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RESUMEN

En la actualidad la presencia de metales pesados en el ambiente se ha incrementado
debido a la intensa actividad antropogénica. Uno que ha llamado la atencion es el talio (Tl)
el cual ha demostrado tener la capacidad de inducir efectos téxicos en el humano por
exposicion natural, ocupacional, accidental o terapéutica y del cual no se conoce su
necesidad en algun proceso metabdlico. El TI es ampliamente usado en la elaboracion de
diversos productos y se encuentra principalmente en estados de oxidacién | y lll, lo que
permite formar gran variedad de compuestos, donde la mayoria son elevadamente
peligrosos. Al contacto con los organismos es rapidamente absorbido y distribuido por el
torrente sanguineo a practicamente todos los tejidos del cuerpo. Estudios en los que
utilizan concentraciones equivalentes a las encontradas en el ambiente y en los sitios de
trabajo muestran que el Tl induce toxicidad celular y dafio cromosdmico, por lo cual es
importante estudiar las concentraciones y tiempos cortos de exposicion en los que este
metal puede causar efectos daninos a nivel celular y sobre todo a nivel genético. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad celular y sobre la molécula del
acido desoxirribonucleico (ADN), en leucocitos humanos tratados in vitro con sulfato de
TI(I) y cloruro de TI(lll), empleando leucocitos de sangre periférica humana y diferentes
metodologias. Se dieron tratamientos con sulfato de TI(I) o cloruro de TI(lll) en
concentraciones de 0.5, 1, 5, 50 y 100 yg/mL durante 2, 4 y 6 h, y se observé que la
viabilidad no se modificé con la prueba de diacetato de carboxifluoresceina y bromuro de
etidio (CFDA/BE), sin embargo, ambos compuestos incrementan la apoptosis en 6 h de
exposicion con la prueba de naranja de acridina y BE (NA/BE). Ademas, las evaluaciones
con la prueba de electroforesis unicelular en gel (EUG) muestran que el TI(I) y TI(lII)
incrementa la longitud total del cometa, efecto que sigue un comportamiento dependiente
de la concentracién y del tiempo de exposicion. Por otro lado, la version acelular de la
EUG (exposicion directa del ADN) reveld incrementos significativos en las
concentraciones probadas (0.5 y 50 yg/mL) para ambos compuestos. Los resultados
demuestran que el Tl en sus dos estados de oxidacion induce toxicidad celular, dafio al
ADN, asi como dano directo al ADN; sin embargo, se sugiere realizar otras pruebas para

corroborar estos ultimos datos.

Apoyo de la DGAPA-PAPIIT proyecto IN225216.



INTRODUCCION

El uso de metales ha contribuido al desarrollo cultural y tecnolégico del ser humano; sin
embargo, su descarga al ambiente de manera natural y principalmente antropogénica ha
aumentado su presencia en aire, agua y suelo, conduciendo a la contaminacion del

ambiente y de los alimentos (Rojas et al., 1999).

Para su estudio, los metales se dividen en dos categorias, los que son esenciales para los
seres vivos por realizar funciones biolégicas y los no esenciales que pueden llegan a
poseer propiedades curativas en bajas concentraciones, pero no tienen ninguna funcion
biolégica reconocida. Ambos en concentraciones no habituales o altas pueden ocasionar
toxicidad y representar riesgo para la salud (Flora, 2014), debido a que la presencia de

estos conduce a cambios a nivel molecular, celular, tisular y de érgano.

Un metal no esencial que ha ganado atencion especial debido a su toxicidad es el talio
(T1), el cual es considerado contaminate y peligroso a bajas concentraciones. El Tl forma
distintas sales solubles en agua, lo que facilita su biodisponibilidad, su absorcion y
acumulacion, ademas la posibilidad de interactuar con el material genético alterando la
integridad del genoma y por consecuencia, modificar el funcionamiento celular (Galvan-

Arzate y Santamaria 1998, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013).

MARCO TEORICO

2.1 Metales

Los metales son un segmento inseparable para la vida y para los sistemas bioldgicos,
estos pueden ser esenciales o no. Ademas de su gran aplicabilidad, influyen ampliamente
sobre todas las formas de vida causando efectos severos comunmente designados como
"toxicidad inducida por metales", desde el punto de vista ambiental han ganado
importancia en cuanto a las manifestaciones de toxicidad en humanos. Los metales
llamados “pesados” son considerados de los mas peligrosos ya que pueden causar la

muerte por envenenamiento en la vida silvestre y en las personas (Flora, 2014).

La contaminacién por metales es un problema que ha ido en aumento debido
principalmente a actividades antrépicas. Entre las principales fuentes de contaminacion se
encuentran la mineria, la metalurgica, la agricultura, los vehiculos automotores y el aporte

natural en ciertos acuiferos (Covarrubias y Peina, 2017).



2.2 Metales pesados

Los metales pesados son un conjunto de elementos en los que se incluyen los de
transicion, algunos semimetales, lantanidos y actinidos. El criterio mas general para su
clasificacion se basa en que su densidad especifica es mayor a 5 g/cm®. No obstante,
algunos autores consideran esta definicion inapropiada, pues la densidad especifica no es
una referencia en cuanto a la reactividad o toxicidad de un metal. Actualmente, el término
“metal pesado” es utilizado para referirse de una manera amplia a aquellos metales o
metaloides con potencial de causar problemas de toxicidad incluso en concentraciones
muy bajas; algunos ejemplos, incluyen al mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As),
cromo (Cr), plomo (Pb) y talio (Tl), entre otros (Lucho et al.,2005; Rodriguez-Mercado y

Altamirano-Lozano, 2013; Covarrubias y Pena, 2017).

Dichos metales se encuentran generalmente como componentes naturales de la corteza
terrestre, en forma de minerales, sales u otros compuestos. No pueden ser degradados o
destruidos facilmente de forma natural o biolégica. Son peligrosos ya que tienden a
bioacumularse e incorporarse en concentraciones no habituales en la cadena tréfica (US
EPA, 2009). Uno de los metales que ha ganado atencion en los ultimos afios porque se

puede incorporar a los organismos via alimento y agua es el TI.

2.3 Talio

2.3.1 Propiedades fisicoquimicas y datos toxicolégicos

El Tl tiene un peso atomico de 204.38 g/mol, fue descubierto por Sir William Crookes en
1861 (Crookes, 1874). El nombre de Tl deriva de la palabra griega thallos, es brillante,
ductil, maleable y de color metalico gris azulado, se ubica en la familia IlIA de la tabla
periodica, su nimero atéomico es 81 y su configuracidn electrénica es [Xe] 4f'* 5d'° 6s?
6p’, tiene densidad de 11.85 g/cm3. Su punto de fusién es de 303.5° C, punto de
ebullicion de 1457 °C, electronegatividad de 2.04, radio i6nico de 150 pm, radio atémico

de 171 pm para el TI(l) y 89 pm para TI(lII).

Se presenta en dos estados de oxidacion (I y Ill), donde el estado de oxidaciéon | es
considerado mas estable y con propiedades semejantes a metales alcalinos como el
potasio (K*), mientras que, en estado Ill es menos basico y se comporta similar al aluminio
(AI**). Debido a estas propiedades, el Tl puede formar diferentes compuestos organicos e

inorganicos, estos ultimos se consideran mas peligrosos por su alta toxicidad.



Las formas comerciales mas comunes son el acetato, carbonato y sulfato de Tl en estado
de oxidacion |. Otras formas de TI(Ill), que derivan del catién TI** incluyen el sesquidxido y
tricloruro. La mayoria de sus compuestos son estables y solubles en agua, con excepcién

del sesquioxido de Tl (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Se sabe que compuestos inorganicos de TI(I), en solucidén acuosa a pH neutro, son mas
estables que los analogos de TI(lll). Por el contrario, los compuestos organicos son
estables sélo en la forma Il (Mulkey y Oehme, 1993). No obstante, los compuestos de
TI(l) como el sulfato (T1.SO4), acetato (CH3sCOOTI) y carbonato (TI.CO3) suelen ser mas
téxicos, en comparacion con el sulfuro (TI2S) y el yoduro (Tll), debido posiblemente a que

estos ultimos son menos solubles (Moeschlin, 1980).

El sulfato de TI(l) es una sal en forma de prismas cristalinos, es incoloro e inodoro, con
peso molecular de 504.83 g/mol, punto de fusion de 632 °C y densidad de 6.77 g/cm?. El
cloruro de TI(lll) es un polvo color amarillo cristalino, tiene un peso molecular de 310.73
g/mol, punto de fusién de 25 °C, muy soluble en agua y ligeramente soluble en alcohol o

éter (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

La dosis letal media (dlso) del sulfato de TI(l) para rata via oral es de 25 mg/Kg y para
ratén 29 mg/Kg y 26 mg/Kg via subcutanea. Para el caso del cloruro de TI(lIl) la dlso se
desconoce; no obstante, para el cloruro de TI(I) se sabe que para ratén es de 24 mg/Kg

via oral y 28 mg/Kg via intraperitoneal (ip) (Budavari et al., 1996; Wilkinson et al., 1999).

En estudios in vitro se ha determinado que las sales de Tl en concentraciones de 0.05 a
100 pg/mL inducen citotoxicidad con efecto dependiente de la concentracion. En lineas
celulares y cultivos primarios de linfocitos humanos la concentracién inhibitoria cincuenta

va de 10 a 16 pg/mL (Yamamoto et al.,2014; Rodriguez-Mercado et al., 2017).

2.3.2 Distribucion

Este elemento se encuentra ampliamente distribuido sobre la corteza terrestre en bajas
cantidades y no se considera esencial para los mamiferos. La concentracion de Tl en la
tierra se estima en 0.004 mg/Kg, y su abundancia en la corteza terrestre oscila entre 0.3 a
0.6 mg/Kg (Wedepohl, 1995; IPCS, 1996).

Principalmente, lo encontramos en rocas volcanicas, meteoritos, en minerales de potasio
magmatico como feldespatos y micas, en mayor medida en nédulos de granito, esquisto y

manganeso. También se le puede encontrar en pequehas concentraciones en algunos
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minerales (de hierro, plomo y zinc) que se emplean comunmente para la produccion de

acido sulfurico (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998).

2.3.3 Fuentes de exposicion

Su liberacion al ambiente mediante procesos antropogénicos principalmente en industrias
cementeras, eléctricas y refinerias ha llevado al aumento de los niveles de Tl en varios
ecosistemas afectando las cadenas troficas. En general, la Tl se obtiene durante los
procesos de refinacion y fundicion de minerales con hierro, cadmio, plomo y zinc
(Kazantzis, 1986, 2000).

Se conoce que menos de 15t de Tl son producidas anualmente en el mundo y se estima

que alrededor de 2000-5000 t/afo se liberan por procesos industriales (Kazantzis, 2000).

En el aire las concentraciones de Tl generalmente son menores a 1 ng/m®. En agua
continental aproximadamente es de 1 ug/L y aproximadamente de 10-20 ng/L en agua de
mar. En el suelo las concentraciones varian de 0.1 a 1 mg/Kg. La concentracion de Tl en
sedimentos en rios es menor a 0.07 mg/Kg. En paises y regiones como Canada (CCME,
1999), Estados Unidos (US EPA, 2011a), México, América Latina (OPS, 2001), Inglaterra,
la Unién Europea (Jargensen et al., 2008; Maycock et al., 2008) y Rusia (Pohanish, 2011),
la concentracion maxima permisible de Tl en el agua potable se basa en las pautas
publicadas por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos de América (US

EPA, 2009) donde el nivel maximo permitido es de 2 ug/L.

2.3.4 Usos

El Tl fue ampliamente utilizado con fines medicinales, en nifios se usé en tratamientos
contra la tina del cuero cabelludo, ademas contra enfermedades venéreas, tuberculosis,
malaria y sifilis (Léonard y Gerber, 1997; Kazanztsis, 2000); también se ha empleado en
productos para depilacion. Fue utilizado como rodenticida contra ratas y ardillas, aunque
fue prohibido su uso para control de plagas desde 1972 en los Estados Unidos de
América y otros paises (IPCS, 1996). En la actualidad se utiliza para catalizar algunas
reacciones en aleaciones, en la fabricacion de lentes épticos, joyas, termémetros de baja
temperatura, semiconductores, tintes, pigmentos y contadores de centelleo (Rodriguez-
Mercado et al., 2017).

El TI, al igual que el selenio (Se), se usa en la produccién de gafas especiales, y en

aleaciones con Pb, zinc (Zn), plata (Ag) y antimonio (Sb) para mejorar la resistencia a la
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corrosion. Otros usos del Tl son en la fabricacion de fuegos artificiales, pigmentos para
cosméticos y para impregnar madera y cuero contra hongos (Kazantzis, 2000). Algunos
isotopos radioactivos como el 2°'Tl se utilizan en pruebas médicas para obtener la imagen

del miocardio y tumores (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Kim et al., 2019).

El acetato de TI(I), el carbonato de TI(l) y cloruro de TI(lll) son clasificados altamente
peligrosos, se han utilizado en fungicidas, en la fabricacién de diamantes artificiales y
como catalizador en cloracion, respectivamente (Budavari et al., 1996). Asi mismo, el
sulfato de TI(l), se utiliza en la industria farmacéutica, en el tratamiento de fibras textiles y
a pesar de que ya no se utiliza en rodenticidas, insecticidas o pesticidas, en la literatura se
siguen reportando envenenamientos por este compuesto (Zhao et al.,2008; Yumoto et al.,
2017). Lo anterior sugiere que esta sustancia u otros compuestos de Tl todavia se estan
produciendo y usando de forma clandestina. En humanos la exposicién a dosis de 3.4
mg/Kg de peso corporal produce efectos adversos para la salud y 6 mg/Kg pueden ser

letales (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

2.3.5 Exposicion y sintomatologia

La exposicién a Tl puede ser natural u ocupacional; por ejemplo, en plantas cementeras,
eléctricas e industrias de vidrio, también la exposicién se da de forma accidental o por
envenenamiento. Se han reportado casos de intoxicacion con Tl por envenenamiento
croénico y agudo. Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, y sus similitudes a otros
cationes metalicos esenciales como el K*, el TI(I) se absorbe rapidamente y cruza

facilmente las membranas bioldgicas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Las principales vias de intoxicacién por Tl se dan por ingestién, inhalacién o contacto con
la piel (Figura 1) (Rangel-Guerra et al., 1980; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013). Los casos de intoxicacion humana que se han reportado generalmente son por via
oral, ya sean accidentales, suicidas u ocupacionales, con esto se ha podido establecer
que la sangre, la orina y el pelo son buenos biomarcadores para detectar si hubo una

exposicion a compuestos con este metal (US EPA, 2009).

Algunos sintomas provocados por la exposicidbn ocupacional a polvos o vapores que
contienen Tl son: nauseas, dolor abdominal y pérdida de apetito seguido de pérdida de
pelo y la aparicion de las lineas de Mees (lineas blancas en las unas), en la
neurotoxicidad se presentan temblores en manos, entumecimiento en pies, depresion y

alteraciones en el comportamiento, dano al nervio éptico que conduce a la discapacidad
6



visual, asimismo se han observado taquicardia, arritmias y dificultades respiratorias que a

menudo culminan en la muerte (Lu et al., 2007; Zhao et al., 2008).

La intoxicacién por compuestos de Tl interfiere con otros aspectos de la salud que incluye
la fertilidad en mujeres y hombres expuestos en un ambiente ocupacional, por ejemplo, el
Tl se distribuye por todo el cuerpo mediante la circulacion sistémica, ademas se sabe que
puede cruzar la barrera encefédlica, gonadal y placentaria (Ziskoven et al., 1983). Lo
anterior puede explicar los reportes de aumentos en las tasas de letalidad embrionaria y
malformaciones congénitas en la descendencia de personas que habitan en areas
cercanas a las plantas de cemento (Xia et al., 2016). Sin embargo, lo anterior no esta del

todo comprendido y aun no se conoce el mecanismo por el cual induce toxicidad.

La vida media de eliminacion es variable, depende de la naturaleza de la exposicion
(aguda o cronica) y de la dosis. En personas envenenadas, el tiempo de excrecion,
principalmente en la orina, va de 2 a 95 dias después de la ingestién. En los seres
humanos se ha detectado en el cabello, ufias, sudor, saliva, lagrimas y la leche materna.
Debido a esto, el Tl tiende a acumularse en diferentes tejidos entre ellos el rifidn, higado,
cerebro (hipdfisis), testiculos, musculo, estébmago, corazén, huesos, pulmones, bazo,
tiroides y la piel del cuero cabelludo (Galvan-Arzate y Rios, 1994; Galvan-Arzate et al.,
2005).

El Tl es altamente téxico, independientemente de la ruta de exposicion es considerado
uno de los metales mas dafinos para los mamiferos, su toxicidad es comparable a
diferentes elementos, Cd, Hg o Pb, aunque los datos epidemioldgicos actuales sobre los
efectos de Tl en humanos son insuficientes (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013).

Por otro lado, se ha encontrado que los compuestos de Tl son capaces de interaccionar
con el material genético, a nivel cromosémico y de ADN. En particular, en pruebas
bioquimicas se ha detectado que presentan una fuerte afinidad por las bases
nitrogenadas, pero se desconoce si este evento puede ser el causante del dafio

directamente al ADN (Rodriguez-Mercado et al., 2015).

2.3.6 Mecanismos de toxicidad del Tl
Se han propuesto varios mecanismos y modos de accion para explicar la alta toxicidad de

Tl y sus compuestos. Los modelos experimentales en mamifero tanto in vitro como in vivo,



sugieren que la toxicidad es desencadenada por la lipoperoxidacion y por la interferencia
con el sistema de defensa antioxidante de la célula. Mismos efectos que induce en células
vegetales. Su toxicidad también puede deberse a sus propiedades quimicas, que son
similares a las del ion K* tal como radio i6nico 133 pm y radio atémico de 235 pm. EI TI
puede modificar la actividad de las ATPasas de Na*/K*, piruvato quinasa, fructosa-1-6-
bisfosfatasa y otras proteinas que dependen de iones metalicos. Dicho reemplazo permite
que Tl se mueva a través del sistema de membrana y se acumule en la célula (Léonard y

Gerber, 1997; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Aire, Agua, Ropa y accesorios Rire ‘Agua y Comida

" Sudor l Exhalacion Inhalacibn lCunsumu

_ bm L Tracto respiratorio

Tracto gastrointestinal J

Muzculo, gonadas,
hueso y medula csea |-

Sislemu nervioso e

cenfral y periferico

Placenta —> Feio

Uhze y
Qbe : /
O Indicadores de exposicion

{Organo crisco
Sifios donde =2 acumula e T

Figura 1. Biocinética de Tl. En humanos, mamiferos y otros animales.
Modificado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013.

El Tl puede despolarizar la membrana, interfiiendo con moléculas de la cadena
respiratoria en las mitocondrias liberando calcio intracelular (Ca?*) (Spencer et al., 1973).

Estas acciones conducen finalmente al desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa en
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diferentes tipos de ceélulas (Repetto et al., 1994). Una vez dentro de la célula, el Tl puede
interferir con la estabilidad del ribosoma y la sintesis de proteinas. Otros mecanismos de
la toxicidad de Tl incluyen la interferencia con los sitios activos de varias enzimas de la
interaccion con grupos amino-sulfhidrilo (-SH) (Mulkey y Oehme, 1993; Léonard y Gerber,
1997).

2.4 Modelo de estudio
Los cultivos celulares han jugado un papel fundamental en los avances recientes de la
toxicologia. Las células pueden aislarse y mantenerse en un estado viable durante el

tiempo suficiente para realizar distintos tipos de experimentos.

Las células de sangre periférica se han utilizado como sustrato para evaluar los efectos
de la exposicion a agentes toxicos; por ejemplo, el analisis de dafio al ADN, aberraciones
cromosomicas estructurales y numéricas, para conocer efectos clastégenos o
aneuploidégenos, respectivamente, o bien, pruebas de viabilidad, muerte celular,
citostaticidad y cinética de ciclo celular, para conocer efectos citotdxicos, por mencionar
algunos (Albertini et al., 2000, Prieto y Llopiz, 1999).

Las pruebas de genotoxicidad evidencian las alteraciones causadas al material genético,
de manera directa o indirecta, por agentes ambientales, tanto en células somaticas como
germinales. El primer paso para realizar los estudios de evaluacién genotdxica es la
ejecucion de ensayos in vitro que permiten evaluar el potencial mutagénico de los
compuestos quimicos en lapsos de tiempo relativamente cortos. Estas pruebas a corto
plazo resultan de gran utilidad ya que permiten detectar dafo primario a la estructura del
ADN, mutaciones génicas, aberraciones cromosémicas, transformaciones celulares u

otras afectaciones (Arencibia y Rosario, 2003).

Las células humanas expuestas in vitro junto con los efectos descritos en animales de
experimentacion juegan un papel importante en la extrapolacion de los efectos toxicos
hacia los humanos. Los cultivos de células humanas u otros mamiferos se utilizan en
muchos de los métodos celulares y moleculares (Hodgson et al., 2004). De los métodos

mas empleados se encuentran las pruebas de viabilidad y de dafio al ADN.

2.5 Citotoxicidad

La toxicidad celular indica procesos complejos que abarca desde la alteracion y el mal

funcionamiento de una poblacién celular hasta la muerte de la célula (Pooga et al., 2002),
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de manera general este concepto se aplica cuando la célula es afectada por un agente

sea quimico, fisico o bioldgico, y puede ser evaluada con ensayos de citotoxicidad.

Las pruebas de citotoxicidad in vitro pueden dar una idea de lo que sucede sobre los
tejidos, organos, sistemas y hasta un organismo completo. Se aplican para conocer los
efectos toxicos de nuevos quimicos, medicamentos, anticuerpos, contaminantes
ambientales, metales y compuestos metélicos, en donde la evaluacion de la proliferacién,
la viabilidad y la muerte celular son de los parametros mas empleados (Boyd et al., 2008).
Las pruebas in vitro se pueden llevar a cabo en diferentes modelos de prueba como
bacterias, levaduras, vegetales, lineas celulares y células de tejidos u dérganos;

permitiendo analizar el comportamiento de las células en un ambiente mas controlado.

2.5.1Técnicas de citotoxicidad

El uso de diferentes marcadores fluorescentes es de las técnicas comunmente usadas
para evaluar la viabilidad celular; estas se basan en el uso de una tincidén con colorantes
fluorescentes o con la combinacion de mas de uno, estos difieren en su permeabilidad a
la membrana celular, lo que permite la evaluacion de la integridad de la membrana y la
actividad enzimatica intracelular (Boyd et al., 2008). Algunas de las pruebas mas
utilizadas debido a su facilidad, bajo costo y rapidez son las evaluaciones con la solucion
dual con diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) y bromuro de etidio (BE) o con naranja
de acridina (NA) y BE. La visualizacién de diferentes tipos de células con estos colorantes
provee una amplia variedad de informacién acerca de la actividad de la célula y su
estructura. Un ejemplo de substratos fluorescentes es el uso de la tincién dual de
CFDA/BE.

2.5.2 CFDA/BE

El CFDA es un sustrato fluorescente esterificado que se ha utilizado para evaluar la
viabilidad de varios tipos de células. El diacetato (DA) es hidrofébico y permite que el
compuesto se difunda a través de las membranas de la superficie celular hacia el
citoplasma y se hidroliza mediante esterasas no especificas intracelulares. La
carboxifluoresceina fluorescente (CF) al ser una molécula hidréfila y tener carga negativa
permanece dentro de la célula, asi, la célula con membrana intacta y actividad de
esterasa intracelular muestra una alta retencion de CF y de la tonalidad fluorescente

(Figura 2). Por otro lado, el BE solo es absorbido cuando las células tienen dafio en la
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membrana, las cuales tifien de rojo el ADN nuclear (Tice y Vazquez, 1999; Morono et al.,
2004).

2.5.3 NA/BE

La muerte celular, por apoptosis 0 necrosis, es otro de los parametros utilizados para
evaluar la citotoxicidad de algunos agentes quimicos. Existen pruebas simples que nos
permiten diferenciar la viabilidad celular de las células que mueren por apoptosis o por
necrosis (McGahon et al., 1995). Las células apoptdticas son morfolégicamente distintas y
facilmente distinguibles en una poblacién celular. La cuantificaciéon de la viabilidad celular
y el indice de muerte utilizando fluorocromos como NA/BE nos permite diferenciar células
viables de aquellas que mueren por apoptosis 0 necrosis basandose en la morfologia y la

integridad de la membrana (Garcia-Rodriguez et al., 2014).

Figura 2. Esquema de célula viable (verde) y célula no viable
(roja).

La determinacién de la viabilidad celular y el indice apoptético mediante NA/BE permite
cuantificar la proporcion de células viables y no viables, y de esta ultimas las que se
encuentran en apoptosis (temprana o tardia segun la integridad de la membrana) o
necrosis. EI NA es permeable a la membrana se intercala en el ADN, dandole un aspecto
verde (Figura 3), este colorante también se une al ARN dando un aspecto rojo-naranja sin

embargo el color verde sobresale, asi una célula viable fluoresce en verde brillante.
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Las células apoptdoticas tempranas cuyas membranas aun estan intactas, pero con su
ADN nuclear fragmentado y por tanto su cromatina condensada la cual se observa como
parches de color verde brillante, mientras que las células en apoptosis tardia tendran
dafio en membrana y el BE tefiira la cromatina condensada de nucleos de color naranja.
Es decir, las células apoptoticas tardias tendran areas de color naranja brillante de
cromatina condensada en el ndcleo que las distinguiran facilimente de las células

necroticas, las cuales tifien de color naranja-rojizo uniforme (McGahon et al., 1995).

Célula Viable Célula apoptotica
tardia

Célula apoptotica

Célula necrotica
temprana

Figura 3. Esquema de categorias morfoldgicas de las células con la prueba
de NA/BE.

2.6 Genotoxicidad

La genotoxicidad es el resultado de una reaccién de agentes quimicos con el material
genético que puede medirse bioquimicamente con ensayos que reflejan dafio al ADN, los
agentes considerados genotoxicos alteran la estructura del material genético, incluidos

aquellos que interfieren en el proceso normal de la replicacion (Nielsen, 2008).

2.6.1 Pruebas de genotoxicidad
Las pruebas de genotoxicidad estan disefiadas para detectar compuestos que provocan
alteraciones genéticas de forma directa o indirecta en las células que estan expuestas a

sustancias toxicas. Los estudios de genotoxicidad se pueden realizar in vitro o in vivo.

Los ensayos mas utilizados para determinar genotoxicidad son las aberraciones

cromosomicas estructurales y numéricas, intercambio de cromatidas hermanas,
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micronucleos, aductos de dafios en el ADN, asi como dafios al ADN detectados con

electroforesis unicelular en gel (EUG) entre otras (Albertini et al., 2000; Nielsen, 2008).

2.6.2 La electroforesis unicelular en gel (EUG)

La EUG, llamada comunmente “ensayo cometa”, es un método microscoépico fluorescente
rapido y muy sensible, que permite examinar el dafio al ADN en células de forma
individual, este ensayo tiene importantes aplicaciones en el campo de la genotoxicidad.
Su fundamento se basa en la fragilidad que poseen los sitios dafiados; al ser sometidos a
un pH = a 13 y su comportamiento en una electroforesis. Los fragmentos de ADN,
producto de la accion de la sustancia a probar, afectados por el pH alcalino, migran a una
velocidad diferente del resto del material nuclear formando la cola del “cometa” (Figura 4),

donde existe una relacién del ADN que migra con el dafio ocasionado al ADN.

En este ensayo, las células suspendidas en agarosa se colocan en capas en portaobjetos,
las células se lisan con detergentes y alto contenido de sal, y el ADN liberado se separa
por medio de electroforesis en condiciones de pH alcalino. EI ADN de las células con
dafio migra hacia el anodo, el cual se visualiza al microscopio de fluorescencia después

de tefiir con un colorante adecuado.

En condiciones electroforéticas de pH 9 (neutras) la migracién del ADN se incrementa por
roturas de doble cadena (RCD), en tanto que bajo condiciones electroforéticas de pH 12.1
o mayores, la migracion del ADN se incrementa preferentemente por roturas de la cadena
(tanto simple como doble) y a un pH = a 13 ademas se revelan en forma de rupturas los
sitios sensibles al alcali (sitios basicos, conocidos como sitios AP) (Tice y Vazquez 2000;
Villaverde et al., 2004; Hanzel et al., 2005; Montes et al., 2007).

Dentro de las ventajas de utilizar la EUG se encuentra:

e La colecta de datos es a nivel de célula.

e Los datos se pueden procesar por analisis estadistico mas robustos.

e Se requiere un pequefio numero de células por muestra (<10,000).

e Es sensible para la deteccion de dafio en el ADN.

e Practicamente cualquier poblacion celular eucariota es susceptible de este analisis
(Tice y Vazquez 2000, Albertini et al 2000).
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2.6.3 Version acelular de EUG

La version acelular, es una modificacion de la metodologia de EUG (EUG acelular).
Resulta de gran interés en los estudios de toxicologia genética, debido a que se puede
conocer si el nivel de dafio que causa el agente quimico a probar lo hace de manera
directa o indirecta. En esta variante, las células sin tratamiento se preparan como se
describe en la EUG y se sumergen en solucién de lisis, posteriormente se pasan a una
lisis Il suplementada con proteinasa K. De esta manera se obtiene el ADN nuclear
embebido en el agar, una vez lisadas las células, se aplican los tratamientos con los
agentes quimicos a probar, es decir, se realiza el tratamiento directamente sobre el ADN
desnudo de las células. De esta manera si se observa aumento en la migracién del ADN
(bajo las condiciones de electroforesis a pH <13), se estaria indicando que el compuesto
es capaz de inducir dafio directo al material genético donde, el dafio resultante se produce
de manera independiente de la citotoxicidad y de la proteccidn que puedan ejercer las

membranas celular y nuclear (Gichner, 2003; Landeros, 2012).

Célula sin Célula con
dafio dafio - Cometa

Cabeza o
nucleo

Figura 4. Esquema de ADN nuclear de una célula sin dafio y otra con dafo.
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2.7 Cito y genotoxicidad del Tl

La informacion del efecto mutagénico y genotéxico del Tl y sus compuestos es escasa; en
la literatura los resultados con bacterias y plantas no son concluyentes (Kanematsu et al.,
1980; Kada et al., 1989; Babi¢ et al., 2009; Radi¢ et al., 2009).

En evaluaciones citogenéticas con pruebas como aberraciones cromosomicas
estructurales, micronucleos e intercambios de cromatidas hermanas, utilizando células de
medula 6ésea de hamster Chino, asi como lineas celulares del raton y células de humano y
los datos también son contradictorios y por lo tanto no concluyentes (IPCS, 1996; Migliore
et al., 1999; Fischer y Eikman, 2002), no obstante, en humano la exposicidon accidental o

intencional a venenos de Tl da indicios de riesgo genotéxico.

Hantson et al (1997) en linfocitos de un paciente varén de 48 afios que ingirid 200 mg de
veneno de sulfato de TI(I), encontraron elevada frecuencia de micronucleos. Por su parte
Nikiforov et al., (1999) encontraron alteraciones cromosdémicas, principalmente
aberraciones tipo cromatidico, en los linfocitos de sangre periférica de 13 personas
expuestas accidentalmente a venenos con Tl, pero no hallaron cambios en la frecuencia

de micronucleos en células binucleadas.

Los efectos por exposicion a dosis terapéuticas también han sido descritos, aunque estos
son limitados. Por ejemplo, se tiene el reporte con el isotopo de 2°'TI aplicado en
pacientes con problemas cardiacos o con angina de pecho en los cuales no se observo
induccion de mutagenicidad, pero si encontraron induccién de dafio cromosémico y
cambios en la cinética de division celular al dia tres posteriores al tratamiento (Bachand et
al., 1991; Kelsey et al., 1991; Yildirim et al., 2005).

En estudios realizados en el laboratorio, se encontré que el acetato de TI(I), sulfato de
TI(I) y cloruro de TI(lIl), aplicado en cultivo de linfocitos humanos en concentraciones de
0.5 a 100 pg/mL incrementan las aberraciones cromosémicas estructurales, bloquean la
proliferacion e inducen acentuados efectos citotdxicos, ademas encontraron que el
acetato de TI(I) induce rupturas sobre la cadena de ADN, rupturas inducidas
principalmente por lesiones conocidas como sitios basicos (Rodriguez-Mercado et
al.,2015, 2017).
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JUSTIFICACION

En la actualidad la exposicién al Tl ha incrementado debido a la intensa actividad
antropogénica, que van desde la quema de combustibles fosiles hasta la exposicion al
humo del tabaco. Se sabe que, al contacto con el organismo, el Tl puede cruzar barreras
biolégicas e interferir en procesos celulares gracias a su similitud con algunos metales
esenciales. El Tl y sus compuestos son elevadamente toxicos para los seres vivos y los
modelos in vitro son una excelente alternativa para indagar en los efectos daninos que
sea capaz de inducir a nivel celular y sobre todo a nivel genético. Por lo anterior, en este

estudio se planteo la siguiente pregunta de investigacion:

¢La magnitud del dafio al ADN ocasionado por Tl dependen su estado de oxidacion y del

tiempo de exposicion?, ¢ el Tl induce dafo directamente sobre la molécula de ADN?

HIPOTESIS

Se sabe que el Tl es permeable a las membranas biolégicas, llega al nucleo e induce
dafio al ADN; sin embargo, no se tiene conocimiento de si el tiempo de exposicion y el
estado de oxidacion influyen en la magnitud del dafio, y si este efecto puede ser inducido
de manera directa. Por lo tanto, si exponemos leucocitos humanos de sangre periférica a
TI(I) o TI(Ill) durante diferentes tiempos, podemos comparar la toxicidad celular y genética
del metal, asi como conocer si la induccidn del dano a la cadena de ADN es directa o

indirecta.
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OBJETIVOS
6.1General

Evaluar la toxicidad celular y sobre el ADN, en leucocitos humanos tratados in vitro
con sulfato de TI(l) o cloruro de TI(lll), empleando pruebas de viabilidad y muerte
celular, asi como la metodologia de electroforesis unicelular en gel en condiciones

alcalinas y en la version acelular.

6.2Particulares
Evaluar la toxicidad celular a las 2, 4 o 6 h después de la exposicion a diferentes
concentraciones (0.5, 1, 5, 50 y 100 yg/mL) de las sales de Tl empleando la prueba
de CFDA/BE o NA/BE.

Evaluar el dafio al ADN de las células expuestas durante 2, 4 y 6 h a diferentes
concentraciones de las sales de Tl empleando la metodologia de electroforesis

unicelular en gel a pH >13.

Evaluar la capacidad de las sales de Tl de inducir dafio directo al ADN con la

version acelular de la electroforesis en gel.
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MATERIAL Y METODO
7.1 Obtencién de la muestra

Se seleccionaron dos donadores no fumadores, sin antecedentes de tratamiento meédico o
exposicion a algun agente genotdxico. Se extrajeron 3 mL de sangre periférica de cada
donador por venopuncion con una jeringa previamente heparinizada. A cada muestra de
cada donador se le aplicaron las 4 pruebas (dos de viabilidad y dos pruebas de

genotoxicidad).

7.2 Tratamientos

Se aplicaron tratamientos de dos sales de TI: sulfato de TI(I) o cloruro de TI(lIl) (TI2SO4 y
TICls, respectivamente). Las concentraciones utilizadas fueron 0.5, 1, 5, 50 y 100 pg/mL.
Los tiempos de exposicién fueron 2, 4, y 6 h. Todos los tratamientos se hicieron por
duplicado y se dividieron en grupos diferentes, los cultivos se hicieron en tubos eppendorf
(dos por cada concentracién y tiempo de exposicion), los cuales contenian la sangre
entera, medio de cultivo RPMI-1640 y la concentracion del compuesto. Siempre se contd
con un grupo sin tratamiento (testigo). La distribucién de las pruebas se realizé de

acuerdo con el Cuadro |.

Cuadro I. Tratamientos con los compuestos de TI.

Grupo 1 2 3 4 5 6

Tiempos de
exposicion en horas 2,4,y6 2,4,y6 2,4,y6 2,4,y6 2,4y6 2,4y6

Tratamientos en pg/mL

0 0.5 1 5 50 100
Sulfato de TI(I) (testigo)

0 0.5 1 5 50 100
Cloruro de TI(ll) (testigo)

7.3 Evaluacion de viabilidad con CFDA/BE

Alas 2,4y 6 hdespués de haber aplicado el tratamiento con Tl se tom6 una muestra de
20 pL del cultivo en un tubo Eppendorf, y se mezcld con 20 pL del colorante dual CFDA
(concentracion de 0.125 pg/pL) y BE (concentracién de 0.025 pg/uL) (Tice y Vazquez,

1999), se incubaron por 15 min a 37 °C en total oscuridad, pasado este tiempo se hicieron
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dos lavados con 1 mL de medio de cultivo RPMI-1640 y se centrifugdé a 4000 rpm durante
4 min para eliminar el excedente de colorante. Para la preparacion de laminillas se

agregaron 10 uL de muestra en portaobjetos y se colocd un cubreobjetos.

El analisis se realiz6 al microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2 (con filtro de
excitacion de 515-560 nm) en oscuridad, cuantificando al azar un total de 100 células por
tratamiento y tiempo, tomando en cuenta las células viables (que tifien de verde) y células

no viables (que tifien de rojo) (Tice y Vasquez, 1999).

Figura 5. Viabilidad celular por medio de la tincion dual de CFDA/BE, en verde

se muestra una célula viable y en rojo una célula no viable.

7.4 Evaluacion de apoptosis y necrosis con NA/BE.

Para la prueba de viabilidad con NA/BE se siguid el procedimiento propuesto por
McGahon en 1995. Se prepard una solucion dual de NA (100 pg/mL) y BE (100 pg/mL) en
PBS. A las 6 h de haber aplicado el compuesto de Tl, se tomd una muestra de 25 L de

cada cultivo, la cual se tifid con 1 L de la solucién dual.

La evaluacion se realizé al microscopio de fluorescencia (Nikon Optiphoto-2, con filtro de
excitacion de 515-560 nm). Para el analisis se cuantificaron 200 células, clasificando las

células en cuatro categorias:

a) Células viables: células que presenten integra su membrana y una coloracién

verde uniforme.
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b) Células con apoptosis temprana: ceélulas de color verde con fragmentos de

cromatina de color verde intenso.

c) Células con apoptosis tardia: células que tienen un color rojo con fragmentos de

cromatina en color rojo intenso.
d) Células necroticas: las cuales mostraran una coloracion roja uniforme (Figura 6).

Con los datos obtenidos se realiz6 el porcentaje de células que sufrieron muerte celular y
se calculé el indice de muerte de acuerdo con la siguiente formula: indice de muerte
celular = ((Células en apoptosis temprana + células en apoptosis tardia + células en

necrosis) / Total de células analizadas) x 100.

Figura 6. Tincion dual de NA/BE. En A se aprecia célula viable, B célula

apoptética temprana, C apoptética tardia y D célula necrdtica.

7.5 Anadlisis de dafio al ADN por EUG

Para la EUG se elaboraron laminillas resuspendiendo 30 pL del cultivo celular en 150 yL
de agarosa a bajo punto de fusién al 0.5%, extendiendo esta mezcla inmediatamente en
dos laminillas previamente preparadas con una capa de agarosa a punto de fusién

normal, se colocaron cubreobjetos y se dejaron en cama fria (4 °C) durante 10 min.
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Pasando el tiempo, se aplicé una tercer capa de agarosa de bajo punto de fusion (85 uL)
y nuevamente se dejé en cama fria, posteriormente se retiré el cubreobjetos y las
laminillas se sumergieron en solucion de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM a
pH 10, con Triton X-100 al 1 % y DMSO al 10 %) por 24 h a 4 °C. Transcurrido el tiempo
de lisis, las preparaciones se pasaron a la camara de electroforesis horizontal, donde se
dejo desenrollar el ADN durante 20 min en la solucion de corrimiento (NaOH 300 mM y
EDTA 1Mm; a pH >13), posteriormente se conecté la fuente de poder y la electroforesis
se dej6 20 min a 25 V y 300 mA. Finalizado el corrimiento, las laminillas se lavaron en dos
ocasiones con solucién neutralizante (Tris 0.4 Mm, a pH 7.5) para después deshidratarlas
con etanol al 100%. Los pasos anteriores se llevaron a cabo con luz amarilla (Tice y
Vasquez, 1999).

Para el analisis del dano al ADN, en total se cuantificaron 200 células por tratamiento. Las
laminillas se tiferon con BE (concentracién 0.025 ug/uL) y con ayuda de una reglilla
adaptada al ocular del microscopio de florescencia, a 400 aumentos, se midi6 la cabeza
del cometa y la longitud total del cometa; mediante la diferencia de la longitud total menos

la cabeza se obtuvo el valor de la cola del cometa (migracioén del ADN).

7.6 Analisis de dafio al ADN con la version acelular de la EUG

Para la version acelular se siguié la metodologia propuesta por Valverde et al., (2001).
Brevemente, las laminillas se prepararon tomando 20 pyL de la muestra de leucocitos
directamente de cultivos sin tratamiento, estos se resuspendieron en 150 uL de agarosa
de bajo punto de fusion y se extendieron en una capa homogénea en dos laminillas
esmeriladas previamente preparadas con una capa de agarosa a punto de fusién normal,
se colocaron cubreobjetos y se dejaron en cama fria (4 °C) durante 5 min. Las laminillas
se sumergieron en solucion de lisis 1 (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, con Tritén
X-100 al 1 % y DMSO al 10 % a pH 7) por 1 h a 4 °C en total oscuridad. Posteriormente
se pasaron a una solucion de lisis 2 (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, a pH 7) por
1 h a 37 °C, esta lisis contenia proteinasa K en una concentracion final de 0.02 mg/mL. Al

término de este tiempo, se realizaron dos lavados de 5 min con PBS (pH 7.4).

Para el tratamiento con las sales de TI, las laminillas se sumergieron en 50 mL de PBS
(pH 7.4) que contenia las concentraciones de 0.5 y 50 pg/mL de sulfato de TI(l) o cloruro
de TI(lII) por 10 min, que se considera que es tiempo suficiente para que el ADN

embebido en la agarosa interactie con las sales de TI. Al finalizar el tratamiento se
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hicieron dos lavados con PBS e inmediatamente se pasaron a la caja de electroforesis
horizontal y se dejo desenrollar por 10 min en el buffer de corrimiento (300 mM NaOH,
1mM Na,EDTA a pH >13), para después hacer pasar la corriente eléctrica durante 10 min
a 0.8 V/icm. Al terminar el tiempo de corrimiento, se hicieron dos lavados con solucién
neutralizante a temperatura ambiente por 15 min, las preparaciones se deshidrataron con

etanol y se dejaron secar al aire.

Al igual que para el analisis de la EUG alcalina se cuantificaron 200 células por
tratamiento y con ayuda de una reglilla adaptada al ocular del microscopio de
florescencia, a 400 aumentos, se midid la cabeza del cometa y la longitud total de la
migracion del ADN; mediante la diferencia de la longitud total menos la cabeza se obtuvo

el valor de la cola del cometa.

7.7 Analisis estadistico

Se hicieron 4 experimentos cada uno por duplicado. Los datos se representan con la
media + error estandar. Para valorar las diferencias estadisticas de viabilidad y dafio al
ADN se empleé la prueba de ANOVA seguida de Tukey y para la evaluacion de apoptosis

e indice de muerte se elabord una prueba de Ji-cuadrada.
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RESULTADOS
8.1 Viabilidad

Los resultados obtenidos de los tratamientos con sulfato de TI(l) o cloruro de TI(lll) con la
prueba de CFDA/BE se muestran en la Figura 7, donde la viabilidad después de 2,4 0 6
h de exposicion fue mayor del 95 %, tanto en los tratamientos con TI(l) (Figura 7A) como
los del TI(lll) (Figura 7B) (también anexo A). En todos los casos se contdé con un testigo
sin tratamiento, donde la viabilidad oscil6 entre 99.5 a 100 %, y también un testigo positivo
tratado con peroxido de hidrogeno (H202, 150 uM) en la cual la viabilidad disminuyd
estadisticamente (P < 0.01) cuando las células fueron expuestas durante 15 min, con

valores de 90 % (los datos del testigo positivo se muestran en el Anexo A).
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Figura 7. Viabilidad de leucocitos humanos tratados con sulfato de TI(l) (A) o
cloruro de TI(Il) (B) utilizando la técnica de CFDA/BE. Las evaluaciones se
realizaron a las 2 (azul), 4 (rojo) y 6 (verde) h de exposicion. En ambos casos se
contd con un testigo sin tratamiento.

8.1.1Muerte celular por apoptosis y necrosis

Esta prueba se evalud a las 6 h después de exposicidén con los compuestos de Tl (Figura
8.) y la prueba de NA/BE. En la Figura 8A y 8B se puede observar que tanto el sulfato de
TI(I) como el cloruro de TI(lll) disminuyen significativamente la viabilidad celular en las
concentraciones de 1, 5, 50 y 100 pg/mL. Las células en apoptosis (apoptoticas
tempranas y apoptoticas tardias) se reportan en la Figura 8C y 8D, respectivamente (y en
anexo B). En el caso del el sulfato de TI(l), se observé aumento de células en apoptosis
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en las concentraciones de 50 y 100 ug/ml, en tanto que para el cloruro de TI(lll) las

diferencias estadisticas se dan desde la concentracion de 5 y hasta 100 pyg/mL.
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Figura 8. Viabilidad y muerte celular por apoptosis o necrosis de leucocitos
humanos tratados con sulfato de TI(I) (A, C y E) o cloruro de TI(lll) (B, Dy F)
utilizado la técnica de NA/BE. Las evaluaciones se realizaron a las 6 h después
de la exposicion al talio. En ambos casos se contd con un testigo sin
tratamiento. Las diferencias estadisticas se dan con * P < 0.05y ** P < 0.05
comparado con su testigo; prueba de Ji-cuadrada.
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En relacion con los datos de muerte por necrosis el TI(I) y TI(lll) incrementan este
parametro con una tendencia dependiente de la concentracion, los datos se muestran en
la Figura 8E y 8F; sin embargo, las diferencias significativas se dan en las

concentraciones de 50 y 100 ug/mL para ambos compuestos.

En la Figura 9. se encuentra representado el indice de muerte, el cual toma en cuenta la
suma de células apoptéticas tempranas y tardias, asi como las células necréticas. En esta
figura se puede observar el aumento de muerte celular la cual sigue un comportamiento
dependiente de la concentracion para los dos compuestos de Tl, donde las diferencias

estadisticas se aprecian a partir de la concentracion de 1 ug/mL.
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Figura 9. indice de muerte de linfocitos humanos tratados con sulfato de TI(l)
en rojo o cloruro de TI(Ill) en azul, utilizado la técnica de NA/BE. Las
evaluaciones se realizaron a las 6 h después de la exposicién a talio. En ambos
casos se contd con un testigo sin tratamiento. Las diferencias estadisticas se
dan con * P < 0.05y ** P < 0.01 comparado con su testigo; prueba de Ji-
cuadrada.

8.2.1Dafno al ADN

Para la electroforesis unicelular en gel, después de cada tratamiento, se prepararon las
laminillas y el analisis se hizo al microscopio de fluorescencia. Con ayuda de una reglilla

adaptada al ocular se midieron en total de 200 células por tratamiento y hora de
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exposicion, diferenciando entre células sin dafio y células con daio como se muestra en

la Figura 10.

En la Figura 11. se muestran los datos de la migracion del ADN de leucocitos humanos
tratados con sulfato de TI(l) (11A, 11C y 11E) o con cloruro de TI(lll) (11B, 11D y 11F) a
los tiempos de 2, 4 y 6 h después de la exposicién, y donde los tratamientos con los dos
compuestos de Tl incrementan la migracién en algunas concentraciones y tiempos de

exposicion.

Con TI(I), las diferencias estadisticas se observan en las concentraciones de 1, 5y 100
Mg/mL para 2 h y solo en 100 pg/mL para 4 h. En tanto, para el tiempo de 6 h
encontramos diferencias estadisticas en todas las concentraciones, siguiendo ademas un
efecto dependiente de la concentracién. Por otro lado, a pesar de que el TI(lll) incrementa
la longitud total de la cola con una tendencia dependiente de la concentracion y del tiempo
de exposicion, las diferencias estadisticas se dan en las concentraciones mas altas en 2 h

y a partir de 5 y hasta 100 yg/mL en 4 y 6 h de exposicion.

ADN celular fragmentado

. ADN celular sin dano

Figura 10. Imagen de ADN celular con dafio (arriba) y sin dafio (abajo) tefiido con BE.
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Figura 11. Longitud total de cometa (en ym) de leucocitos humanos tratados
con sulfato de talio(l) (A, C y E) o cloruro de talio(lll) (B, D y F) utilizando la
técnica de la electroforesis unicelular en gel. Las evaluaciones se realizaron 2 h,
4 h y 6 h después de la exposicién al talio. En ambos casos se conté con un
testigo sin tratamiento. Diferencias estadisticas con* P < 0.05y ** P < 0.01, con
prueba de ANOVA-Tukey con respecto a su testigo.
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8.2.2 Dafno al ADN con la prueba acelular de la EUG

Esta version de la electroforesis unicelular en gel es una modificacion de la version
alcalina, la diferencia es que los tratamientos con las sales de Tl se dan sobre el ADN
embebido en un gel de agarosa y no sobre las células. Los resultados con esta prueba
muestran incrementos significativos en las dos concentraciones seleccionadas, 5 y 50
Mg/mL, con las dos sales de Tl (Figura 12 y Anexo C). Estos incrementos se dan con la
misma magnitud entre compuestos y concentraciones, es decir, no hay diferencias en la

longitud del cometa (Figura 12) entre los dos compuestos y tampoco entre las
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Figura 12. Longitud total del cometa de leucocitos medida con la prueba de
electroforesis unicelular en gel en la version acelular. Los leucocitos fueron
lisados y el ADN nuclear de cada célula, que qued6 embebido en los geles, fue
expuesto durante 10 min a sulfato de TI(l) (rojo), o cloruro de TI(lll) (azul). Se
contd con un testigo positivo (morado) tratado con 150 yM de H20:2. Diferencias
estadisticas con * P < 0.01, con prueba de ANOVA-Tukey con respecto al
testigo (gris).
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DISCUSION

La toxicidad de los metales inicia con la entrada al organismo y la célula. El Tl tiene
afinidad por los grupos amino y sulfhidrilo de las proteinas y debido a que el (TI*) tiene
similitud quimica con el potasio (K*) puede sustituir a los iones K* modificando la
actividad de la bomba de Na*/K*ATPasa (Britten y Blank, 1968), en tanto que el TI(lII)
(TP*) entra a la célula por los mecanismos que utiliza el Fe** y otros cationes (Aramini et
al 1994). Esta condiciéon permite que el Tl cruce facilmente las membranas celulares, se
acumule e intervenga con varios procesos celulares, como el metabolismo o sobre

estructuras celulares entre ellas la membrana plasmatica.

En esta tesis, las evaluaciones de la viabilidad celular con los colorantes CFDA/BE, a
pesar de que no fueron diferentes estadisticamente, se observa reduccion en los
tratamientos con TI. Estos datos coinciden con estudios en los que aplicaron las mismas
concentraciones de Tl durante 1 h, mismo efecto que se ha observado con otros metales
(Rodriguez-Mercado et al 2011, Rodriguez-Mercado et al 2015). Sin embargo, otros
autores encontraron reduccién en la viabilidad de manera dependiente del tiempo de
exposicion y de la concentracion, donde observaron disminucion de la actividad
mitocondrial y del potencial de membrana de la mitocondria al aplicar nitrato de TI(l) y
nitrato de TI(Ill) a células PC12 (feocromocitoma de médula suprarrenal de rata) durante
72 h en concentraciones de 10 a 250 ymol/L (Villaverde y Verstraeten, 2003; Hanzel y

Verstraeten, 2006), equivalentes a 1.3 y 28.8 pg/mL.

Por otro lado, los resultados de apoptosis y necrosis con la prueba de NA/BE muestran
diferencias significativas en los resultados a partir de la concentracién de 1 pg/mL con las
sales de TI(I) y TI(lll), siguiendo un efecto dependiente de la concentracién. Esta prueba
se realiz6 a las 6 h que fue el mayor tiempo de exposicion empleado en este estudio y la
ventaja que presenta esta prueba con respecto a la de CFDA/BE es que se pueden
distinguir células viables de las no viables, ademas de las células que entran en apoptosis
temprana, las cuales pueden ser consideradas viables en la prueba con CFDA por no
presentar dafio en la membrana. Asi mismo discernir entre células con dafio en
membrana por apoptosis tardia de las que mueren por necrosis (McGahon et al., 1995;

Rodriguez-Mercado et al., 2019).

La morfologia de las células que entran en el proceso de apoptosis muestran

condensacion citoplasmatica y nuclear, la rotura especifica de proteinas celulares, la
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fragmentacion de la célula en cuerpos apoptéticos y la rotura del ADN en fragmentos; en
cambio, las que sufren necrosis se caracterizan porque las células y sus organulos se
hinchan por una alteracion en la membrana plasmatica para controlar el paso de los iones
y el agua, estas se rompen liberando su contenido en el espacio intracelular originando

una inflamacién a tejidos adyacentes (Angosto, 2003; Jordan, 2003).

Se sabe que in vitro las concentraciones micromolares de TI(I) alteran la permeabilidad
mitocondrial, abriendo los poros de transicién (Korotkov y Brailovskaya, 2001; Korotkov y
Lapin, 2003) promoviendo apoptosis en células de leucemia humana (Jurkat) (Bragadin et
al., 2003). Hanzel y Verstraeten, (2006) sugieren que la mitocondria es de los principales
blancos de la toxicidad por Tl, que puede afectar la funcién neuronal, asi como conducir a
la muerte de las células. Estos mecanismos de accion ayudan a explicar que exista una
disminucion en la viabilidad celular después de la exposicion al Tl, por medio de una
alteracion en las funciones celulares, resultando en cambios en el metabolismo que
pueden conducir a apoptosis y afectar integridad de la membrana celular. En este estudio
no se evaluaron las rutas apoptéticas; sin embargo, Hanzel y Verstraeten, (2009) y otros
autores (Korotkov et al., 2018), proponen que el TI(I) primero provoca desestabilizacién de
mitocondrias, e inicia la liberacion de iones Ca?" que conducen a la activacion de
caspasas Y la muerte celular por la via clasica de apoptosis, mientras que el T(lll) ademas
puede desencadenar muerte por la ruta extrinseca de apoptosis (Hanzel y Verstraeten,
2009). Esto ultimo podria explicar las diferencias en el indice de muerte, donde se
observd que el cloruro de TI(IIl) en concentraciones altas es mas citotéxico que el sulfato
de TI(I).

Dafio al ADN y estimacién del dafio directo al ADN

Las pruebas de viabilidad son importantes biomarcadores en toxicologia y se emplean
durante la evaluacion de los efectos toxicos provocados por sustancias quimicas, drogas,
asi como para el estudio de nuevos compuestos que se proponen de uso comun. La
necesidad de una prueba confiable, facil de manejar y rapida, ha llevado al desarrollo de
varios ensayos que ahora se utilizan habitualmente, y que estan disponibles para detectar
los efectos citotdxicos de los sistemas celulares in vitro e in vivo (Garner et al., 1997). Se
sugiere hacer estas pruebas de viabilidad a la par de la prueba de dafo al ADN por EUG

para evitar falsos positivos al evaluar (Tice et al., 2000).
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La EUG empleada en esta investigacion es una prueba eficiente para medir el dafio al
ADN, entre las lesiones que detecta se encuentran rompimientos de cadena sencilla y
doble, sitios sensibles al alcali (sitios AP) y sitios de reparacion por escision incompleta
(Fairbairn et al., 1995; Singh, 2000). Donde, la longitud de la migracion del ADN es un
buen indicador de dafio derivado de este tipo de lesiones en la molécula de ADN y que los

tratamientos con TI(l) y TI(Ill) inducen.

De manera general se observé incremento en la longitud del ADN cuando se aplican los
compuestos de TI, efecto que se hace mas evidente a las 6 h de exposicién, esto
concuerda con reportes previos que muestran que el acetato de TI(l) en concentraciones
de 0.5 a 100 pug/mL en linfocitos humanos provoca dano primario al ADN después de 1 h
de exposicion (Rodriguez-Mercado et al., 2015), efectos similares fueron encontrados en
pruebas hechas en células de ratén (fibroblastos de embridon de ratéon ) tratadas con
concentraciones de 1 uM a 10 uM de carbonato de Tl (TI,CO3) durante 24 h (Zasukhina et
al., 1983).

Se conoce que el dano al ADN puede conducir a rompimientos de cadena doble y estas
lesiones inducir aberraciones cromosémicas estructurales (Rodriguez-Mercado et al.,
2019), al respecto se ha observado que los efectos in vitro se producen in vivo, Garcia-
Rodriguez et al., (2014) encontré que el sulfato de TI(I) en tratamiento agudo de 23 mg/Kg

incrementa la frecuencia de micronucleos en sangre periférica de raton.

Las sales de Tl podrian estar provocando dafo al ADN posiblemente a que modifican, y
en particular disminuyen, los niveles de enzimas antioxidantes entre las que se
encuentran glutation, glutation peroxidasa y superéxido dismutasa por su afinidad con los
grupos sulfhidrilo (Villaverde et al.,, 2004; Hanzel et al., 2005; Montes et al., 2007). Lo
anterior, podria provocar desajuste en los antioxidantes que protegen a los leucocitos
expuestos in vitro al Tl, lo cual a su vez conduce al aumento de los niveles de especies
reactivas de oxigeno, las cuales se conoce que a través de reacciones éxido-reducciones
pueden modificar bases nitrogenadas, desoxirribosas e inducir fragmentacion del ADN
(Gonzalez-Torres et al., 2000; Jan et al., 2015; Rex et al., 2017).

La version acelular de la EUG ayuda a determinar si los compuestos de Tl inducen dafio

directamente sobre la cadena de ADN, sin involucrar al metabolismo celular; por ejemplo,

los mecanismos de reparacion (Sasaki et al., 2017). De esta manera se puede conocer si

el dafo o parte del dafo inducido por Tl es producido directamente por la interaccién del
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metal con la molécula de ADN, por lo que en este trabajo se decidié utilizar una
concentracion que no indujera dafo al ADN (0.5 pg/mL) y otra que si (50 pg/mL),
concentraciones obtenidas de los resultados de la version clasica de EUG y a las
recomendaciones de la literatura y donde los resultados de esta prueba muestran que
ambas concentraciones usadas indujeron fragmentacion en el material genético. Nuestros
resultados no concuerdan con datos encontrados en la literatura. Radic 2008 y Babi¢
2009, que expusieron el ADN de células vegetales de haba 0.5, 1, 5y 10 mg/mL vy lenteja
a 0.026, 0.056, 0.113 y 0.226 mg/mL de acetato de TI(I), y no observaron efecto
genotoéxico significativo en la migracién del ADN, asi mismo, en pruebas realizadas
utilizando diferentes 6rganos de raton tratados con otros metales (0.1 uM de acetato de
Cd(Il) o cloruro de Cd(ll)) tampoco encontraron dafio significativo respecto a sus testigos
(Valverde et al 2001). Estos datos son controvertidos, no se sabe si el Tl interactua
directamente con el ADN nuclear de la célula, sin embargo, pruebas bioquimicas
demuestran que el Tl tiene afinidad por la guanina de los acidos nucleicos (Shelley et al.,
2001), lo cual estaria provocando el dano observado en el ADN aislado de leucocitos
humanos de este estudio. Sin embargo, estos resultados deben manejarse con cautela y
es necesario realizar mas pruebas para confirmar o descartar si el Tl induce dafo directo
al ADN.
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CONCLUCIONES

El sulfato de TI(l) y cloruro de TI(lll) en concentraciones de 0.5, 1, 5, 50 y 100 ug/mL en
leucocitos humanos no muestra cambios en la viabilidad celular después de 2, 4 y 6 h de
exposicion usando la prueba de CFDA/BE, no obstante la prueba de NA/BE muestra

induccién de muerte celular por apoptosis a las 6 h.

Las sales de TI(l) y TI(lll) incrementan la longitud de la migracion del ADN, efecto que

sigue un comportamiento dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion.

Los tratamientos (5 y 50 pug/mL) con las dos sales de Tl muestran incrementos en la
longitud de la migracion del ADN con la version acelular de la EUG; sin embargo, se

sugiere continuar haciendo pruebas para corroborar estos datos.

En resumen, los resultados del presente estudio muestran el potencial citotdéxico y
genotoxico del Tl en sus dos principales estados de oxidacién (I y Ill) en leucocitos

humanos expuestos in vitro.
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ANEXO A

ANEXOS

Dafio al ADN y viabilidad de leucocitos humanos tratados in vitro con diferentes concentraciones de sulfato de TI(l) y cloruro de
TI(lll) durante 2, 4y 6 h.

Sulfato de Ti(I) Cloruro de TI(lll)

Tratamientos Longitud IMg Viabilidad (%) Longitud IMg Viabilidad (%)

(ng/mL) (um) CFDA/BE NA/BE (um) CFDA/BE NA/BE

2h

Testigo 27.17+£0.82 1.28 £0.00 100 £ 0.00 25.67+0.42 1.26 £ 0.00 100 £ 0.00

0.5 29.59+0.94 1.43 £0.00 100 + 0.00 31.49+0.77 1.49 +0.01 100 + 0.00

1 37.98 £1.36™ 1.77 £0.01 99.25+0.02 27.87 £0.57 1.33 £0.01 100 £ 0.00

5 31.78+£0.51° 1.94+0.00 100 £ 0.00 29.99+0.85 1.39 £ 0.01 100 £ 0.00

50 3453+1.35 1.59 + 0.01 99.5£0.02 40.95+1.00" 1.90+0.01 100 + 0.00

100 38.55+1.39™ 1.81+0.02 98.75+ 0.04 39.50+1.14™ 1.83+0.02 100 £ 0.00

4h

Testigo 30.98 +1.10 1.49 +£0.02 99.75 + 0.02 25.89+043 1.24 +0.00 100 + 0.00

0.5 35.84+1.39 1.83 +£0.00 99.25 + 0.04 25.95+0.47 1.21+£0.00 100 £ 0.00

1 34.40+1.33 1.67 £ 0.00 97 £ 0.12 27.91+£0.59 1.31+£0.00 99 +£0.05

5 37.31+£0.79 2.10£0.00 99.5 £0.02 36.09+097" 1.69+0.02 99 £ 0.00

50 37.76 £1.55 1.76 £ 0.02 96.5+0.11 50.22 £1.20™ 2.35+£0.02 98.5+0.02

100 4421 +1.77" 2.04+0.02 96.25+0.13 4862 +1.34** 220+0.03 97.5+0.02

6h

Testigo 2558 +0.71 1.29 +£0.00 99.0 £ 0.05 97 £0.12 26.93+0.48 1.31 +£0.00 99.5+£0.02 95.5 £0.07
0.5 33.66+£1.33° 1.66+0.00 98.75+ 0.04 95.12+0.18 28.65+0.58 1.39+£0.00 99 +£0.00 94.87 £ 0.04
1 36.62 £1.53"* 1.74 +0.01 97.0 £0.04 93+£0.17 29.53 £ 0.61 1.45 +0.01 96.5+0.15 92.62+0.11
5 4310+ 0.98™ 2.27+0.00 98.50 £ 0.02 91.75+0.23 37.41+088™ 1.76+0.00 96.5+0.15 89.87 £ 0.04
50 4411 +£2.00™ 1.87+£0.02 95.75+0.02 87.25+0.37 45 +1.37™ 1.91 +£0.01 96.5+0.02 86.25+0.15
100 55.27 £2.13™ 2.3£0.04 94.50 £ 0.02 86.5+0.21 79.04 £2.23"" 3.00+£0.04 95.5+£0.02 845+0.10
H:0;5min?  74.09+1.95™ 94.75+0.03 86.53 £ 1.45™ 95.87 £ 0.03

H,0;15min® 83.82+2.28™ 90.25 +0.05™ 99.53 £1.79™ 90.12 £ 0.03™

Los datos se presentan en media + error estandar.

IMg, indice de migracion: es el dafio al ADN tomando en cuenta las categorias de acuerdo con Rodriguez-Mercado ef al 2011.

a Se contd con testigos positivos usando 150 pM de peréxido de hidrégeno (H.02) por 5 0 15 min.

Las diferencias estadisticas se dan con * p< 0.05 y ** p < 0.01 comparado con su testigo; para viabilidad e IMg prueba de J? y para la longitud de la
migracion del ADN prueba de ANOVA-Tukey.
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ANEXO B

Porcentaje de células viables, apoptdticas y necroticas de leucocitos humanos tratados in vitro con diferentes
concentraciones de sulfato de TI(l) y cloruro de TI(lll) durante 6 h y evaluadas con la prueba de NA/BE.

Sulfato de TI(l) Cloruro de Ti(lll)
Tratamientos  Células (%) Células (%)
(hg/mL) Viables gﬁg::;::s g?:lr‘; t:tlcas Necroticas Viables gﬁg::;::s g?:lr‘; t:tlcas Necroticas
Testigo 97 £ 0.04 1.12+£0.02 025+0.01 1.62+£0.01 95.5+0.02 212+£0.02 1.5+0.02 0.87%0
0.5 95.12 +0.06 1.37 £0.02 1.5+0.03 21001 94.87 £ 0.01 212 +£0.02 1.87 £0.03 1.12+£0.01
1 93 £ 0.06" 1.5+0.03 287+0.03 262%0.01 9262+ 0.03" 3.12£0.02 2.37+£0.05 1870
5 91.75+0.08™ 212+003 275005 3370 89.87 £ 0.01™ 3.5£0.02 4+0° 262%0
50 87.25+0.13" 287004 337002 65£007" 86.25+0.05™ 4.25+0.02 462 +0.02° 4.87+0.02"
100 86.5 +£0.07* 287+0.05 287%0.03" 7.75%0.02" 845+0.03" 412%0 4.5+0.027 6.87 £ 0.04"

Las diferencias estadisticas se dan con * p< 0.05y ** p < 0.01 con respecto a su testigo; prueba de J?.
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ANEXO C

Daiio al ADN medido con la prueba acelular de
la EUG con dos concentraciones de sulfato de
TI(1) y cloruro de TI(lII).

Tratamientos Longitud IMg
(pm)
Testigo 23.73+0.19 1.42 £ 0.01

Testigo con

proteinasa K 2428 £+ 0.38 1.47 £+ 0.01

Sulfato de TI(l)

0.5 pg/mL 47.5+0.58 2.35+0.01
50 pg/mL 47.7 £ 0.66 2.32+0.01
Cloruro de TI(Ill)

0.5 pg/mL 46.25+0.62 229+ 0.01
50 pg/mL 46.35+0.67 2.29+0.01
H202 43.14+0.73 215+ 0.03
H202 con

proteinasa K 51.87+064 2.56 +0.00

Los datos se presentan en media + error estandar.

IMg, indice de migracidn.

Se conté con un testigo positivo tratado con 150 uM de
peréxido de hidrégeno (Hz202).

Las diferencias estadisticas se dan con * p< 0.05y * p
< 0.01 con respecto a su testigo; para viabilidad e IMg
prueba de ji y para la longitud de la migracion del ADN
prueba de ANOVA-Tukey.
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ANEXO D
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La Sociedad Mexicana de Genética [ \

y el Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integra
Regional-IPN Durango

otorgan la presente

CONSTANCIA

A: Hernandez Caballero Alfredo

Por su participacion

En el Congreso Nacional de Genética 2018, de la Sociedad Mexicana de Genética
Efectuado del 7 al 9 de noviembre de 2018
en el CIIDIR-IPN Durango

Dra. Edithy/Cortés Barberena Dr. Eduardo Sanchez Ortiz
Sociedad MeXicana de Genética A.C. Instituto Politécnico Nacional
Presidente (2017-2019) CIIDIR, Durango
Director
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