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RESUMEN

El Galio (Ga) es un metal del grupo 13 de la tabla periddica de los elementos quimicos y
actualmente es considerado contaminante emergente. El Ga al ingresar al organismo
desplaza iones esenciales como el Fe3* y de esta manera afecta la funcion de proteinas
dependientes de este catién. Sin embargo, los mecanismos de accion por los cuales
ejerce su toxicidad a nivel celular y genético no han sido elucidados; por lo que, el objetivo
de este trabajo fue determinar in vitro la toxicidad celular y el dafio en el ADN de linfocitos

humanos tratados con cloruro de galio(lll), GaCls.

Se tomaron muestras de sangre periférica de tres donadores y se aislaron los linfocitos.
Las células se cultivaron y trataron con 0 (testigo negativo), 0.1, 0.5, 1, 5, 10 o 50 ug/mL
de GaCls durante 1 y 3 h. Al terminar el tratamiento se evalué la viabilidad celular y se
estimo el dafio en el ADN utilizando la prueba de electroforesis unicelular en gel con
diferentes modificaciones: a pH > 13, en condiciones de pH 9 y con la enzima de
restriccion formamidopirimidin ADN-glicosilasa, Fpg. En todos los experimentos, se contd
con testigos positivos tratados con peréxido de hidrégeno (H202). Los analisis se

realizaron al microscopio de fluorescencia.

Los resultados muestran que los tratamientos con GaCls no modifican la viabilidad
celular, pero inducen dafio en el ADN por rompimientos de cadena sencilla y por sitios
alcali labiles, asi como rompimientos de doble cadena en el ADN en concentraciones de
1 ug/mL. Ademas, este quimico aumenta la formacion de bases oxidadas en el ADN, en
concentraciones bajas (0.1 pg/mL). Por lo anterior, el potencial genotdxico del Ga en el
estado de oxidacion +3, se debe a la induccién de dafo en el ADN posiblemente por

estrés oxidante que genera bases oxidadas.



ABSTRACT

Gallium (Ga) is a metal in the group 13 of the periodic table and is currently considered
an emerging contaminant. When Ga enters the organism, it displaces essential ions such
as Fe®* and thus affects the function of proteins dependent on this cation. However, the
mechanisms of action by which it exerts its toxicity at the cellular and genetic level have
not been elucidated; therefore, the objective of this work was to determine in vitro the
cellular toxicity and DNA damage in human lymphocytes treated with gallium (l11) chloride,
GaCls.

Peripheral blood samples were collected from three donors, and lymphocytes were
isolated from these samples. The cells were cultured and treated with 0 (negative control),
0.1, 0.5, 1, 5, 10 or 50 ug/mL of GaCls during 1 and 3 hours. At the end of the treatment,
cell viability was assessed, and DNA damage was estimated using a single-cell gel
electrophoresis assay with different modifications: at pH > 13 conditions, at pH 9
conditions, and with the restriction enzyme formamidopyrimidin DNA-glycosylase, Fpg.
In all experiments, positive controls treated with hydrogen peroxide (H202) were available.

Analyses were performed with fluorescence microscopy.

The results show that GaCls treatments did not modify cell viability but induced DNA
damage by single-strand breaks and alkali labile sites, as well as double-strand breaks in
DNA at concentrations of 1 yg/mL. In addition, this chemical increases the formation of
oxidized bases in DNA at concentrations as low as 0.1 pg/mL. Therefore, the genotoxic
potential of Ga in the +3 oxidation state is due to the induction of DNA damage, possibly

due to oxidative stress that generates oxidized bases.



1. INTRODUCCION

Los metales son elementos quimicos que se encuentran en el ambiente de manera
natural, forman parte de los minerales que componen la corteza terrestre y algunos se
ubican dentro de los agentes toxicos mas antiguos (Ferrer, 2003). Parte de la liberacién
de estos al ambiente es provocada por actividades antropicas que contaminan el suelo,

agua, aire y los alimentos (Sullivan, et al., 2001).

Los metales esenciales cumplen con funciones biolégicas como elementos estructurales,
estabilizadores, activadores de mecanismos redox, por mencionar algunas; sin embargo,
algunos otros no se requieren para ningun proceso metabdlico y en concentraciones
poco habituales en el organismo pueden causar efectos adversos en la salud (Kurland,
et al., 1960; Apostoli, 2002).

Desde el punto de vista de contaminacién ambiental, se bioacumulan en los sistemas
bioldgicos alterando el funcionamiento normal de las células produciendo dafos en el
material genético (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Entre los no

esenciales se encuentra el galio, Ga (Combariza, 2009; Tanaka, et al., 2022).

En las ultimas décadas, el Ga ha sido liberado al ambiente debido a sus aplicaciones
industriales, metalurgicas, clinicas y electronicas, compite por sitios de accion de los
iones de hierro (Fe) alterando el funcionamiento celular e induciendo toxicidad sistémica,
organica, celular y molecular (Lopez-Lanuza, et al., 2023), no obstante, los mecanismos

por el cual ejerce su toxicidad no han sido descritos por completo.

2. MARCO TEORICO
2.1 Los Metales y su Toxicidad

Los metales se definen en funcion de sus propiedades fisicas: brillo, conductividad
eléctrica, conductividad térmica, resistencia, ductilidad, estructura cristalina, dureza y
configuracion electronica. Estan situados a la izquierda y centro de la tabla periédica en
los grupos I, II, Il 'y IV A. Los metales se consideran agentes contaminantes mas

antiguos, su contacto se produce mediante el aire, el agua y los alimentos, pero




normalmente su toxicidad se ha descrito por la exposicion laboral (Ferrer, 2003; Tanaka,
et al., 2022).

La efectividad de los metales no esenciales de competir con iones metalicos que
intervienen en procesos bioquimicos es de las propiedades que juega un papel
importante en su toxicidad, aunada a otras como lo son el estado de oxidacion y la
solubilidad de sus compuestos. Al respecto, los efectos toxicos que provocan en los seres
vivos, esta dada porque pueden reaccionar perdiendo uno o varios electrones de

valencia (Ferrer, 2003; Cornelis y Nordberg, 2007).

Las actividades industriales, agricolas, médicas humana y veterinaria, asi también las
tecnolégicas, han ocasionado la liberacién de algunos metales sobre el ambiente
ocasionando que se rebase la capacidad de los ecosistemas para incorporarlos en los
ciclos biogeoquimicos, convirtiéndolos en contaminantes ambientales (Anderson, 2020).
Se conoce que la exposicidon continua a metales provoca lesiones degenerativas,
musculares, neuronales y 0Oseas, que culminan en enfermedades; por ejemplo, la
esclerosis multiple, Alzheimer, Parkinson, distrofia muscular e incluso cancer (Ghosh, et
al., 2007; Londofo-Franco, et al., 2016).

Varios metales estan en constante interaccion con los seres vivos y en particular con el
ser humano, en los que se encuentran el bismuto (Bi), cadmio (Cd), cobalto (Co), oro
(Au), galio (Ga), hierro (Fe), manganeso (Mn), plomo (Pb), mercurio (Hg), niquel (Ni),
platino (Pt), telurio (Te), talio (Tl), estafio (Sn), uranio (U), vanadio (V) y zinc (Zn) entre
otros (Bhat et al., 2017). En pequefas cantidades algunos otorgan beneficios para la
salud, pero cuando las concentraciones de estos iones aumentan inducen toxicidad que
afecta directamente niveles energéticos, funcionalidad del cerebro, rifiones, pulmones,
higado, componentes de la sangre, huesos, medula ésea y otros tejidos (Bhat, et al.,
2019).

Dentro de las propiedades de los metales es que no son biodegradables, lo que les
confiere la capacidad de acumularse en el cuerpo. En mamiferos se activan mecanismos
de desintoxicacion que captan los iones metalicos dentro de una proteina o en granulos
intracelulares que se eliminan en orina y heces fecales. Ademas, forman enlaces

covalentes, lo que les confiere la facilidad de unirse a grupos organicos formando iones

—



y compuestos lipofilicos, que pueden interaccionar con las macromoléculas celulares en
el material hereditario, ADN y ARN (Briffa et al., 2020).

Cuando los metales interactuan con el ADN, en sitios idbnicamente atractivos, inducen
lesiones o dafio que producen cambios conformacionales que activan la maquinaria de
reparacion. Ciertos metales promueven la produccién de especies reactivas de oxigeno
(p. ej. peréxido de hidrégeno, radicales hidroxilo y superdxido), de nitrogeno (6xido
nitrico) y otros oxidantes intracelulares. Algunos estudios demuestran que la toxicidad de
los metales tiene respuesta en el incremento de estas especies oxidantes y la formacion
de radicales libres que causan diversas modificaciones en las bases nitrogenadas y, por
tanto, en la estructura del ADN. Las especies oxidantes que se inducen de forma
enddgena por los iones metalicos, provoca alteraciones en la homeostasis celular y
lesiones al ADN debido a dafio en la membrana que activan diversos sistemas de iones,
principalmente en mitocondrias, microsomas y peroxisomas; donde la reaccion de

Fenton esta involucrada (Valko et al., 2005; Hartwig, 2013; Lopez-Lanuza, et al., 2023).
2.2 Galio

El galio (Ga) fue descubrimiento por a Paul-Emile Lecoq de Boisbaurdan en 1875 y es
un metal de color plateado brillante, pertenece al grupo 13 familia IlIA y cuenta con
numero atémico 31, peso atomico de 69.72, estado de oxidacion +2 'y +3 (siendo el ultimo
el mas estable), temperatura de ebullicion de 2024 °C y temperatura de fusién de 28.75

°C lo que le permite permanecer en estado liquido a temperatura ambiente.

El radio i6nico octaédrico y tetraédrico del Ga®* es de 0.620 y 0.49 A, similares a los del
Fe®, 0.645y 0.47 A, respectivamente (Chitambar, 2016; Tanaka et al., 2022).

2.2.1 Produccidn y usos del Ga

El Ga y sus compuestos han sido explotados debido a su gran interés farmacolégico, ya
que este metal ha mostrado tener excelente respuesta antibacteriana, antitumoral,
antiinflamatoria y en la regeneracion 6sea. Ademas, se descubri6é que tiene propiedades
semiconductoras con otros metales que componen circuitos integrados, por ello es que
se encuentra en la mayoria de los aparatos tecnoldgicos fabricados hoy en dia. Segun

el Servicio Geoldgico de Estados Unidos (USGS, por sus siglas en inglés), China es el




principal pais productor de Ga, seguido por el Reino Unido y Alemania. En su mayoria
es procesado como arseniuro de galio (GaAs) y nitrato de galio (Ga(NOs)s), para la
produccion de laseres, emisores de luz, magnetos, y circuitos integrados, los cuales se
usan en teléfonos, computadoras, satélites de telecomunicacion, entre otros productos
industriales (Chitambar, 2016; USGS, 2021; Lopez-Lanuza, et al., 2023).

Este metal presenta isotopos que son utilizados para revelar placas de gammagrafia y
detectar cancer en los érganos, algunos isotopos usados son ’Ga, %8Ga, siendo %8Ga el
mas efectivo, ya que revela imagenes de cancer en mama, sistema nervioso, linfomas,
cancer renal, hepatocelular, de prostata, sarcoma y tumores gastricos (Chitambar, 2016).
Kinuya, et al., reportaron en el 2004 que el 8’Ga es captado en células tumorales. Esto
se debe a que los receptores de transferrina fijan Ga, el cual se acumula dentro de los

organos.

El Ga(NOs)s, se utiliza como agente quimioterapéutico, ha demostrado que reduce el
dolor por la disolucién ésea causada por la hipercalcemia de cancer en los huesos. La
afinidad del Ga por el tejido 6seo se debe a la capacidad que tiene este metal para
remplazar al calcio (Ca?*), sin producir alteraciones importantes en los mecanismos en
donde el Ca?* se encuentra involucrado (Baran, 2008). Otro compuesto es el cloruro de
Ga (GaCls), el cual ha mostrado actividad antitumoral en el tratamiento de linfomas
malignos, en cancer de vejiga y distintos carcinomas uroteliales (Tanaka, et al., 2022),
También es empleado en hipercalcemias debido a efectos inhibitorios sobre la resorciéon

osea por osteoclastos (Clarke, et al., 1999).

2.2.2 Toxicocinética de Ga

El Ga tiene afinidad por proteinas fijadoras de Fe como la transferrina (Tf), la lactoferrina
y la ferritinina. La Tf es producida principalmente en el higado y esencial en el transporte
de Fe, contiene sitios de union en el extremo carboxilo terminal y otro en la amino
terminal; el sitio de union del terminal carboxilo tiene gran afinidad por los iones de Fe?3*,
mientras que el amino tiende a unirse a otros iones, la sustitucion Fe3* por Ga3* altera
las funciones bioldgicas efectuando efectos adversos en las células (Chitambar, 2016;
Sun, et al., 2023).




La similitud de estos metales, Fe3* y Ga3*, permite que se unan a los receptores de Tf,
siendo asi trasportado el Ga por la circulacion sistémica a todos los tejidos y 6rganos del
cuerpo. Los receptores de transferrina se conocen como TfR1 y TfR2, el primero se
expresa en ceélulas malignas como lo es en células cancerigenas de glicoma, leucemia y
cancer de mama y TfR2 de expresa de manera comun en células normales, los
osteoclastos expresan TfR1 (Lopez-Lanuza, et al., 2023). El Ga se elimina por la orina 'y
heces. Su via de excrecion dependera de la solubilidad del compuesto del que forme
parte. La administracién de GaCls a ratas macho muestra que el Ga se elimina del 88 al
99 % en la orina y del 0.3 al 11 % en heces fecales; por otro lado, el citrato de galio
(CeH5GaOy7) se elimina el 80 % del metal a las 96 h; 72 % en la orina y 8 % en las heces
fecales. En ambos casos, el Ga retenido (del 9 al 18 %) se localiza en tejido 6seo
(Repetto y del Peso, 2012).

2.2.3 Citotoxicidad y genotoxicidad de Ga

La efectividad de este metal sobre las células se debe a la capacidad de emular el Fe e
interrumpir el metabolismo celular. Se ha observado que este elemento puede detener el
crecimiento celular acelerado, el galio compite con los iones de Fe deteniendo el ciclo

celular y evitando el crecimiento incontrolado (Chitambar y Zivkovic, 1987).

El galio induce muerte celular apoptética, ya que interviene en la liberacion de citocromo
C asociado con la activacién de caspasa 3 y de Bax, mediadores de rutas apoptéticas
(Chitambar, et al., 2006).0tros trabajos del mismo autor muestran en linfoblastos CCRF-
CEM expuestos durante 3 h que el complejo GaM produce especies reactivas de
oxigeno, eleva la caspasa 3 activa y en tiempos mayores de exposicion induce perdida
de potencial de membrana mitocondrial e inhibe de la proliferacién celular, Cuadro |
(Chitambar, et al., 2007).

Un paso principal en la sintesis del ADN es la sintesis de ribonucleosido difosfato a
desoxirribonucleétido difosfato, que es catalizada por el ribonucleétido reductasa (RnR).
La RnR es un heterodimero formado por dos subunidades homodiméricas M1 y
homodiméricas M2 que estan bajo el control de diferentes genes, en el ciclo celular
RnRM1 esta presente en todas las fases del ciclo mientras que RnRM2 aparece solo al




final de G1 cuando las células entran a la fase S (Chitambar, 2016; Lopez-Lanuza, et al.,
2023).

CUADRO |I. EFECTOS DE TOXICIDAD CELULAR INDUCIDOS POR COMPUESTOS DE Ga EN
MODELOS EXPERIMENTALES.

Nombre del compuesto Modelo Efecto
(férmula quimica)

Oxido de galio Rata Cepa F344 Citotoxicidad, inflamacion y fibrosis en pulmén
(Gaz03) via respiratoria.

Oxido de galio Rata Cepa F344 Alveolitis, hiperplasia linfoide e hiperplasia de
(Gaz20s) los neumocitos.

Nitrato de galio Raton células L1210 Interfiere con la disponibilidad del Fe e inhibe
(Ga(NO3)3) ala RnR.

Cloruro de galio Raton células L1210 Inhibe la polimerizacion de la tubulina.
(GaCls) Incrementa el indice mitotico.

Complejo galio Linfocitos humanos Inhibe la proliferacion celular en presencia de
transferrina mitégenos.

(Ga-Tf)

Nitrato de galio Células CCRF-CEM Sobre expresiéon génica de MT2A y HO-1.
(Ga(NO3)3) Disminuye el GSH y genera ERO.

Cloruro de galio Células mononucleares  Reduce de la viabilidad, arresto en la fase S
(GaCls) de sangre periférica del ciclo celular. En concentraciones altas

incrementa la liberacién de citocinas y
promueve la apoptosis.

Todos los compuestos son del Gas*.

ERO, especies reactivas de oxigeno; GSH, glutation reducido; HO-1, hemo oxigenasa-1;
MT2A, metalotioneina-2A; RR, ribonucledétido reductasa; Tf, transferrina.

Elaborado a partir de Chitambar, 2016 y Lopez-Lanuza, et al., 2023.

Para mantener la actividad de dicha proteina se requiere del suministro constante de Fe
que se ve reflejada cuando entran en la fase S aumentando la actividad de receptores
de Tf, proceso que se ve afectado cuando los compuestos de Ga inhiben la actividad de
RnR debido a la disminucion de la actividad de las subunidades RnRM2 que estan
estrechamente ligadas a la cantidad de Fe. En experimentos con células HL60 incubadas
durante 18 h con Tf-Ga (complejo de transferrina unido a un ion Galio) mostraron
decremento de dNTP (nucledtidos que ayudan a generar nuevas cadenas de ADN), en
comparacioén con las células no tratadas, los resultados de dicho experimento muestran
que el Ga no interfiere con la sintesis de la proteina RnRM2, pero si con la disponibilidad

de Fe, respuesta en la que esta involucrada la detencion de la sintesis de ADN, sin




embargo, el mecanismo por el cual el Ga actua no se ha elucidado por completo
(Chitambar, 2016; Lopez-Lanuza, et al., 2023).

2.3 Dano y Reparacion del ADN

El dafno en la molécula del ADN es un suceso comun en la vida de la célula, es
responsable de mutaciones, crecimiento incontrolado, incluso de la muerte de la célula
o del organismo. El dafo sobre el ADN desencadena una serie de procesos y respuestas

moleculares para reparar o bien eliminar el dafio.

Dentro de las células hay distintas formas de reparar el dafo en el ADN, de manera
general a los procesos encargados de esta tarea se les conoce como mecanismos de
reparacion y actuan segun el tipo de dafio que presente la molécula, hay unos
comisionados a dafos especificos en una sola de las cadenas del ADN y hay otros
encargados de resarcir ambas cadenas del mismo ADN, mientras algunos mecanismos
reparan de forma directa, otros lo hacen a través de senalizaciones enzimaticas (Alberts,
et al., 2002). Los tipos de dafio de cadena sencilla son reparados por mecanismos de
escision de bases (BER, por sus siglas en inglés), escision de nucledtidos (NER) y por
mal apareamiento de bases (MMR); en tanto que para el dafio de cadena doble es mas
comun la reparacion por recombinacién homoéloga (HR) y reparacién por uniéon de
extremos no homodlogos (NHEJ). El mecanismo de reparacion por BER es el responsable
de retirar los nucleétidos con bases dafadas en la molécula del ADN. Estos defectos
pueden ocasionar cambios en la secuencia del ADN (mutaciones), por un mal
apareamiento o rotura de la cadena, involucrando unas enzimas llamadas ADN-
glicosilasas las cuales escinden las bases dafiadas. También existen las endonucleasas,
las cuales cortan los enlaces fosfodiéster y permiten que la sustitucién de nucledtidos
(Alebrts, et al., 2008).

El NER se encarga de remediar dafio ocasionado por nucleétidos danados y que
provocan problemas para la replicacién y expresar la informacion genética. Esto permite
que un complejo enzimatico pueda reconocer el dafio y corte azucares; una helicasa
empuja esta regién y una ADN polimerasa repara el hueco asi se forman nucleétidos
faltantes para la ADN-ligasa pegue los extremos y finalmente una enzima denominada
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exonucleasa degrada el fragmento y este se vuelve a sintetizar, pero de forma adecuada
(Cline y Hanawalt, 2003).

La reparacion por unidn de extremos no homologos es el mecanismo mas simple para
reparar dafos en cadena doble. Los extremos de las cadenas se colocan juntas y pegan.
Suele considerarse como un método rapido y poco eficiente de reparacion, debido a que
no se garantiza la restauracion de la secuencia precisa de las cadenas, sin embargo, es
una ruta de reparacion que a la célula le funciona debido a que es rapida, ademas de
que este método puede actuar en cualquier fase del ciclo celular (Cline y Hanawalt,
2003). También se encuentra, la reparacién por recombinacion homdéloga es una forma
mas precisa de reparar dafio en la cadena doble del ADN. El genoma humano posee dos
copias de cada cromosoma asi este mecanismo utiliza la copia como molde y reparar el
fragmento danado. Un complejo enzimatico es el encargado de unirse a la cadena
recortando uno de los extremos, y se une a la cadena mas larga una enzima denominada
recombinasa, que invade el cromosoma hermano en el punto homologo de la secuencia
y de esta manera lo utiliza como un molde para reparar el daino, este mecanismo solo se
utiliza durante la replicacion del ADN cuando los cromosomas estan alineados uno a lado
del otro (Cline y Hanawalt, 2003).

Cuando la maquinara de reparacién llega a fallar y el ADN no es reparado de forma
adecuada, desencadena procesos que generan mutaciones o aberraciones que
conducen a la inestabilidad génica, asi como envejecimiento o muerte celular (Jackson
y Bartek, 2009).

2.4 Electroforesis Unicelular en Gel

La electroforesis unicelular en gel (EUG) o ensayo cometa, es una prueba de
genotoxicidad que detecta la fragmentacion de la molécula del ADN causada por dano y
reparacion de esta. Es una metodologia que se utiliza en la evaluacion del dafio en el
ADN de productos agentes fisicos, quimicos y biologicos. Tal es el caso de quimicos
industriales, farmacéuticos y agroquimicos analizando dafio en la cadena de ADN célula
por célula. El interés de este método proviene de las aplicaciones potenciales en la
biomonitorizacion humana y ecoldgica evaluando la respuesta a contaminantes

ambientales.
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El concepto de electroforesis en microgel fue introducido por primera vez por Ostling y
Johanson, utilizando un pH cercano a 7 con el objetivo de evaluar rompimientos de
cadena doble; seguido de Singh et al. (2000) quienes modificaron la técnica realizando
electroforesis en condiciones de alta alcalinidad para poder desnaturalizar el ADN y
durante la electroforesis poder evaluar sitios alcali labiles, rompimientos de cadena
sencilla y sitios de reparacién incompleta del ADN (Hartman, et al., 2003; Bajpayee, et
al., 2019).

El ensayo se distingue por sus ventajas entre algunas las que desatacan:

- Alta sensibilidad para detectar dafio en el ADN.
- Rapido de realizar, flexible y de bajo costo.

- Se obtienen datos a nivel de célula.

- Se requiere una muestra pequena de células.

- Se puede utilizar cualquier poblacion celular.

Hay distintas versiones de la técnica con resultados especificos a distintos tipos de dafo
como el estrés oxidante donde se utilizan enzimas especificas capaces de detectar
bases oxidadas y escindirlas de la cadena de ADN induciendo sitios sin base (abasicos
o AP, apurinico y apirimidinico), que en condiciones alcalinas (pH > 13) se traducen como
rompimientos de cadena sencilla. Dentro de las enzimas capaces de detectar este tipo
de dafo se encuentra la endonucleasa Il y la formamidopirimidin ADN- glicosilasa, Fpg
(Azqueta, et al., 2019).

El dafio en el ADN es evaluado al microscopio éptico y los parametros mas usados

(Figura 1) son las longitudes de los componentes del cometa, entre ellos esta:

a) El nucleoide (cabeza), que es la parte donde se encuentra el material genético
intacto, las cadenas que no danadas y no fueron fragmentadas.

b) La cauda del cometa, que es de las mas importantes debido a que dependiendo
de la longitud de la migracién indica el dafio que dicha célula recibid; no obstante,
esto también depende de la cantidad de material genético contenido, que tan
denso se aprecia. Pueden observarse caudas cortas, pero intensas o caudas
largas sin intensidad y viceversa, por eso es recomendable evaluar mas de 100

células por tratamiento.




c) El cometa, que es la longitud total, la suma de los dos parametros anteriores,

nucleoide mas cauda (Kumaravel, et al., 2009).

El analisis de dafo también se mide mediante programas especializados que evaluan
las relaciones proporcionales entre los niveles de migracion del ADN vy la intensidad del
campo electroforético, la mayoria de los programas especializados utilizan imagenes de
los cometas a evaluar; en ocasiones los parametros electroforéticos, como el voltaje,
temperatura o la recirculacion hacen que el analisis del dafio sea meticuloso debido a
que un ligero cambio en alguno de los ya mencionados afectan el corrimiento del ADN
(Collins, et al., 2023).

Otra forma de analizar el dafio que recibe el ADN es el indice de migracién (IMg), que se
expresa como el porcentaje de células en cada categoria de dafo, son unidades
arbitrarias representadas por numeros que van del 1 para células sin dafo y 4 para

células con dafno severo o alto (Rodriguez-Mercado, et al., 2011).

FIGURA 1. Parametros visuales de dafio en el ADN. En A ADN nuclear sin dafio, en
B con dano bajo, en C con dafio medio y, D con dano alto: e longitud del nucleoide o
cabeza del cometa y f longitud de la cauda del cometa (autoria propia).

]
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2.4.1 Deteccion del dafio en el ADN con Fpg

El uso de enzimas especificas en la EUG, como lo es Fpg, es una modificacion util en
especificidad y sensibilidad de la técnica. Se utiliza particularmente en la deteccion del
dafio oxidante en las bases del ADN (Dusinska y Collins, 1996; Collins, et al., 1997). La
Fpg reconoce distintas bases oxidadas, principalmente la 8-oxoguanina (Figura 2) y
formamidopirimidina (FapyGua y FapyAde), en ese orden. Esta ultimas son formas
abiertas en anillos de adeninas y guaninas, también en forma metiladas como N7-

metilformamidopirimidinas, 7-MeFapyGua, mediante glicosilasas (Rabow y Kow, 1997).

Esta enzima rompe los enlaces glicosidicos que reconoce e incide de las purinas
oxidadas en la cadena de ADN que se traducen sitios AP y que en condiciones alcalinas
se convierten en rompimientos de cadena sencilla, que se muestra en el incremento en
la cantidad de ADN en la cuada de las células sometidas a la electroforesis alcalina
(Collins, et al., 2008).
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FIGURA 2. Estructura quimica de la base nitrogenda guanina y en su forma oxidada,
8-oxoguanina.

La importancia de detectar este tipo de dafio es porque las proteinas encargas de
emparejar bases nitrogenadas confunde la 8-oxoguanina provocando substituciones
(adenina) y al momento de replicarse el ADN la cadena con la purina oxidada se replica
fijando timina en la cadena opuesta, lo que concluye como mutacién génica en caso de

no ser reparado adecuadamente (Liao, et al., 2004).
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3. JUSTIFICACION

Se conoce que el Ga y sus compuestos son toxicos y perjudiciales para la salud humana.
Parte de sus efectos estan relacionados con procesos metabdlicos en los que intervienen
cationes esenciales como el Fe, en la produccion de especies reactivas de oxigeno, a
pesar de las aplicaciones médicas que benefician en ciertos tratamientos. Sin embargo,
el mecanismo de accion por los cuales ejerce su toxicidad aun no ha sido elucidado por
completo, por lo que es importante investigar la forma en que el Ga induce dafio en el

ADN, lo que lleva a la siguiente pregunta.

¢ El Galio induce rompimientos en el ADN y estos son producto del estrés oxidante?

4. HIPOTESIS

Se conoce que el Ga esta relacionado con el aumento de especies reactivas de oxigeno,
las cuales ocasionan dafo a las biomoléculas. Por lo que, la exposicion in vitro de
linfocitos humanos a distintas concentraciones de cloruro de galio(lll), este inducira

rompimientos de cadena sencilla, de cadena doble y por oxidacién de bases en el ADN.

5. OBJETIVOS
5.1 General

Determinar in vitro el dafo en el ADN de linfocitos humanos tratados con cloruro de
galio(lll).

5.1.2 Particulares

« Evaluar la viabilidad celular en linfocitos humanos tratados con 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50

pug/mL de cloruro de galio(lll) durante 1y 3 h.

« Estimar el dafio en el ADN de cadena sencilla con el ensayo de electroforesis unicelular

en gel a pH > 13.

* Estimar el dafio al ADN de cadena doble con el ensayo de electroforesis unicelular en
gela pH9.

]
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» Estimar el dafo por bases oxidadas en el ADN de linfocitos humanos utilizando la

enzima de restriccion Fpg y la electroforesis a pH > 13.

6. MATERIALY METODO

La mayoria de los reactivos usados fueron de la marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA), al menos que se indique lo contrario.
6.1 Cultivo de Linfocitos Humanos y Tratamientos

Se eligieron tres donadores clinicamente sanos y sin toxicomanias o enfermedades
recientes, a cada uno se le extrajeron 6 mL de sangre por venopuncion con el método
Vacutainer® (Becton Dickinson, México), posterior a la extraccion se colocaron 3 mL en
dos tubos conicos de 15 mL y se agregd Histopaque® 1077, en proporcion 1:1. Después
de centrifugar se separ¢ la fraccion que contiene los linfocitos y se lavaron dos veces
con amortiguador salino de fosfatos (PBS) y se realiz6 el conteo celular en la camara de

Neubabuer (Lumicyte, Popper manufacturing Co, New York).

Se sembraron 1x108 células en tubos Eppendorf en 1 mL de medio RMPI 1640 (Gibco,
Grand Island, NY, USA) que contenia los tratamientos de cloruro de galio(lll) (GaCls,
Bean Twon Chemical®, CAS No.: 13450-90-3, 99.99 %). Las concentraciones aplicadas
a los cultivos celulares fueron 0 (testigo negativo), 0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50 ug/mL de GaCls
durante 1y 3 h. Todos los tratamientos se hicieron por duplicado para cada condicién de
electroforesis: alcalina (pH > 13), con la enzima de restriccion Fpg y neutro (pH 9), como

se muestra en el Cuadro Il.

En todos los experimentos se determindé la viabilidad celular, ademas siempre se conté
con testigos positivos tratados con 25 uyM de perdxido de hidrégeno (H202, Redel-de
Haen®, CAS#: 7722-84-1, 30 %) durante 10 min.

6.2 Evaluacion de Viabilidad Celular

Después de las 1 0 3 h de exposicion con las distintas concentraciones de GaCls se tomo
una muestra de 20 yL de cada tubo con tratamiento y sin tratamiento, se realizé la tincion
con diacetato de carboxiflureceina (CFDA, 0.125 ug/mL) y bromuro de etidio (BE, 0.025
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pMg/mL). Para lo cual, a cada muestra celular se le agregd 20 uL de la mezcla de los
colorantes en proporcion 1:1 (Tice y Vazquez, 1998), se incubaron por 15 min a 37 °C
en la oscuridad, después se realizaron dos lavados con 1 mL de medio RMPI 1640,

centrifugando a 5000 rpm durante 5 min en cada lavado.

CUADRO II. TRATAMIENTOS CON GaCls Y PRUEBAS PARA EVALUAR DANO AL ADN.

Concentracion

Condiciones de electroforesis de GaCls en pg/mL Exposicion
pHota  SionderomaTenone 01,051,510y 50
PP Exalvaon o ompmentos e or
0.01,17 10 x

2 1 mg de GaCls se disolvié en 1 mL de agua desionizada, a partir de esta solucién se hicieron diluciones
para obtener las concentraciones de cada tratamiento.

Se colocaron las muestras en portaobjetos y se analizaron en microscopio de
fluorescencia (Nikon Optiphoto-2 con filtro de excitacion de 515-560 nm) se cuantificaron
100 células por cultivo (en total 200 por tratamiento), las células tefidas de verde se

contaron viables y las tefiidas de rojo o naranja se tomaron como no viables.
6.3 Preparacion de Portaobjetos con Agarosa

Se sumergieron portaobjetos en solucion limpiadora de etanol, metanol y cloroformo en
una proporcion 1:1:0.5 y con la ayuda de una gasa se limpié perfectamente ambos lados
de los portaobjetos. Por otro lado, se prepararon dos tipos de agarosas, el primero de
punto normal de fusion al 1 %, para este se pesaron 500 mg y se disolvieron en 50 mL
de PBS a 60 °C. Para el segundo gel, se utilizé agarosa bajo punto de fusién al 0.5 %,
se pesaron 250 mg y se disolvieron en 50 mL de PBS en constante agitacion a
temperatura de 40 °C aproximadamente. A cada portaobjeto se extendié con ayuda de

cubreobjetos una capa homogénea de 80 UL de agarosa de punto de fusién normal.
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6.4 Evaluacion de Dano en el ADN a pH > 13

Se utilizé la electroforesis unicelular en gel a pH > 13 para evaluar los rompimientos de
cadena sencilla en el ADN de linfocitos humanos. Después de los tratamientos y tiempos
de exposicion se tomaron 30 yL de cada muestra se resuspendieron en 150 uL de
agarosa de bajo punto de fusion a 37 °C y se extendieron con cubreobjetos en dos
portaobjetos previamente preparados con la agarosa de bajo punto de fusion. Se dejaron
en cama fria (4 °C) durante 10 min, trascurrido este tiempo se retird cuidadosamente el
cubreobjeto y se extendid una tercer capa con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusién
y se dejé en cama fria por otros 10 min, se retiraron los cubreobjetos y las laminillas se
sumergieron en solucion de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA100 mM Trizma base 10 Mm a pH
10, con tritdn x-100 al 1 % y DMSO 10 %) por 24 h a 4 °C. Posteriormente, se realiz6 el
lavado de las laminillas en PBS durante 5 min y en seguida se colocaron en la camara
de electroforesis horizontal (Claver Scientifiv, CSL-COM series, México), donde se dejé
en solucién de electroforesis (NaOH 300 mM y EDTA 1 mM a pH >13) durante 20 min
para desenrollar el ADN, transcurrido el tiempo se conecté la fuente de poder a 25V y
300 mA durante 20 min (Consort, EV3610,Bélgica). Los pasos anteriores se realizaron

en la oscuridad o con luz indirecta.

Después de la electroforesis, las laminillas se colocaron en Trizma base (0.4 mM a pH 7)
por 10 min, para neutralizar la alcalinidad y posteriormente se colocaron en alcohol etilico

al 70 % por 10 min, para deshidratar el gel.

Las laminillas se tifieron con 25 uL BE (0.025 ug/mL) y su evaluacion se realizé a 400X
al microscopio de fluorescencia (Nikon Optiphoto-2) con el filtro de excitacion de 515-560
nm. Para determinar el dafio al ADN, con una reglilla adaptada al ocular se midi6 la

cabeza, la cauda y la longitud total del cometa.
Con los datos obtenidos de la longitud del cometa se calculé el IMg.

B @1+ )2+ (c)3+(d)4
" Total de celulas evaluadas

Donde a representa el porcentaje de cometas sin dano, b el porcentaje de cometas con

poco dafo, ¢ el porcentaje de cometas con dafio medio y d el porcentaje de cometas con
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dafio alto (Rodriguez-Mercado, et al., 2011). El nivel de dafio se representa como el
porcentaje de dafio que migro fuera del nucleoide a partir de la media del testigo negativo,
0 ug/mL de GaCls.

6.5 Evaluacion de Dafo en el ADN a pH 9

Para evaluar los rompimientos de cadena doble se utilizé el ensayo de electroforesis
unicelular en gel a pH 9, para lo cual se siguieron los mismos pasos de elaboracion de
las laminillas descritos en la evaluacion de dafio en el ADN a pH > 13 (apartado 6.4),
hasta la lisis celular (NaCl 2.5 M, EDTA100 mM Trizma 10 Mm a pH 10, con tritén x-100
al 1% y DMSO 10 %). Después de esta lisis se realizaron dos cambios de lisis de acuerdo
con la literatura (Olive y Banath, 2006; Singh, et al., 2000; Rodriguez-Mercado, et al.,
2011). Brevemente, al terminar la primera lisis, se realizé un lavado con medio RMPI
1640 por 5 min, después se pasaron las laminillas a una segunda lisis con ribonucleasa
durante 1 h (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Trizma base 10 mM y ARNasa 10 ug/mL), al
término se lavaron con medio y se incubaron por 1 h en la tercera lisis a 37° C
suplementada con proteinasa K (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Trizma base 10 mM y
proteinasa K 40 pg/mL). Posteriormente, se realiz6 el lavado de las laminillas con PBS
durante 5 min y en seguida se colocaron en la camara de electroforesis horizontal, donde
se reposaron 20 min en solucién de electroforesis a pH 9 (acetato de sodio 300 mM,
Trizma base 100 Mm), para después correr a 100 mA 'y 12 V durante 1 h. Al terminar el
tiempo de electroforesis, las laminillas se pasaron a una solucion saturada de hidréxido
de sodio (NaOH 300 mM) por 15 min, después se neutralizaron con Trizma base y se
deshidrataron con alcohol etilico al 70 %. Las preparaciones se tifieron con BE y se

analizaron los cometas al microscopio de fluorescencia, como se explicé previamente.
6.6 Evaluacion de Darno en el ADN a pH > 13 con la Enzima Fpg

Para evaluar el dafo al ADN por bases oxidadas, después de la lisis (NaCl 2.5 M,
EDTA100 mM Trizma 10 Mm a pH 10, con triton x-100 al 1 % y DMSO 10 %), las laminillas
se lavaron en dos ocasiones con medio RMPI 1640 por 5 min y después se incubaron
en una camara humeda 30 min a 37 °C con la formamidopirimidin ADN-glicosilasa (Fpg)

siguiendo las indicaciones de activacion del laboratorio de procedencia, Bio-lab®, Para
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lo anterior, la Fpg se activé 1 h a 37 °C, se diluyo la enzima 1:16 y se aplicaron 50 uL en
cada una de las laminillas. En seguida se colocaron en la cama horizontal de
electroforesis y se siguieron los pasos descritos en la evaluacion de dafio de cadena

sencilla en el ADN a pH >13 (ver apartado 6.4).
6.7 Analisis Estadistico

Se realizaron tres experimentos por prueba cada uno con su duplicado, se evalud la
viabilidad celular, el dafio en el ADN y se tabularon cada una de las longitudes de los
parametros de dafno: cauda y longitud del cometa, ademas con los datos de longitud de
cometa y cauda se calcul6 el IMg. Los datos se presentan con la media * error estandar
de la media. Los resultados de las mediciones de los cometas fueron analizados usando
el andlisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba post-hoc de Dunnett y para la
viabilidad y el IMg se realiz6 la prueba de ji-cuadrada. Los valores de confianza p < 0.05

y 0.01 fueron considerados como diferentes estadisticamente.

7. RESULTADOS
7.1 Viabilidad Celular

Al término de los tratamientos con 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50 pug/mL de GaCls por 1y 3 h,
asi como del testigo positivo con H202, se determinoé la viabilidad celular con la tincion
dual de BE y CFDA. Se evaluaron 200 células por tratamiento con su respectivo
duplicado. En el Cuadro Ill, se muestran los datos de la viabilidad, por donador y en la
media de todos los experimentos. Para los datos individuales, por donador, no hay
cambios considerables en la viabilidad en todos los tratamientos de GaCls, respecto a su
grupo control; mismo comportamiento que se observa al promediar los datos de los seis
experimentos, Figura 3. No obstante, a pesar de que no hay diferencia estadistica, en la
concentracion de 50 pg/mL de GaCls disminuye ligeramente el porcentaje de viabilidad

en1lh (96 vs. 89.5)y en 3 h (93.8 vs. 88.5), respecto al grupo control.
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En cuanto a los tratamientos con 25 uM de H202 por 10 min, la viabilidad de los linfocitos
humanos no se modificé; lo que indica que la técnica de tincion dual se llevé a cabo de
forma adecuada y el H202 no produce toxicidad celular a esas concentraciones y tiempo
de exposicion (Singh, et al., 1988) (Cuadro llI).

7.2 Analisis de Dafno en el ADN a pH > 13

En el Cuadro IV, se muestran los datos de dafio en el ADN a pH > 13 medidos como la
longitud del cometa y el IMg de los linfocitos tratados con las distintas concentraciones
de GaCls por 1y 3 h. También, se presentan los datos de los tratamientos con H202. Se
evaluaron 100 cometas por tratamiento de cada donador, 300 datos en promedio. En el
Cuadro IV se observa que la longitud del cometa incrementa conforme aumenta la
concentracion y tiempo de exposicion en cada donador, donde ademas se observan
diferencias estadisticas en todos los tratamientos de GaCls con respecto al grupo control;

tendencia que se repite al promediar los datos de los seis experimentos (Figura 3).

En cuanto los datos del IMg, se puede observar que el porcentaje de dafio que se
representa en valores que van de 1 a 4 (1 para las células sin dafio, 2 células poco dafio,
3 células con dafio medio y 4 para células con dafio alto), incrementa de manera
dependiente de la concentracion del GaCls, con diferencias estadisticas en todas las
concentraciones empleadas (Figura 4). Los tratamientos con H202 aumentan la longitud
de los cometas y el IMg como se esperaba; lo que indica que el manejo de los linfocitos

y las condiciones de electroforesis se llevaron a cabo bajo las condiciones apropiadas.
7.3 Analisis de Dano en el ADN a pH 9

Para la evaluacion en condiciones electroforéticas de pH 9, se eligieron la exposicion a
3 hylas concentraciones de 1 0 10 ug/mL de GaCls. Concentraciones elegidas con base
en los resultados de la evaluacion de dafo de cadena sencilla en el ADN a pH > 13,
donde 1 pg/mL aumenta el porcentaje de células de dafio bajo y medio (IMg de 2.63 +
0.37) y 10 ug/mL de GaCls aumenta el porcentaje de células con dafio medio y alto (IMg
de 3.16 £ 0.32).
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CUADRO lil. VIABILIDAD DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS DURANTE 1
Y 3 H CON GaCls.

Tratamiento de GaClsz en Viabilidad en %
pg/mL. 1h 3h
Donador 1
0 (testigo) 90.00 (91,89) 87.00 (89,85)
0.1 91.50 (92,91) 84.00 (85,83)
0.5 92.50 (90,95) 85.50 (81,90)
1 92.00 (91,93) 88.50 (90,87)
5 92.50 (93,92) 90.00 (91,89)
10 92.50 (95,90) 88.00 (85,91)
50 89.50 (89,90) 85.00 (85,85)
H202 91.00 (91,91) 92.50 (92,93)
Donador 2
0 (testigo) 99.50 (100,99) 94.50 (99,90)
0.1 88.50 (86,91) 82.50 (85,80)
0.5 90.50 (91,90) 85.00 (81,83)
1 89.00 (87,91) 92.50 (95,90)
5 92.50 (90,95) 95.00 (99,91)
10 89.50 (90,89) 96.50 (97,96)
50 85.50 (85,81) 88.50 (90,87)
H202 95.00 (95,95) 91.50 (91,92)
Donador 3
0 (testigo) 98.50 (99,98) 100.00 (100,100)
0.1 97.50 (98,97) 95.50 (99,92)
0.5 93.50 (95,92) 96.50 (98,95)
1 96.50 (96,97) 95.50 (94,97)
5 98.50 (99,98) 94.00 (93,95)
10 96.00 (94,98) 92.00 (91,93)
50 94.00 (95,93) 92.00 (91,93)
H202 99.50 (100,99) 98.00 (98,98)
Media de los experimentos
0 (testigo) 96.00 + 3.01 93.83+3.76
0.1 92.50 + 2.64 87.33+4.10
0.5 92.16 £ 0.88 89.00 £ 3.75
1 92.50 £+ 2.17 92.16 £ 2.02
5 94.50 £ 2.00 93.00 £ 1.52
10 92.66 + 1.87 92.16 £ 2.45
50 89.50 + 2.59 88.50 + 2.02
H202 95.16 + 2.45 94.00 + 2.02

Los datos son la media % error estandar de la media de 200 células por tratamiento
de cada donador; viabilidad de un cultivo (viabilidad del duplicado). H202, perdxido
de hidrégeno como testigo positivo 25 yM por 10 min.
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FIGURA 3. Evaluacién del dafno en el ADN con la prueba de EUG a pH > 13.
Viabilidad (#e) y longitud del cometa (=m) de linfocitos humanos tratados con 0
(testigo), 0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50 pg/mL de GaCls durante 1y 3 h. Los datos representan
la media * error estandar de la media de tres experimentos independientes, cada
experimento realizado por duplicado. ** p < 0.01 comparado con el testigo (ji-
cuadrada para viabilidad y ANOVA-Dunnett para longitud del cometa).
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FIGURA 4. indice de migracion (IMg) del ADN con la prueba de EUG pH >13 de los
linfocitos humanos tratados con 0, 0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50 ug/mL de GaCls durante 1y
3 h. Los datos representan la media + error estandar de la media de tres experimentos
independientes, cada experimento realizado por duplicado. ** p < 0.01, comparado
con el testigo (ji-cuadrada).
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CUADRO IV. DANO EN EL ADN DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS DURANTE 1Y 3 H CON GaCls

EVALUADO POR ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL A pH > 13.

Concentracion de

1h

3h

GaCls en ug/mL ~ Longitud del cometa  IMg (%) Longitud del cometa  IMg (%)
(Um) (Um)
Donador 1
0 (testigo) 20.92 +0.22 1.38 + 0.02 21.81+0.05 1.56 + 0.02
0.1 36.40 + 0.67 ** 2.28 + 0.26 ** 84.78 + 0.64 ** 2.44 +£0.09 **
0.5 31.82 +0.40 ** 2.00 + 0.00 ** 64.42 + 0.58 ** 3.71+£0.15**
1 43.12 + 0.58 ** 2.62+0.12** 78.58 +1.71 ** 3.80+£0.18 **
5 55.98 + 1.09 ** 3.22+0.18 ** 83.51 +1.43 ** 3.95+0.05 **
10 63.32 +1.20 ** 3.52+0.28 ** 96.52 + 0.84 ** 4.00 + 0.00 **
50 81.66 + 1.08 ** 4.00 + 0.00 ** 116.12 + 0.91 ** 4.00 + 0.00 **
H20:2 75.54 + 0.80 ** 3.99 + 0.01 ** 86.80 + 0.86 ** 4.00 + 0.00 **
Donador 2
0 (testigo) 23.86 +0.26 1.80 + 0.00 20.78 +0.27 1.63+0.19
0.1 35.08 + 0.59 ** 2.24 +0.24 ** 2484 +017 * 2.00+0.00 *
0.5 29.02+0.91* 1.97 + 0.05 ** 31.54 + 0.31 ** 2.00+0.00 *
1 33.94 + 0.44 ** 2.04 +0.04 ** 33.32+0.33 ** 2.01+0.01*
5 42.96 + 1.02 ** 2.55+0.11* 42.32 +0.88 ** 2.53+0.01 **
10 40.12 +0.42 ** 2.40 £ 0.04 ** 56.36 + 0.62 ** 3.24+0.24 *
50 52.74 +0.71 ** 3.10 £ 0.08 ** 68.78 + 1.69 ** 3.62 +0.00 **
H20:2 108.48 + 1.54 ** 3.99+0.01* 88.52 +1.36 ** 3.97 £0.03 **
Donador 3
0 (testigo) 21.28 +0.21 1.93 + 0.01 23.66 +0.20 1.57 + 0.01
0.1 31.76 £ 0.45 ** 217 +£0.19** 36.50 + 0.83 ** 2.08 £ 0.08 **
0.5 34.14 +0.39 ** 2.00 £ 0.00 ** 32.02+0.26 ** 2.06 £ 0.04 **
1 35.90 + 0.39 ** 2.81+0.21* 46.30 + 0.77 ** 2.08 £ 0.04 **
5 36.36 + 0.25 ** 3.47 £ 0.05 ** 60.90 + 1.03 ** 2.03+0.03 **
10 40.44 + 0.58 ** 3.44 +0.08 ** 65.38 + 1.97 ** 2.26 £ 0.00 **
50 41.78 £ 0.50 ** 3.80 + 0.06 ** 81.44 +1.95 ** 251 +0.11*
H20:2 108.60 + 1.53 ** 4.00 + 0.00 ** 78.16 + 0.87 ** 3.98 +0.02 **
Medias de los experimentos
0 (testigo) 22.01+0.15 1.70 + 0.10 22.09+0.15 1.58 +0.05
0.1 34.40 + 0.35 ** 2.23+0.10 ** 48.63 + 1.53 ** 2.69+0.41**
0.5 31.66 + 0.37 ** 1.99 + 0.01 ** 42.65 + 0.92 ** 259+0.35*
1 37.64 +0.35 ** 249+0.15* 5273 +1.24 ** 2.63+0.37**
5 45.07 + 0.68 ** 3.08+0.18 ** 62.28 +1.14 ** 2.83+0.36 **
10 47.93 +0.78 ** 3.12+0.24 ** 7272 +1.24 ** 3.16 £0.32 **
50 58.67 + 1.07 ** 3.63+0.17 ** 88.72 + 1.47 ** 3.37 £0.28 **
H20:2 97.57 +1.18 ** 3.99 + 0.00 ** 84.47 + 0.66 ** 3.98 +0.01 **

H202, perdxido de hidrogeno como control positivo 25 uM por 10 min. IMg, indice de migracion.
Los datos se representan con la media + error estandar de la media de100 células por tratamiento de cada donador.
*p <0.05, ** p <0.01 comparado con el testigo.
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En el Cuadro V se presentan los datos obtenidos de los tratamientos con GaCls
utilizando la electroforesis unicelular en gel en condiciones neutras. Se evaluaron 100
cometas por tratamiento de cada donador, 300 datos en promedio. Los datos obtenidos
en la longitud de los cometas y del IMg por donador muestran incremento conforme a la
concentracion de GaCls, efecto que se aprecia en el promedio de los datos en la Figura
5y Figura 6; donde la longitud del cometa de los linfocitos expuestos con 1 pg/mL de
GaCls oscilan en los 30.87 um, mientras que los linfocitos tratados con 10 pg/mL de

GaCls estan en los 38.39 pum (p < 0.01) con respecto a 23.50 um del grupo testigo.

CUADRO V. DANO EN EL ADN DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS DURANTE 3 H
CON GaCl; EVALUADO CON ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL A pH 9.

Concentracion de GaCls en 3h
Mg/mL Longitud del cometa (um) IMg (%)
Donador 1
0 (testigo) 2110+ 0.18 1.59+0.18
1 23.96 £0.23 * 1.92+0.23 **
10 26.24 £ 0.50 ** 1.94 + 0.50 **
H202 54.94 + 00.30 ** 3.09 +£0.30 **
Donador 2
0 (testigo) 24.76 £ 0.15 1.99+£0.15
1 29.52+0.35* 2.00+£0.35
10 38.20 £ 0.23 ** 2.38 +0.23 **
H202 55.40 + 0.52 ** 3.13+0.52 **
Donador 3
0 (testigo) 24.66 + 0.25 1.91£0.25
1 39.14 £ 0.34 ** 2.22 +0.34 **
10 50.74 £ 0.64 ** 2.95+0.64 **
H202 56.22 £ 0.47 ** 3.06 £ 0.47 **

Medias de los experimentos

0 (testigo) 23.50 £ 0.15 1.83+0.12
1 30.87 £ 0.40 ** 2.04+£0.08*
10 38.39+0.64 ** 242 +£0.29 **
H202 55.52 £ 0.25 ** 3.09+£0.02 **

IMg, indice de migracion; H202, perdxido de hidrogeno como control positivo 25 yM por 10 min. Los
datos representan la media + error estandar de la media de100 células por tratamiento de cada donador.
*p <0.05, ** p <0.01 comparado con el testigo.
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En esta electroforesis la evaluaciéon con H202 muestra aumento en la longitud de los
cometas y el IMg, sin embargo, la longitud es menor que en los corrimientos
electroforéticos a pH >13, debido a que los rompimientos de cadena doble son mas

pesados y migran menos.
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FIGURA 5. Evaluacién del dafo al ADN con la prueba de EUG a pH 9. Longitud de
dano de ADN (m) de linfocitos humanos tratados con O (testigo), 1 o 10 yg/mL de
GaCl; durante 3 h. Los datos representan la media * error estandar de la media de
tres experimentos independientes, cada experimento realizado por duplicado. ** p <
0.01 comparado con el testigo (ANOVA-Dunnett).

7.4 Analisis de Dafno en el ADN a pH > 13 con la Enzima Fpg

Los resultados del andlisis de dafio en el ADN de los linfocitos humanos tratados 0, 0.1,
1 0 10 pg/mL durante 1 h con GaCls evaluado por la electroforesis unicelular en gel a pH
>13 y enzima de restriccion Fpg se muestran en el Cuadro VI. Los parametros de dafio

evaluados fueron la longitud del cometa, longitud de la cauda e IMg.

La Fpg detecta y escinde las bases oxidadas, las cuales forman sitios AP que bajo
condiciones alcalinas se generan rompimientos de cadena sencilla en el ADN. Los datos

corresponden a la evaluacion de 100 células por donador (300 por concentracién de
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GaCls). En el Cuadro VI, se observa que los valores de la longitud del cometa y la cuada
son mayores en presencia de Fpg con respecto a su testigo y a los valores de los nucleos
sin enzima, tanto por donador como cuando se analiza la media de los experimentos
Figura 7, con un comportamiento dependiente de la concentracion del compuesto

metalico.

Para la prueba con enzima el IMg aumenta de 1.98 de testigo hasta 3.32 de la
concentracion de 10 pg/mL en tanto que la prueba sin enzima los valores son de 1.64 y
de 2.72, respectivamente (Cuadro VI, Figura 8), lo que demuestra que en los testigos
este aumento se debe a la actividad oxidante propia de la célula, denominado dafio
endogeno o basal. Con respecto a los tratamientos de H20: los datos de los parametros
evaluados de la prueba con Fpg y sin enzima no muestran cambios considerables (por
ejemplo, el IMg sin enzima 3.99 vs. 3.99 con Fpg). Esto se debe a que el H202 genera
estrés oxidante y consecuentemente dafo en las cadenas de ADN y oxidacion de bases,

por lo tanto, el dafio evaluado con y sin enzima se enmascara.

2.5

*

IMg (%)
%]
o
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0 1 10

Tratamientos con GaCl; en pg/mL

FIGURA 6. indice de migracién (IMg) del ADN con la prueba de EUG pH 9 de los
linfocitos humanos tratados con 0, 1 o 10 pg/mL de GaCls durante 3 h. Los datos
representan la media * error estandar de la media de tres experimentos
independientes, cada experimento realizado por duplicado. * p < 0.05, ** p < 0.01
comparado con el testigo (ji-cuadrada).
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CUADRO VI. DANO EN ELADN DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS DURANTE 1 H CON GaCl; EVALUADO
POR ELECTROFORESIS UNICELULAR EN GEL CON FPG.

Concentracion 1h
de GaClsen Longitud del cometa (um) Cauda (pm) IMg (%)
pg/mL Sin Fpg Con Fpg Sin Fpg Con Fpg Sin Fpg Con Fpg
Donador 1
0 (testigo) 2712 +0.24 26.50 £ 0.23 0.16 £ 0.05 0.58 + 0.09 2.00+0.24 2.00+0.23
0.1 29.50 £ 0.25 4396 +£0.34* 3.86+0.15* 2472 +0.28 ** 2.00+£0.25 2.83+0.34 **
1 38.30+0.32** 65.06+046* 13.50+0.18*" 41.86+0.43** 219+0.32* 3.80 + 0.46 **
10 46.52+1.63" 86.58+0.64*"* 20.84+1.60* 63.86+0.63* 293+£0.27* 4.00£0.64 **
H202 7554 +080* 86.85+0.85*" 56.30+0.72** 65.76+0.82** 3.99+080" 4.00+0.85*
Donador 2
0 (testigo) 20.76 £ 0.11 27.00 £ 0.17 0.04 £ 0.02 0.28 + 0.06 140+ 0.1 2.00+0.17
0.1 23.50+0.19* 35.06 +0.27 ** 2.66+0.16 * 7.84 +0.20 ** 1.94+£019* 2.04+0.27 *
1 30.92+0.25* 35.38+0.56** 9.56+0.21* 11.20 £ 0.45 ** 3.00+025* 216 +0.56 **
10 36.04 +0.28** 39.68+0.28** 14.96+0.23* 17.52+0.22** 3.00+0.28* 3.00+0.28 **
H202 108.48 + 1.54 ** 108.48 + 1.54* 87.10+1.52* 87.10+1.52 ** 3.99+154" 399+ 1.54*
Donador 3
0 (testigo) 21.20+£0.19 31.62 +0.32 0.02 £ 0.02 0.18 £ 0.05 1.53+0.19 1.96 £ 1.53
0.1 2440+0.20" 41.74+£042* 228+011~ 11.08 £ 0.26 ** 1.98+0.20* 2.70+0.98 **
1 27.32+0.34~ 4756 £+ 0.52** 5.76 £ 0.34 ** 18.92 £+ 0.35 ** 200+0.34* 288+1.18*
10 35.82+0.57* 48.84+048* 17.08+0.38* 29.16+0.36 ** 225+057* 2.96+1.34*
H202 108.60 + 1.55** 108.60 + 1.55"* 87.14 £ 1.53** 87.14 £+ 1.53 ** 3.99+155" 398+ 1.52*
Medias de los experimentos
0 (testigo) 23.03£0.20 28.37 £ 0.19 0.07 £ 0.02 0.34 £ 0.04 1.64 £0.18 1.98 £ 0.01
0.1 2580+£0.19* 40.25+0.29* 2.93+0.09* 14.54 £ 0.44 ** 1.97£0.01* 252+0.24 *
1 3218 +0.31** 49.33+10.76" 9.60+0.23 ** 23.99+0.79 ** 239+£030* 294+£047*
10 39.42+0.33* 58.36 +11.20"* 17.09+0.19*"* 36.84+1.16*" 272+023* 3.32+0.34*
H202 9754 +1.18** 101.29+0.98** 76.84+1.13* 80.00+0.096** 3.99+0.00*  3.99+0.00 **

Fpg, formamidopirimidin ADN-glicosilasa; IMg, indice de migracién; H202, control positivo 25 uM 10 min. Los datos representan

* error estandar de la media de 100 células por tratamiento de cada donador. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el testigo.
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FIGURA 7. Evaluacién del dafo por oxidacién de bases en el ADN con la prueba de EUG
y la enzima Fpg. Longitud del cometa y cauda sin enzima (mm) y con Fpg (=m) de linfocitos
humanos tratados con 0 (testigo), 0.1, 1, o 10 yg/mL de GaCls durante 1 h. Los datos
representan la media + error estandar de la media de tres experimentos independientes,
cada experimento realizado por duplicado. * p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con su testigo
(ANOVA-Dunnett).
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FIGURA 8. indice de migracién (IMg) del ADN con la prueba de EUG y Fpg de los
linfocitos humanos tratados con 0, 1 o 10 pg/mL de GaCls durante 1 h. Los datos
representan la media + error estandar de la media de tres experimentos
independientes, cada experimento realizado por duplicado. ** p < 0.01 comparado
con el testigo (ji cuadrada).
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8. DISCUSION

El Ga tiene multiples usos industriales y su liberacion al ambiente ha ocasionado que sus
niveles se incrementen y sea considerado un contaminante emergente vy
consecuentemente ha ocasionado que la poblacién este expuesta de manera constate a
este metal (Chitambar et al., 2006; Yang y Chitambar 2008). Ademas, es considerado
antineoplasico por disminuir la proliferacién celular, lo que lo ha colocado como candidato
en terapia contra el cancer (Sun, et al., 2023). Sin embargo, uno de los mecanismos por
los que ejerce su toxicidad estan relacionados con la competencia por los sitios de union
al Fe y la produccion de estrés oxidante. Por lo que, el objetivo de este estudio se centrd
en determinar el dafio en el ADN por RCS, RCD, sitios alcali labiles y oxidacién de bases

inducidos por GaCls.

La tincion dual de CFDA y BE permite conocer la alteracion en la permeabilidad de la
membrana celular y al mismo tiempo la actividad metabdlica de la célula. Los resultados
de viabilidad de los linfocitos humanos cultivados y tratados 1 0 3 h con 0.1, 0.5, 1, 5, 10
o 50 yg/mL de GaCls no mostraron cambios, lo que indica que este compuesto no induce
citotoxicidad en tiempos cortos de exposicion. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Chang et al. (2003), quienes en células mononucleares de sangre
periféricas humana encontraron que el GaCls no induce toxicidad celular a
concentraciones bajas (1 o 10 pg/mL) con la prueba de sales de tetrazolio (XTT) en
tratamientos de 72 h, pero si disminuye la viabilidad hasta 60 % en concentraciones de
50 y 100 ug/mL. También, concuerdan con los resultados de Perchellet et al. (1999)
quienes evaluaron la viabilidad con sales de tetrazolio en células L1210 tratadas con el
mismo compuesto en distintos periodos de exposicion a concentraciones de 16 a 625
MM (se aproximan a las concentraciones trabajadas 1 ug/mL y superan 50 ug/mL de
GaCls, respectivamente) donde después de 48, 72 y 96 h se redujo la viabilidad 24 % a
partir de 100 uM, 82 % a partir de 40 uM y 94 % a partir de 16 uM. Lo anterior, aunado a
los resultados encontrados en este trabajo, indican que el GaCls no modifica la viabilidad
celular en tiempos menores a 24 h de exposicion en concentraciones de 0.1 a 50 pyg/mL

en linfocitos humanos y otras lineas celulares.
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Cuando se realizan determinaciones de dafo al ADN con la prueba de EUG, se
recomiendan realizar pruebas de viabilidad para evitar falsos positivos (Collins, et al.,
2023) y se requiere que los valores sean superiores al 80 %. Esto, debido a que durante
el proceso de muerte celular se pueden generar rompimientos en el ADN (Tice, et al.,
2000).

En el analisis de dafo en el ADN a pH > 13, las condiciones electroforéticas permiten
que se desenrolle el material genético y el dafo observado, la longitud del cometa, es
producto de diferentes tipos lesiones en el ADN ya sean RCS, RCD, sitios donde ocurrié
reparacion y sitios alcali labiles (sitios AP). Sin embargo, bajo las condiciones de pH >
13 estas lesiones, de manera general, son consideradas RCS y los datos obtenidos
revelaron que el GaCls inducen dafo en el ADN el cual aumenta conforme a la
concentracion y tiempo de exposicion, alcanzando los valores mas altos de dafio en la

concentracion de 50 pg/mL.

A diferencia de la electroforesis a pH > 13, en la version a pH 9 el material genético no
se desnaturaliza, por lo que se evaluan exclusivamente dafio de cadena doble. Las
condiciones de electroforesis deben ajustarse lo mas cercano a la neutralidad, para no
romper los puentes de hidrégeno formados entre las bases nitrogenadas y de esta
manera mantener la condicion de doble cadena del ADN y no afectar el estado de la
molécula (Olive y Banath, 2006). Ademas, en esta version se dan tratamientos con
RNAasas y proteinasas para hacer mas sensible la metodologia y asegurar que solo
migren, durante la electroforesis, los rompimientos de ADN de doble cadena (Povirk, et
al.,1977; Murillo-Chinchilla, 2005). En este estudio, se encontr6 que el GaCls induce RCD
en concentraciones bajas, desde 1 ug/mL. El dafio de cadena doble se considera
indicador mutagénico importante. Debido a que si llegara a fallar la maquinaria
encargada de reparar dicho dafio puede traducirse como material incompleto o en otro

caso transcribiese de manera erroneay alterar el codigo genético (Alberts, et al., 2002).

Un posible mecanismo que esta detras del dafio en el ADN por RCS y RCD, es por la
induccion de estrés oxidante. El analisis de la EUG modificado con la enzima Fpg, enzima
que cataliza la escision de purinas oxidadas en el ADN, revelo en los linfocitos que los

tratamientos con GaCls conducen a la formacidon de bases oxidadas en el ADN, en
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concentraciones tan bajas como 0.1 pg/mL. Ademas, incrementa el dafio oxidante de
manera dependiente de la concentracion como lo revelo el IMg. De acuerdo con los
resultados y con la finalidad de obtener una aproximacion mas certera del incremento
del dafo por bases oxidadas, en la Figura 9 se muestra la estimacion de este dafo, lo
que sugiere que parte del dafio en el ADN que induce el Ga es de manera indirecta,
posiblemente incrementando las especies reactivas de oxigeno y consecuentemente
aumentando la oxidacion de bases como la 8-OxoG, que es la base purina mas
frecuentemente formada por estrés oxidante. Es importante resaltar que el Ga ejerce

dano en el ADN en concentraciones no citotoxicas.

IDBO (unidades arbitrareas)
= I w
b [&;] %] [&;] w [&;] E=

o
w

[=]

0.1 1 10
IDBO 0 2.706616729 3.212234707 3.640449438

Tratamientos con GaCl; en pg/mL

Figura 9. Estimacion del incremento de dafio en el ADN ocasionado por la oxidacion
de bases en los distintos tratamientos de GaCls. Se calculé e indice de dafio por
bases oxidadas (IDBO) mediante la resta del valor de los testigos y el valor de dafio
inducido por el GaCls (con y sin enzima), el cual deja Unicamente el valor del dano
en el ADN detectado por la enzima Fpg. IDBO = (control con Fpg - control sin
enzima) / (tratamiento con Fpg - tratamiento sin enzima).

La causa de la oxidacion de bases en el ADN puede estar relacionada con la competencia
del catién Ga3* por los sitios de union al Fe (Sun, et al., 2023). Esto quizas esté
ocasionando que quede mas Fe?* libre en el citosol, el cual esta disponible para entrar

en la reaccidon Fenton y producir de esta manera aumento de especies reactivas de
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oxigeno, que son las que producen el estrés oxidante y por consecuencia la oxidacion
de las bases del ADN.

El estrés oxidante probablemente sea el responsable de varios de los efectos toxicos del
Ga, como lo muestran los estudios de Kelso et al. (2001), Chitambar et al. (2006) y Yang
y Chitambar (2008), quienes encontraron que el Ga(NOs)s en células CCRF-CEM a
concentraciones de 25 a 300 pg/mL durante 24 h, que con el ensayo de microarreglos
evidenciaron la expresion de metalotioneina-2A (MT2A) y hemo oxigenasa-1 (HMXO-1)
en 2.8 y 11 veces, y también aumento de la fluorescencia de la diclorodihidrofluoresceina
y disminucion del 40 % en los niveles de glutation reducido (GSH) y de la relacién
glutation reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG) en 70 %. Si la respuesta antioxidante
baja, aumentan los oxidantes que tienen la capacidad de oxidar las biomoléculas y por
tanto oxidar los componentes del ADN. También, es posible que el dafio en el ADN
observado en los linfocitos humanos tratados con GaCls sea derivado de la detencién de
la sintesis de ADN, por la inhibicion de la enzima RnR, responsable de transformar los
ribonucledtidos a desoxirribonucledtidos (Chitambar et al., 1988) y la falta de
desoxirribonucleétidos puede interferir con la eficiencia de los mecanismos de reparacion
de ADN. Ademas, se conoce que el Ga forma complejos con los nucleétidos Ga-ATP y
Ga-CTP (revisado en Lopez Lanuza et al., 2023).

La informacion sobre la genotoxicidad del Ga en modelos de células humanas y de otros
mamiferos es escasa (Lopez-Lanuza et al., 2023). En la literatura se tiene datos de GaAs
qgue es un compuesto elevadamente toxico, no obstante, esta formado por dos elementos
considerados peligrosos de manera individual y juntos carcinégenos dentro del grupo 1
(IARC, 2006). Tampoco, hay evidencia de que el GaCls o el Ga(NOs)s; induzcan
intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en células V79 de criceto chino expuestas
por 28 h a 12.5-50 y 50—200 ug/mL de cada compuesto, respectivamente (Kuroda et al.,
1991). De aqui la importancia de este trabajo donde se observé que el GaCls induce
dafio en el ADN, el cual posiblemente se debe a estrés oxidante revelado por el aumento
del dafio por bases oxidadas.
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9. CONCLUSIONES

Los tratamientos de GaCls con 0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50 yg/mL en tiempos de exposicién de

1y 3 h en linfocitos humanos aislados in vitro:

a) No modifica la viabilidad en las concentraciones empleadas ni en los tiempos de
exposicion.

b) Muestran que el Ga induce dafio en el ADN por RCS y por sitios alcali labiles.

c) Muestran que el GaCls induce RCD en el ADN en concentraciones bajas, desde 1
Mg/mL.

d) Revelan que la enzima Fpg detectd la formacién de bases oxidadas en el ADN,

en concentraciones bajas de0.1 ug/mL.

En general, el Ga en el estado de oxidacion +3, tiene potencial genotdxico a través de la
inducciéon de dano en el ADN, el cual posiblemente se debe a estrés oxidante revelado
por el aumento en el indice de dafo por bases oxidadas. Estos resultados son
importantes debido a que aun no hay alguna norma que regule el limite de la exposicién

al Ga como contaminate emergente.
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