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RESUMEN

La intensa actividad industrial ha aumentado la concentracion en el ambiente de
metales y otros agentes quimicos y, la poblacion en general se encuentra expuesta
de manera cotidiana a estos por diversas vias poniendo en riesgo su salud. Las
mujeres embarazadas son especialmente susceptibles a contaminantes
ambientales por metales como el talio (TI), principalmente por la ingestion de
alimentos contaminados. El Tl puede atravesar la barrera placentaria y llegar al feto
causando efectos sobre la salud y el desarrollo. Hay evidencias de su capacidad de
causar dafio al material genético en modelos in vitro, sin embargo, los datos sobre
los efectos genotoxicos y citotoxicos en modelos gestantes son escasos. Por tal
motivo, el objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos citotdxicos y genotoxicos
del acetato de talio (CHsCOOTI) en células de sangre periférica de ratones hembra
prefiadas de la cepa CD-1 y sus descendientes, utilizando el ensayo de
micronucleos.

Se formaron cuatro grupos de seis ratones hembra prefiadas y se les administré via
intraperitoneal (ip) con agua, 1 mg/kg de peso corporal (pc) de CgClz, 5.28 y 6.16
mg/kg de pc de CH3COOTI en los dias de gestacion (DG) 6, 8, 10, 12, 14 y 16,
respectivamente. Se tomaron muestras de sangre de la cola de las hembras a las
0, 24, 48, 72 hy en el DG18 después de la administracién del compuesto. También
se tomaron muestras de los fetos extraidos por cesarea en el DG18, para lo cual se
hizo un corte en el cuello. Se evalud la viabilidad celular con la técnica de naranja
de acridina (NA) y bromuro de etidio (BE) y la frecuencia de microndcleos (MN) con
la prueba de NA. Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia
registrando el numero de eritrocitos policromaticos (EPC) en 2000 eritrocitos totales
y la frecuencia de MN en 2000 EPC y en 2000 eritrocitos normocromaticos (ENC).

Los resultados no revelan cambios en la viabilidad de las células de sangre
periférica de las hembras tratadas con las diferentes dosis de CHzCOOTI, asi como
de sus fetos. El numero de EPC aumentd Unicamente en los fetos. Por otro lado, el
namero de MN en EPC incrementd en las hembras y en los fetos, presentando el
pico maximo de induccion de MN a las 48 h.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que las dosis de 5.28 y 6.16 mg/kg
de CH3COOTI administradas a ratones prefiadas durante la organogénesis produce
genotoxicidad en eritrocitos de sangre periférica con la formacion de MN, esto
también fue observado en sus descendientes junto con aumento en el nimero de
EPC, sin ejercer efecto citotoxico.



1. INTRODUCCION

La industrializacion ha crecido de manera acelerada, aumentando la explotacion de
los recursos naturales para satisfacer las actividades antropicas. Esto ha llevado a
la creciente preocupacion ecoldgica y de salud publica mundial por el aumento de
la exposicion humana a contaminantes ambientales como los metales (Tchounwou
et al., 2012; Covarrubias y Pefia Cabriales, 2017; Briffa et al., 2020).

Existen metales esenciales que participan en una amplia variedad de procesos
biologicos vitales,por ejemplo, para los humanos el sodio (Na), potasio (K),
magnesio (Mg), calcio (Ca), manganeso (Mn), hierro (Fe), cobalto (Co), cobre (Cu),
zinc (Zn) y molibdeno (Mo) son metales esenciales, aunque en exceso pueden ser
toxicos. Hay otros que no tienen funciones bioldgicas reconocidas y son toxicos para
los organismos aun en cantidades minimas (Slobodian et al., 2021; Jomova et al.,
2022). Metales no esenciales como plomo (Pb), cadmio (Cd), mercurio (Hg),
arsénico (As), aluminio (Al) y talio (Tl) son elevadamente toxicos (Cvjetko et al.,
2010; Vimalraj et al., 2017), debido a que los organismos no pueden adaptarse a su
presencia e incluso en concentraciones bajas provocan cambios moleculares,
celulares, tisulares y sobre el organismo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013).

La poblacion en general estd expuesta a diversos compuestos metalicos a través
de la inhalacién, contacto con suelos, residuos industriales, agua y alimentos
contaminados lo que puede tener consecuencias para la salud, tales como
problemas reproductivos y en el desarrollo embrionario (Caserta et al., 2013; Dutta
et al., 2021). La exposicibn materna a metales, como el Tl, es motivo de
preocupacion ya que se tiene conocimiento de su capacidad de atravesar la barrera
placentaria y poner en riesgo la salud del embrion o del feto (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013; Morello-Frosch et al., 2016).

2. MARCO TEORICO

2.1 Talio

El Tl es un metal blando, maleable, de color blanco azulado, tiene nimero atémico
de 81, masa molar de 204.383 g/mol, densidad de 11.85 g/cm?, punto de fusiéon de
304 °C, punto de ebullicién de 1457 °C y radio atémico de 1.704 A. Pertenece a la
familia 13 (IlIA) de la tabla periddica de los elementos quimicos junto con el boro
(B), aluminio (Al), galio (Ga) e indio (In). Ha demostrado ser mas toxico para los
mamiferos que el Cd, Pb, Cu y Zn causando muchos envenenamientos
accidentales, ocupacionales y terapéuticos desde su descubrimiento en 1861 por el
guimico inglés William Crookes (ATSDR, 1992; Peter y Viraraghavan, 2005; Xiao et
al., 2012; Liu et al., 2019).



El Tl existe en estado de oxidacion +1 y +3, (TI* y TI¥*), formando compuestos
organicos e inorganicos, ambos considerados altamente toxicos. El TI*, por su
parecido con cationes como el potasio (K*), puede atravesar membranas biologicas
y reemplazarlo debido a la similitud de sus radios i6nicos, 1.49 A para el TI*y 1.33
A para el K* (Rodriguez- Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Liu, 2019).

En 1979 fue clasificado como uno de los 13 metales contaminantes prioritarios por
la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) (Keith y Telliard,
1979). Actualmente en paises como China, Rusia, Australia y Estados Unidos ha
sido incluido como contaminante prioritario a controlar (Zhong et al., 2022), debido
a su geodisponibilidad, movilidad, dispersion, bioaccesibilidad, biodisponibilidad y
toxicidad para especies de plantas y animales (Migaszewski y Gatuszka, 2021).

2.1.1 Presencia en el ambiente

El Tl est4 presente de forma natural en el aire y agua en concentraciones bajas,
permanece en el ambiente ya que no se puede degradar y se acumula. No es
esencial para los organismos, incluidos los humanos. La mayor exposicion ocurre
cuando se consumen alimentos cultivados en zonas industriales ya que al
ingresar al agua y al suelo es facilmente absorbido por las raices de las plantas
(ATSDR, 1992; Zhong et al., 2022).

Hay dos tipos de fuentes de contaminacién por TI: i) naturales, por procesos
geoldgicos como depositos de minerales metalicos cercanos a la superficie que
contienen TI, formaciones rocosas mineralizadas expuestas o poco profundas y
vulcanismo, y ii) antropogénicas, que incluyen emisiones atmosféricas, desechos
sélidos y aguas residuales derivados de diversas actividades, estas tienen mayor
potencial e impacto perjudicial en ecosistemas y en los seres humanos, Figura 1
(Migaszewski y Gatuszka, 2021).

La mineria y la agricultura son actividades que afectan la transferencia de Tl en el
ambiente (Xiao et al., 2012). Estudios recientes han evidenciado que las industrias
gue utilizan minerales que contienen Tl como la metalurgia, la industria siderurgica,
la combustién de carbdn, la produccién de cemento y la extraccion y fundicién de
minerales de sulfuro ricos en Tl, tienen relacion con la presencia de concentraciones
elevadas de Tl en suelos, aguas, sedimentos y productos agricolas ubicados en las
cercanias (Xiao et al., 2012; Liu et al., 2019, 2020; Huang et al., 2021). El Tl se
encuentra unido a Cu, Pb, Zn y otros minerales de sulfuro, son la principal fuente
del Tl comercial (Liu et al., 2019).
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Figura 1. Esquema del transporte del Tl en el ambiente. Principales vias de
exposicion humana a Tl por fuentes naturales (verde) y antropogénicas (rojas).
Més informacién en Migaszewski y Gatuszka, 2021.

Las concentraciones de Tl en el suelo son generalmente de 0.01-0.5 mg/kg, pero
en areas contaminadas se han reportado concentraciones de hasta 124 mg/kg Tl
(Xiao et al. 2004b). En México, la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 establece que
suelos con uso agricola, residencial o comercial debe tener un valor maximo de 5.2
mg/kg, y para uso industrial 67 mg/kg para una extensién menor o igual a 1000 m?,
con valores por encima a estos se considera de riesgo para generar efectos
adversos en la salud. En suelos de zonas mineras de México los valores registrados
van de 0.28 a 199.7 mg/kg (Aguilar-Carrillo et al., 2018).

En el aire, el Tl no supera 1 ng/m?® (Peter y Viraraghavan, 2005), en agua no
contaminada de lagos y rios, la concentracién es inferior a 1 ug/L y rara vez supera
los 20 ng/L en mar abierto (Belzile y Chen, 2017). La EPA establecio 2 pg/L como
limite permisible en aguas potables (Lazorchak et al., 2003). En ambientes
laborales, la NOM-010-STPS-2014 establece que el valor limite de exposicion a Tl
es de 0.02 mg/m?.
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Su concentracion promedio en vegetales comestibles de zonas no contaminadas
varia de 0.02 a 0.125 mg/kg de peso seco, en areas contaminadas de China cultivos
de maiz y repollo verde mostraron mayor abundancia, de 0.78 y 495 mg/kg de TI,
respectivamente (Xiao et al., 2004a; Migaszewski y Gatuszka, 2021).

2.1.2 Usos y produccion

Aunque la produccion global de Tl es de aproximadamente 10 t/afio, se libera al
medio ambiente de 2000-5000 t/afio como subproducto de las actividades
antropogénicas antes mencionadas (USGS, 2021; Zhong et al., 2022). Las formas
mas comerciales del TI* son el acetato (CH3COOQOTI), carbonato (TI2CO3) y sulfato de
talio (T12SO4) (Rodriguez- Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

El CH3COOTI y TI2SOa4 son incoloros, inodoros e insipidos y poseen alto nivel de
toxicidad, por estas caracteristicas se emplearon en rodenticidas e insecticidas
desde 1920, y esta practica se mantuvo hasta la década de 1980. También se utilizo
en la medicina como tratamiento contra la sifilis, tifla, malaria, tuberculosis, ademas,
para reducir la sudoracion y en agentes depilatorios. Después de reportes de casos
de envenenamiento no intencional, fue prohibido su uso para estos fines (IPCS,
1996; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

En quimica organica compuestos de Tl son utilizados como catalizador de
ciertas sustancias y a pesar de su toxicidad, actualmente el isétopo Tl 2° se aplica
en gammagrafia de corazon, higado y testiculos, y como herramienta para obtener
imagenes de tumores como el cancer de pulmén, de mama y osteosarcoma (Pardo,
2019; Genchi et al., 2021).

Es utilizado en la fabricacion de dispositivos electrénicos y eléctricos, lentes de
camaras, cristales especiales de alta densidad y bajo punto de fusion, materiales
semiconductores (Tl selenita), contadores de centelleo, equipos laser, termdémetros
de baja temperatura en aleaciones con mercurio y celdas fotoeléctricas (IPCS, 1996;
Genchi et al., 2021). Es utilizado ampliamente por paises como China, Japon,
Republica de Corea y Estados Unidos para la fabricacién de equipos de deteccion
de radiacibn gamma, superconductores de alta temperatura, materiales Opticos
infrarrojos, vidrios de bajo punto de fusién, celdas fotoeléctricas y radioisétopos
(USGS, 2021).

También es utilizado en la produccidon de pigmentos y tintes empleados en bisuteria
y diamantes artificiales, fuegos artificiales y vidrio amarillo verdoso (IPCS, 1996;
Peter y Viraraghavan, 2005).
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2.1.3 Absorcion y distribucion

En mujeres embarazadas la principal via de exposicion es por la ingesta de
alimentos contaminados. En estudios realizados en humanos y modelos animales
se observo que el Tl se absorbe facilmente a través del tracto gastrointestinal, tracto
respiratorio y por la piel. Se distribuye rapidamente de la sangre a los tejidos
independientemente de la dosis, la via y la duracién de la exposicion (EPA, 2009).
En mamiferos el Tl se acumula en tejidos y érganos diana: higado, génadas,
musculos, cerebro, huesos y médula ésea, presentando mayor acumulacion en
rifones. Por su parecido con el K* es capaz de atravesar barreras biologicas
como la hematoencefalica y la placentaria, causando problemas en la salud y el
desarrollo embrionario (Cvjetko et al., 2010; Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013).

El mecanismo por el cual el Tl pasa de la madre al feto no esta descrito, pero
de manera general los metales después de entrar a circulacion llegan a 6rganos
diana como el higado, sus metabolitos pueden atravesar la barrera placentaria
y llegar al feto a través del liquido amniético, Figura 2 (Caserta et al., 2013). En
general, el Tl es liberado del cuerpo lentamente por lo que puede detectarse
residuos de Tl durante meses después de la exposicion (Blain y Kazantzis,
2015). Se elimina en el pelo, las ufias, el sudor, la saliva, las lagrimas, la leche
materna, en mayor parte en la orina y, en menor medida, en las heces. La lenta
tasa de eliminacion permite su acumulacion y una porcion del Tl acumulado
puede regresar a circulacion por el torrente sanguineo (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013).
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Figura 2. Paso de metales a través de la placenta. Mas informacién en Caserta

etal., 2013.

2.1.4 Toxicidad

Anteriormente se mencion6 que la exposiciéon a Tl puede ocurrir de manera natural,
por consumo de alimentos contaminados, envenenamiento, ingesta accidental, uso
de drogas contaminadas y también en entornos laborales. El limite via cutanea de
exposicion laboral a Tl es de 0.1 mg/m3 durante maximo ocho h al dia (d),
concentraciones de 15 mg/m?3 se consideran extremadamente peligrosos (Kemnic 'y

Coleman, 2018).

La sintomatologia del envenenamiento por este metal suele ser inespecifica debido
a que afecta diversos 6rganos. En casos clinicos de intoxicacion, se habla de la
triada caracteristica que consiste en dolor abdominal, evidencia de déficit
neurolégico motor o sensitivo y alopecia. En las primeras 3—4 h después de la
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exposicion suele presentarse fiebre, nauseas, vomitos, diarrea y hematemesis,
seguido de taquicardia, erupciones cutaneas, desorientacién, convulsiones,
insuficiencia cardiaca, edema pulmonar agudo, psicosis, neuritis Optica,
hiperhidrosis, lineas grises de las encias, lineas de Mees, anhidrosis y finalmente,
presencia de alopecia generalizada. En exposiciones cronicas, los sintomas
neurolégicos persisten aun cuando los niveles de Tl disminuyen en sangre. La dosis
letal en humanos es de 10 a 15 mg/kg de peso (Osorio-Rico et al., 2017; Kemnic y
Coleman, 2018; Jiménez et al., 2022).

Existen varios mecanismos propuestos para explicar la toxicidad del Tl. Uno de ellos
es que dada su similitud con el K*, puede interferir con sus procesos sustituyéndolo,
esto fue demostrado en conejos donde encontraron que el Tl tiene una afinidad 10
veces mayor que el K* por la Na*/K*-ATPasa, inhibiendo la actividad de esta enzima
(Cvjetko et al., 2010), que es la responsable de mantener el gradiente de Na*y
K* a través de la membrana celular y es necesaria para mantener la funcion
celular adecuada ya que preserva el potencial de membrana y el equilibrio
osmotico de la célula (Suhail, 2010). Ademdés, inhibe la piruvato
deshidrogenasa, la succinato deshidrogenasa, la fructosa-1-6-bisfosfatasa, los
complejos I, Il y IV de la cadena de transporte de electrones comprometiendo la
produccion de ATP mitocondrial (Cvjetko et al., 2010; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013).

También esta involucrado en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y esto puede dafiar las mitocondrias bloqueando la progresion del ciclo celular
desencadenando muerte celular por apoptosis con el aumento de las proteinas
proapoptoticas y disminucién de las proteinas antiapoptoticas (Chia et al., 2005;
Eskandari et al., 2015).

2.1.4.1 Efectos sobre lareproduccion y el desarrollo embrionario

El Tl se ha asociado con alteraciones en la salud reproductiva femenina, en estudios
realizados en orina de mujeres embarazadas expuestas ambientalmente a TI,
encontraron que las concentraciones mas altas de Tl estan relacionadas con un
mayor riesgo de padecer insuficiencia ovarica prematura (Ma et al., 2022).

Sobre la salud reproductiva en hombres no hay reportes, pero si en modelos
bioldgicos. En ratas Wistar macho tratadas con 10 ppm de TI2SO4 durante 30 y 60
d de forma oral, reportaron reduccion de la movilidad espermatica, alteracion del
epitelio tubular, vacuolizacion citoplasméatica, cambios en las células de Sertoli y
actividad reducida de enzimas testiculares, concluyendo que el sistema reproductor
masculino bajo exposicion crénica tiene mayor probabilidad de sufrir alteraciones
(Formigli et al., 1986).
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En ratones macho CD-1 tratados ip con diferentes dosis de CH3sCOOTI durante 10
y 60 d, se encontré aumento en el peso y dafio al ADN (ensayo cometa) en testiculo,
cambios en la movilidad y conteo de espermatozoides, ademas de incremento en el
namero de espermatozoides con anormalidades (Hernandez-de la Cruz, 2019).

En estudios In vitro reportaron que la administracion de Tl en cultivos de células
testiculares de rata albina provoca pérdida significativa de células a las 48 h de
exposicion en todas las concentraciones (1.4, 7 y 35 ug Tl/g de testiculo), incluso
en la concentraciéon mas baja (Gregotti et al.,1992).

La exposicion materna al Tl puede causar efectos adversos en el desarrollo
embrionario e infantil. En estudios realizados en orina de mujeres embarazadas
encontraron que las concentraciones mas altas (0.40 pg/L comparado con la media
establecida de 0.16 ug/L) de Tl estan relacionadas con mayor riesgo de parto y
rotura prematura de membranas, asi como mayor riesgo de bajo peso al nacer (Xia
et al., 2016; Jiang et al., 2018). Zhou et al. (2021) sugieren que el bajo peso al nacer
puede estar relacionado con la disminucién del peso de la placenta, y Govarts et al.
(2016) reportaron que la presencia de Tl en sangre de cordon umbilical, junto con
otros metales, estd asociada con bajo peso al nacer en nifias.

En modelos experimentales se han estudiado los efectos que puede producir la
exposicidon durante el desarrollo embrionario o en los primeros d de nacimiento y se
encontré que el Tl puede cruzar la barrera placentaria y, acumularse en el embrién
y el feto en pequefas cantidades. Esto fue demostrado en trabajos realizados en
ratas y ratones donde ademas se observo que el Tl atraviesa la placenta y llega al
feto en un periodo de 15 min después de la aplicacion en la hembra gestante,
ademas se encontr6 acumulacion de Tl en el saco vitelino visceral, la placenta
corioalantoidea y el amnios administrando en diferentes etapas de la gestacion
(Olsen y Jonsen, 1982; Ziskoven et al., 1983).

Rossi et al. (1988) encontraron que la administracion oral de TI2SO4 (1 mg/dL en
agua potable ad libitum) a ratas albinas NOS desde el d 1 de gestacion hasta el
destete y del primer d después del nacimiento hasta el destete (postnatalmente),
causa impacto adverso en el desarrollo del sistema nervioso autbnomo, alteraciones
de los receptores a-, B-adrenérgicos y muscarinicos. Ademas, en ratas Wistar recién
nacidas tratadas con 16 mg/kg de CH3COOTI via ip en el d 1 postnatal, observaron
en musculo: necrosis, atrofia progresiva, fibrosis terminal y problemas sistémicos
evidenciados por diarrea, alopecia persistente y reducciéon de tamafio corporal
(Barroso-Moguel et al., 1996).

Alvarez-Barrera et al. (2019) reportaron que la administracion de 4.62, 9.25 y 18.5
mg/kg de CH3COOTI via ip en el d 7 de gestacion a ratonas prefiadas, provoca
variaciones esqueléticas (osificacion incompleta y parcial) en craneo, esternebras y
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costillas en todos los fetos examinados, ademas de anormalidades externas como
tronco inclinado, extremidades anteriores y posteriores mal rotadas o posicionadas,
enroscamiento y mala posicion de la cola. Por otro lado, Santiago-Toledo (2021),
siguiendo el mismo protocolo, al administrar 5.28 mg/kg del mismo compuesto,
encontré aumento en el nimero de reabsorciones y disminucion del peso de la
camada que son signos de toxicidad embrionaria y fetal. En el caso de los fetos,
observo variaciones externas en: extremidades superiores e inferiores, en la cola y
en la posicion del tronco; hematomas, canal en la espalda, osificacion incompleta
del craneo y variaciones en costillas, esternebras y falanges.

2.1.4.2 Efectos genotdxicos y citotoxicos

Ademas de los efectos en el desarrollo y reproduccién causados en humanos, el Tl
produce genotoxicidad, por ejemplo, en un estudio realizado en sangre de mujeres
en el primer trimestre del embarazo, se reportd dafio al ADN, con 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) como marcador (Tabassum et al., 2022). Asimismo, en
un estudio de cohortes de nacimiento en China, se relacioné con disminucion de las
copias de ADN mitocondrial en leucocitos de sangre de cordén umbilical (Wu et al.,
2019). El mismo grupo de estudio, trabajé con 746 parejas de madres y recién
nacidos de la ciudad de Wuhan, China y concluyeron que la exposicion prenatal al
Tl se relaciona con la reduccion de la longitud de los telomeros de leucocitos
neonatales (Wu et al., 2021).

Los efectos genotdxicos también han sido estudiados in vitro en linfocitos humanos
tratados con T12SOa, y tricloruro de talio (TICls) en concentraciones de 0.5, 1, 5, 10,
50 o 100 pg/mL, mostraron que ambos compuestos reducen el indice mitético y el
indice replicativo, aumentan el nimero de aberraciones cromosomicas estructurales
(ACE), la frecuencia de los intercambios de cromatidas hermanas e inducen dafio
primario al ADN (Rodriguez-Mercado et al., 2013, 2017). Ademas, en el mismo
modelo celular, la administracion de CHsCOOTI, Tl2SO4, y TICI3 incrementa el
porcentaje de muerte celular por apoptosis y necrosis, asi como reduce la viabilidad
y proliferacion celular (Rodriguez-Mercado et al., 2019).

La capacidad del Tl para causar dafio al ADN también ha sido reportada con
modelos biolégicos in vivo, por ejemplo, Garcia-Rodriguez et al. (2014)
administraron 30 mg/kg de TI2SO4 a raton macho, determinaron el efecto genotoxico
mediante la prueba de MN y citotoxicidad con la relacion EPC/ENC vy la viabilidad
celular por apoptosis, reportaron incremento significativo de MN, células apoptéticas
y no viables.

En estudios realizados en la UNIGEN donde administraron tres dosis de TICls (4.56,
9.12 0 18.24 mg/kg) a ratones macho CD-1, encontraron aumento en la frecuencia
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de MN, con el pico de induccién 24 h posteriores a la administracion del tratamiento
y dafio primario al ADN, sin mostrar cambios en la viabilidad celular (Consuegra-
Obregon, 2022; Vizcaya-Santillan, 2022).

Se ha demostrado que el CH3COOTI administrado en diferentes dosis a ratones
hembra y machos CD-1 adultos es capaz de inducir efecto genotoxico y citotoxico
incrementando el niumero de ACE y disminuyendo el indice mit6tico en células de
meédula 6sea, ademas de causar dafio al ADN en higado, rifién, cerebro y testiculo
(Buendia-Valverde, 2013; Nava-Valencia, 2018; Hernandez- de la Cruz, 2019).

2.2 Modelo de estudio

En este trabajo se utiliz6 como modelo de prueba el ratdbn doméstico comun, Mus
musculus, que tiene las siguientes caracteristicas: se adapta facilmente a la vida en
laboratorio, requiere poco espacio ya que son pequefios, son econdémicos de
albergar, tienen camadas grandes, periodo de gestacion corto, son déciles y faciles
de manejar (Cuadro 1). En el area de la genética es utilizado porque su genoma
esta bien caracterizado y es parecido con el genoma humano, ademas de que es
mamifero (Lambert et al., 2017; Pierce, 2009; Bolon, 2015).

Cuadro 1. Caracteristicas generales del raton

Ciclo de vida

Periodo de gestacion 18a21d
NuUmero de crias por camada 8 a 10 crias
Peso promedio al nacer 0.8-15¢g
Destete 21 d después del nacimiento
Madurez sexual 4—-6 semanas después del nacimiento
Duracion del ciclo estral 4-5d
Vida media 18 a 24 meses (segun la cepa)
Cromosomas 20 pares de cromosomas: 19 pares
autosémicos y 1 par sexual (Xy Y)
Cantidad de ADN 2.5 millones de pares de bases
14 % mas pequefio que el genoma
humano
Genes 22 a 30 mil genes codificantes a

proteinas: 90 % de los genes humanos y
de raton tienen el mismo orden en sus
respectivos cromosomas

17



El raton es empleado para estudiar numerosos procesos patologicos humanos,
como enfermedades neuroldgicas, metabdlicas y cancer, ya que las mutaciones que
causan enfermedades humanas a menudo causan enfermedades similares en
ratones. También son utilizados en pruebas de toxicologia del desarrollo por el
parecido que tiene con el desarrollo embrionario humano. En el del ratbn comienza
con la fertilizacion, seguido de la preimplantacion, la implantacion, organogénesis y
el crecimiento fetal, Figura 3 (Kispert y Gossler 2004; Bolon, 2015; Lambert et al.,

2017).
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W
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i Q \ ”
]

Desarrolloy crecimiento fetal

Organogénesis

Figura 3. Descripcion general del desarrollo del ratdbn. Tomado de Kispert y
Gossler 2004, con modificaciones.

Durante la gestacion, los fetos pasan por procesos, crecimiento del sistema
nervioso, proliferacién celular rapida, desarrollo de érganos y cambios metabdlicos,
lo que los hace susceptibles a sustancias toxicas y nocivas presentes en el ambiente

(Zhou et al., 2021).

En pruebas de genotoxicidad in vivo es utilizado para evaluar el riesgo mutagénico
de agentes presentes en el ambiente, como es la prueba de MN.
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2.3 Eritropoyesis en raton

Dado que en este trabajo se evaluaron MN en sangre periférica de hembras
prefiadas y sus fetos, mencionaré que la hematopoyesis se refiere a la formacion
de los componentes celulares de la sangre (globulos blancos, globulos rojos y
plaguetas) a partir de células madre hematopoyéticas multipotentes de origen
mesenquimal, capaces de dividirse y derivar hacia cualquier linea hematopoyética
(mieloide o linfoide), durante el desarrollo embrionario se encuentra en diferentes
lugares de acuerdo con la etapa de desarrollo del embrién o feto, primeramente, se
establece en el saco vitelino y progresa al higado fetal, que asume el papel
hematopoyético predominante hasta el nacimiento, Figura 4. Después del
nacimiento y durante la etapa adulta se lleva a cabo en la médula 6sea (Keller et
al., 1999; Diaz et al., 2001).

DG 0 6.5 7.5 10.5 14.5 185 adulto

Formacion de Produccion de células madre Nacimiento
mesodermo hematopoyéticas en la aorta, el
saco vitelino y la placenta
Desarrollo de islotes Hematopoyesis Hematopoyesis en
sanguineos en el saco hepética médula osea

vitelino

Figura 4. Ontogenia del sistema hematopoyético del ratdbn. Tomado de Bar6n
et al., 2012, con modificaciones.

En el saco vitelino se lleva a cabo la produccién temprana de células del linaje
eritroide, estas son nucleadas, tienen una vida corta y se derivan de células
mesodérmicas que entran en contacto con el ectodermo iniciando la eritropoyesis.
Los islotes sanguineos comienzan a formarse debido a estas interacciones en el
DG7.5, contienen macrofagos, megacariocitos fetales y eritrocitos primitivos. Los
eritrocitos primitivos estan presentes desde el DG7.5, alcanzan su punto maximo en
el DG8.5, disminuyen en el DG9 y entran a circulacion para madurar entre el DG
9.5-12.5. En esta etapa de maduracién se condensa el ndcleo, disminuyen su
volumen y el contenido de ARN, entre el DG12.5-16.5 sufren enucleacién (Baron et
al., 2012; Udroiu, 2016; Yumine et al., 2017). En el DG9.5 hay una superposicién
temporal entre la eritropoyesis primitiva y la definitiva, la region aorta-génada-
mesonefros genera las primeras células madre hematopoyéticas y en el DG11.5
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migran al higado fetal para diferenciarse en eritrocitos definitivos que ingresan a la
circulacion. Al nacer, las células madre hematopoyéticas del higado fetal migran y
colonizan la médula 6sea, se producen en eritrocitos definitivos para la circulacion
durante toda la vida. El bazo también es un sitio de diferenciaciéon para las células
eritroides (Keller et al., 1999; Dzierzak y Philipsen, 2013; Udroiu, 2016).

En adultos, a partir de una célula madre eritropoyética se forman los
proeritroblastos. De ellos derivan los eritroblastos, cuando estos se desarrollan en
un EPC o reticulocito (eritrocito joven que aun contiene ARN), el caracter que define
esta etapa es la expulsion del nucleo. La maduracién del EPC comienza en el
organo eritropoyético y continda dentro del torrente sanguineo, que en roedores
adultos toma de 48-72 h, dividido en partes iguales entre la médula ésea y la
circulacion. Los EPC, con el tiempo, degradan al ARN y contienen primordialmente
hemoglobina, entonces se conocen como ENC o eritrocitos maduros, Figura 5
(Rojas-Lemus y Milan-Chéavez, 2016; Udroiu, 2016).

En los mamiferos adultos, las células eritroides en las etapas terminales de
diferenciacion son anucleados, no poseen reticulo endoplasmatico ni mitocondrias,
asegurando que estas células no utilicen el oxigeno que transportan. En
consecuencia, ya no pueden proliferar (Dzierzak y Philipsen, 2013; Udroiu, 2016).
Poseen un didmetro de solo 6—8 um y forma biconcava creando una gran area de
superficie para el intercambio de gases, estas dos caracteristicas permiten que las
células ingresen a los microcapilares en los tejidos (Dzierzak y Philipsen, 2013).

En condiciones estables, aproximadamente el 1 % de los eritrocitos totales se
eliminan todos los d y se reemplazan por nuevas células. La vida Gtil en ratones
adultos es de 42 d (Dzierzak y Philipsen, 2013; An et al., 2015).

Los estudios de los mecanismos fundamentales de la eritropoyesis en humanos y
ratones han proporcionado informacién critica sobre los trastornos hereditarios y
adquiridos del eritrocito como anemia de células falciformes y talasemia (Sankaran
y Gallagher, 2013; An et al., 2015).
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Figura 5. Eritropoyesis A) primitiva y B) definitiva. Abreviaturas: eritrocitos, Ery;
eritrocitos  primitivos, EryP; células formadoras de colonias, CFC;
proeritroblasto, Pro; eritroblasto basofilo, Baso; eritroblasto policromatofilico,
Poli; eritroblasto ortocromatico, Orto; unidad formadora de estallido eritroide,
BFU-E; unidad formadora de colonias eritroides, CFU-E; eritrocito
policromético, EPC; eritrocito normocromatico, ENC. Tomado de Udroi, 2016.

2.3 Evaluacién de la genotoxicidad

Los agentes genotdxicos son aquellos capaces de interactuar directa o
indirectamente con el material genético, estos pueden ser de origen fisico, quimico
o bioldgico. La toxicologia genética se encarga de identificar y analizar la accion de
este grupo de agentes y definir a partir de ello los efectos que producen sobre la
integridad genética de los seres vivos (Roldan-Reyes, 2016).

El ensayo de MN, junto con otras pruebas, es recomendado como bateria de prueba
para la evaluacién genotéxica en la “International Conference on Harmonization of
Genotoxicity Guidelines” (ICH), asi como por otras agencias reguladoras como la
“‘Enviromental Protection Agency” (EPA), la “Food and Drug Administration” y la
“International Agency for Research of Cancer” (IARC).

2.4 Ensayo de micronucleos

Los MN son pequefios cuerpos citoplasmaticos de origen nuclear que contienen
cromatina, formados por fragmentos de cromosomas o0 cromosomas completos no
incorporados correctamente a los ndcleos de las células hijas durante la division
celular, especificamente durante la transicidon de metafase a anafase de la mitosis.
Son biomarcadores de eventos genotoxicos y de inestabilidad cromosémica
(Mavournin et al., 1990; FDA, 2000; Fenech et al., 2011; Rojas-Lemus y Milan-
Chéavez, 2016).
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Esta prueba tiene la ventaja de ser rapida, los MN pueden visualizarse facilmente,
se usa ampliamente como ensayo a corto plazo que permite detectar dafio
citogenético asociado con la frecuencia de aberraciones cromosomicas (sin
identificar de que tipo son). Los MN se evaliuan con mayor frecuencia en EPC de
médula 6sea o0 EPC de sangre periférica. La frecuencia basal de MN en EPC para
la mayoria de las cepas de ratones y ratas es de 1 a 3 por millén (FDA, 2000; Grawe,
2005).

Hayashi (1983) implementd la técnica por tincion con NA en células de sangre
periférica de raton. Este colorante se intercala en el ADN emitiendo fluorescencia
de color verde, y cuando se une al ARN al no poder intercalarse se tifie de
anaranjado. Los ENC no presentan fluorescencia ya que no tienen ribosomas, los
EPC tienen actividad ribosdmica y por lo tanto se tifien de color rojo (McGahon et
al., 1995). Al observar los eritrocitos en sus diferentes etapas de maduracion, se
puede evaluar citotoxicidad de un agente al hacer un conteo de al menos 200
eritrocitos de médula 6sea o al menos 1000 eritrocitos de sangre periférica por
animal para observar cambios en la proliferacion celular (Hayashi et al., 1994).

El incremento en la frecuencia de MN en EPC, es un indicador de dafio genético,
de inestabilidad cromosOmica y actualmente, tiene valor predictivo en la
predisposicion a desarrollar cancer, ya que la inestabilidad del genoma es un sello
distintivo de los canceres que surgen espontdneamente (Balmus et al., 2015). Los
MN encontrados en ellos pueden atribuirse a un tratamiento quimico administrado
durante un ciclo celular reciente. La variacion en el numero de MN con el tiempo es
una funcién compleja de muchos factores y el tiempo preciso de la maxima
induccion no se puede predecir de antemano para un quimico especifico. En la
mayoria de los casos, el pico ocurrira entre 24 y 60 h después del tratamiento
(Mavournin et al., 1990; Rojas-Lemus y Milan-Chévez, 2016).

En el raton, los MN en ENC también son una poblacion celular aceptable que se
puede analizar cuando la duracion de la exposicion supera las 4 semanas (que es
aproximadamente la vida util de eritrocitos) que son indicativo de un tratamiento
cronico. Los resultados se observan como una acumulacién a niveles significativos
en los ENC periféricos de estos ratones (Mavournin et al, 1990; Hayashi et al.,
1994).
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2.4.1 Origen de los micronucleos

El ADN es susceptible a presentar dafios en su estructura resultado de diferentes
factores como radiacion y sustancias genotéxicas. Durante la division celular
normal, el material genético contenido en el nucleo celular se replica y divide
equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; durante este proceso
pueden ocurrir errores que conllevan a la pérdida cromosémica y reparto del
material genético inequitativo, origina un nuevo nucleo de menor tamafo que el
primero, denominado MN (Fenech, 2006; Zalacain et al., 2005).

El origen de los MN es de dos vias (Schmid, 1975):

a. Dafio clastdgeno. Se da por la ruptura o fragmentacion de los cromosomas
que se originan a través de multiples mecanismos como la mala reparacion
de roturas de doble cadena en el ADN, esto conduce a la formacién de MN
de cromosomas acéntricos o fragmentos de cromatidas, Figura 6A.

b. Dafio aneuploidégeno. Por el dafio a nivel de las proteinas encargadas de la
segregacion cromosomica, defectos en el ensamblaje o desensamblaje del
huso mitético, remocién de cinetocoros, dafios al centriolo, centromero
inactivado en los puntos de control de la mitosis y la amplificacibn anormal
del centrosoma, que da como resultado MN de cromosomas enteros mal
segregados, Figura 6B.

Los MN se pueden evaluar en diferentes tipos celulares tales como mieloblastos,
mielocitos, linfocitos de sangre periférica, EPC de médula 6sea, células uroteliales,
células exfoliadas de la mucosa nasal y bucal, células germinales y eritrocitos de
sangre periférica y fetal (Schmid y Von Ledebur, 1973; Krishna y Hayashi, 2000;
Fenech et al., 2011).

23



"S8UOIJLINIPOW U0I ‘fyTOZ ONSIe|N 8p OpeWwo] "o)npe ugrel ap SOND0JIIS Ud NIA 9P UQIdeWw.o) ap 0S820id "9 einbi4

JON3 Jd3

4 0T = uoneIng
uoneapnul

NIN-ON3 NIN-d3

eoujuad a18ues  edugyuad ai8ues us y oz
ua sejp G¢ = +078q 0 QO U3 Y 0T

JN3 2d3

Y 0T = ugneIng
uopeapnul

5

NW-ON3

esupjuad a18ues  eougyuad aiBues ua y oz

NI-2d3

U3 Sejp Gg = +07e( 0 QI U3 | 0T

opegezal
BLIOSOWOIY)

) @ ®

03)PNUOLIN

SISAUID0})  BIIIOSOWO.D BpIpJad

asejeue SISO}l

(9

03NN

Ou_:wmnmcm 0312343
ewse|doj)

]
W
W.

o

T &

&8

g2

3
3

021WOSOWo.d
ojuawselq

I

sisaupoj) SEWOSOWOI) 3p einjoy

Je|njad ojo1d owny|n
0)se|qoJyii3

03PNUODIN

asejeue iSOl

odjugdoisep opay3 (v

350 eINPA|

alpew e|nj3)

— e e
SaJe|n|ad
YGT = uopeinp SBUOISIAIp g =

ed119j1uad ai3ues

24




2.3.3 Criterios para determinar micronucleos
Los MN deben cumplir las siguientes caracteristicas:

e Forma redonda u ovalada
e Con un diametro aproximado de 1/20 a 1/5 de un eritrocito.

e Diametro que varia desde 0.4 a 1.6 pm

e Contorno liso

e Estar completamente separados, poseer su propia membrana

e Teiirse uniforme

e Estar en el mismo plano que la célula, no refractarias (Schmid, 1975; Fenech,
2000).

La medicion de MN en EPC en sangre periférica es igualmente aceptable en
cualquier especie en la que se haya demostrado la incapacidad del bazo para
eliminar los eritrocitos micronucleados, o que haya mostrado una sensibilidad
adecuada para detectar agentes que causan aberraciones cromosémicas
numeéricas, estructurales o ambas (FDA, 2000).

La respuesta de la prueba se considerard positiva cuando hay aumento
estadisticamente significativo de eritrocitos con MN y este es dependiente de la
dosis. Si no se cumple ninguna de las condiciones anteriores, la respuesta de la
prueba se clasificara como negativa. Si se cumplen, pero no ambas, de las
condiciones anteriores, los resultados del ensayo se clasificaran como equivocos 'y,
sélo en este caso, se requerira una prueba repetida o confirmatoria (Hayashi et al.,
1994; FDA, 2000).
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3.JUSTIFICACION

Las mujeres embarazadas estan en contacto por diversas fuentes con muchos
compuestos quimicos, entre ellos el Tly sus compuestos, representando riesgo para
el organismo en desarrollo y la salud materna, ya que es capaz de atravesar la
placenta y producir efectos en el desarrollo embrionario, como se demostré en
estudios realizados en el laboratorio administrando ip CHsCOOTI a ratones hembra
prefiadas en el d 7 de gestacion donde se encontrd que el Tl produce anormalidades
externas y esqueléticas en los fetos descendientes. Ademas, en ensayos in vivo en
ratones macho adultos CD-1 e in vitro en linfocitos humanos tratados con diferentes
compuestos de Tl, se encontré incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas y de MN, asi como reduccion de la viabilidad celular y del indice
mitético; sin embargo, no se tienen datos del alcance de sus efectos genotoxicos y
citotoxicos en modelos in vivo con hembras prefiadas y sus fetos.

Por lo que en este trabajo se evalué el posible efecto genotdxico con la prueba de
MN, y citotéxico con la relacion de EPC/ENC y viabilidad producida por la
administracion de CHsCOOTI durante la organogénesis a ratonas hembras
prefiadas y sus descendientes.
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4 HIPOTESIS

Se conoce que el Tl produce efectos toxicos en sistemas in vivo e in vitro, ademas
de que cruza la barrera placentaria, por lo tanto, se espera que la administracién de
CHsCOOT]I a ratones hembra prefiadas de la cepa CD-1 durante la organogénesis
produzca dafio en el material genético y dafio celular en las hembras y sus
descendientes.

5.0BJETIVOS

5.1 General
Evaluar la genotoxicidad y citotoxicidad en sangre periférica de ratones hembra y
su descendencia tratados con CH3COOTI durante la organogénesis (DG6, 8, 10,
12, 14 y 16).

5.2Particulares

e Evaluar viabilidad celular con la técnica de NA y BE en sangre periférica de
raton hembra y sus descendientes tratados con CHzCOOQOTI.

e Evaluar la relacion EPC/ENC en sangre periférica de raton hembra y sus
descendientes tratados con CH3COOTI.

e Evaluar la frecuencia de MN en sangre periférica de raton hembra y sus
descendientes tratados con CH3COOTI.

e Determinar la h de muestreo en la que se presenta el mayor numero de MN
(pico de maxima induccion de MN) en raton hembra prefiada tratada con
CHsCOOTI.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Reactivos

Para realizar este trabajo se emplearon los siguientes reactivos: acetato de talio
(CHsCOOTI; CAS no. 563-68-8; Munich, Germany; pureza del 98 %), cloruro de
cadmio () (CdClz2; CAS no. 790-78-5; Munich, Germany; pureza 79.5-81 %),
solucién amortiguadora de fosfato salina (PBS por sus siglas en inglés) y naranja
de acridina (CAS no. 10127-02-3) provenientes de Sigma-Aldrich; bromuro de etidio
(Cat. No. 1585-011) de GIBCO; y agua inyectable adquirida de Pisa.

6.2 Animales

Se emplearon ratones de la cepa CD-1, hembras de 12 a 14 semanas de edad con
un rango de peso de 31-35 g, y machos proporcionados por el Bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. Los animales se mantuvieron en jaulas
de plastico bajo condiciones controladas de temperatura, con un ciclo de luz-
oscuridad 12:12 h, con libre acceso al alimento y agua. El manejo de los organismos
se realizo de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999.

6.3 Cruza

La cruza se llevo a cabo colocando dos hembras con un macho por la tarde, a la
mafiana siguiente se revisé la presencia de tapén vaginal, el d que se observé el
tapén se tom6é como el d cero de gestacion (DGO). Diariamente se realiz6 una
revision externa de las hembras registrando cualquier anomalia y su peso.

6.4 Disefio experimental

Se trabajé con cuatro grupos de seis hembras prefiadas cada uno: i) control
negativo, 0.1 mL/10 g de pc agua inyectable, ii) control positivo, tratado con 1 mg/kg
de pc de CdClz, iii) grupo tratado con 5.28 mg/kg de pc de CH3COOTI y vi) grupo
tratado con 6.16 mg/kg de pc de CH3sCOOTI. Las dosis fueron elegidas con base en
trabajos realizados previamente en el laboratorio. El proyecto fue aprobado por el
Comité de Etica de la FES-Zaragoza FESZ-CE/21-118-01.

Todos los tratamientos se administraron via ip en los DG6, 8, 10, 12, 14y 16 a las
8 a.m., Figura 6.

La toma de muestra sanguinea para la prueba de MN, relacion de EPC/ENC y
viabilidad celular en las hembras prefiadas se realiz6 antes de la inyeccion ip de la
primera dosis de cada tratamiento (O h) y, a las 24, 48 y 72 h posterior a la
administracion y en el DG18. En el caso de los fetos, se realizo la toma de muestra
sanguinea para las mismas pruebas en el DG18 después de su obtencion, Figura
7.
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Grupos formados por 6 hembras prenadas cada uno

1) Control Negativo

iy T T T T T T &
DG 0 ... 6" 7 8” 9 10" M 12 13 14* 15 16* 17 18
“Administracion del tratamiento
2) Tratado con 5.28 mg/kg de CH;COOTI
| I? (\) ‘\A ? | | | | | | | | <‘>
o ... 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
* Administracion del tratamiento
3) Tratado con 6.16 mg/kg de CH;COOTI
| T 1 ] — T T
o ... 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Administracion del tratamiento
4) Control Positivo
| S R S ey B N s s e
o ... 6* 7 8* 9 10" M 12 13 14* 15 16* 17 18

*Administracién del tratamiento

Sacrificio de la hembra gestante y obtencion de sangre fetal

Toma de muestra sanguinea a las Oh (O), 24h (O), 48h (A), 72h (©) y DG18 (©)

Figura 7. Disefio experimental utilizado para evaluar el efecto genotoxico y

citotéxico del CH:COOTI.

6.5 Prueba de viabilidad

La evaluacion de viabilidad se realizd con la técnica de McGahon et al. (1995). Se

realiz6 una solucion 1:1 con NA (100 pg/mL) y BE (100 pg/mL).

6.5.1 Tiempos de evaluacion y toma de muestras

Hembras prefiadas

Los tiempos de evaluacion son los mismos que para la prueba de MN, Figura 6. Las
muestras se obtuvieron realizando un corte a la punta de la cola con ayuda de unas
tijeras de punta fina. Con una micropipeta con la punta heparinizada (con 1 pL de
heparina) se tomaron 10 pL de sangre y se colocaron en un tubo Eppendorf con 2

ul de la mezcla de los colorantes.
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Fetos

Las hembras de los cuatro grupos fueron eutanizadas por dislocacion cervical en el
DG18, se retiraron y pesaron los cuernos uterinos y se extrajeron los fetos. Se
tomaron al azar dos fetos de cada cuerno uterino por hembra, se limpiaron con PBS
para evitar contaminacion, se realizé un corte en el cuello y se tomaron 10 pl de
sangre con una micropipeta con la punta heparinizada (con 1 pL de heparina), se
colocaron en un tubo eppendorf y se mezclé con 2 pl de la mezcla de los
fluorocromos.

6.5.2 Evaluacion de muestras

Se coloco 10 pL de la muestra tefiida en portaobjetos y se evalué bajo un
microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul (480 nm) y un filtro de
emision de luz amarilla (515-530 nm), se cuantificaron 100 células diferenciando
entre viables (verdes) y no viables (rojas), Figura 8.

Figura 8. Viabilidad celular en sangre periférica de ratones, A) viables y B) no
viables. De propia autoria.
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6.6 Ensayo de MN

6.6.1 Preparacion de laminillas

Los portaobjetos se colocaron en una mezcla de etanol-cloroformo 9:1 por al menos
2 h y se limpiaron con gasa. Después, los portaobjetos se calentaron (a 70 °C
aproximadamente) y se coloco 10 pL de solucién de NA (1 mg/mL), con ayuda de
otro portaobjetos se realizé6 un barrido uniforme a lo largo de la laminilla. Se
almacenaron en oscuridad hasta su uso.

6.6.2 Tiempos de evaluacion y toma de muestras
Hembras prefiadas

Se tomaron las muestras sanguineas en 5 momentos: antes de la primera
administracion de cada tratamiento que fue en el DG6 (0 h) y, en DG7 (24 h), DG 8
(48 h), DG9 (72 h) y en el DG18. Se extrajeron 10 pL de sangre periférica de las
hembras prefiadas realizando un corte a la punta de la cola con ayuda de unas
tijeras de punta fina. A los portaobjetos previamente preparados se les colocé la
muestra en el centro, se cubrié con un cubreobjetos y se sellaron con esmalte, se
guardaron en refrigeracion en ausencia de luz por al menos 24 h y hasta su lectura.
Se realizaron dos laminillas por raton.

Fetos

Se emplearon los mismos fetos que para la prueba de viabilidad. Con tijeras de
punta fina se realiz6 un corte en el cuello, se tomaron 10 pl de sangre por laminilla.
Se prepararon dos laminillas por feto.

6.6.3 Evaluacion de muestras

La evaluacion se realizd mediante la observacion de las laminillas bajo un
microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul (480 nm) y un filtro de
emision de luz amarilla (515-530 nm).

Se cuantificaron 2000 eritrocitos entre policromaticos y normocromaticos, los
eritrocitos policrométicos micronucleados (MN-PCE) que hay en 2000 eritrocitos
policromaticos y los eritrocitos normocromaticos micronucleados (MN-NCE) que hay
en 2000 eritrocitos normocromaticos, Figura 9.
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Figura 9. Micrografia de eritrocitos de sangre tefiidos con NA: a) MN en EPC,
b) EPC ¢) MN en ENC y d) ENC. De propia autoria.

6.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de cada grupo se presentan con la media + desviacion
estandar o la media + error estandar del grupo en total. A los datos de proliferacién
de EPC y MN se les aplicé el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
post hoc de Dunnett para determinar la significancia entre las medias de cada grupo.
Se utilizd el paquete estadistico SPSS® version 15 IBM y las diferencias
significativas se consideraron con p < 0.05.
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7. RESULTADOS
7.1 Evaluacioén de viabilidad celular

7.1.1 Hembras prefiadas

Los resultados obtenidos con la prueba de viabilidad celular evaluada por la técnica
dual de fluorocromos NA-BE de las hembras tratadas con 5.28 y 6.16 mg/kg de
CHs3COOTI durante la organogénesis, no mostraron cambios comparado con el
testigo negativo y comparados también con la 0 h, la viabilidad en todos los grupos
fue superior al 98 %, Figura 10.
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Figura 10. Viabilidad celular en sangre periférica de hembras prefiadas CD-1
tefiidos con NA-BE a las 0, 24, 48, 72 h y DG18 después de la administraciéon
de CH3;COOTI. Los valores se expresan con la media + desviacion estandar, de
6 animales por grupo.
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7.1.2 Fetos

Con la prueba de NA-BE, en los fetos se evalud la viabilidad celular en sangre
periférica. En todos los grupos la viabilidad fue superior al 98 %, los resultados no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, Figura 11.
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CH3COOTI CHsCOOTI
Figura 11. Viabilidad celular en sangre periférica de fetos de DG18 obtenidos
de ratones hembra tratados con 5.28 y 6.16 mg/kg de CH3COOTI durante la
organogénesis. Los valores se expresan se expresan con la media + desviacion
estandar, de 24 animales por grupo.
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7.2 Conteo de EPC

7.2.1 Hembras prefiadas
Los resultados obtenidos en el conteo de EPC en sangre periférica con respecto a
2000 eritrocitos totales (EPC + ENC), no mostraron diferencias en ambos grupos

tratados con CH3COOTI al compararse entre grupos y entre h de muestreo, Figura
12.
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Figura 12. Numero de EPC presentes en 2000 eritrocitos totales de ratones
hembra CD-1 prefiadas tratadas con CH3COOTI a diferentes tiempos. Los
valores se expresan como la media * error estandar, de 6 animales por grupo.

ap < 0.05, comparado con la 72 h de su respectivo grupo (ANOVA-Dunnet).
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7.2.2 Fetos

En el conteo de EPC respecto al total de eritrocitos de sangre periférica de fetos de
DG18 obtenidos de hembras tratadas durante la organogénesis con CHsCOOTI, se
observo que el numero de EPC es mayor respecto al control negativo en los grupos
tratados con 5.28 y 6.16 mg/kg de CH3COOTI, Figura 13.
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Figura 13. Numero de EPC presentes en sangre periférica de fetos de ratonas
tratadas con CH3;COOTI. Conteo de EPC presentes en 2000 eritrocitos totales
de fetos del DG18, de hembras tratadas con 5.28 y 6.16 mg/kg de CH;COOTI
en el DG 6, 8, 10, 12, 14 y 16. Los valores se expresan como la media + error
estandar, de 24 animales por grupo.

ap < 0.05 comparado con el grupo testigo (ANOVA-Dunnet).
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7.3 Evaluacion de la frecuencia de MN en EPC y ENC

7.3.1 Hembras prefiadas

La evaluacién de la frecuencia de MN en EPC de sangre periférica de ratonas
prefiadas tratadas con diferentes dosis de CH3COOTI mostraron que en ambos
grupos hay incremento de MN en EPC en todas las h de muestreo respecto al grupo
testigo y a la 0 h de su respectivo grupo, Figura 14A. Para el grupo de 5.28 mg/kg
el mayor aumento se dio a las 48 h (6.1 MN en EPC) y para el grupo de 6.16 mg/kg
de CH3COOTI fue a las 72 h (6.5 MN en EPC) comparando con el testigo que fue
de 0.16 en ambos casos.

Los MN en ENC también presentaron aumento respecto al control negativo y a la 0
h en el grupo tratado con 5.28 mg/kg de CH3sCOOTI en todas las h de muestreo. En
el caso del grupo tratado con 6.16 la diferencia solo fue significativa respecto al
grupo control a las 24, 48 y 72 h, en el DG18 el aumento fue significativo respecto
al grupo testigo y a la 0 h de su respectivo grupo, Figura 14B.
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Figura 14. Frecuencia de MN en eritrocitos de sangre periférica de ratonas CD-
1 prefiadas tratadas CHs;COOTI durante la organogénesis. Conteo de MN
presentes a las 0, 24, 48, 72 y DG18 después de la administracién. A) MN
presentes en 2000 EPC totales, B) MN presentes en 2000 ENC totales. Los
valores se expresan como la media * error estandar, de 6 animales por grupo.

2 p < 0.05, comparado con el grupo testigo (ANOVA-Dunnet).

b p < 0.05, comparado la 0 h de su respectivo grupo (ANOVA-Dunnet).
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A)

7.3.2 Fetos

La frecuencia de MN en EPC de sangre periférica de fetos de DG18 obtenidos de
hembras tratadas con 5.28 y 6.16 mg/kg de CH3COOTI mostraron incremento en
ambos grupos respecto al testigo negativo, 6.02 y 6.16 MN, respectivamente, contra
0.5 MN del grupo control, Figura 15A.

La frecuencia de MN en ENC aumento ligeramente, sin mostrar significancia
estadistica contra el grupo control, Figura 15B.
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Figura 15. Frecuencia de MN en eritrocitos de sangre periférica de fetos de
DG18 de ratonas tratadas con 5.28 y 6.16 mg/kg de CH3;COOTI durante la
organogénesis. A) MN presentes en 2000 EPC totales, B) MN presentes en
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2000 ENC totales. Los valores se expresan como media + error estandar, de
24 animales por grupo.

2 p < 0.05, comparado con el grupo testigo (ANOVA-Dunnet).

8. DISCUSION

8.1 Evaluacion de citotoxicidad

La capacidad de una sustancia para causar citotoxicidad se mide por su efecto
sobre la proliferacion celular. En este trabajo, se evalu6 con la viabilidad celular en
leucocitos y de EPC de sangre periférica.

En diversos estudios se ha demostrado la capacidad del Tl y sus compuestos de
producir citotoxicidad, como la muerte celular por apoptosis o necrosis (Garcia-
Rodriguez et al., 2014), cambios en la viabilidad celular y disminuciéon de la
proliferacion celular por cambios en el indice mitético (Rodriguez-Mercado et al.,
2015, 2019).

8.1.1 Hembras

El ensayo de NA-BE es rapido y facil de realizar, el uso simultdneo de los dos
colorantes permite diferenciar las células viables de las no viables. EI NA es un
colorante permeable a la membrana que se intercala en el ADN dando fluorescencia
verde, el BE solo entra cuando la membrana de la célula esta comprometida
emitiendo fluorescencia color rojo.

La viabilidad en células de sangre periférica evaluada con NA-BE en las hembras
prefiadas no presenté cambios en ninguno de los tratamientos con CH3zCOOTI
respecto al grupo control. Estos resultados no coinciden con los reportados por
Garcia-Rodriguez et al. (2014), empleando la misma técnica, encontraron en
leucocitos de ratones macho tratados ip con 30 mg/kg de TI2SO4 aumento en el
namero de células no viables. Las diferencias en lo reportado y los resultados en
este trabajo, pueden explicarse por la dosis administrada de 30 mg/kg de TI2SOa4 es
mayor y equivale a 24.29 mg/kg de TI(I) en una sola administracion y que es 5 veces
mayor que las administradas en este trabajo, 4.1 mg/kg que se encuentran en la
dosis de 5.28 mg/kg de CH3COOTIy 4.78 mg/kg, presente en la dosis de 6.16 mg/kg
de CH3COOTI. Por otra parte, la administracion oral de 5, 15 y 25 mg/kg/5d de
CH3COOQTI a ratones macho, disminuyo la viabilidad espermatica (Rojas-Alonso et
al., 2022), en este caso las diferencias podrian deberse a las condiciones del
modelo biolégico empleado.
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La informacién sobre citotoxicidad causada por TI(l) in vivo es escasa, sin embargo,
en estudios in vitro realizados en linfocitos humanos tratados con 0.5, 1, 5, 10, 50 y
100 mg/kg de CH3COOQOTI, con el uso de diacetato de carboxifluoresceina-BE, NA-
BE y MTT observaron reduccion de la viabilidad con el aumento de células
apoptoticas y necréticas (Rodriguez-Mercado et al., 2019).

Diferentes estudios en lineas celulares tratadas con CHsCOOTI, reportaron
disminucién en la viabilidad celular: Chia et al. (2005) en glioma C6 tratada 10, 30,
100, 300 uM y de, 1, 3y 10 mM; Rangel-Lopez et al. (2022), en lineas celulares de
glioblastoma C6 (rata) y U373 (humano) expuestas a 5, 10, 50, 100 o 200 uM;
Bragandi et al. (2003) y, en la linea celular Jurkat Clone E6-1 (linfocitos T de
humano) tratada con concentraciones de 0.25-1 uM.

Otra forma de evaluar la citotoxicidad de una sustancia es el conteo de EPC ya que,
si hay alteracion en el ciclo celular o en la funcion metabdlica puede verse alterada
la renovacion celular. En este trabajo, la proliferacion de EPC no se vio afectada en
ninguno de los tratamientos con CH3COOTI. Sin embargo, Garcia-Rodriguez et al.
(2014), encontraron que en ratones tratados con 30 mg/kg de TI2SOa4 disminuy?d la
cantidad de EPC en sangre periférica con relacion a ENC, confirmando citotoxicidad
del TI(l) in vivo. A diferencia de ellos, los resultados obtenidos en el presente trabajo
no mostraron cambios, esto se puede por las dosis administradas, ya que ellos
administraron una dosis aproximadamente seis veces mayor.

Por otra parte, se observé que en el grupo de hembras tratado con 5.28 mg/kg de
CHsCOOQOTI en el DG18, disminuy6 el numero de EPC con respecto a las 72 h de su
grupo. En el DG18 todos los grupos presentaron disminuciéon de EPC, incluido el
control, este comportamiento, puede deberse a los cambios metabdlicos que se dan
de manera normal durante la prefiez (Parrettini et al., 2020).

Los resultados obtenidos con la técnica de NA-BE y el conteo de EPC, demuestran
gue la administracion durante la organogénesis de 5.28 y 6.16 mg/kg de CHsCOOTI
no tiene efectos citotoxicos.

8.1.2 Fetos

Las dosis empleadas de CH3COOTI en este trabajo no disminuyeron la viabilidad
celular fetal. Estos resultados coinciden con los encontrados en las hembras
prefiadas (sus madres), en ambos casos la viabilidad fue superior al 97 %.

El conteo de EPC en ambas dosis de CH3COOTI incrementd respecto al grupo
testigo, lo que significaria mayor tasa de proliferacion de los eritrocitos inmaduros,
lo que podria estar indicando que el metal esta ejerciendo su efecto sobre el higado,
organo eritropoyético en los fetos, modificando la tasa mitética, pero datos de otro
estudio dentro del mismo proyecto en nuestro laboratorio no muestra que el indice
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mitotico se incremente en las células hepéticas de estos fetos, por lo que podemos
inferir que solo los reticulocitos estan siendo afectados.

Los EPC son eritrocitos inmaduros; por lo tanto, el recuento de EPC se utiliza para
evaluar la funcion del 6rgano eritropoyético en respuesta a estimulos internos o
externos (Franco-Ramos et al., 2020). Cuando existe dafio al dérgano
hematopoyético, el numero de EPC disminuye, pero esto puede desencadenar
aumento en la proliferacion de eritrocitos para compensarla (Bessman, 1990). La
eritropoyesis fetal en el DG18 se lleva a cabo en el higado (Udroiu, 2016), 6rgano
en el cual se ha observado que se acumula el Tl (Li et al. 2022), esto puede estar
causando dafio a las células de higado, como lo mostré Eskandari et al. (2015), que
al incubar mitocondrias hepaticas de rata con 25-200 uM de TI, observaron
incremento de pardmetros de estrés oxidante, formacion de especies reactivas de
oxigeno mitocondrial, colapso del potencial de membrana mitocondrial, agotamiento
de ATP, oxidacion de GSH y liberacion de citocromo c.

En los fetos de hembras tratadas con dos dosis de CH3sCOOT], la viabilidad celular
no fue disminuida, pero la actividad del 6rgano eritropoyético se vio modificada
incrementando el numero de EPC en sangre periférica.

8.2 Evaluacion de la genotoxicidad

El ADN se dafia tanto por procesos enddgenos como exdgenos. La exposicion
ambiental a metales proporciona una fuente de dafio debido a la induccion de ERO
y desequilibrio en los mecanismos de reparacion (Morales et al., 2016).

La genotoxicidad puede ser definida como la capacidad de un agente para dafar el
material genético (ADN o ARN). Las pruebas de genotoxicidad, in vivo e in vitro,
estan disefiadas para detectar compuestos que inducen dafio al material genético
directa o indirectamente. El ensayo cometa y la prueba de aberraciones
cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, y MN son utilizadas para
detectar genotoxicidad (OCDE, 2016; Turkez et al., 2017).

El Tl tiene propiedades genotdxicas generando dafio al ADN por ACE en linfocitos
(Rodriguez-Mercado et al., 2017), que pueden ser originadas por eventos
clastégenos causado por rupturas en los cromosomas, y pérdida cromosémica que
pueden tener origen aneuploidégeno provocado por alteraciones durante el anclaje
de los cromosomas. Si estas aberraciones no son reparadas, durante el proceso de
division celular pueden dar lugar a la formacién de MN.

8.2.1 Hembras prefadas

De acuerdo con Hayashi et al. (2000), el efecto genotéxico ejercido por un agente
guimico generalmente suele observarse de las 24 a 48 h posteriores a la
administracion. Los resultados obtenidos concuerdan, en ambas dosis de
CH3COOTI administradas a los ratones gestantes se observé incremento en la
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frecuencia de MN en EPC con el pico a las 48 h, considerando solo la primera
aplicacion del tratamiento, después de la segunda aplicacion (72 h) el dafio se
mantuvo. Lo anterior concuerda con lo reportado por Garcia-Rodriguez et al. (2014),
observaron el pico maximo de induccion de MN en EPC 48 h posteriores a la
administracion de 30 mg/kg de TI2SO4 a ratones macho CD-1.

Hantson et al., (1997) reportaron que en linfocitos humanos de un paciente que
ingiri6 200 mg del TI2SO4, incremento en el numero de MN en células binucleadas,
el promedio en controles histéricos es de 10 y en este caso encontraron en promedio
35 MN, los autores concluyeron que el Tl (1) es capaz de interferir con la distribucion
cromosomica, como sucede con otros compuestos metéalicos (Migliore et al., 1999).
Por otra parte, en pacientes expuestos a Tl en un estudio de perfusion miocardica,
se report6 efecto genotdxico por incremento en las aberraciones cromosémicas e
intercambio de crométidas hermanas en linfocitos tres d después de la exposicion
(Yildirim et al. 2005).

Los efectos genotdxicos encontrados en este trabajo, tanto en la hembra como en
los fetos, puede deberse a alguno de los mecanismos ya descritos para el Tl, entre
los que se encuentran, forma aductos con el ADN por su afinidad por las bases
nitrogenadas guanina y timina (Ouameur et al., 2003), llegando a producir
rompimientos. También produce ERO y estas al reaccionar con las bases
nitrogenadas pueden provocar problemas en la compactacion y el enrollamiento del
ADN dentro de los cromosomas, esto puede producir fragmentacién del ADN y dar
lugar a roturas de cadena sencilla y doble (Franco-Ramos et al., 2020; Juan et
al.,2021) que pueden conducir a la formacién de aberraciones cromosomicas
estructurales (Varga y Aplan, 2005) y finalmente dar lugar a MN. Como lo reportd
Rodriguez-Mercado et al. (2015) en linfocitos humanos expuestos CH3sCOOTI que
encontré rompimiento en la cadena del ADN.

Los MN en ENC también aumentaron en las hembras prefiadas y sus fetos, sin
embargo, la prueba no fue positiva ya solo administramos el tratamiento en un
periodo de 12 d (6 administraciones), Mavournin et al. (1990) y Hayashi et al. (1994)
establecen que la evaluacion debe ser al menos con cuatro semanas de exposicion
al agente, ademas el aumento debe ser de al menos 4 veces el valor del testigo
negativo y nuestros resultados fueron 3 veces mayores. No existen valores de
referencia en ratones gestantes.

El CHsCOOTI produce efecto genotoxico, ya que el incremento de MN en EPC de
sangre periférica en hembras tratadas durante la organogénesis y sus fetos, cumple
con lo establecido por las normas, aumenté mas de 3 veces el valor del testigo
negativo.
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8.2.2 Fetos

En este trabajo encontramos que la administracion de CH3COOTI a ratonas
prefiadas produce genotoxicidad en las células sanguineas de los fetos, esto es
importante porque se sabe que la exposicidn a agentes ambientales durante la vida
intrauterina puede tener efectos adversos en el feto y en el recién nacido (Morello-
Frosch et al., 2016).

El andlisis de la frecuencia de MN permite detectar dafios al ADN, en este trabajo
se realiz6 en células sanguineas y puede estar reflejando lo que esta ocurriendo en
otro tipo de células. Lo cual es relevante porque el dafio genético causado a las
células somaticas durante la gestacién puede contribuir a incrementar el riesgo de
efectos en el sistema inmune, alergias, asma, enfermedades cardiacas o
pulmonares, asi como leucemia y cancer en afios posteriores (Cole et al., 1981; Neri
et al., 2006; Sordo et al., 2019).

En estudios epidemiologicos se ha relacionado niveles altos de Tl en sangre
periférica de las madres, sangre de cordon umbilical y orina con bajo peso al nacer
y parto prematuro (Xia et al., 2016; Jiang et al., 2018), ademas, en nifios de edad
prescolar se observo efectos perjudiciales en el desarrollo cognitivo, y estos fueron
mayores en nifios que en las nifas (Tong et al., 2022), deficiencia en el crecimiento
en la primer infancia en nifias (Qi et al., 2019), deterioro de funciones hepéticas,
renales y miocéardicas en nifios durante la primer infancia (Duan et al., 2020), estos
estudios son importantes pero no aseguran que los resultados encontrados sean
causados solo por el Tl. La relevancia de este estudio es que utilizando al ratén
como modelo biolégico podemos asegurar que los efectos encontrados son
resultado de la administracion de CH3sCOOTI durante la organogénesis.

En este trabajo los resultados muestran que ademas de los efectos ya descritos, el
Tl causa genotoxicidad transplacentaria que puede contribuir al deterioro de la salud
durante la gestacién o después del nacimiento.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de la administracion ip de 5.28 y 6.16 mg/kg de CH3COOTI
enel DG 6, 8, 10, 12, 14, 16 a ratones hembra CD-1 prefiadas, nhos permite concluir
lo siguiente:

No se encontraron cambios en la viabilidad celular en sangre periférica de
hembras prefiadas CD-1 tratadas con CH3COOT], ni en sus descendientes.
No se observaron cambios en el nimero de EPC en hembras CD-1 tratadas
con CH3COOTI.

Se observé incremento en el nimero de EPC en fetos de hembras CD-1
tratadas con el CH3COOTI.

Se observo incremento en el nimero de MN en EPC en hembras CD-1
tratadas con CHsCOOTI a las 24, 48, 72 h y DG18, asi como en sus fetos.
Incremento en el numero de MN en ENC en hembras CD-1 tratadas con
CH3COOQOTl a las 24, 48, 72 hy DG18.

Incremento en el numero de MN en ENC en fetos de hembras CD-1 tratadas
con las dosis de CH3COOTI.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que las dosis de
5.28 y 6.16 mg/kg de CHsCOOTI administradas a ratones prefiadas durante la
organogeénesis induce MN en eritrocitos de sangre periférica, efecto que también se
presenta en sus descendientes junto con aumento en el niumero de EPC. Por lo
anterior, el CH3COOTI es genotdxico en dosis en las que no induce citotoxicidad.
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