo cg 77.02 £ 13.40** 2.95 + 0.14**
+00.00 +01.58 +02.19 +01.14
2.31 mg/kg de acetato de talio(l)
00.00 11.80 85.80 02.40
Higado 86.24 + 09.63** 2.90 + 0.10**
+ 00.00 +00.83 +02.16 +00.54
) 00.00 05.20 89.60 05.20
Rifién 89.24 + 09.27** 3.00 + 0.09**
+ 00.00 +02.68 +00.89 +00.44
00.00 49.40 46.60 04.00
Cerebro 71.14 £ 07.75** 2.54 £ 0.07**
+00.00 +01.14 +00.89 £00.70
00.80 04.40 84.69 10.20
Testiculo cc 55.87 + 13.25* 3.04 + 0.10**
+00.83 +01.30 +00.89 +£01.09
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i 25.00 12.80 51.00 11.20
Testiculo cg 73.10 + 18.69** 2.48 + 0.08**
+01.00 +01.09 +01.00 +00.54

4.62 mg/kg de acetato de talio(l)

. 00.00 03.00 94.00 03.00
Higado 88.96 + 07.80** 3.00 + 0.09**
+ 00.00 +00.70 +01.22 +£01.22
. 00.20 08.00 88.00 03.80
Rifién 88.04 £ 08.97** 2.95 + 0.08**
+00.44 +00.70 +01.22 +£00.83
00.00 12.40 85.60 02.00
Cerebro 80.36 + 10.17** 2.89 + 0.10**
+ 00.00 +02.07 +01.14 +00.70
13.20 16.40 64.40 06.00
Testiculo cc 53.94 + 13.74* 2.63 +0.12**
+00.83 + 00.54 +01.14 +01.87
i 03.20 19.00 69.00 08.80
Testiculo cg 70.97 + 18.41** 2.80 £ 0.12**

+00.44 +01.58 +01.87 +00.83
Peréxido de hidrégeno
00.00 00.00 93.80 06.20

200 uM 123.90 + 14.21** 3.06 + 0.06**
+00.00 +0.00 +01.48 +00.83

Los datos se presentan como media + desviacion estdndar de 100 células evaluadas por 6rgano y por
ratén. Células chicas, cc; células grandes cg; indice de migracion, IMg. * P < 0.05 y * P < 0.01, al
compararse con el grupo testigo.
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Cuadro VII. Dafio al ADN en células de distintos 6rganos de ratones tratados con acetato de talio
() durante 60 dias.

_ Longitud del Categorias de dafio al ADN en % IMg
Tratamientos t : :
cometa en um Bajo Medio Alto Severo

Grupo testigo

Higado 45.33 £ 01.88 90.80 09.20 00.00 00.00 1.09 £ 0.07
+04.86 +01.48 + 00.00 + 00.00

Rifin 44.74 £ 02.43 93.20 0680 0000 00.00 46,006
+ 04.38 +01.09 + 00.00 = 00.00

Cerebro 44.87 + 01.95 95.80 04.20 00.00 00.00 1.04 £ 0.04
+ 02.16 +01.30 + 00.00 = 00.00

Testiculo cc 43.24 + 04.39 52.40 47.60 00.00 00.00 1.47 +£0.02

+01.14 +00.54 +00.00 +00.00

Testiculo cg 62.16 + 05.61 66.80 33.20 00.00 00.00 1.33+0.02

+01.30 +00.44 +00.00 +00.00

1.15 mg/kg de acetato de talio(l)

Higado 117.46 £ 09.91** 00.00 00.00 92.60 07.40 3.07 + 0.10**
+00.00 +00.00 +01.51 +01.51
Rifion 109.78 £ 11.41** 00.00 00.20 89.40 10.40 3.10 + 0.06**

+00.00 +00.44 +00.54 +00.89

Cerebro 93.45 +13.78* 00.00 04.20 90.20 0560 31 1 0,05

+00.00 +00.44 +00.44 +00.89

Testiculo cc 81.21 + 06.52** 00.00 00.20 93.00 06.60 3.06 + 0.06**

+00.00 +00.44 +01.22 +00.54

Testiculo cg 92.00 + 07.46** 0000 6040 3180 07.80 5 47 + 0.06%

+00.00 +00.89 +00.83 +00.44

2.31 mg/kg de acetato de talio(l)

Higado 90.95 + 10.08** 0000 0450  92.00 03.50 5 994 0.11%
+00.00 +0057 +0216  +01.00

Rifi6N 94.26 + 09.58* 0000  02.00 91.50 06.50 3441 0.07%
+00.00 +0081 +0129  +0057

Cerebro 77.41+ 08.96% 00.00 17.50 78.25 04.25 5 g6 1 0.12%

+00.00 +01.91 +01.70 +00.95
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Testiculo cc 65.26 + 09.94** 00.50 51.50 4125 06.75 2.54 + 0.08**

+00.57 + 00.57 +00.95 +00.95

Testiculo cg 81.98 + 07.91** 01.00 86.00 07.75 05.25 2.17 + 0.05**

+00.00 +00.81 +00.50 + 00.50
4.62 mg/kg de acetato de talio(l)

00.00 05.80 88.60 05.60

Higado 95.52 + 12.92** 2.99 + 0.10**
+00.00 +00.83 +01.67 +00.89

Rifion 91.74 + 11.95** 00.00 03.40 91.20 05.40 3.02 + 0.10**
+00.00 +01.51 +01.30 +00.89

Cerebro 86.28 + 08.76** 00.00 08.60 88.60 02.80 2.94 + 0.09**

+00.00 +00.89 +01.14 +01.09

Testiculo cc 54.28 + 05.55* 00.80 90.40 04.80 04.00 5 154 0.04%

+00.44 +01.14 +00.44 +00.00

Testiculo cg 70.01 + 06.47* 1620 7960  00.40 04.00 4 91+ 0.10*

+01.09 +£00.89 +00.54 +01.58
Peréxido de hidrégeno

00.00 00.00 91.40 08.60
*% K%k
200 uM 123.80 £ 11.96 +00.00 + 00.00 +01.14 + 00.89 3.08 + 0.06

Los datos se presentan como media + desviacion estandar de 100 células evaluadas por érgano y por
raton. Células chicas, cc; células grandes cg; indice de migracién, IMg. * P < 0.05 y * P < 0.01, al
compararse con el grupo testigo.
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Cuadro VIIl. Evaluacion de parametros seminales y de dafio al ADN de ratones tratados con acetato de talio(l) durante 10 6 60 dias.

Tratamientos con acetato de talio(l) en mg/kg

Grupo testigo
1.15 2.31 4.62

10 dias 60 dias 10 dias 60 dias 10 dias 60 dias 10 dias 60 dias

Parametros seminales

Viabilidad (%) 99.60 99.50 99.30 97.90 97.50 96.20 96.70 95.20
+00.42  +00.35 +00.57 +00.65 +01.41 +00.91 +00.76 +01.78

Movilidad (%) 97.00 96.90 95.50 96.40 94.00 91.00 92.80 84.00
+0035  +01.14 +01.46 +01.93 +02.18 + 02.24* + 02.36* + 07.00*

Conteo (x 10%) 448.00  461.40 405.00 359.00 403.40 330.60 338.80 258.60
+42.92  +22.72 +37.75 +45.96%  +79.59 +70.53%*  +75.61* +99.23%*

Anormalidades de espermatozoides

Promedio (%) 8.10 7.70 10.60 12.60 13.40 19.30 13.80 20.01
+1.85 +2.95 +2.32 + 3.24** + 2.63* * 4.40%* + 2.57* + 4.51*
Dafo al ADN de espermatozoides
+ 03.25 +07.16 + 05.08** + 05.25** +04.13* + 04.43* + 04.69* + 07.62*

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Para viabilidad, movilidad y dafio al ADN se evaluaron 100 espermatozoides por raton.
Para anormalidades se analizaron 1000 espermatozoide por ratén. * P < 0.05, ** P < 0.01 al compararse con el grupo testigo.
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Cuadro IX. Concentracién de testosterona en suero (ng/mL) de animales tratados con acetato de talio(l).

Tratamientos con acetato de talio(l) en mg/kg

Protocolo Grupo testigo

1.15 2.31 4.62
A 10 dias 2.00+1.62 2.09+1.60 0.32+0.10 2.29+1.58
A 60 dias 2.09 £ 1.59 1.17+0.84 2.03+£1.61 1.09+0.74

Los datos se presentan como media + error estandar.
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Figura 14. Viabilidad ® y dafio al ADN (longitud del cometa) O de las células de los,
diferentes 6rganos de los animales tratados y no tratados con acetato de talio(l) durante 10 6
60 dias. Células de higado (A y A’), riién (B y B"), cerebro (Cy C’) a 10 6 60 dias,
respectivamente. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (*P < 0.05 y **P
< 0.01, comparado con su testigo).
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Figura 15. Viabilidad ® y dafio al ADN (longitud del cometa) O de las células de testiculo y,
espermatozoides de los animales tratados y no tratados con acetato de talio(l) durante 10 6
60 dias. Células de grandes de testiculo (D o D), células chicas de testiculo (E o0 E") y de
espermatozoides (F o F’), respectivamente. Los datos se presentan como media *
desviacion estandar (*P < 0.05 y **P < 0.01, comparado con su testigo).
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Figura 16. Movilidad (A), conteo (B) y anormalidades espermaticas (C) de grupos tratados y
no tratados con acetato de talio(l) a 10 o 6 60 o dias, respectivamente. Los datos se
presentan como media + desviacion estandar (* P < 0.05 y ** P < 0.001, comparado con su
testigo).
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VIIl. DISCUSION

La informacion acerca de los efectos citotoxicos, genotoxicos y reproductivos
del Tl es escasa y aun se desconocen los mecanismos de accién a nivel bioquimico,
celular, tisular y organico; por lo cual, en el presente estudio se evalu6 el dafo al
ADN de diferentes células de 6rganos y en gonada, asi como alteraciones en los
espermatozoides y en la concentracidén de testosterona de ratones machos después

de la exposicion a acetato de talio(l).

En el caso de seres humanos los sintomas caracteristicos que aparecen después de
10 dias de la intoxicacion por Tl, son resequedad de la piel, pérdida del pelo en todo
el cuerpo, dificultad al mover los ojos, dificultad para hablar y para comer, al mismo
tiempo se manifiestan temblores en manos, entumecimiento de pies, debilidad
muscular en extremidades, cambios de conducta, alteraciones del sistema nervioso
central y periférico; como delirio, convulsiones y estado de coma (Hoffman 2000,
Hann et al 2005, Wang et al 2007).

El peso corporal de animales y de los 6rganos, es considerado indicador de efectos
toxicos cuando se obtienen cambios significativos en estudios multidosis (Michael et
al 2007, Sellers et al 2007). Los tratamientos con acetato de talio(l) en este estudio
no produjeron la muerte de ratones en tiempos de exposicion cortos o largos; 10 y 60
dias, respectivamente. Durante los tratamientos los animales presentaron cambios
en coloracion de la piel, caida de pelo, reduccién de la conducta activa, lentitud al
moverse y aparente dificultad al respirar, sintomas que evidencian toxicidad
sistémica; mismos que se han reportado con otros modelos experimentales y en
personas envenenadas con este metal (Rangel-Guerra et al 1990, Wang et al 2007,
Gasco et al 2017, Salehi et al 2017).

En este estudio, uno de los érganos que mostré ganancia de peso fue el higado, con
21% en la dosis mas baja a 10 dias y el otro fue el testiculo con 16% en la dosis alta
a 60 dias. El peso ganado en higado, probablemente se debe al incremento de
triglicéridos, fosfatasa y suero en las células de este érgano (Mourelle et al 1988). Se

conoce que el higado es capaz de trabajar en condiciones desfavorables con la
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sintesis de glucogeno, grasas, en la produccion de ATP (Nelson y Cox 2008), lo cual,
evidencia su capacidad para sobreponerse o enfrentar los efectos toxicos producidos
por este metal. De ser asi, esto explicaria la ganancia de peso del 6rgano en las
dosis bajas y tiempos de exposicion cortos, donde ademas las condiciones de
crecimiento, mantenimiento y regeneracion del érgano no se ven comprometidas

después de una intoxicacion (Grant 1991, Sun et al 2017).

Algunos estudios en los que hubo ganancia de peso en higado y ayudan a explicar el
aumento de peso en higado a 10 dias son los estudios de Formigli et al (1986). Ellos,
después de tratar subcronicamente (durante 60 dias) a ratas con sulfato de talio(l),
encontraron en higado incremento de triglicéridos, aparicion de granulos o vesiculas
con retencion de liquido en las mitocondrias, asi como alteraciones en las cisternas

de Golgi y en reticulo endoplasmico rugoso.

En testiculo, la ganancia de peso en dosis alta a 60 dias se puede deber a la
activacion de procesos de desintoxicacion por metalotioneinas (MT). Se ha
observado en testiculo de ratas expuestas a metales pesados como el cadmio (Cd?*,
el cual presenta afinidad por grupos sulfhidrilo de MT), induccién de dafio celular, asi
como alteraciones en el tejido intersticial y en la barrera hematotesticular, también se
encontr6 aumento de MT en espermatogonias, espermatocitos y células de Sertoli
(Ramos-Trevifio et al 2017, Kusakabe 2008). Cabe sefialar que el Tl, también tiene
afinidad por los grupos -SH de la cisteina y se ha encontrado su presencia en

gbnadas de ratas (Formigli 1986).

La viabilidad CFDA-BrEt, es una prueba de exclusion muy sencilla, altamente
reproducible que permite evaluar la actividad metabdlica de la célula, una vez que la
CFDA atraviesa la membrana reacciona con las esterasas y el citoplasma fluoresce
en verde; mientras que, el BrEt se intercala en el ADN emitiendo fluorescencia de
color rojo cuando la célula presenta discontinuidades en la membrana (Hartmann y
Speit 1997, Henderson et al 1998). La viabilidad celular es atil para eliminar falsos

positivos al evaluar dafio al ADN por EUG (Tice et al 2000). En este estudio la
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viabilidad fue = 92% en las células de los 6rganos de los animales tratados y no

tratados con acetato de talio(l).

Algunos autores han reportado resultados similares en la viabilidad celular de
organos. Valverde et al (2002), al estudiar el efecto in vivo del acetato de plomo(ll)
inhalado por ratones CD-1, no encontraron cambios en la vialidad con azul tripano en
rifidn, cerebro pulmon, testiculo, epitelio nasal, médula 6sea o en leucocitos;
anicamente observé reduccion de la viabilidad en células de higado; sin cambios en

el peso de los animales.

Las células y el material genético son susceptibles a dafio por distintos tipos de
agentes incluidos los metales (Wiesmdller et al 2002). La capacidad de inducir dafio
a la estructura del ADN depende de las propiedades intrinsecas del agente y de su
toxicodinamica (Suresh 2015). Esta capacidad de ocasionar dafio primario al material
genético es de importancia genotoxica por su potencial mutagénico. La EUG es una
herramienta altamente sensible para detectar xenobidticos con actividad genotdxica
(Collins et al 2002, 2014 y 2008) y el presente estudio permitio medir el dafio al ADN
de células de tejidos de animales tratados con dosis bajas intermedias y altas de

acetato de talio(l).

Los datos obtenidos de las evaluaciones del dafio al material genético en las células
de los drganos, mostraron que el acetato de talio(l) incrementa la longitud de los
cometas, lo que refleja que se estan induciendo diferentes tipo de lesiones en el
ADN, ya que la EUG en condiciones alcalinas detecta rompimientos de cadena
sencilla y/o doble, sitios sensibles al alcali y sitios de reparacién tardia (Rojas et al
1999, Tice et al 1999), principalmente; por lo tanto, se puede decir que este

compuesto produce efecto genotoxico in vivo.

El dafio producido se observd en todos los 6rganos, en los dos tiempos de
exposicion, lo que demuestra que el Tl una vez absorbido es distribuido a sus
organos blanco, donde, de acuerdo con la magnitud del dafio al ADN, el higado fue
el érgano mas afectado seguido de rifién, cerebro y testiculo. Este comportamiento

se presentd de manera similar en ambos protocolos, donde ademas la dosis baja
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(1.15 mg/kg), en comparacion con las dosis intermedia y alta (2.41 y 2.62 mg/kg,
respectivamente), es la que induce mayor dafio al ADN. Dicho comportamiento, se
ajusta al modelo hormético descrito en estudios de biologia molecular, farmacologia

y toxicologia (Paalzow 1992, Andrews et al 2003).

La hormesis generalmente presenta una relacion dosis-respuesta, con tendencia
bifasica, caracterizada por un efecto de estimulacion a bajas dosis y de inhibicion o
menor respuesta en dosis altas. La dosis-respuesta hormética, ha sido tipicamente
representada en graficos como una U invertida o una curva tipo J, dependiendo del

efecto evaluado (Calabrase y Mattson 2017, Agathokleous et al 2018).

La hormesis, es un fendmeno que en toxicologia después de la exposicién inicial a
determinado agente toxico puede observarse un incremento dosis dependiente
(Pérez et al 2009). Sin embargo, los modelos bioldgicos responden de manera
compensatoria, reparando los dafos y restableciendo la homeostasis. Durante este
periodo de recuperacion es frecuente observar ligeras respuestas que superan los
valores de los testigos (Zhang et al 2009). Sin embargo, los resultados con acetato
de talio(l), en dosis medias y altas no alcanzan los valores de los testigos, siempre
ejercen efecto genotoxico. Ademas, los resultados sugieren que los 6rganos de
ratones expuestos al Tl, son blanco de accién genotdxica (directa o indirecta) y
almacenamiento del metal, tal como se ha reportado en la literatura (Lund 1956, Lie
et al 1960, Rios y Monroy-Noyola 1992, Mulkey y Oehme 1993).

Uno de los efectos hormeticos que respalda la reduccién de la magnitud del dafio al
ADN en dosis = 2.31 mg/kg de acetato de talio(l), se puede explicar por el aumento
en la activacion de mecanismos de desintoxicacién, reparacion celular y de
reparacion del ADN, asi como incremento de niveles MT, de glutation y de otras

enzimas encargadas de reducir el estrés oxidante (Zhang et al 2009).

La via de exposicion ip facilita la rapida absorcion a través de intestinos, por el
peritoneo y principalmente por el higado, para su posterior distribucion a 6rganos y
tejidos mediante la circulacion sistémica (Machholz et al 2012). Al respecto, se

conoce que el Tl es rapidamente absorbido por cualquier via de exposicion, sea
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inhalada, cutdnea, oral o parenteral y distribuido practicamente a todo el cuerpo ya
que se conoce que puede cruzar las barreras hematotesticular, encefélica y
placentaria (Lund 1956, Lie et al 1960, EPA 2009). Como se menciond previamente
el higado es el 6rgano con mas dafio al ADN, esto debido a que después de la

administracion ip esta en contacto constante con el compuesto de talio.

Nakamura et al (1983) encontraron que la distribucion de los iones de TI* en los
organos de ratas adultas esta relacionado con la actividad de la ATPasa dependiente
de Na*/K* en tejidos. Los iones de TI* son confundidos con los iones K*, esto debido
a la similitud de carga y del radio i6nico (Britten y Blank 1968, Yoshida et al 1997,
Maluszynski 2009). ElI Tl se mimetiza al pasar por membrana y se acumula en
células, ocasionando pérdida del potencial de membrana e interactuando con
enzimas como piruvato cinasa, aldehido deshidrogenasa, riboflavina y modificando la
funcién mitocondrial (Kenneth 1990, Mulkey y Uehme 1993, Mourelle et al 1998).

Uno de los mecanismos por el cual el Tl podria estar ejerciendo dafio al ADN en los
distintos 6rganos, se debe posiblemente a que disminuye o modifica los niveles de
enzimas antioxidantes tal como glutation, glutation peroxidasa y superoxido
dismutasa por su afinidad con los grupos sulfhidrilo como sucede en células en
cultivo (Lopez y Rodriguez 1997, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013),
provocando pérdida del control de mecanismo antioxidante y aumentando los niveles
de especies reactivas de oxigeno (Gonzalez-Torres et al 2000, Jan et al 2015), las
cuales se conoce que a través de Oxido-reducciones pueden modificar bases
nitrogenadas, desoxirribosas, el esqueleto de fosfatos, entre otros, que finalmente
conducen a la fragmentacion del ADN (Rex et al 2017) y que se pueden evaluar con
la EUG.

Una de las consecuencias del dafio primario al ADN, es que son indicadores de
genotoxicidad y consideradas potencialmente mutagénicas; ademas se conoce que
este dafio primario esta involucrado en las alteraciones de la compactacion y el
enrollamiento de la cromatina, asi como también puede afectar la regulacién de la
transcripcion, que finalmente pueden conducir a otro tipo de respuestas celulares
(Cortés-Gutiérrez et al 2007, Rex et al 2017).
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Las especies reactivas de oxigeno no solo atacan los componentes de los acidos
nucleicos, sino también, cadenas insaturadas de lipidos creando lipoperoxidacion y
radicales alquilo que reaccionan con membranas afectando la fluidez y su integridad
(Ames et al 1993). Las proteinas en condiciones oxidantes enfrentan otro tipo de
dafio por pérdida o modificacion de su funcion, lo cual compromete distintos
procesos celulares que en casos graves pueden conducir a la muerte de la célula
(Pickering y Davies 2012).

Al momento que la estructura del ADN sufre lesiones o dafios, los mecanismos de
reparacion los detecta. Estos mecanismos mantienen la integridad de la molécula de
ADN vy en caso de alguna lesion ya sea rompimiento de cadena sencilla o doble,
pérdida de base, bases oxidadas, nucleétidos modificados o alteraciones en las
uniones fosfodiéster, entre otros, son detectados y reparados por distintas rutas tal
como escision de bases, escisibn de nucledtidos, bases mal apareadas,
recombinacién homéloga o unién terminales no homaélogas, por mencionar algunas
(Friendberg 2003, D’Errico et al 2008).

Se ha encontrado que el potencial de toxicidad del Tl es semejante al de metales
como plomo (Pb), cadmio (Cd) o mercurio (Hg) (Zitko 1975, Cheam 2001). Los
estudios encaminados a conocer la genotoxicidad del Tl en modelos de prueba in
vivo son escasos y contradictorios (Léonard y Gerber, Cvjetko et al 2010). Por
ejemplo, en células de médula 6sea de criceto el cloruro de talio(lll), en tratamiento
de 24 h no modifico la frecuencia de ICH (PHG 1999), asi mismo en linfocitos de
sangre periférica de una persona intoxicada con 200 mg de un veneno que contenia
sulfato de talio(l), tampoco se encontraron cambios en la frecuencia de ICH o ACE,
anicamente incrementd el porcentaje de células binucleadas, lo que indica que el Tl
interfiere con la division celular (Hantson et al 1997). Estas pruebas no revelaron
efecto genotoxico por exposicion a TI; sin embargo, los resultados del presente
estudio muestran evidencia del efecto genotoxico por el dafio al ADN evaluado
mediante el ensayo cometa, resultados que se suman a los encontrados
recientemente con la prueba de MN en ratones expuestos a sulfato de talio(l)
(Garcia-Rodriguez et al 2014).
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Estos resultados del dafio al ADN en células de los 6rganos con el modelo del ratén,
en conjunto con otros estudios donde se empled el modelo de linfocitos de sangre
periférica humana expuestos in vitro a acetato de talio(l), sulfato de talio(l) o cloruro
de talio(lll) (Rodriguez-Mercado et al 2015, 2017), asi como en el cultivo de células
C57BL/6 de ratdn con carbonato de talio(l) (Zasukhina et al 1983) donde se ha
observé dafio al ADN, alteraciones cromosémicas e induccion de MN (Garcia-
Rodriguez et al 2014), confirman que el Tl y sus compuestos inducen genotoxicidad

tanto in vitro como in vivo.

Debido a que los parametros seminales son importantes para conocer la capacidad
fecundante del espermatozoide y a que la informacién al respecto es escasa y la
poca que hay sefala al TI como probable agente causante de efectos adversos sobre
la reproduccion (Galvan-Arzate y Santa Maria 1998). El presente estudio aporta
evidencia sobre los efectos reprotoxicos del acetato de talio(l). Como se observo, el
metal altero la movilidad, el conteo y el numero de espermatozoides con

anormalidades sin que esto fuera un reflejo de la concentracién del TI.

La viabilidad celular en espermatozoides también brinda informacién acerca del dafio
en la membrana. Los resultados obtenidos con azul tripano, no mostraron cambios
considerables en la viabilidad de los espermatozoides, la cual fue =95% en los
grupos expuestos y no expuestos. Este resultado concuerda con lo observado en la
viabilidad de células de los 6rganos de los mismos animales y con estudios previos
en los que se utilizé el mismo modelo a tiempos de exposicion de 60 dias con otros
metales como el vanadio (Altamirano et al 1999, Aragén et al 2001). En los
tratamientos con acetato de talio(l), en caso de que se afectara la estructura de la
membrana, los espermatozoides no viables serian reabsorbidos en el epididimo y
solamente llegarian a los conductos deferentes los viables, razén por la cual la

viabilidad supera el 95%.

La reduccion de la movilidad se observo en ambos tiempos, principalmente en dosis
altas. Dicha disminucion puede estar relacionada con la pérdida del potencial interno

de la mitocondria y con fallas en la fosforilacion oxidante del metabolismo energético
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(Ly et al 2003); efectos que se conoce que ocasiona el Tl. Anatobmicamente en el
espermatozoide las mitocondrias se encuentran dispuestas en la regién intermedia
(Ly et al 2003, Olivera et al 2006), el ATP producido debe ser suficiente ya que se
invierte en el movimiento que realiza la dineina del axonema para el movimiento
flagelar, una baja produccion de ATP explicaria del porqué la reduccion de movilidad
en espermatozoides (tratados cuando se encontraban en la etapa de maduracion en

epididimo), lo que explica los resultados a 10 dias.

Sin embargo, los datos a 60 dias muestran que el Tl puede afectar distintas etapas
del proceso espermatico, desde la etapa de diferenciacion hasta la de maduracion,
esto ultimo evidenciado por la baja movilidad en dosis intermedias a 60 dias; efecto
gue no se observo en esta dosis a 10 dias. Esto podria explicarse por mutaciones en
genes entre ellos ADNH5, ADNI1 y ADN11 que codifican brazos para la dineina y
otros que intervienen en la expresion de proteinas motoras en el axonema. Dichas
mutaciones han sido detectadas en muestras de semen de seres humanos y son
ademas causa de infertilidad (Horowitz et al 2005, Escalier 2006, Gongora-Rodriguez
et al 2016).

Por otro lado, la reduccion de la cantidad de espermatozoides, a 60 dias, respalda la
idea de que el acetato de talio(l) al contacto con el testiculo puede intervenir con el
proceso de espermatogénesis. Tomando en cuenta que en tratamientos prolongados
los espermatozoides pasan por mitosis y meiosis, la célula se encuentra en
condiciones vulnerables a la accion de los xenobidticos y sus metabolitos. Algunos
agentes que producen cambios metabdlicos alteran vias de sefializacion, dafian los
componentes celulares o inducen genotoxicidad, pueden inhibir la proliferacion o
conducir a la muerte de la célula (Croom 2012). Se sabe que el Tl activa vias de
sefalizacion intrinsecas e induce muerte celular por apoptosis (Pino et al 2017),
también se conoce que inhibe la proliferacién celular (Rodriguez-Mercado et al 2015)
e induce genotoxicidad y citotoxicidad in vitro e in vivo (Garcia-Rodriguez et al 2014,
Rodriguez-Mercado et al 2015). Estos eventos en su conjunto podrian desencadenar

procesos de apoptosis en los diferentes estadios de la espermatogénesis y explicar
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la reduccion en el conteo y la relacion dosis efecto en tiempos de exposicion
prolongados.

Ademas, la genotoxicidad y la citotoxicidad reportada para el Tl ayudan a explicar la
reduccion del conteo espermatico a 10 dias, en la dosis alta, lo anterior debido a que
los espermatozoides apoptdticos (junto con los no-viables) son reabsorbidos en el
epididimo antes de llegar a los conductos deferentes. Uno de los 6rganos en donde
se almacena Tl es en la gonada (Formigli et al 1986). El incremento del porcentaje de
espermatozoides con anormalidades fue dependiente de la dosis ambos tiempos de
exposicion. Las anormalidades observadas frecuentemente, fueron cabeza amorfa y
microencéfalo, en tanto que en flagelo espermatozoides enrollados sobre si; ambas

descritas por Wyrobek y Bruce (1978).

En los tratamientos de 60 dias, se abarcoé la espermatogénesis completa incluyendo
espermatogonias (2n), esperméatidas y espermatozoides. El incremento observado de
las anormalidades, podria estar relacionado tanto con alteraciones en membrana
plasmatica como con las alteraciones génicas (ocasionadas por dafio al ADN) que

pueden conducir a modificaciones transcripcionales.

Otra posible causa, estaria relacionada con la estructura del citoesqueleto, el cual
esta involucrado en el proceso de morfogénesis de la cabeza, en la elongacion y
consolidacion del sistema acrosémico del espermatozoide. Lo anterior podria ocurrir
debido a la interferencia del Tl con la actividad mitocondrial, la baja en los niveles de
ATP y sus repercusiones sobre las proteinas como miosina y actina involucradas en

morfogénesis del espermatozoide.

Las anormalidades encontradas en la dosis mas alta a 10 dias, solo abarcé la
exposicion del estadio de maduracion del espermatozoide en el epididimo, que se
caracteriza por la remocién de exceso de citoplasma, lipidos y vesiculas, ademas de
la reorientacion de la membrana basal. De ser asi, el dafio seria acumulativo y
explicaria el por qué se observo el mayor dafio a 60 dias respecto a 10 dias. Los

efectos reprotoxicos en la inducciébn de anormalidades esperméaticas del Tl son
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comparables a los reportados en la literatura con metales como el Cd administrado a

subcronicamente a ratas (Shen et al 1999, Adamkovicova et al 2016).

Los resultados de la evaluacion del dafio al ADN de espermatozoides mostraron que
el acetato de talio induce efecto genotdxico en espermatozoides en tiempos cortos o
largos en todas las dosis. Los datos demuestran mayor dafio al ADN en dosis bajas y
en dosis =2.31 mg/kg el dafio se reduce; aunque sique siendo significativo este

comportamiento se observé en ambos protocolos.

El dafio al ADN de espermatozoides durante la exposicion a 10 dias abarcé solo la
fase de madurez en el epididimo mientras que a 60 dias incluy6 todo el proceso de
espermatogénesis desde espermatogonias, células de Sertoli, hasta espermatocitos
lo cual expone al ADN durante la mitosis (duplicacién) meiosis (recombinacion y
reduccion) una vez diferenciado el espermatocito comienza la elongacién y formacion
del sistema acrosémico lo cual, se caracteriza por la condensacion de la cromatina
de las esperméatidas (Hess y Renato 2008) al sustituirse las histonas asociadas al
ADN por protaminas que acttan sobre los puentes disulfuros (Ward y Coffey 1991,
Bianchi et al 1996). Este seria otro momento donde probablemente ocurre el ataque
al ADN. No obstante, la exposicion a Tl sucede en todo el nicho celular incluso
durante la espermiogénesis y espermatogénesis. Ademas, como se menciond

anteriormente, el dafio seria acumulativo y explicaria porqué fue mayor a 60 dias.

Aunque se detect6é dafio al ADN en espermatozoides y células de gonada, ademas
de incrementos de anormalidades en espermatozoides y disminuciones en la
cantidad de los mismos, los niveles de testosterona total no mostraron cambios en
las diferentes dosis y tiempos de exposicion. Esto debido a que el desarrollo de
espermatozoides como la depuracién de xenobidticos en testiculo son procesos
dependientes de testosterona que requieren de niveles Gptimos para su regulacion,
esto explicaria la razén por la que no hay cambios en testosterona (Stocco 1998,
Zirkin 1998). Estos resultados concuerdan con otros obtenidos por Formigli et al
(1986), al evaluar los niveles de testosterona en ratas Wistar expuestas a sulfato de

talio a 60 dias.
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Finalmente, la exposicion ip de acetato de talio(l) durante 10 6 60 dias a ratones
macho CD-1, induce dafio al ADN en células de los 6rganos considerados como
blancos y de acumulacion; higado, rifion, cerebro y testiculo incluyendo
espermatogonias tempranas, asi como en espermatozoides maduros. En la
evaluacion de los parametros seminales se encontré que este compuesto disminuye
el movimiento, la cantidad y aumenta las anormalidades en los espermatozoides.
Los resultados anteriores aportan evidencia que el Tl induce efecto genotoxico en
todas las células incluidos los espermatozoides, ademas de que sus efectos
adversos sobre los pardmetros seminales, se puede considerar al acetato de talio(l)
como un agente con propiedades genotdxicos, gonadotdxicas y reprotoxicos; sin

efectos como disruptor endocrino.
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IX. CONCLUSIONES

La administracién de acetato de talio por via ip a ratones macho adulto durante 10
0 60 dias, en dosis de 1.15, .31 y 4.62 mg/kg, correspondiente a 1/32, 1/16 y 1/8 de

la DLso, respectivamente:

No modificé el peso corporal, Unicamente se observaron algunos aumentos en
higado y testiculo en los tratamientos de 1.15 a 10 dias y en el de 4.62 a 60
dias, respectivamente.

No redujo la viabilidad de las células obtenidas de higado, rifién, testiculo y
cerebro. La viabilidad fue =92%, en ambos protocolos.

La estimacién del dafio al ADN (longitud del cometa e IMg), en ambos
protocolos, muestran que el tratamiento de 1.15 mg/kg fue el que causé mayor
efecto, siendo el higado el 6rgano que presentd mas dafio seguido de rifidn,
cerebro y testiculo.

En relacion con las evaluaciones de parametros seminales, no se observaron
cambios en la viabilidad de espermatozoides y en los niveles de testosterona
en plasma. Sin embargo:

o Se observé reduccion en la movilidad (a 10 y 60 dias en dosis de 4.62
mg/kg y =2.31 mg/kg, respectivamente) y en el conteo (a 10 dias en la
dosis de 4.62 mg/kg y a 60 dias con reduccion dosis-efecto) de los
espermatozoides.

o Se observd incremento de anormalidades en espermatozoides con
relacion dosis-efecto en ambos protocolos.

o La estimacion del dafio al ADN en los espermatozoides, en ambos
protocolos, muestran que el tratamiento de 1.15 mg/kg fue el que causo
mayor efecto.
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