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RESUMEN

Los metales son indispensables para humanos, por su importancia biolégica y sus
usos en la industria, la medicina, entre otras actividades. Como consecuencia de
sus diversos usos, su presencia en el ambiente ha aumentado considerablemente,
volviéndolos contaminantes que deterioran la calidad del agua, del aire y tienden a
encontrarse en los alimentos en concentraciones no habituales. Dentro de los
metales encontramos al talio (Tl) e indio (In) en estado de oxidacion |y lll, los cuales
son considerados téxicos por inducir dafio en tejidos, células y el material genético.
Ambos son de interés para la toxicologia, sin embargo, la informacién que se tiene
acerca de la toxicidad y los mecanismos de accion en el estado Ill es escasa. Por
tal motivo, el objetivo de la presente tesis fue evaluar el efecto citotoxico y
genotoéxico del cloruro de talio(lll) (TICl3) y del cloruro de indio(lll) (INClz) en células
de sangre periférica de raton de la cepa CD-1 utilizando el ensayo de micronucleos
(MN).

Se formaron grupos de cinco ratones y se les administro intraperitonealmente 1/2,
1/4 'y 1/8 de la Dlso deTICl3 (4.56, 9.12 0 18.24 mg/kg) o de InCl3(0.75, 1.25 0 2.5
mg/kg), respectivamente. Se tomaron muestra de sangre de la cola de los animales
alas0hy 24,48 o 72 h después de la administracion del compuesto metalico. Se
evalud la viabilidad celular con la técnica de tincion dual de naranja de acridina (NA)
con bromuro de etidio (BE) y la frecuencia de MN con la prueba de NA. Las muestras
se observaron en el microscopio de fluorescencia donde se registré el numero de
eritrocitos policrométicos (EPC), en 2000 eritrocitos totales y la frecuencia de MN
en 2000 EPC. Los resultados no muestran cambios en la viabilidad celular ni en la
proporcion de EPC en ninguno de los tratamientos de TIClz con respecto al grupo
testigo, sin embargo, el InClz disminuyo la proporcion de EPC en todas las dosis a
las 48 y 72 h. Por otro lado, la frecuencia de MN aumenté en todos los tratamientos
de TICIz y InCls, ademas el pico de induccion ocurre 24 h posteriores al tratamiento,
aunado a que los resultados muestran comportamiento dosis-dependiente. Esto
coloca al Tl e In en estado de oxidacién Ill como agentes genotoxicos en el modelo

in vivo a bajas dosis (1/8 de la Dlsp).
_____________________________________________________________________________________________________________________________|

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON
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INTRODUCCION

Los metales elementos de suma importancia que forman parte de la corteza
terrestre, los cuales han sido fundamentales para el desarrollo cultural y tecnoldgico
de las civilizaciones humanas desde la antigiiedad hasta la actualidad. Es sabido
gue el humano se ha visto beneficiado de su manejo en el pasado y presente,
principalmente desde inicios del anterior siglo donde el uso de estos se ha visto
incrementado considerablemente con el desarrollo de nuevos materiales,
medicamentos y tecnologias (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006;
Balali-Mood et al., 2021). En consecuencia, la exposicibn humana a estos y su
descarga al medio ambiente también ha aumentado considerablemente,
deteriorando la calidad del aire y el agua, cambiando las propiedades del suelo y
contaminando alimentos (Rojas et al., 1999; Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013).

Existen 67 elementos metélicos, algunos son esenciales y tienen importancia
biologica porque forman parte de diversas reacciones bioguimicas y metabdlicas,
como ejemplos de ellos se tiene al hierro (Fe), sodio (Na), potasio (K), magnesio
(Mg), entre otros. Por otro lado, existen metales que no son esenciales y poseen
propiedades curativas a bajas cantidades, pero que a altas tienen la capacidad de
causar alteraciones a nivel molecular, celular, tisular y de 6rganos, debido a la
incapacidad del organismo a adaptarse a estos. Ambos grupos en concentraciones
no habituales pueden representar riesgo para la salud (Apostoli, 2002; Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Flora, 2014). Entre estos Ultimos encontramos

el talio (Tl) y el indio (In), los cuales son conocidos por su elevada toxicidad.

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



E UNAM| Facultad de Estudios Sugeriores Zaragoza

1. MARCO TEORICO
1.1. Metales

Los metales son elementos de suma importancia para la vida. Mucho de ellos son
considerados como esenciales, debido a que estos forman parte de practicamente
la mayoria de las funciones bioquimicas y fisiol6gicas de los organismos. Muchos
son oligoelementos imprescindibles en el mantenimiento de los sistemas
bioguimicos de los seres vivos, por ejemplo, el cobre (Cu), el manganeso (Mn), el
potasio (K) o el zinc (Zn), son indispensables en el metabolismo de los mamiferos
(Bengtsson et al., 2006).

Pueden actuar, dependiendo de la dosis, la via de administracion, la naturaleza
guimica del compuesto, entre otros factores, como potentes toxicos para los
organismos. Todos estos elementos y sus compuestos derivados, dependiendo de
la concentracion en el medio ambiente o0 en los sistemas biologicos pueden ser
considerados, peligrosos contaminantes o agentes toxicos de alto riesgo. Ciertos
metales pueden incluso a llegar a ser considerados cancerigenos (Ferre et al.,
2007).

En afios recientes la creciente actividad antropogénica y desecho de metales al
ambiente los ha convertido en importantes contaminantes. Entre las principales
fuentes de liberacion encontramos a la mineria, la agricultura, la metalurgia y la

industria automotriz (Covarrubias y Cabriales, 2017).

La poblacion estd expuesta a estos contaminantes como consecuencia de su
extensa difusion en el medio. Una de las vias mas importantes de exposicion suele
ser el consumo de los diferentes grupos de alimentos que los contienen, de forma

natural o como contaminantes al superar sus niveles habituales (Bocio et al., 2005).

1.2. Metales pesados

Son elementos naturales que tienen un alto peso atébmico y una densidad al menos

5 veces mayor que la del agua, es decir 5.0 g/cm?3. En la actualidad diversos autores

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



Il UNAM| Facultad de Estudios Sugeriores Zaragoza

consideran mas acertado denominar pesado a aquellos metales o metaloides que
generan toxicidad a concentraciones trazas. Los ejemplos incluyen al mercurio (Hg),
cadmio (Cd), cromo (Cr), talio (TI), indio (In), plomo (Pb), entre otros (Cornelis y
Nordberg, 2007; Méndez et al., 2009; Tchounwou et al., 2014; Koller y Saleh, 2018;
Saleh y Aglan, 2018).

Naturalmente, estan presentes en forma de minerales, sales u otros compuestos.
No pueden ser degradados o destruidos facilmente de forma natural o biologica, ya
gue no tienen funciones metabdlicas especificas para los seres vivos (Abollino et
al., 2002). Las propiedades anteriores les confieren la caracteristica de que pueden
bioacumularse, lo cual significa aumento en la concentracion de un producto
guimico en el organismo vivo en cierto plazo de tiempo, comparada con la

concentracion de dicho producto quimico en el ambiente (Angelova et al., 2004).

Son capaces de entrar al organismo por distintas vias, tales como la ingestion,
inhalacion e inclusive por absorcion dérmica. En pequefio grado se logran incorporar
a organismos vivos (plantas y animales) por via del alimento y lo pueden hacer a
través del agua y el aire como medios de translocacion y dependiendo de su

movilidad en dichos medios (Lucho-Constantino et al., 2005).

Este tipo de metales poseen la caracteristica de acumularse y permanecer en los
organismos sin ser metabolizados con facilidad, razén por la cual es posible
encontrarlos en distintos compartimentos ambientales. Entre dichos sitios de
bioacumulacion se encuentran los seres humanos, los cuales se exponen a ellos
por causa de muchas de sus actividades (Méndez et al., 2009). Dos metales a los

cuales se exponen son el talio (TI) y el indio (In).

1.3. Talio (Tl)

1.3.1. Propiedades fisicas y quimicas

El Tl es un metal cuyo nombre proviene de la raiz griega thallus y fue aislado por
primera vez en 1861 por William Crookes e independientemente por el quimico

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON
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francés Claude-Auguste Lamy. Pertenece al grupo llIA de la tabla periddica de
elementos, cuenta con numero atomico de 81, peso atomico de 204.4 g/mol,
densidad de 11.85 g/cm?; punto de fusién de 303 °C, punto ebulliciéon de 1457 °Cy
configuracion electrénica [Xe] 4f14 5d1° 6s? 6p! donde sus orbitales cuentan con 2,
8, 18, 32, 18 y 3 electrones. El Tl permanece en el ambiente, debido a que no se
puede descomponer en sustancias mas simples (Repetto y del Peso, 2012;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Blain y Kazantzis, 2015).

Este metal se encuentra en dos estados de oxidacion: | y Ill, formando compuestos
organicos e inorganicos con ambos estados. A diferencia de los otros metales de
su familia (aluminio (Al), galio (Ga) e indio (In)), el TI(I) es més estable que el TI(lII)
y tiene cierto parecido al ion potasio (K*) en su radio i6nico y carga eléctrica,
mientras que el TI¥* tiene ciertas similitudes de comportamiento con el aluminio (Al)
(Repetto y del Peso, 2012; Lan y Lin, 2005; US EPA, 2008; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013).

La electronegatividad del Tl es 2.04, su radio atobmico es 171 pm y el radio i6nico es
150 pm en TI(I) y 89 pm en TI(lll). Se conocen seis isotopos artificiales, con masas
que oscilan entre 191y 210y tiempo de vida media de entre 2.1 milisegundos (?°*TI)
a 3.8 afios (?°“Tl). En la naturaleza, el 29.52 % de Tl existe como 2%Tly el 70.48 %
existe como isétopo 2°°T| (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Blain y
Kazantzis, 2015).

Las formas comerciales mas comunes son acetato de Tl (C2HzOTl), carbonato de
TI (TI2CO3) y sulfato de Tl (T12SO4). Los compuestos en el estado de oxidacion Ill
gue se derivan del catién talico incluyen cloruro de TI(lll) (TICls) y sesquiéxido de
TI(TI.O3). Son sales insipidas, incoloras e inodoras, la mayoria solubles en agua, lo
gue contribuye a su elevada toxicidad sobre organismos y los ecosistemas
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; US EPA, 2008; Mulkey y Oehme,
1993).
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La importancia ecotoxicologica del talio se deriva de su alta toxicidad aguda en los
organismos vivos, comparable a la del plomo y el mercurio (Kemper, 1991; Kemper
y Bertram, 1991).

1.3.2. Produccion y presencia en el ambiente

El Tl se encuentra normalmente en bajas concentraciones en la corteza en ambos
estados de oxidacion. Se estima que la concentracién media de Tl en suelo es de
0.004 mg/kg, la cual oscila entre 0.3 y 3 mg/kg en la corteza terrestres. Tl se
encuentra a menudo en carbon jurasico, minerales que contienen azufre, minerales
de hierro (Fe), plomo (Pb) y zinc (Zn), y minerales de lorandita (TIASS>) y crookesita
((Cu-TI-Ag) 2Se), en los que el contenido de Tl excede el 60 % (Delvalls et al., 1999;
Kazantzis, 2000).

Las concentraciones de Tl son generalmente menores de 1 ng/m3 en aire no
contaminado, menores de 1 pg/L en agua continental y aproximadamente 10—20
ng/L en agua de mar. En el suelo, las concentraciones de Tl oscilan entre 0.1y 1
mg/kg. La concentracion de Tl en los sedimentos de los rios es inferior a 0.07 mg/kg,
mientras que varia de 0.14 a 1.13 mg/kg de peso seco en sedimentos de origen
marino (Griepink et al., 1988; Kazantzis, 2000; CCME, 1999; Schedlbauer y

Heumann, 1999; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Econdmicamente, el talio no es tan importante como otros metales traza como Pb,
Hg, Cr, Ni 0 Zn. Rara vez se recupera de operaciones de extraccion de metales,
procesamiento de minerales u operaciones de fundicion y, por lo tanto, se desecha
como parte de los relaves en el medio ambiente (Cheam et al., 1995). Ademas,

ciertas regiones del mundo se enriquecen naturalmente en Tl (Cvjetko et al., 2010).

El Tl se libera al ambiente a través de la quema de combustibles fosiles, en especial
por las plantas generadoras de energia que utilizan principalmente la combustion
del carbén, también por refinamiento de fracciones de petréleo, fundicion de

minerales ferrosos y no ferrosos (incluyendo Pb, Cu y Zn), y por algunos otros
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procesos industriales, como la produccion de cemento y ladrillos (IPCS, 1996; Ralph
y Twiss, 2002; Kazantzis, 2007; Blain y Kazantzis, 2015).

1.3.3. Usos y aplicaciones

Existe una demanda creciente de Tl en los campos de alta tecnologia y tecnologia
futura (Nriagu, 2003). El indice acumulativo de los resimenes quimicos de 1995
enumera mas de 150 usos y aplicaciones potenciales del Tl y sus compuestos.
Hasta los primeros afos del siglo XX, las sales de Tl se usaban ampliamente para
tratar la sifilis (desde 1883), para reducir los sudores nocturnos en pacientes con
tuberculosis (desde 1898) (Delvalls et al., 1999). Durante décadas las sales de TI
se emplearon como venenos para roedores y como insecticidas (Nriagu, 1998;

Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

También se us6 ampliamente con fines médicos. Se les dio a los nifios para tratar
la tina del cuero cabelludo, en el tratamiento de enfermedades venéreas y contra
los malestares producidos por la malaria (Kazantzis, 2000). Las sales de Tl se han
utilizado como depilatorios en cremas faciales y corporales (Peter y Viraraghavan,
2005).

Otros usos de las sales de Tl son en la fabricacion de bisuteria, termometros de baja
temperatura, material ceramico semiconductor, contadores de centelleo para la
cuantificacion de radiactividad y en lentes Opticos a los que confiere alto indice de
refraccion (Arzate y Santamaria, 1996; Ramsden, 2002). Se utilizan para la
oxidacion de hidrocarburos y olefinas, para la polimerizacién y para la epoxidacion,
en espectrometros infrarrojos, en cristales, para colorear vidrio (Kazantzis, 2007),

en aleaciones y dispositivos electrénicos (Zitko, 1975; Peter y Viraraghavan, 2005).

El mayor uso del Tl es en equipos de investigacion electronicos especializados
(Zitko, 1975; US EPA, 2002). Entre los usos del Tl se encuentran en la industria de
semiconductores y laser, en la fabricacion de fibra Optica, en imagenes
centellogréficas, y como sonda molecular para emular la funcion biologica de los

iones de metales alcalinos (Nriagu, 2003; Peter y Viraraghavan, 2005).
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Otros usos incluyen fuegos artificiales (nitrato de talio), pigmentos (cromato de talio)
y tintes, impregnacion de madera y cuero contra hongos y bacterias, y en la
separacion mineralégica (IPCS, 1996; Nriagu, 1998).

Los iones de Tl muestran excelentes propiedades de resonancia magnética nuclear
y se han utilizado como sonda para emular las funciones biolégicas de los iones de
metales alcalinos, especialmente K* y Na* (Nriagu, 1998; Peter y Viraraghavan,
2005).

1.3.4. Toxicocinética: exposicién, absorcién y distribucion

Diversos estudios con mamiferos sefialan que existen tres vias de exposicion al Tl,
por la respiracion, la ingestion y la absorcion cutanea, colocando las dos ultimas
como las mas comunes. Después de ser absorbido pasa al torrente sanguineo, el
cual lo distribuye a distintos tejidos y 6érganos. Las concentraciones de Tl mas altas
se han encontrado en el rifidn y las mas bajas en el cerebro, sin que se detecte
ninguna en el tejido adiposo, también se acumula en el higado, los musculos, los
huesos, la médula 6sea, el pelo y las ufias (Figura 1) (US EPA, 2008; Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Se sabe que la principal fuente de exposicion a Tl para los humanos es por medio
de los alimentos. Se ha estimado que la ingesta dietética para el ser humano es de
aproximadamente 0.005 mg/dia. La cantidad en plantas de consumo humano esta
determinada por el suelo donde son cultivados y por el uso de pesticidas a base de
TI>SO4, ademas la planta del tabaco absorbe Tl, lo que nos permite suponer al
tabaquismo como otra fuente de exposicion comun (Léonard y Gerber, 1997; US
EPA, 2008; Blain y Kazantzis 2015; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2017).
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Figura 1. Principales vias de exposicién y distribucién del talio en el organismo

(modificado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

1.3.5. Toxicidad

Si bien es considerado elemento altamente toxico, el Tl se ha estudiado menos que
otros elementos toxicos como el Pb, el Cd o el Hg. Esto se debe principalmente a
gue Tl a menudo no es detectado por métodos analiticos clasicos que tienden a
tener menor sensibilidad para Tl que para otros elementos (Peter y Viraraghavan,
2005).

El Tl es un oligoelemento que forma compuestos altamente toxicos para los
animales. En el caso de los mamiferos, es considerado mas téxico que el Hg, el Cd
o el Pb (Lany Lin, 2005; US EPA, 2008; Nowicka et al., 2013a). La dosis letal aguda
estimada en humanos es de 8 a 12 mg/kg de peso corporal (Goyer y Clarkson, 2001,

Rodriguez-Mercado et al., 2017).
_____________________________________________________________________________________________________________________________|
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La intoxicacion con Tl produce dafio en el tracto respiratorio, tracto gastrointestinal
y sistema nervioso central y periférico. Los sintomas por exposicion aguda son
fuertes dolores estomacales acompafados de diarrea o vomito, es capaz de
producir dafio irreversible en el sistema nervioso que puede culminar en la muerte.
Cuando se sobrevive al envenenamiento quedan secuelas, entre las cuales
encontramos temblores constantes, paralisis, dolor de articulaciones y en ocasiones
cambios psicomotores y del comportamiento. Por otro lado, la exposicion crénica
produce alteraciones en el sistema nervioso central y periférico, acompafiado de
distintos cambios sistémicos y reproductivos (IPCS, 1996; US EPA, 2008;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2017).

Uno de los principales mecanismos causantes de la toxicidad del Tl se da debido a
gue este es similar al K* en radio idnico y carga eléctrica, aunado a que tiene alta
afinidad por los grupos sulfhidrilo de las proteinas y otras biomoléculas, por lo cual
el TI(l) tiende a sustituir al K* en los procesos vitales, por ejemplo, en las ATPasa
de Na'/K*, ademas interfiere en los procesos de enzimas activadas por cationes
monovalentes (piruvato cinasa, aldehido deshidrogenasa) y remplaza al ion K*
durante la estabilizaciéon de los ribosomas y la contraccion muscular, también
interfiere con la produccion de energia en los pasos esenciales de la glucolisis, el
ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa (Peter y Viraraghavan, 2005; Tao et al.,
2008; Cvjetko et al., 2010; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Nowicka
et al., 2013b; Blain y Kazantzis, 2015).

Diversos estudios han descrito la toxicidad del TI(l) in vivo, Galvan-Arzate et al.
(2000) indujo la lipoperoxidacién (LPO) en cerebros de ratas tratadas con dosis
diarias de C>H30O,TI de 0.8 hasta 1.6 mg/kg de peso corporal, encontrando que
todas las regiones tratadas presentaron aumento en la LPO en comparacién con el
control, lo que sugiere al estrés oxidativo, por medio de la generacion de especies
reactivas de oxigeno, como uno de los mecanismos de toxicidad del Tl. Reyes-
Rodriguez et al. (2021) reportaron los efectos sobre D. melanogaster alimentadas
cronicamente con 0.5 g de Drosophila Instant Medium adicionado con 2 mL de una
solucién de Tl>SO4 y C2H30-Tl en concentraciones de 0.2, 2, 20, 200 y 600 uM de
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ambas sales, y Unicamente con 1200 uyM para C>HzOTI, donde observaron efecto
genotoxico solamente en la concentracion de 600 uM de TI.SO4 y efecto citotoxico
de ambas sales.

Por otro lado, la informacion acerca de los mecanismos de toxicidad de TI(lll) es
limitada, pero existen estudios que han reportado que tiene potencial efecto
oxidante. Esto se demostrd sobre hepatocitos de rata aislados, donde se observé
gue el mecanismo citotoxico esta relacionado con la produccién de especies
reactivas de oxigeno, debido al aumento en la actividad antioxidante del glutation
(Pourahmad et al, 2010; Nowicka et al., 2013a Pino et al., 2016). Otros estudios
sefalan que los compuestos de TI(l) y TI(Ill) alteran la fluidez de la membrana y
aumentan la LPO, lo cual desencadena la lisis celular (Rodriguez-Mercado et al.,
2019).

Recientemente se evaluo el efecto citotoxico y genotéxico del TI>SO4 y del TICI; en
concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 50 o 100 pg/mL en linfocitos humanos tratados in
vitro, mostrando que los compuestos tienen la capacidad de disminuir la viabilidad
celular, aumentar la muerte por necrosis y apoptosis, producir cambios en la
proliferacion celular e inducir dafio primario en el ADN y sobre los cromosomas

(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Rodriguez-Mercado et al., 2019).

1.4. Indio (In)

1.4.1. Propiedades fisicas y quimicas

Fue descubierto por Reich y Richter en 1863, el nombre se debe al color azul indigo
de su espectro. El In es un metal raro, de color blanco-plateado brillante. Se
distribuye ampliamente en la corteza terrestre en pequefias cantidades (0.1 ppm) y
textura extremadamente suave y maleable. Tiene densidad de 7.3 g/mL (a 20 °C),
punto de fusion de 156.61 °C, punto de ebullicibn de 2000 °C y calor especifico de
0.0568 cal/g/°C. La mayoria de los compuestos de In son insolubles en agua fria o
caliente, son solubles en &cidos y ligeramente solubles en hidroxido de sodio; los
cloruros de In y otros haluros son solubles en agua. Hay dos is6topos naturales, el

11510 (95.77 %) y el **3In (4.23 %). Puede encontrarse en estados de oxidacion |, I,
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lll, siendo el Ill el mas estable en sistemas acuosos (Repetto y del Peso, 2012;
Fowler y Maples-Reynolds, 2015).

Por sus diversos usos los compuestos inorganicos de mayor interés toxicoldgico
son el fosfuro de indio (InP), arseniuro de indio (InAs), cloruro de indio(lll) (InClz),
oxido de indio (In2O3) e hidroxido coloidal de indio ((INOH)3) (Fowler y Maples-
Reynolds, 2015).

1.4.2. Produccion y presencia en el ambiente.

El In es el elemento nimero 61 de abundancia en la tierra, y se estima que esta
presente en 0.24 mg/kg (Jorgenson y George, 2004). En sedimentos marinos, los
encontramos en concentraciones de 74-120 pg/kg (Matthews y Riley, 1970), en
sedimentos de lagos presenta cantidades similares de 20-150 pg/kg, en
manantiales lo encontramos con 0.1 ng/kg (Grahn et al., 2006; Repetto y del Peso,
2012).

Diversos estudios indican que las concentraciones en agua y suelo son bajas, por
ejemplo, se estima un promedio de In en agua marina de aproximadamente <20
pg/L. De la misma forma se sabe que este elemento es escaso en la corteza
terrestre ya que sélo forma parte de 1x10° % de total de esta, se ha estimado que
la concentracion promedio en el suelo es de 11 ug/kg de peso seco (Fowler y
Maples-Reynolds, 2015).

También forma parte de combustibles foésiles como el carbén, en donde la
concentracion normal es de 1 pg/kg, pero puede llegar hasta 20 pg/kg (Smith et al.,
1978). Uno de los principales medios de producciéon de forma antropogénica de In
es como subproducto de la fundicién de Zn (Repetto y del Peso, 2012; Fowler y
Maples-Reynolds, 2015).

1.4.3. Usosy aplicaciones

Los usos de este metal se encuentran en la industria, especialmente en la
producciébn de materiales semiconductores, soldaduras, aleaciones en
componentes de la electronica Optica y en aleaciones dentales teniendo la funcién
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de agente endurecedor.

Los compuestos derivados de In pueden formar parte de cojinetes para automéviles
y colorantes, ademas se les ha dado uso clinico en el tratamiento contra tumores y
exploracion de 6rganos (Fowler y Maples-Reynolds, 2015). El InP y InAs son usados
en la manufactura de semiconductores, mientras que el InP es usado en la
produccién de nanoparticulas y nanocables semiconductores y en la elaboracion de
pantallas LCD (Akaogi et al., 2004; Mikkelsen et al., 2004).

El In se utiliza en distintos campos de la industria como se presenta en el Cuadro |I.

Cuadro I. Principales usos de distintos compuestos de In en la industria.

Usos Forma quimica/lsétopos
Rodamiento de automoéviles Aleacién con acero
Esmaltes
111|n 114|n

Escaneo de 6rganos

Amalgamas dentales InHg
Dopado de semiconductores para chips de silicén In con Ga, Al, As, Sb
Semiconductores III-V InAs, InP, InAlIGa

Pantallas de televisién de plasma
InP
Fibra o6ptica y diodos, LED

Nanoparticulas InP, InSb, InSnO

Modificado de Fowler y Maples-Raynolds, 2015.

El In se usa ampliamente en la industria optoelectrénica y de semiconductores de
alta tecnologia para la produccién de peliculas de éxido de Iny Sn (ITO) que son
componentes de pantallas LCD, celdas de gran eficiencia fotovoltaica, asi como
luces LED (Li et al., 2011). La pelicula de ITO es una mezcla de 90 % de 6xido de

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



IH UNAM| Facultad de Estudios Sugeriores Zaragoza

Iny 10 % de 6xido de estafio. El éxido de In(lll) (In2O3) se genera por la reaccion
entre el cloruro de indio(lll) (InCls) y amoniaco acuoso (NHz-H20) a alta temperatura
y presion (Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2020).

Los principales productores de In son China, Japén, Corea, Canada y Bélgica
(Jorgenson y George, 2005). La produccion mundial de 1980 a 2012 muestra
incremento, en 1982 fue de mas de 50 toneladas, para 2002 se registraron 335y en
2012 la produccion mundial fue de 670 toneladas (Figura 2).

1.4.4. Toxicocinética: exposicion, absorcion y distribucién

El contenido de In de las plantas y los tejidos animales consumidos en alimento

Producciéon mundial de In

400
350 ;
300 /
250 ,, /

200 /

150 ) /

Toneladas métricas

100

50 e o /

1980 83 86 89 92 95 98 2001
Afios (1980-2001)

Figura 2. Produccién mundial de In de 1980 a 2001 (modificado de Fowler y Maples-
Raynolds, 2015).

varia desde niveles donde no es posible detectarlo con las técnicas actuales, hasta
0.01 mg/kg en musculo de res y el jamén; pero, se ha informado que las algas,
peces y mariscos recolectados cerca de fuentes de produccién de In contienen

concentraciones que van desde 0.4-7 mg/kg (algas) hasta 10-15 mg/kg (peces y

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



IH UNAM| Facultad de Estudios Sugeriores Zaragoza

mariscos). La ingesta humana diaria promedio de este elemento se ha estimado en
alrededor de 8-10 ug por dia (Fowler y Maples-Reynolds, 2015).

Otra de las principales formas de exposicibn humana ocurre durante el manejo y
elaboracion de distintos materiales que contienen particulas de In, especialmente
en la industria de semiconductores y televisores. Los trabajadores encargados de
la fabricacion de peliculas de ITO corren el riesgo de sobreexposicion al In vy
sustancias relacionadas, especificamente la exposicion a InCls por inhalacion
(Chonan et al., 2019).

No sélo en la industria se estd expuesto a sus particulas, también en diversos

tratamientos medicos, antitumorales y analisis clinicos (Flora, 2008).

El Instituto Nacional para la Salud y Seguridad Ocupacional (NIOSH) y la
Conferencia Americana de Higienistas Industriales Gubernamentales (ACGIH)
establecieron el limite de exposicion recomendada de In en aire de 0.1 mg/m? (Hines
et al.,, 2013). La Sociedad Japonesa para la Salud Ocupacional (JSHO) ha
propuesto el limite de exposicion biologica de 0.0003 mg/L de In en suero. El
Ministerio Japones de la Salud, Trabajo y Bienestar un limite 0.0003 mg/m? para el
In en el aire que se respira (JMHLW, 2013). No hay estandares de agua potable
establecidos para el In en los Estados Unidos, pero se ha recomendado que los
limites maximos de exposicion al aire en el lugar de trabajo sean de 0.1 mg/m?3
(White y Hemond, 2012).

El principal medio por el que entra el In al organismo es por la respiracion, por los
polvos resultantes de procesos de industria y mineria. Sin embargo, es posible que
entre al organismo por los alimentos, aunado a lo anterior, existe la posible
absorcién de nanoparticulas por la piel (Maghraoui et al., 2011). Cuando esté en los
pulmones, si la particula es muy grande, no puede ser absorbida con facilidad, pero
es fagocitado por macréfagos y convertido en particulas mas pequefias, haciendo
mas facil que llegue a la sangre. Una vez en el organismo, los iones de In se
transportan en la sangre unidos a la transferrina. En gran parte la distribucién del In

en los tejidos corporales estd determinada por la forma quimica del metal; por
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ejemplo, el In ibnico tiende a acumularse en el rifidn, mientras que las particulas de
compuestos de In son més afines a encontrarse en el higado, el bazo, médula 6sea
y en tejido reticulo endotelial. Este metal es expulsado del organismo por medio de
las heces y la orina (Figura 3). Fowler y Maples-Reynolds, 2015).
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Tracto gastrointestinal endotelial
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Figura 3. Diagramas de las principales vias de exposicion y distribucion del In en el
organismo (modificado de Fowler y Maples-Raynolds, 2015).

1.4.5. Toxicidad

Se han estimado los valores toxicos de exposicion para algunos compuestos de In

en diferentes especies de animales de experimentacion, Cuadro Il (Blazka, 1998).

El In no es esencial para humanos o animales, su toxicidad depende de la via de
exposicién o administracion y del tipo de compuesto. Las sales son relativamente
no téxicas cuando ingresan al organismo por via oral, pero generalmente son muy
toxicas si estas son absorbidas por via subcutanea o intravenosa. Sus compuestos
causan inflamacién pulmonar, a menudo acompafiada de hiperplasia (aumento del
crecimiento de células benignas), fibrosis intersticial (cicatrizacion del tejido entre
los alvéolos) y ocasionalmente neumonia (inflamacion y llenado de liquido) vy
enfisema (pérdida de elasticidad que provoca el colapso de las vias respiratorias)
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(White y Hemond, 2012).Acumulacion del In en el pulmén, asi como efectos toxicos
en estos mismos, carcinogenicidad por inhalacion y toxicidad crénica inducida por
ITO, son algunas de las afecciones demostradas en humanos y en modelos de ratas
y ratones (Chonan et al., 2019; Chen et al., 2019; Nagano et al., 2011). Los estudios
sugieren que el In en si mismo es el componente téxico del ITO porque los
trabajadores expuestos sélo al In sufrieron un dafio pulmonar similar al de los
expuestos al ITO, y porque la exposicion al 6xido de estafio produce un tipo de dafio
diferente al de la exposicion al ITO (White y Hemond, 2012).

En el modelo de hamster de administracion intratraqueal, se ha demostrado que el
oxido de In (In203) causa toxicidad pulmonar similar a la ITO (Tanaka et al., 2010;
Bomhard, 2018).

Cuadro Il. Toxicidad de distintos compuestos de In determinada en modelos biolégicos.

Compuesto Modelo Compuesto Indio puro Ruta de administracion Dosis

- biol6gico en mg/kg en mg/kg
(formula quimica)

Triéxido de indio Ratén 479 396 ip Dlso
(In203) , .

Ratén 5005 4137 ip Dlioo

Rata 1156 955 ip Dlioo

Triéxido de indio hidratado Ratén 0.4 0.3 iv Dlso

(In203°H20)
Hidréxido de indio Ratén 0.9 0.6 iv Dlso
In (OH

(in (OH)s) Raton 16 11 iv Dlioo

Tricloruro de indio Perro 1 0.5 iv Dlioo
(InCls) . .

Ratén 24.3 12.6 iv Dlso

Ratén 5 2.6 ip Dlso

Rata 4200 2180 o] Dlso
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Rata 7.9 4.1 iv Dlso

Rata 35 1.8 ip Dlso

Rata 6.4 3.3 ip Dlioo

Conejo 21.38 1110 o] Dlso

Conejo 0.6 0.3 iv Dl1ioo

Conejo 8.9 4.6 ip Dlioo

Nitrato de indio Ratén 3350 1279 o Dlso

(In(NOs)s) Rat6n 75 2.9 ip Diso

Ratén 100 38.2 ip Dlioo

Rata 55 2.1 ip Dlso

Sulfato de indio Rata 22.5 10 sb Dlso

(In2(S04)s) Rata 28.3 12,5 sb Dlioo

Rata 5.6 25 iv Dlso

Rata 28.5 12.6 iv Dlso

Rata 40.5 18 ip Dlioo

Conejo 25 11 sb Dlioo

Conejo 9.7 4.3 ip Dlioo

Citrato de indio Raton 600 101 sb Dlso
(In(CeHs07)3)

Antimoniuro de indio Ratén 4770 1800 ip Dlso

(InSb) Ratén 5974 2900 ip Dlioo

Dlso, dosis letal 50; Dlioo, dosis letal 100; ip, intraperitoneal; iv, intravenosa; o, oral; sb, subcutanea.

Modificado de Blazka, 1998.

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



EI UNAM| Facultad de Estudios Sugeriores Zaragoza

Los estudios in vitro también han propuesto que el ITO y el In,Os podrian provocar
mutagenicidad y genotoxicidad segun los resultados del ensayo de mutacion
inversa bacteriana revisado (prueba de Ames), el ensayo de transformacion de
células Bhas 42 y la prueba de micronucleos (MN) (Akyil et al., 2016; Hasegawa et
al., 2012; Bomhard, 2018).

Tanto el 6xido de In como el ITO inducen citotoxicidad y respuestas proinflamatorias
en macrofagos (Olgun et al., 2017; Badding et al., 2015). Sin embargo, el efecto
toxico de InCls, que es la principal fuente de ITO y 6xido de In, sobre los macrofagos

no esta claro.

Dentro de sus antecedentes toxicoldgicos, se encuentra el estudio de Lin et al.
(2011), quienes encontraron que el InCls aplicado a fibroblastos (in vitro) de pulmén
de hamster chino (células V79) incremento significativamente la frecuencia de MN
en las concentraciones que van de 0.1 a 1 uyM, de manera dosis-dependiente.
Takagi et al. (2011) administraron a ratones macho BALB/c via ip. con 0.625, 1.25,
2.5, 5y 10 mg/kg de peso corporal (pc) de InClz, donde observaron incremento en
la frecuencia de MN en meédula O0sea que mostr6 comportamiento dosis-

dependiente. De la misma forma disminuyo la presencia de EPC y el pc.
1.5. Acido desoxirribonucleico (ADN)

El acido desoxirribonucleico es la molécula que contiene la informacion genética de
todos los seres vivos, incluso algunos virus. El nombre viene de su estructura. La
molécula de ADN consiste en dos cadenas que se complementan entre ellas para
formar una estructura de doble hélice. Este polimero esta constituido por nucledtidos
y cada uno formado por azUcares (desoxirribosa) y grupos fosfato. Unida a cada
azucar hay una de las siguientes 4 bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G), y
timina (T). Las dos cadenas se mantienen unidas por puentes de hidrégeno entre
las bases; la adenina es complementaria con la timina, y la citosina con la guanina
(Velazquez et al., 2014).
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Dentro de las propiedades importantes del ADN es que se puede replicar o hacer
copias de si mismo. Cada hebra de ADN en la doble hélice puede servir como patron
para duplicar la secuencia de bases. Esto es fundamental cuando las células se
dividen, porque la nueva célula necesita tener una copia exacta del ADN de la célula

progenitora (Velazquez et al., 2014).

La secuencia de estas bases a lo largo de la cadena es lo que codifica las
instrucciones para formar moléculas de ARN o proteinas (Veldzquez et al., 2014:
Watson, 2018).

1.5.1. Dafo al ADNy cromosomico

La division celular se divide en interfase, donde el ADN lo encontramos lazo
formando eucromatina y heterocromatina dependiendo de su nivel de compactacion
y en la fase de division (también conocida como M), momento donde el ADN esta
en su maximo nivel de compactacion formando cromosomas. Dado que paso por la
fase de sintesis ahora el cromosoma estara constituida por dos cromatidas

hermanas (Esparza-Garcia et al., 2017)

La estructura de un cromosoma consiste en dos brazos (denominados corto o0 “p” y
largo o0 “qQ”) unidos por una constricciéon primaria llamada centrémero. Segun la
localizacion de éste, se clasifican en: metaceéntrico, cuando el centromero divide al
cromosoma a la mitad y los brazos p y q se visualizan del mismo tamafo;
submetacéntrico: el centromero se observa de tal manera que es facil diferenciar el
brazo p del q; acrocéntrico: s6lo se observa una pequefia porcion del brazo p

(satélites); telocéntrico: no se presenta el brazo p(Esparza-Garcia et al., 2017).

El complemento cromosomico normal (diploide) en las células soméaticas humanas
es de 46, que resulta de la unién de dos gametos haploides (n = 23). En ratén es de
40 cromosomas acroceéntricos resultantes de la unién de dos gametos (n = 20)

(Esparza-Garcia et al., 2017).

Los cromosomas pueden sufrir dafio por distintas vias y la prueba mas certera para
la evaluacion del dafio sobre los cromosomas son las aberraciones cromosémicas
(AC) (Bryant, 1997). Las alteraciones en el ADN y las estructuras encargadas de su
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correcta segregacion en el interior de la célula desencadenan dos principales tipos
de aberraciones cromosomicas: las numéricas (ACN) y las estructurales (ACE).

Las ACN son aquellas que hacen referencia a las anomalias relacionadas con la
pérdida o ganancia de cromosomas 0 juegos completos de ellos. Entre ellas
encontramos a las poliploidias, que son el incremento en juegos completos de
cromosomas, por ejemplo, triploidia en ratébn que tiene 60 cromosomas (3n) o
tetraploidia con 80 cromosomas (4n). También estan las aneuploidias, las cuales
son ganancia o pérdida de un cromosoma 0 pareja de estos, entre estos casos
encontramos la ganancia de un cromosoma llamada trisomia, la pérdida de un
cromosoma llamada monosomia o la perdida del par de cromosomas llamada

nulosomia (Esparza-Garcia et al., 2017).

Por otro lado, las ACE se refieren a cuando la morfologia del cromosoma sufre
alteraciones que modifican su estado normal. Los reordenamientos estructurales
implican rupturas y uniones cromosémicas, ya sea en un mismo cromosoma o entre
dos o mas de ellos, resultando en complementos balanceados o no balanceados.
Como resultado de estas aberraciones encontramos las deleciones (perdida de
fragmento de cromosomas), translocaciones (intercambio entre dos regiones de
cromosomas), inversiones (rotacion entre los extremos de una region de un

cromosoma), anillos cromosémicos, entre otros. (Esparza-Garcia et al., 2017).

Hay dos tipos de mecanismos que causan dafio sobre los cromosomas, que
ademas son empleados como otros bioindicadores de genotoxicidad, estos son

(Torres-Bugarin y Ramos-lbarra, 2013):

e Dafio clastogénico, causado por todo aquel agente el cual provoca dafios
estructurales sobre la conformacion del cromosoma, principal responsable
de aberraciones estructurales.

e Dafio aneuploigéno, generado por agentes que provocan alteracion en la

estructura y funcibn del mecanismo encargado del anclaje de los
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cromosomas durante la anafase. Es considerado como el causante de las

aberraciones numéricas.

Estos dos tipos de dafio adquieren importancia para el estudio de la genotoxicidad
debido a que son el principal causante de la formacion de MN (Kirsch-Volders et al.,
2011).

Estos dos adquieren importancia para el estudio de la genotoxicidad debido a que
estos tipos de dafio son el principal causante de la formacién de MN (Kirsch-Volders
et al., 2011).

1.6. Elraton como modelo bioldgico

Los ratones son utilizados como modelos en distintas areas de investigacion
incluyendo la del cancer, la inmunologia, la biologia del desarrollo, toxicologia,
entre muchas otras. El raton doméstico de Europa y Norte América (Mus musculus)

es miembro del orden Rodentia, familia Muridae y subfamilia Murinae.

Las ventajas de este modelo son numerosas, por ejemplo: es pequefio,
relativamente economico, facil de conseguir, de criar y alimentar, su ciclo de vida es
corto y forma camadas numerosas, su genoma esta descrito, se ha acumulado
mucho conocimiento sobre la fisiologia, la anatomia y sus genes, las enfermedades

de los ratones que también afectan a los humanos (Suckow et al., 2001).

Al emplear al modelo murino como sistema de prueba in vivo, se pueden evaluar
diversos parametros de toxicidad en distintos tejidos, destacando la médula 6sea y

la sangre para pruebas de genotoxicidad (Suckow et al., 2001).
1.7. Toxicologia

La toxicologia se puede definir como la disciplina que se encarga del estudio,
identificacion y cuantificacion de los efectos resultantes entre la interaccion de los
agentes quimicos sintéticos o naturales sobre los sistemas bioldgicos. La mayoria
de estos agentes cuando entran al organismo en concentraciones mas altas a las

habituales tienden a desencadenar reacciones bioldgicas que resultan peligrosas
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para la salud, la reproduccion y el desarrollo (Repetto y Repetto, 2009; Guitart y
Giménez, 2012).

Comprende distintas disciplinas y especialidades, entre ellas se encuentra la
toxicologia genética, cuyo objetivo primordial es la deteccion, andlisis y el
entendimiento de los efectos perjudiciales de agentes quimicos, fisicos y biolégicos
sobre el material genético, conocida como genotoxicidad. Se apoya de distintas
pruebas para explorar el dafio sobre el ADN y los cromosomas, entre ellas
encontramos al ensayo de micronucleos in vivo, que resulta muy confiable y rdpida
(Repetto y Repetto, 2009; Guitart y Giménez, 2012).

1.8. Ensayo de micronucleos (MN)

Los MN, llamados también cuerpos de Howell-Jolly fueron identificados a finales del
siglo XIX en precursores de eritrocitos por William Howell y Justin Jolly, los cuales
se describieron como restos de nucleos de eritrocitos que circulan en 6rganos con

patologias (Sears y Udden, 2011).

Inicialmente, en preparaciones citogenéticas de cultivos de linfocitos humanos se
uso tincion con Giemsa para identificacion de MN (Countryman y Heddle, 1976),
después Hayashi (1983) implemento la técnica por tincidbn con naranja de acridina
(NA) en células de sangre periférica de raton, la cual permite diferenciar los
eritrocitos maduros o eritrocitos normocromaticos (ENC) de los reticulocitos o

eritrocitos policroméaticos (EPC) (Fenech, 1985).

Los MN son pequefios cuerpos citoplasmaticos que contienen cromatina, surgen de
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que no se incorporaron a los
nucleos de las células hijas después de la mitosis. Los MN se forman en células en
division, en el caso de la eritropoyesis, en los eritroblastos. Son faciles de identificar
en eritrocitos de mamiferos debido a la ausencia del nacleo principal, Figura 4
(Custer et al., 2016).

Los principales criterios de evaluacion para considerar un MN son que la formay la
coloracion deben ser distinguibles, el tamafio debe alcanzar entre 1/20 a 1/5 de las

dimensiones del eritrocito, pero menos de un tercio del tamafio de un ndcleo, poseer
_____________________________________________________________________________________________________________________________|
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forma generalmente redonda con su contorno claramente definido, bien tefiido y de
color similar a los nucleos de otras células, debe estar en el mismo plano focal que
la célula analizada, no tener estructuras internas y no debe haber residuos similares

a MN en el &rea cercana a la célula (Custer et al., 2016).

El ensayo de MN es considerado practico, universalmente validado, accesible
tecnolégicamente y muy Util para evaluar la inestabilidad genética inducida por
agentes con actividad genotéxica (Cveticanin et al., 2009; Lal y Ames, 2011; Nai et
al., 2015), ademas permite conocer de forma indirecta la induccién a aberraciones

cromosoémicas numeéricas y estructurales (Mavournin et al., 1990).

|
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Figura 4. Proceso de formacion de MN (modificada de Sierra y Gaivao, 2014).

Una de las ventajas que nos permite evaluar MN en EPC tefiidos con NA, en sangre
periférica de ratén, es que en las mismas preparaciones se puede determinar la
citotoxicidad, debido a que este colorante se intercala en el ADN, dando
fluorescencia de color verde. También se une al ARN, pero debido a que no puede
intercalarse se tifie de anaranjado a rojo. Por lo tanto, todos los eritrocitos jovenes,
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llamados reticulocitos o EPC, al tener actividad ribosémica estaran tefiidos de color
rojo; mientras que las células maduras o ENC, ya no presentan ribosomas y
tampoco presentan fluorescencia (McGahon et al., 1995).

Al ver a los eritrocitos en estas dos etapas de maduracion se puede hacer el conteo
de ambos y evaluar si se modifico la proliferacion celular por accion de un agente
toxico. Entre menor sea el nimero de EPC en sangre periférica, mayor fue el efecto

citotoxico sobre la proliferacion.

1.8.1. Mecanismos de formacién de MN

La formacion de MN se da por la ruptura o fragmentacion de los cromosomas, que
se denomina dafo clastégeno, o por fallas de las estructuras encargadas de la
correcta segregacion de los mismos a los polos opuestos durante la anafase,
también denominado dafo aneploidégeno. Dichos cromosomas o sus fragmentos
se condensan por separado del ndcleo principal durante la telofase, formando una
estructura circular y pequefia en las células, fuera del ndcleo principal (Kirsch-
Volders et al., 2011).

Entre los mecanismos clastogénicos tenemos ruptura de cadena doble o fallos en
los mecanismos de reparacion por escision o por recombinacion, por otro lado, el
dafo aneploidégeno se da por anomalias en la formacion del huso mitético durante
la division celular, dafio en el cinetocoro, hipometilacion del ADN centromérico y
defectos en el sistema de control del ciclo celular (Fenech et al., 2011). Los MN
albergan fragmentos cromosémicos, los cuales pueden surgir por rotura directa de
ADN de doble cadena, conversion de roturas de cadena sencilla en roturas de doble
cadena por defectos durante la reparaciéon o inhibicion de la sintesis de ADN.
Ademas, estos pueden tener su origen de fragmentos derivados de puentes
anafasicos rotos formados debido a reordenamientos cromosOmicos como
cromatidas dicéntricas, cromosomas en anillo entremezclados o unién de

cromatidas hermanas (Norppa y Falck, 2003).
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Los MN también pueden resultar de la amplificacion de genes a través de ciclos de
ruptura-fusion-puente (BFB) cuando el ADN amplificado se localiza selectivamente
en sitios especificos en la periferia del nlicleo y que se elimina a través de la
gemacion nuclear (NBUD) durante la fase S del ciclo celular (Fenech et al., 2011).

La formacion de MN son resultado de un amplio espectro de mecanismos, tanto
genéticos como epigenéticos, pueden ser generados de la exposicién a agentes
clastégenos o aneuploidogenos, o ser formado espontaneamente como mecanismo

de defensa o como aporte a la diferenciacion celular (Kirsch-Volders et al., 2011).

1.9. Hematopoyesis y eritropoyesis en mamiferos

La hematopoyesis se refiere al proceso de formacion, desarrollo y maduracion de
las células presentes en la sangre a partir de un precursor celular comdn e
indiferenciado llamado célula madre hematopoyética multipotente. Entre el tipo de
células a las que dan origen encontramos linfocitos, basofilos, macrofagos,
eosindfilos, neutrofilos, plaquetas y eritrocitos (Diaz et al.,, 2001; Mayani et al.,
2012).

En condiciones normales existe coordinacion entre su formacion y su destruccion.
Las células sanguineas viven en promedio 120 dias, los granulocitos 6 a 8 h, y las
plaquetas 7 a 10 dias, mientras que los linfocitos pueden tener una vida muy
prolongada, algunos sobreviven afios, por ejemplo, hay linfocitos B en reposos que
pueden vivir de 20 a 30 afos. Para mantener las cifras normales de células
sanguineas es necesario que se estén produciendo constantemente células nuevas
(Diaz et al., 2001).

En el adulto, la hematopoyesis tiene lugar en la médula ésea localizada en los
huesos planos del esqueleto axial (craneo, costillas, esternén, vértebras y pelvis) y
en algunas epifisis de los huesos largos (fémur, himero). La cantidad de médula
hematopoyética varia a lo largo de los afios, siendo al comienzo de la edad adulta
75 % del total de la celularidad medular, y descendiendo hasta 25 % en la vejez,

donde la grasa medular aumenta hasta 75 % (Diaz et al., 2001)
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La hematopoyesis se desarrolla a partir de las células troncales hematopoyéticas o
“‘hematopietic stem cells” (HSC, por sus siglas en inglés) de origen mesenquimal,
que representan 0.01 % de la celularidad medular. Estas células no son
identificables morfolégicamente, son células multipotenciales con capacidad de
dividirse y derivar hacia cualquier linea hematopoyética (mieloide o linfoide) y con
alta capacidad de autorrenovacion (Mayani et al., 2012).

Al igual que el resto de la hematopoyesis, la mielopoyesis toma lugar dentro de la
médula 6sea, sitio en donde las células troncales hematopoyéticas dan lugar a los
progenitores mieloides comunes. Son células de alta capacidad proliferativa pero
incapaces de autorenovarse. Este progenitor es capaz de diferenciarse en dos
linajes especificos, tales como los progenitores granulo-monocitos y los
progenitores eritroides-megacariocitos (PEM), esta udltima siendo la ruta de

formacion de eritrocitos (Mayani et al., 2012).

La eritropoyesis es un proceso complejo dinamico de varios pasos que implica la
diferenciacion de los precursores eritroides en globulos rojos enucleados. Conlleva
la produccion, maduracion y desarrollo de eritrocitos en especifico. A partir del
nacimiento, la eritropoyesis tiene lugar ya en la médula 6sea y termina con los EPC

madurando en la sangre en circulacion (Figura 5) (Diaz et al., 2001).

Eritropoyesis Sangre

O >RPC -6 =

Eritroblasto  Lritroblasto Critroblasto
BFU-E CFU-E  Proeritroblasto  pasofilico  policromitica ortocrométicos Feticulocitos  gritracitos

. B

Sintesis de Hemoglobina

MEDULA DSEA EN SANGRE

maduro

Figura 5. Proceso de eritropoyesis y tiempo en médula ésea y sangre (modificado de Zivot
et al., 2018).
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Los progenitores eritroides mas primitivos se sitian entre las células troncales
hematopoyéticas y la primera célula morfologica distinguible de estirpe eritroide,
denominadas unidades formadoras de brotes eritroides (BFU-E, por sus siglas en
inglés), las cuales mantienen la pequefia capacidad para la autorrenovacion y alta
tasa de proliferaciébn en respuesta a citocinas apropiadas, debido a que originan
colonias de mas de 30000-40000 células en 14-16 dias; mientras que los
progenitores eritroides mas maduros, denominados unidades formadoras de
colonias eritroides (CFU-E, por sus siglas en inglés) tienen limitado potencial de
proliferacién, debido a que forman colonia eritroides que forman 8—-65 células en 7
dias (Diaz et al., 2001; Mayani et al., 2012).

Estos progenitores dan lugar a precursores eritroides, dentro de los que se incluyen
proeritroblastos, eritroblastos basofilos, eritroblastos policromatofilos, eritroblastos
orocromaticos, y reticulocitos; estos ultimos, a su vez, dan origen a los eritrocitos
(Mayani et al., 2012).

Los precursores eritroides son células que se identifican morfolégicamente y estos

son los criterios que se utilizan para su clasificacion:

e EIl precursor mas temprano es el proeritroblasto que tras 4 o 5 divisiones
mitGticas y cambios morfologicos da origen a la célula eritroide madura. El
proeritroblasto es una célula grande, nucleo redondo y central con alta
relacion nucleo citoplasma, cromatina finamente reticulada y citoplasma
intensamente basofilo.

e Le sigue el eritroblasto basofilo, célula de menor tamafio con cromatina algo
mas madura, menor relacion nucleo-citoplasma y citoplasma basofilo.

e El eritroblasto policromatico tiene un tamafio inferior, también nucleo redondo
y central, pero con cromatina fuertemente condensada, y citoplasma que va
perdiendo la basofilia y adquiriendo tonalidad gris rosada por el inicio
progresivo de la sintesis de hemoglobina.

e EIl eritroblasto ortocromatico tiene tamafio pequefio, nucleo intensamente
picndtico y con cromatina muy condensada, el citoplasma acidofilo aumenta
el contenido hemoglobinico hasta presentar la tonalidad del eritrocito
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maduro. El nucleo, una vez finalizada su maduracion, es expulsado de la
célulay el eritroblasto ortocromatico se transforma en reticulocito.

e Elreticulocito o EPC posee ARN y cierta capacidad para sintesis de proteinas
y hemoglobina por la persistencia de algunas mitocondrias, ribosomas y
restos de reticulo endoplasmico.

e El hematie o ENC es el elemento mas maduro de la eritropoyesis, escaso 0
nulo ARN en su citoplasma. Su misién fundamental es la captacién de
oxigeno y su transporte a los tejidos. Son elementos anucleados, de color
rosado y de forma redondeada y oval, con una depresion o zona mas clara

en el centro.

El proceso donde se pierde el nicleo se da en el eritroblasto ortocromatico, donde
una division asimétrica da lugar a 2 células hijas, una con el ndcleo y muy poco
citoplasma llamado pirenocito, y otra con la mayoria del citoplasma llamada

eritrocito policromatico (Diaz et al., 2001; Mayani et al., 2012).

En modelos murinos existen ligeras diferencias con respecto al humano, en estado
estacionario, los humanos adultos producen mas de 2.5 x 10° eritrocitos por
segundo, mientras que los ratones adultos producen aproximadamente 7000
eritrocitos por segundo. Otra diferencia importante es que durante el desarrollo
embrionario la eritropoyesis se da en el higado, posteriormente en el vaso (6
semanas) y al final en la médula 6sea. Y mas importante es el hecho de que es
posible detectar MN en sangre periférica en ratones, debido a que los eritrocitos
circundantes en la sangre periférica no son filtrados y eliminados en el bazo, como

sucede con la sangre en humanos (Palis, 2014; Myneni et al., 2021).
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad la exposicion a Tl e In es constante debido a sus usos en la

industria, la medicina, la alimentacion o como residuo de otros procesos.

El Tl ha despertado interés en las ultimas décadas, lo que ha permitido ampliar la
informacién sobre los efectos de este metal y la de sus compuestos en los
organismos. Las investigaciones tienden a enfocarse al estado de oxidacion I, lo
gue ha conducido a que la informacién del estado de oxidacion Il sea escasa y los
datos disponibles sobre la toxicidad del TI(lll) muestran que es menos toxico para
humanos y mamiferos que el TI(l) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013).
Sin embargo, el TI(lll) no deja de ser riesgoso para la salud por su liberacion y
presencia en el ambiente (NIOSH 2005).

Por otro lado, la toxicidad por inhalacion de particulas de In ha sido confirmada en
varios experimentos utilizando modelos murinos, donde se demuestra que afecta el
pulmén provocando inflamacion, fibrosis y carcinogénesis, razén por la cual la
Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC, 2006) lo coloca como

posible carcinbgeno humanao.

A pesar de que el Tl y el In son objeto reciente de investigacion, pocos estudios
abordan la toxicidad de ambos metales en su forma lll, especialmente los efectos
gue estos pueden provocar en el material genético en modelos in vivo. Por lo cual,
se plantea evaluar la toxicidad del Tl e In en estado de oxidacion Il sobre las células
de sangre periférica de un modelo in vivo, con la finalidad de conocer sus efectos
citotoxicos y genotdxicos, asi como la toxicocinética a corto plazo utilizando el

ensayo de MN.
Por lo anterior, la pregunta a resolver del presente estudio es:

¢La exposicion a Tl e In en estado de oxidacion Il produce dafio celular y genético

en ratones?
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3. HIPOTESIS

El Tl e In han demostrado tener la capacidad de inducir el dafio celular y genético
principalmente en modelos in vitro; sin embargo, se conoce que el dafio puede variar
de acuerdo con el estado de oxidacion del metal. Por lo anterior, se espera que la
administracion via intraperitoneal (ip) de compuestos en estado de oxidacion Il de
Tl e In (TICI3 e InCl3) produzca efectos citotoxicos y genotdxicos sobre las células
de la sangre periférica de raton y que la intensidad de los efectos esté determinada
por la dosis del compuesto, encontrando el pico maximo de dafio genético (MN)
entre las 24 a 60 h después de la administracion del compuesto.
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4. OBJETIVOS
41. General

Evaluar el efecto citotéxico y genotdxico del TIClz y del InClz en células de sangre

periférica de ratdn macho de la cepa CD-1 utilizando el ensayo de MN.

4.2. Particulares

e Evaluar la viabilidad de leucocitos de sangre periféricaa las 0y 24,48 0 72 h
después de la administracion de distintas subdosis de la Dlso (1/2, 1/4 y 1/8) de
los compuestos TICIs (Dlsp 36.48 mg/kg) y InClz (Dlso 5 mg/kg), empleando la
tincion fluorescente de naranja de acridina con bromuro de etidio (NA-BE).

e Evaluar el efecto citotoxico con las diferentes dosis y tiempos de exposicion del
TIClz y InCls, mediante el conteo de EPC con respecto al total de 2000 eritrocitos

tefidos con NA.

e Determinar el efecto genotoxico inducido por TICIzy InClz a las mismas dosis y

tiempos de exposicion mediante la frecuencia de MN.

e Determinar la relacion dosis-efecto en los parametros evaluados.
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5. MATERIAL Y METODO
5.1. Animales

Se trabajaron con 35 ratones macho de la cepa CD1 jovenes de entre 8 y 12
semanas de edad con un peso no mayor a 40 g. Los animales se colocaron en
grupos de 5 para su aclimataciéon. Se mantuvieron a periodos 12-12 h de luz-
obscuridad, temperatura de 22 + 1 °C y 45 % de humedad, con acceso libre a
comida (Harlan Laboratories 2018S) y agua. Se siguieron las condiciones de bioterio
establecidas por la NOM-Z0O0-062-1999.

5.2. Reactivos

Cloruro de talio(lll) (TIClz, CAS No. 13453-33-3), cloruro de indio(lll) (InCl3z, Cas. No.
10025-82-8), naranja de acridina (CAS No. 10127-02-3) y bromuro de etidio (CAS
No. 1239-45-8), de la marca Sigma Aldrich Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). La
Inhepar (heparina) se obtuvo de la farmacéutica de PiSA® México y esmalte de

marca comercial (como sellador para las preparaciones de MN).
5.3. Disefio experimental
Se trabaj6é con 7 grupos de 5 ratones cada uno, los cuales fueron tratados de

acuerdo a como se muestra en el Cuadro Ill.

Cuadro lll. Distribucion de los grupos tratados via ip con las distintas dosis de TICls e InCls.

Grupos para TICls

Grupos para InCls

Grupo 1. Testigo negativo con agua inyectable.

Grupo 2. Administracién de 4.56 mg/kg de pc de
TICl3 (1/8 de la Dlso).

Grupo 3. Administracion de 9.12 mg/kg de pc
de TIClz (1/4 de la Dlso).

Grupo 4. Administraciéon de 18.24 mg/kg de pc
de TICls (1/2 de la Dlso).

Grupo 5. Administracion de 0.625 mg/kg de pc
de InCls (1/8 de la Dlso).

Grupo 6. Administracion de 1.25 mg/kg de pc
de InClz (1/4 de la Dlso).

Grupo 7. Administracién de 2.5 mg/kg de pc de
InCls (1/2 de la Dlso).

pc, peso corporal; dlso del TICls: 36.48 mg/kg; dlso del InCls dlso: 5 mg/kg.
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5.4. Obtencion de muestra

La muestra de sangre se obtuvo de la cola de los ratones, se tomé en 4 distintos
tiempos: antes de la administracion del compuesto para ser control negativo del
mismo individuo (0 h) y a las 24, 48 y 72 h después, como se muestra en la Figura
6. Se hizo un pequefio corte en la punta de la cola del ratén con unas tijeras de
punta fina y con una micropipeta con puntas heparinizadas se tomaron 30 pL de
sangre, de los cuales se utilizaron 10 yL para la prueba de viabilidad y 20 yL para

el ensayo de MN.

Al termino de los experimentos todos los animales se sacrificaron en la camara de

COg, siguiendo los protocolos del Bioterio.

Toma de muestra de
sangre periférica

Oh 24h 48 h 72h

I I —
i

Agua inyectable, 1/2, 1/8,
1/8 de la Dy, del
compuesto

Figura 6. Protocolo de administracion de los compuestos metalicos, TIClz o InCls, y obtencién

de las muestras.
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5.5. Pruebade viabilidad

Se mezclaron 10 pL de sangre con 4 pL de la mixtura 1:1 de NA (100 pg/mL) BE
(100 pg/mL), la suspension de células con colorantes se coloco en un portaobjetos

y se extendio con un cubreobjetos.

5.5.1. Evaluacién de la viabilidad

La viabilidad se evalu6 con ayuda de un microscopio de fluorescencia con filtro de
excitacion azul (480 nm) y objetivo 40x. Se cuantificaron 200 leucocitos por muestra
de cada tiempo de exposicién de cada raton. Se registraron el nUmero de células
viables, apoptéticas y las necréticas de acuerdo con la morfologia y a la tincion
descrita en la literatura, como se muestra en la Figura 7 (McGanon et al., 1995;
Garcia-Rodriguez et al., 2016).

O

Figura 7. Leucocitos de sangre completa de raton, tefiidos con NA-BE; a la izquierda esquema
y a la derecha fotografia. Célula viable (a), célula en apoptosis temprana (b), célula en
apoptosis tardia (c) y célula necroética (d) (McGanon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al.,
2016).
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5.6. Ensayo de MN

Para el ensayo de MN, primero se prepararon las laminillas con la NA. Portaobjetos
limpios se calentaron en una patrrilla a 70 °C, inmediatamente después se les colocé
20 pL de NA (1 mg/mL) y se extendi6 por barrido con ayuda de otro portaobjetos,
de tal forma que quedara una fina capa en la laminilla. Se guardaron en oscuridad
hasta el dia de su uso.

Se utilizaron dos laminillas con NA por cada muestra de sangre de cada raton. En
cada laminilla se colocaron 10 pyL de sangre, se coloc6 un cubreobjetos (24 x 50
mm), se sell6 con esmalte, las preparaciones se guardaron en una caja de plastico
para portaobjetos y se mantuvieron en refrigeracion protegidas de la luz por lo
menos 24 h.

5.6.1. Evaluacién de MN

Las laminillas se evaluaron en microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100x
y el filtro de excitacion azul (a 480 nm). Se cuantificaron 2000 eritrocitos
distinguiendo los EPC de los ENC y en 2000 EPC se determind la frecuencia de
MN.

5.7. Analisis estadistico

A todos los resultados se les calculd la media (X) y la desviacién estandar (DE). Los
datos de viabilidad celular se analizaron con la prueba de ji-cuadrada, mientras que
a los de proliferacion de EPC y MN se les aplico el analisis de varianzas (ANOVA)
seguido de la prueba post hoc de Tukey. Se utilizé el paquete estadistico

SigmaPlot® y las diferencias significativas se consideraron con p < 0.05.
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6. RESULTADQOS
6.1. Evaluacién de la viabilidad celular

En resultados obtenidos con la prueba de viabilidad de las muestras de leucocitos
tefiidos con NA-BE de los ratones tratados con las diferentes dosis de TICIs durante
24, 48 0 72 h, no se observaron cambios comparado con el grupo testigo negativo,
donde la viabilidad fue mayor al 93 y 95 %, respectivamente (Figura 8A). Aunado a
lo anterior, tampoco se observé aumento en el porcentaje de células apoptéticas
(Figura 9A) o necréticas (Figura 10A), en ninguno de los tiempos de exposicién
(Cuadro IV, en Anexos).

Los resultados de las muestras de leucocitos de los ratones tratados con InCls
tampoco mostraron cambios al ser comparados con el grupo testigo negativo, la
viabilidad en todos los casos fue superior al 92 % (Figura 8B), donde el porcentaje
de células apoptoticas (Figura 9B) y necroticas (Figura 10B) se mantuvieron en el

rango del grupo testigo (Cuadro 1V, en Anexo).
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Figura 8. Viabilidad de los leucocitos de ratones de la cepa CD-1 tefiidos con NA-BE
0y 24, 48 0 72 h después de la administracion de 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg)
0 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICIs (A) y de 1/8 (0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o

1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCl3 (B). Los valores son la X + DE, de 5 animales por
dosis.
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Figura 9. Apoptosis de los leucocitos de ratones de la cepa CD-1 determinada con
la tincion dual de NA-BE a las 0y 24, 48 0 72 h después de la administracion de 1/8
(4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg) o 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICl; (A) y de 1/8
(0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o 1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCl; (B). Los valores

son la X + DE, de 5 animales por dosis.
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Figura 10. Necrosis de los leucocitos de ratones de la cepa CD-1 determinada con
la tincion dual de NA-BE a las 0y 24, 48 0 72 h después de la administracién de
1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg) o 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICl;s (A) y de
1/8 (0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o 1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCls (B). Los

valores son la X + DE, de 5 animales por dosis.
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6.2. Evaluacién de la proliferacion de EPC

Se determiné el numero de EPC presentes en 2000 eritrocitos totales (EPC + ENC);

con el fin de evaluar la proliferacion.

Los resultados obtenidos en la proporcion de EPC en sangre periférica con respecto
al total de eritrocitos no mostraron cambios en ninguna de las dosis y tiempos de
exposicion con el TIClz al compararse con grupo testigo negativo o al compararse
conla 0 h (Figura 11A).

En relacion los tratamientos de InClz, se observé que el nimero de EPC es menor
con respecto al grupo testigo negativo, donde las diferencias estadisticas se dan a
las 48 y 72 h; sin embargo, no fueron diferentes al comparar los valores con la 0 h
de cada grupo tratado. Ademas, en la dosis de 1/2 (2.5 mg/kg) se observd una
tendencia a disminuir la proporcion de EPC con respecto a tiempo de exposicion
(Figura 11 B).
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Figura 11. Numero de EPC presentes en sangre periférica de ratones tratados con
diferentes dosis de TIClz o InCls. EPC presentes en 2000 eritrocitos totales alas 0Oy
24, 48 0 72 h después de la administracion de 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg) o
1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICls (A) y de 1/8 (0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o

1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCls (B). Los valores son la X media + DE, de 5
animales por dosis.

2p<0.05 comparado con el grupo testigo (ANOVA-Tukey).
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6.3. Evaluacion de la frecuencia de MN

La evaluacion de la frecuencia de MN en sangre periférica de ratones tratados con
las diferentes dosis de TIClz mostraron diferencia significativa con respecto al grupo
testigo negativo, diferencias que también se dieron al compararse con la 0 h de su
respectivo grupo. En todos los grupos tratados, se observo que el pico de induccién
de MN se da a partir de las 24 h después de la administracién del TICIs, el cual
disminuye con el paso de las h sin alcanzar el valor del grupo testigo negativo:
induccion de MN 24 h > 48 h > 72 h (Figura 12A). Ademas, se observé
comportamiento dosis-dependiente (Figura 13), donde la induccion de MN en todos
los tiempos de exposicion fue: 1/2 (18.24 mg/kg) > 1/4 (9.12 mg/kg) > 1/8 (4.56
mg/kg) de la DIso (Figura 13B, C y D, respectivamente).

Los resultados de la frecuencia de MN de los ratones tratados con InCls también
mostraron diferencias en las tres dosis empleadas con respecto a el grupo testigo
negativo y al compararse con la 0 h de cada grupo (Figura 12B). De manera similar
a los resultados obtenidos con el TICls, a las 24 h en las diferentes dosis con InCls
se observan los valores mas altos en la induccion de MN (24 h > 48 h > 72), que
ademas sigue un comportamiento dosis-dependente: 1/2 (2.5 mg/kg) > 1/4 (1.25

mg/kg) > 1/8 (0.62 mg/kg) de la DIso (Figura 14B, C y D, respectivamente).
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Figura 12. Frecuencia de MN en 2000 EPC de sangre periférica de ratones a las 0
y 24, 48 0 72 h después de la administracion de 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg)
0 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICl3 (A) y de 1/8 (0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o
1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCl3 (B). Los valores son la media + DE, de 5 animales
por dosis.

2p<0.05, comparado con el grupo testigo (ANOVA-Tukey)
®p<0.05, comparado con la 0 h de su respectivo grupo (ANOVA-Tukey)
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Figura 13. Tendencia de la relacion dosis-efecto de la induccién de MN en ratones
tratados con 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg), 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TICl3
alas0(A)y24 (B), 48 (C) o 72 (D) h. Las lineas punteadas representan la regresion
lineal.

@p<0.05 comparado con el grupo testigo (ANOVA-Tukey).

Regresiones lineales: (A) r?= 0.2571, y= -0.0113x+0.94; (B) r?=0.9449, y=
0.4311x+1.56, (C) r>= 0.9117, y= 0.3233x+1.82; (D) r?>= 0.6751, y= 0.2018x +1.84
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Figura 14. Tendencia de la relacion dosis-efecto de la induccién de MN en ratones
tratados con 1/8 (0.62 mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg), 1/2 (2.5 mg/kg) de InClz a las 0 (A)
y 24 (B), 48 (C) 0 72 (D) h. Las lineas punteadas representan la regresion lineal.

3p<0.05, P p<0.01 comparado con el grupo testigo (ANOVA-Tukey).

Regresiones lineales: (A) r>= 0.3607, y= 0.1329x+1.1202; (B) r>=0.63, y= 1.8528x+2.3258,
(C) r’=0.8032, y= 1.7168x+1.9244; (D) r’= 0.9115, y= 0.991x +1.0424
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7. DISCUSION

Diversos estudios han demostrado que la exposicidon ocupacional o ambiental a
ciertos metales es responsable de diversos efectos perjudiciales para la salud
humana (WHO, 1996; Flora et al., 2008). El Tl y el In son dos metales a los que los
humanos estamos expuestos por distintas vias ya que se encuentran en el aire, en
el agua y los alimentos, ademéds, el In esta presente en la basura derivada de
aparatos electrénicos con diversos usos y pantalla LED (Fowler y Maples-Raynolds,
2015).

El Tl e In son conocidos por su alta toxicidad y por su capacidad de interactuar con
el ADN, las proteinas y los lipidos, razén por la que pueden alterar la homeostasis
de la célula y causar cambios estructurales y funcionales. Dichas alteraciones
pueden culminar en dafio en las biomoléculas y la célula; sin embargo, la
informacion acerca de los mecanismos de toxicidad sobre el ADN y los cromosomas
es escasa, en particular cuando se refiere a sus compuestos en estado de oxidacion
[Il (Shanker, 2008; Flora et al., 2008; Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011).

Se sabe que las principales vias de ingreso del Tl al organismo son por medio de
absorcion cutanea, respiratoria y oral; especialmente estas dos ultimas, donde se
ha observado que ingresa al organismo con bastante rapidez (Rodriguez-Mercado
y Altamirano-Lozano, 2013). En animales de experimentacion, también, se ha
observado que cuando se administra via parenteral (sc o ip) el Tl se absorbe
rapidamente (Karbowska y Zembrzuski, 2016). Una vez en el organismo el metal
entra al torrente sanguineo y se distribuye en poco tiempo en practicamente todos

los 6rganos del cuerpo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

El tiempo de vida de este metal en animales de laboratorio oscila entre 3 a 8 dias,
mientras que en humanos se estiman que permanece en el organismo 10 dias en
promedio. El Tl en la sangre se detecta por poco tiempo, debido a que se deposita
en riflones, higado, génadas, hueso, médula 6sea y cerebro, principalmente. El Tl

es excretado en las heces y en orina en 80 y 20 %, respectivamente.
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De forma similar, el In ingresa al organismo por medio de la ingestion géstrica,
cutanea y respiratoria. Una vez en el organismo el In tiene la facilidad de unirse a la
transferrina que se encuentra en la sangre, lo que le permite llegar a 6rganos como
el higado, rifiones, médula 6sea y el sistema reticulo endotelial, entre otros (Fowler

y Maples-Raynolds, 2015).

El In es menos toxico al ingresar por via oral en comparacion que cuando entra por
medio de la respiracion. Por otro lado, si este ingresa por via parental, es absorbido
sin dificultad y tiende a acumularse en linfocitos, células de higado, rifién y células
gonadales, formando granulos insolubles asociados a fésforo. La baja toxicidad de
este elemento cuando es administrado via oral puede deberse a la casi nula
absorcion por esta via. Diversos estudios sefialan que este metal es absorbido por
las células del lumen del intestino y eliminado después de 72 h (Maghraoui et al.,
2011). Lo anterior sugiere que el In administrado por via parental tiende a ser
absorbido con mayor facilidad y velocidad que por otras rutas. Al contrario de lo que
sucede cuando entra por via oral donde se absorbe del 0.2 a 0.4 % por tracto

digestivo; esto en perros (Maghraoui et al., 2011).

La estancia del In en el cuerpo varia de acuerdo con la via de exposicion. Van Hulle
et al. (2005) demostraron que el arseniuro de In (InAs) se elimina casi por completo
en las heces en 72 h. Por otro lado, Castronovo y Wagner (1973) encontraron que
cuando se administrd via iv InClz o In203 en raton, el metal se elimind en dos
fracciones: una con vida media de 2 dias y la otra con vida media de entre 69 a 74
dias. En humanos, la evidencia de la exposicidbn ocupacional sugiere que el In
inhalado tiene larga vida en el cuerpo, ya que los trabajadores expuestos en el
momento del estudio mostraron concentraciones de In en suero sanguineo similares

a las de los que estuvieron expuestos de 4 a 6 afio (White y Hemond, 2012).

Algunos estudios mencionan que el In es excretado en diferentes fases, una inicial
gue comprende aproximadamente el 60 % dentro de las 2 primeras semanas, otras
gue comprende las siguientes 7 semanas en donde se excreta aproximadamente
otro 22 %, dando como resultado que a las 9 semanas se elimina el 82 % del Tl

administrado. Yamauchi et al. (1992), encontraron que el In se excreta 0.05 %
_____________________________________________________________________________________________________________________________|
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diariamente durante 30 dias post administracion en ratones tratados con una sola
dosis subcutédnea de 100 mg/kg de InAs. En general, la orina fue la ruta principal de
excrecion del cuerpo, pero la eliminacion fecal también fue una via importante

(Fowler y Maples-Raynolds, 2015).

Cuando se evalltan los efectos genotdxicos de algun quimico en modelos in vivo,
es importante evaluar parametros de citotoxicidad. En este estudio se evallo la
viabilidad celular y la proporcion de EPC como indicadores de alteraciones en la
estructura y la proliferacion celular, respectivamente. Los resultados no mostraron
cambios en la viabilidad al momento de administrar el TICIs o el InCls; sélo se
observaron disminucion en proliferacion a las 48 y 72 h de exposicién en 1/2 de la
Dlso (2.5 mg/kg) con el InCls.

Es importante conocer la viabilidad de las células de sangre periférica de los
animales tratados, porque es el tejido que tiene contacto con estos metales y es el
torrente sanguineo el que los distribuye a todo el cuerpo, ademas permite conocer
de manera inmediata si las dosis empleadas son capaces de inducir dafio en la

permeabilidad de membrana e inducir muerte celular.

Existen muchas pruebas que nos brindan informacion confiable, sin embargo, la
prueba de tincion dual de NA-BE proporciona datos sobre el tipo de muerte celular
gue se presenta. Esta técnica, permite distinguir, por tincion y morfologia, entre
células viables, las que estan iniciando el proceso de apoptosis, las que se
encuentran en un estadio tardio de esta misma y las que mueren por proceso de

necrosis.

Son pocos los estudios in vivo que reportan los efectos citotoxicos del Tl. Entre ellos
se encuentra el realizado por Garcia-Rodriguez et al. (2014), quienes empleando la
técnica de NA-BE, encontraron en células de sangre periférica de ratones tratados
via ip con 30 mg/kg de TI.SO4 aumento de células apoptoticas a las 48 h después
de la administracién del compuesto. Existen diferencias en lo reportado por estos
autores y lo realizado en el presente trabajo, las cuales se pueden explicar por el
estado de oxidaciéon del metal, ellos trabajaron con TI(I), mientras que en este

estudio se trabajo con TI(lll). Ademas, la dosis administrada de 30 mg/kg de Tl2SOa4
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es equivalente a una Dlsp de TICIz aunado a que en esta investigacion se trabajo
con subdosis. La cantidad neta de Tl que fue administrada en con Tl>SO4 fue de
24.29 mg/kg de TI(I), contra los 9.73 mg/kg de TI(lll) que se encuentra en la dosis
mas alta administrada del TICls.

Diversos estudios reportan los efectos sobre la viabilidad y muerte celular causada
por la accién de compuestos de TI in vitro. Rodriguez-Mercado et al. (2019), en
cultivos de linfocitos humanos encontraron reduccién de la viabilidad y aumento de
muerte celular (apoptosis + necrosis) después de 8 y 24 h con distintas
concentraciones (0.5, 1, 5, 10, 50 y 100 pg/mL) de C2H30-Tl, TI2SO4 o de TICIz con
la prueba de CFDA-BE y NA-BE. Ademas, encontraron que la proporcion de células

gue entran a mitosis disminuye después de ser tratadas 24 h con estos compuestos.

El efecto anterior también se ha observado en lineas celulares. Chia et al. (2005)
reportaron disminuciéon de la viabilidad en células de glioma C6 tratadas con
distintas concentraciones de 0.01 a > 100 pM de C>H3O-Tl (correspondientes a
0.026 a > 26.34 ug/mL), mientras Bragandin et al. (2003) empleando la linea celular
Jurkat Clone E6-1 (linfoblastos T de humano) y el mismo compuesto en
concentraciones de 0.25 a 1 uM (de 0.065 a 0.263 pg/mL) también encontraron
disminucion en la viabilidad. Recientemente, Rangel-Lépez et al. (2022) reportaron
el efecto citotoxico de 5, 10, 50, 100 y 200 uM (1.31, 2.63, 13.17, 26.34 y 52.68
pg/mL) de C2HsO-Tl sobre las lineas celulares de glioblastoma C6 (de rata) y U373
(de ser humano); estos autores encontraron disminucion en la viabilidad y cambios
en la morfologia celular; con caracteristicas morfolégicas correspondientes a la

apoptosis.

Los datos en la literatura muestran que el Tl provoca alteraciones sobre la viabilidad,
induccion de muerte celular y cambios en la proliferacion por reduccion del indice
mitético, razon por la cual se le ha considerado como un metal con propiedades
citotoxicas; sin embargo, el TICIlz en ninguno de los tratamientos de este trabajo,
produce estos efectos. Estas diferencias pueden deberse a el modelo biolégico
empleado y a la cantidad de compuesto administrado. Por un lado, la mayoria de
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los estudios han trabajado con distintos compuestos de Tl en estado de oxidacion |,
ademas las cantidades por lo general son superiores a las administradas en este
estudio, ya que en este trabajo el uso de subdosis de la Dlsp con la intencion de
conocer sus efectos a dosis bajas.

Como ocurre con el TICl3, la informacién sobre la citotoxicidad del InCls es escasa
y los pocos estudios realizados reportan que el In por lo general no produce dafio
citotdéxico considerable. Los estudios realizados en el la UNIGEN con In, consideran
la administracién de InP no produce cambios. Por ejemplo, Beltran (2011) observo
qgue la viabilidad de las células de sangre periférica evaluada con la técnica de
CFDA-BE en ratones tratados via intragastrica con 5, 10, y 20 mg/kg de InP se
mantuvo por arriba del 80 %. En otro estudio de tesis, Pérez-Dimas (2015)
administré6 500, 1000 o 2000 mg/kg de InP via intragastrica durante 24 h y la
viabilidad también se mantuvo arriba del 80 % en las células de varios tejidos

analizados.

Otros estudios realizados in vitro muestran resultados similares. Bustamante et al.
(1997), al evaluar la viabilidad utilizando la prueba de azul de tripano en cultivos de
células T de ratas tratados con InClz en concentraciones de 1, 10 y 100 uM (0.22118,
2.211y 22.11 pg/mL), registraron viabilidades = 86 %. Sin embargo, en otro estudio
el InClz a concentraciones de 1, 10 y 50 pM (0.22, 2.211 y 11.05 pg/mL) en
macrofagos de hamster chino (células RAW?264.7) se redujo la viabilidad de forma
dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion (12, 24 y 48 h) con
induccion de células apoptoticas desde la concentracion mas baja y de necrosis a
partir de la concentracion de 50 pM; lo anterior evaluado con la prueba de MTT y

citometria de flujo (Tsai et al., 2020).

Otra manera de determinar los efectos citotoxicos de algun compuesto sobre los
organismos es mediante la evaluacion de la proliferacién EPC. Esto se debe a que
alguna alteracion ya sea en la funcion metabdlica, asi como el retardo del ciclo
celular resulta perjudicial en el proceso de renovacion celular. En este trabajo, la
proporcion de EPC con respecto a ENC no se vio afectada en ninguno de los

tratamientos con TIClz. Por otro lado, en el grupo tratado con InCls a partir de las 48
_____________________________________________________________________________________________________________________________|
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h se observd disminucion de EPC en todas las dosis probadas, sin mostrar
comportamientos dosis dependiente.

En el estudio con ratones tratados con 30 mg/kg de TI.SO4 (Garcia-Rodriguez et al.,
2014), encontraron decremento en la cantidad de EPC en sangre periférica con
relaciéon a ENC, lo que confirma la citotoxicidad del TI(l) in vivo. Este resultado a
diferencia de lo encontrado con el TICl3 puede ser dada principalmente por el estado
de oxidacion del metal en el compuesto y la dosis empleada como se mencioné
anteriormente. En el estudio referido la cantidad de TI(l) administrada es 2.5 veces
mas que la cantidad de TI(IIl) contenida en 1/2 de la Dlsp empleada en este estudio;
por ejemplo, en 30 mg/kg de TI.SO4 hay 24.29 mg/kg de TI(l), mientras que en %
Dlso de TICls hay 9.73 mg/kg de TI(III).

En cuanto al InClz, de acuerdo con Takagi et al. (2011), la proporcion de EPC con
respecto a ENC se redujo considerablemente de forma dosis dependiente a las 24
h después de la administracion en eritrocitos de médula 6sea de ratones BALB/c
tratados con dosis de 0.625, 1.25, 2.5, 5y 10 mg/kg de InCls. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado en eritrocitos de sangre periférica de esta tesis,
donde se pudo observar que en todos los tratamientos a 48y 72 h se observé menor
proporcion de EPC con respecto al control, lo que confirma la citotoxicidad del In(lll)

a bajas dosis.

Ademas, en el estudio anterior (Takagi et al., 2011) valoraron los efetos del InClz en
fibroblastos de pulmén de hamster chino (células CHL/IU) y encontraron que
concentraciones de 0.3 a 5 pg/mL disminuyen el nimero de células de forma
dependiente de la concentracidon y dependiente del tiempo de exposicion (24, 48 o
72 h), efecto que no se observo in vivo en el presente trabajo con la proporcion de
EPC.

Si bien, se observo disminucion en los EPC con respecto al testigo, este no tuvo un
comportamiento dosis efecto debido a que el decremento no esta dado en relacion

con la dosis.
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Fue posible apreciar que el numero de EPC en todas las dosis que mostraron efecto
fueron similares, acompafiado del incremento repentino de EPC en el grupo testigo
a las 48 h. Si existiera efecto sobre la produccion de EPC relacionada a la dosis,
esta se veria desde las primeras 6 a 24 h en ambos metales y seria mas evidente
en dosis mayores (lo cual no es el caso), debido a que cuando son administrados
via parental, estos llegan a la médula 6sea con rapidez y son absorbidos por las
células. Otro punto para considerar es que cuando el efecto citotoxico sobre la
proliferacién es fuerte, por ejemplo, Takagi et al. (2011) administrando una dosis de
10 mg/kg, la cuantificacion de MN es limitada por la disminucién de EPC en sangre
periférica.

Después de revisar los resultados de viabilidad, es posible observar que ni el Tl ni
el In a bajas concentraciones tienen efecto sobre la viabilidad. Por otro lado, al
analizar los datos de proliferacion de EPC, se puede observar que el In a bajas
concentraciones tiene efecto débil sobre la proliferacion celular en todas las dosis

administradas a partir de las 48y 72 h.

Los agentes como el Tl y el In son de interés para este estudio, principalmente
porque se considera que tienen propiedades genotoxicas. Es sabido que el dafio y
alteraciones al ADN puede generar aberraciones cromosomicas entre las que se
encuentran las numeéricas y estructurales. Estas pueden ser originadas por los dos
principales tipos de dafio, el clastogeno causado por rupturas en los cromosomas y
el aneuploidégeno provocado por disturbios durante el anclaje de los cromosomas
a las fibras del huso. Estas aberraciones son producidas en el proceso de division

celular, y si no son reparadas o corregidas pueden concluir en la formacién de MN.

De acuerdo con la literatura, el efecto genotoxico después de la administracion
aguda de algun agente quimico generalmente suele observarse a las 48 h (Hayashi
et al., 2000). No obstante, en este estudio tanto el TICI; y InCls incrementaron la
frecuencia de MN desde la 24 h en todas las dosis administradas, donde ademas
se observé mayor induccién de MN con respecto a la 48 y 72 h. Lo que puede
deberse a que ambos compuestos al ser administrados por via ip, son distribuidos

con rapidez a la médula 6sea y absorbidos por distintos érganos.
_____________________________________________________________________________________________________________________________|
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Algunos estudios reportan que la prueba de MN en sangre periférica de raton es de
los bioindicadores mas importantes de genotoxicidad, debido a que al contrario de
como sucede en muchas especies de mamifero, los eritrocitos con MN no son
removidos por el bazo. Aunado a que permite conocer los efectos del metal en los

distintos érganos y la distribucién en el organismo.

En relacion con los estudios del Tl en la literatura, la administracion de TI2SO4 en
ratén de la cepa CD-1, aumenta la frecuencia de MN con un pico de induccién a las
48 h (Garcia-Rodriguez et al., 2014). Por otro lado, Hantson (1997) en cultivos
celulares de linfocitos de un paciente que ingiri6 200 mg de TI>SOa4, encontrd
aumento de células binucleadas con MN a los 15 dias después de la exposicion,
donde reporto una media 35 células con MN contra 10 en los controles histéricos;
lo cual indica que el TI(l) es capaz de producir dafio al material genético e inducir
MN, como sucede con otros compuestos metalicos que afectar la distribucion

cromosomica (Léonard, 1988).

Los mecanismos de genotoxicidad el Tl ain no esta descritos en su totalidad, sin
embargo, existen reportes de que este tiene una fuerte afinidad hacia el ADN,
especificamente, hacia la base nitrogenada de la guanina. Ademas, se ha reportado
con anterioridad que el Tl puede producir rompimiento de cadenas doble y sencillas
del ADN en ensayos in vitro (Rodriguez-Mercado et al., 2015), los cuales pueden

culminar en aberraciones cromosomicas estructurales, precursoras de MN.

Similar a lo ocurrido con el TICls, se considera que el InClz también genera
genotoxicidad, pero se sugiere que los mecanismos causantes de dicha
genotoxicidad pueden ser diferentes. Takagi et al. (2011) encontraron incrementos
en frecuencia de MN en eritrocitos de la médula 6sea de ratones BALB/c por InClz
en dosis de 2.5 y 5 mg/kg a las 24 h, aumento que sigue un comportamiento dosis-
dependiente; también encontraron que dosis de 10 mg/kg inhibe la proliferacion.
Recientemente, Tsai et al. (2020) encontraron en células RAW264.7 aumento
significativo de MN 24 h después de la administracion de 5 uM (1.10 pg/mL) de
InCls. Ambos estudios muestran que el In tiene la capacidad de dafiar al ADN y en
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dosis bajas como lo encontrado en la presente tesis y con un comportamiento dosis-

dependiente.

Diversos estudios sugieren que el mecanismo de genotoxicidad del InCls puede ser
mas complejo y no se basa en un sélo mecanismo (Tsai et al., 2020). De acuerdo
con Takagi et al. (2011), el ITO inducen MN en neumocitos in vivo, pero no en
cultivos epiteliales de pulmén y ellos sugieren que el dafio al ADN se da por un
mecanismo secundario de la accion del metal. Aunando a lo anterior, se sabe que
el InCls se acumula en la médula 6sea, por esta razén se cree que este compuesto

promueve también la formacién de MN en los eritroblastos.

Entre los diversos mecanismos de toxicidad, se teoriza que el InCls actia como un
reactivo de gran potencial en generacion de radicales libres (Rowlands, 2003). Se
sabe que las especies reactivas de oxigenos y los radicales libres generan dafio en
el ADN, y se piensa que el dafio causado por el InCls sobre el material genético esta
mediado por especies reactivas a través de la reaccion de Fenton, sin embargo, la
evidencia que confirme esto aun es insuficiente (Anderson y Phillips, 1999, Schupp
et al.,, 2007; Lison et al., 2009). Tsai et al. (2020) consideran con base en sus
trabajos que el InClz puede inducir retraso cromosomico debido a su alta afinidad
hacia los grupos sulfhidrilo contenidos en las proteinas de las fibras del huso
mitético. Ligando con lo anterior esto puede ser el mecanismo de accion detras de

la induccién de MN causada por In en el presente trabajo.

En general los resultados de los diversos autores concuerdan con los resultados
encontrados en este trabajo. Los compuestos de Tl e In, independientemente del
estado de oxidacion, generan MN. También apoya la idea de que la frecuencia en
la induccién de MN esta relacionada con la dosis administrada y el tiempo de

exposicion.
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8. CONCLUSIONES

La administracién de distintas subdosis de la Dlso (1/8, 1/4 y 1/2) de los compuestos
de TICI3 (Dlsp 36.48 mg/kg) y InCls (Dlso 5 mg/kg) en ratones de la cepa CD-1 nos

permiten concluir lo siguiente:

e No se mostraron cambios en la viabilidad cuando se administré el TICIz ni el
InCls, tampoco se observé aumento en la muerte celular ya sea por apoptosis
0 por necrosis, en las dosis probadas.

e No se observaron cambios en la proliferacion celular en los grupos tratados,
excepto a las 48 y 72 h de exposicion en 1/2 de la Dlso (2.5 mg/kg) con el
compuesto de In(lll) donde se observo disminucion en proliferacion.

e Todos los tratamientos de TIClz e InClz mostraron aumento en la induccion
de MN, ubicando el pico de induccion a las 24 h después de la administracion
de los compuestos y cuya frecuencia de induccion disminuye con respecto a
la toma anterior. Todos los grupos tratados con ambos compuestos

mostraron un comportamiento dosis-dependiente.

Los resultados obtenidos permiten confirmar el efecto genotdxico de ambos metales
en estado de oxidacion Ill en el modelo de eritrocitos de sangre periférica de raton
y sugieren que pueden causar dafio en el material genético que conduce a la
formacion de MN a dosis bajas (1/8 de la Dlso), por lo que pueden representan riesgo

por exposicion in vivo.
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ANEXO

Cuadros complementarios

Cuadro IV. Porcentaje de viabilidad de leucocitos de ratones tratados con cloruro de talio(lll) (TICIs) o

cloruro de indio(lll) (InCls).

Tratamientos

Dlso TICls InClz
Viables Apoptoéticas Necroticas Viables Apoptoticas Necroticas

Oh

Testigo 95.50+ 1.17 3.00+£0.79 1.50+0.61 9550 +1.17 3.00+£0.79 1.50+£0.61
1/8 95.00 + 1.46 3.30+1.20 1.70£0.27 94.40 + 0.55 3.10+0.74 2.50+0.61
1/4 94.80 + 1.60 3.10 + 0.96 2.10+0.82 9450 + 1.54 3.40 £ 0.96 2.10x0.74
1/2 93.70 + 1.68 3.70+1.15 2.60 +£0.82 94.40 + 1.60 350+1.17 2.10+0.54

24 h

Testigo 94.70+1.25 3.70+1.10 220+091 94.70+1.25 3.70£1.10 2.20+0.91
1/8 93.00+1.80 4.80+1.64 220+1.04 92.90+1.85 3.40 £ 0.89 3.70£1.85
1/4 93.10+2.19 440+1.56 250+0.79 9360+1.14 4.00%1.11 2.40+1.08
1/2 92.60+251 430+1.72 3.10+0.89 93.60+1.34 4.30+0.76 2.10+0.82

48 h

Testigo 94.60+1.98  2.90+1.39 250+0.79  94.60+1.98 2.90+1.39 2.50+0.79
1/8 95.00+1.00 3.30+0.67 1.70+0.67 94.20+0.84 2.60+0.74 3.20 £ 0.44
1/4 93.70+0.97 3.80+0.91 250+0.79  93.20+1.96 4.20 +1.68 2.60+0.54
1/2 93.70+0.57 3.70+0.45 2.60+0.65 94.00+ 1.58 4.00 £ 1.36 2.00+0.79

72h

Testigo 94.60+0.65  3.00+0.35 240+0.65 94.60+0.65 3.00 £0.35 2.40 +0.65
1/8 95.00+1.27 3.20+1.04 1.80+1.20 94.20 +0.57 2.70+0.44 3.10+0.74
1/4 9490+ 0.65 3.40+0.42 1.70+0.45  95.90 +1.47 250+ 1.22 1.60+0.41
1/2 93.10+1.29 4.30+1.10 260+0.42 9480+ 1.15 2.90 + 0.65 2.30+0.57

Administracion de 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg) o 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TIClz y de 1/8 (0.62
mg/kg), 1/4 (1.25 mg/kg) o 1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCls.

Los datos son de 500 células analizadas por dosis; 5 animales por dosis.

Al grupo testigo se le administro agua inyectable.
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Cuadro V. Porcentaje de EPC en sangre periférica de ratones tratados con cloruro de talio(lll) (TICIs) o cloruro de

indio(l11) (InCls).
Tratamientos
Dlso TICl3 INCls
EPC % de EPC P/N EPC % de EPC P/N

Oh

Testigo  256.20 + 58.86 12.81+2.94 0.14 £ 0.03 256.20 + 58.86 12.81+£2.94 0.14 £ 0.03
1/8 264.00 £ 35.48 13.20 £ 1.77 0.15+0.02 202.40 £ 17.98 10.12 £ 0.89 0.11+0.01
1/4 263.80 £ 71.25 13.19 + 3.56 0.15+0.04 222.50 + 33.96 11.12+1.69 0.12 £ 0.02
1/2 244.50 + 62.93 12.22 + 3.14 0.14 £ 0.03 224.0 + 46.97 11.20+2.34 0.12+0.03

24 h

Testigo  247.00 + 46.16 12.35+2.30 0.14 £ 0.03 247.00 + 46.16 12.35+2.30 0.14 +£0.03
1/8 274.00 £ 48.17 13.70 £ 2.40 0.15+0.03 201.10 + 38.04 10.05+1.90 0.11 £ 0.02
1/4 250.60 £ 60.27 12.53 + 3.01 0.14 £ 0.03 204.00 £ 22.54 10.20 £ 1.12 0.11+0.01
1/2 234.70 £ 64.25 11.73+3.21 0.13+0.03 203.70 £ 15.04 10.18 £ 0.75 0.11 £ 0.00

48 h

Testigo  306.30 + 76.05 15.31 + 3.80 0.18 £ 0.05 306.30 + 76.05 15.31 + 3.80 0.18 £ 0.05
1/8 241.30 £ 66.74 12.06 + 3.33 0.13+0.04 193.20 + 17.55* 9.66 + 0.87* 0.10 £ 0.01*
1/4 239.50 £ 41.85 11.97 £ 2.09 0.13+£0.02 198.40 + 15.13* 9.92 + 0.75* 0.11 £ 0.00*
1/2 235.30 £ 23.99 11.76 £ 1.19 0.13+0.01 201.10 £ 9.35* 10.05 £ 0.46* 0.11 £ 0.00*

72 h

Testigo  254.40 + 71.01 12.72 £ 3.55 0.14 £ 0.04 254.40 £ 71.01 12.72 £ 3.55 0.14£0.04
1/8 240.00 £ 66.13 12.00 £ 3.30 0.13+0.04 194.90 + 15.26* 9.74 £ 0.76* 0.10 £ 0.00*
1/4 334.10£105.82 16.70 +5.29 0.20 £ 0.08 193.80 + 28.62* 9.69 + 1.43* 0.10 £ 0.01*
1/2 286.10 £ 33.24 14.30 £ 1.66 0.16 £ 0.02 185.80 + 26.34* 9.29 + 1.31* 0.10 £ 0.01*

Administracion de 1/8 (4.56 mg/kg), 1/4 (9.12 mg/kg) o 1/2 (18.24 mg/kg) de la Dlso de TIClz y de 1/8 (0.62 mg/kg), 1/4

(1.25 mg/kg) o 1/2 (2.5 mg/kg) de la Dlso de InCls.

Los datos son de 2000 eritrocitos analizados por dosis; 5 animales por dosis.
* p<0.05 comparado con el grupo testigo (ANOVA-TUKEY).

P/N: indice de EPC/ENC.
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Cuadro VI. Frecuencia de MN en EPC de sangre periférica de ratones tratados con cloruro de
talio(111) (TICls) o cloruro de indio(lIl) (InCls).

Tratamientos

Dlso TICl3 InCl3
EPC evaluados MN EPC evaluados MN
Oh
Testigo 2000 1.00 £ 0.50 2000 1.00 £ 0.50
1/8 2000 0.70 £ 0.57 2000 1.30+0.75
1/4 2000 1.00 £ 0.50 2000 0.80 + 0.83
1/2 2000 0.70 £ 0.83 2000 0.80 + 0.57
24 h
Testigo 2000 0.70 +0.27 2000 0.70 + 0.27
1/8 2000 4.20 + 1.482b 2000 4.80 + 1.092P
1/4 2000 6.20 + 1.68%° 2000 5.90 + 1.34ab
1/2 2000 8.90 + 2.072P 2000 6.00 + 1.732P°
48 h
Testigo 2000 1.00 + 0.50 2000 1.00 + 0.50
1/8 2000 3.90 + 1.882b 2000 3.60 + 0.742b
1/4 2000 5.50 + 1.222P 2000 5.00 + 1.112b
1/2 2000 7.20 + 1.602P 2000 5.60 + 0.652P
72h
Testigo 2000 0.70 £ 0.27 2000 0.70 £ 0.27
1/8 2000 3.70 + 1.092P 2000 1.90 + 0.652P
1/4 2000 4.70 + 0.902P 2000 2.60 + 0.65%°
1/2 2000 4.80 + 1.092P 2000 3.30 + 0.442b

Datos de MN en X = DE en 5 animales por dosis.

2p<0.05, comparado con el grupo testigo (ANOVA-Tukey)
b p<0.05, comparado con la 0 h de su respectivo grupo (ANOVA-Tukey)

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



EI UNAM| Facultad de Estudios Sueeriores Zaragoza

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
MEXICO

CONSTANCIA

Que otorga la

FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES ZARAGOZA
a través del Departamento
de Educacion Continua

8 Chng My Cioga Olsgis, ol AL
Wtens Norn, Argel Armande Vioge Seiillin, Lacits Mare

B s i R Wi

Por la presentacion del Cancl: Genotovicidad inducida in vive por clorure
de talie(lll) ¥ clorure de indio(fll), cn J maco & 177 Congroo &
Investigaciin, Tevado 2 cabo del 9 al 12 & novieniwe & afio en cuna, 2
través de aulas vimales, organizado por B Divisidn de Estudios de Posgrado
¢ lavestigacion de osta Facultad.

“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad de México, a 10 de diciembre de 2021.

SEBASTIAN AMAURY CONSUEGRA OBREGON



	Sin título

