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RESUMEN

En éste trabajo se estudié el efecto citotdxico y genotéxico del Tetracloruro de
Telurio (TeCl,) en linfocitos humanos en cultivo. Se hicieten tratamientos por 3 v 48 horas
aplicandose las siguiente.s dosis de TeCig 0, 3.7, 7.4 v 148 pM.  Se evalud el indice
Mitético (M}, la frecuencia v fipo estruciural de Aberraciones Cromosdmicas (AC), asi
como la frecuencia de Asociacion de Satélites (AS). Se utilizé el método tradicional de
aultivo de finfociios humanos in vitro. También se evalud el dafio al ADN aplicandose la
téenica de Electroforesis Unicelular (EU) en condiciones alcalinas y se obtuvo el
porcenidje de viabitidad en cada una de las dosis ufilizadas. Para cada una de las
evaluaciones realizadas se utilizaron pruebas estadisticas como Z de proporciones, “" de
Siudent y Ji cuadrada.

Los resultados indican que el TeCl, disminuyé el IM al aplicarse las dosis de 7.4 y
14.8 pM en el tratamicnto por 3 horas, a diferencia de los tratamientos por 48 horas en
donde solo el IM disminuys significativamente en la dosis de 14.8 puM con respecto al
testigo. La frecuencia de AC que se observaron en los linfocitos expuestos al TeCl,
fueron ma:yores en las dosis de 7.4 y 14.8 uM en comparacidn con el testigo, tanto en los
trafamientos por 3 horas como en los de 48 horas. Las aberraciones que se presentaron
con mayor frecuencia fugron det fipe oromatidico, ya que en los cromosomas en metafase
s& obsetvaron principalmente fragmentos sencillos.

En la evaluacién de la frecuencia de AS en los linfocitos expuestos al TeCl, en
tratamientos de 3 y 48 horas, los resultados no fueron significativamente diferentes
aungue, en tratamiento de 3 horas si se observé una disminucién en el toial de AS por
célula y el fotal de células con AS en la dosis de 14.8 pM.

Los resultados que se obtuvieron at evaluar el porcentaje de viabilidad fueron
mayores al 95 %. En cuanto al dafio al ADN se observd un aumento en la migracion de
céllas dafiadas conforme la dosis se iba incrementando, siendo significative para la
dosis mas alia.




Con base a los resultados obtenidos podemos concluir que el TeCi, es unh
compuesto citotdxico, que produce aberraciones de tipo cromatidico por o que se
considera un agente S-independiente y, al producir rompimientos de cadena sencilla del
ADN se puede considerar como un agente genotoxico. No afecta en gran medida la
frecuencia de AS por lo gue no interviene en la region organizadora del nucleclo {NOR),

it




INTRODUCCION

Toxicologia Genética

La Toxicologia Ge'nética €S una rama de la Toxicologia que identifica y analiza la
accién de agentes fisicos, quimicos y biolégicos sobre el material genético de los
organismos vives (Brusick, 1987; Li y Heflich, 1991). Ei objetivo de la Toxicologia
Gengtica es, precisamente, la de detectar y analizar el peligro potencial de todos aquellos
agentes que interaccionan con los 4cidos nucleicos y logran producir de alguna manera
alteraciones en concentraciones subtoxicas (Brusick, 1987).

Los agenfes que praducen alteraciones en el material genético en exposiciones
subloxicas y que da como resultado modificaciones hereditarias - caracteristicas o
inactivacion en alguna parte de fa cadena del ADN son llamados genotoxicos. Las
substancias genotdxicas usualmente tienen propiedades quimicas o fisicas que facilitan
su interaccion con los d4cidos nucleicos (Brusick, 1987). Esta relacién provoca
modificaciones en la estructura de la cadena, y estas alteraciones son generalmente
lamadas mutaciones, las cuales pueden ocurrir tanto en células somaticas como en
células germinales (Li y Heflich, 1991).

Et potencial de os agentes genotdxicos para producir efecios en fa salud humana
trae como consecuencia el iniciar un camino que pasa por diversas transformaciones
citoldgicas que si no son reparadas terminan con la induccion de mutaciones o
alteraciones cromosdmicas y cuya expresion puede ser muy variable en los organismos.
El dafie producide al ADN por los agentes quimicos se clasifican en dos categorias:
aiteraciones macroscopicas detectables por el analisis citogenético de los cromosomas
{aberraciones éromosémicas) ¥ cambios o alteraciones no visibles, los cuales ocurren a
nivet de los nucledtidos (mutaciones) (Brusick, 1987). En la figura 1 se observa que
cuando hay exposicidn a agenies quimicas que pueden dafiar el ADN (puntc 1),
inmediatamente ios procesos inherentes de reparacion de la célufa empezaran a coiregir
ta lesion (punto 2). Si esto, no pudo ser reparado, entonces la célula realizara todas sus

funciones (sintesis, replicacion, etc.), como normalmente lo hace, hasta llegar a la division




celular, en donde se pueden observar dos posibles eventos: en el primero se expresa la

lesién causada, generalmente con el rompimiento de la motécula de ADN (punto 3) yva a

culminar, ya sea ¢on la recombinacion de eventos en forma de intercambio de cromatidas

hermanas o sobre-entrecruzamientos (punto 4), aberraciones cromosériicas {punto 5),

mutacién de genes (punto 8) o muerte celular (citotoxicidad); en el segundo se da la

segregacion de anormalidades cromosémicas, generalmente con aneuploidias y

poliploidias (punto 7).

Figura 1. Relacion enire el agente genotdxico y el resultado del daiio ol

ADN en las células (Brusick, 1987).
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El resultado de la lesion al ADN puede manifestarse en el individuo como

envejecimiento celular, cancer ¢ malformaciones congénitas, tas cuales pueden ser




compatibles con la vida; en caso contrario, pueden ocurrir abortos espontanecs. Sila
alteracion se preduce en fos gametos (6vulos o espermatozoides) o en las células de tipo
gonial que originan a los gametos, el dafio fiene fa posibilidad de manifestarse en las
siguientes generaciones en forma de enfermedades genéticas transmisibles (mutaciones
génicas), alteraciones cromosémicas no transmisibles (mutaciones letales dominantes),
malformaciones congénitas, infertilidad y esterilidad (Brusick, 1987).

Diversos estudios han mostrado que en el hombre una de las causas mas
importantes de la morbilidad y morialidad estan relacionadas con alteraciones en fos
cromosomas, los cuales son responsables de diversos trastornos como la muerte fetal
temprana, muerte del recién nacido, algunos casos de retraso mental, malformaciones det
necnalo y cardiopatias congénitas v olras enfermedades {Altamirano-Lozano, 1992).

Durante la evelucién de las disciplinas cientificas, la Toxicologia Genética ha
permiiide que se hayan desarrollado mas de 200 sistemas de prueba tanto in vivo comio
in vitro; stn embargo, Gnicamente algunos han sido validados debido a su posibilidad de
estandarizacion y a la facilidad de detectar la induccion de cambios en el material
hereditaric de los organismos, mediante el uso de una gran variedad de fipos celulares,
entre los cuales se incluyen bacterias, hongos, cultivo de células de mamiferos, células
somalicas y germinales de plantas superiores y animales, ¥ en algunos casos hasta
organismos completos (Li y Heflich, 1991; Roldén-Reyes, 1992).

Segin Moutschen (1985), los sistemas biclogicos de prueha pueden ser
clasificados en cuatro grupos en base a su potencial y tipo de dafio que sean capaces de
detectar en el materiat genético:

I. Aquellas pruebas que detectan dafio a) ADN a nivel molecular Yy, debido a fa
suficiente informacién que dan, permiten clasificar a los agentes como mutagenos
potenciales.

. Pruebas que detectan mutaciones a nivel celular ya sea de manera directa o
indirecta mediante el empleo de microorganismos, plantas, células en cultivo o mamiferos
campletos, tanto in vive como in vitro,

. Tados aquellos sistemas que permiten evaluar el dafio causado directamente
sobre fos cromosomas (efectos mutagénicos y clastogénicos), tanto in vivo como in vitro.

(73}




IV. Sistemas que recopilan una serie de ensayos a largo plazo que permiten
evaluar e efecio en fos organismos complejos y en su descendencia.

El Linfocito como Sistema de Prueba

La sangre presenta muchos tipos celulares con funciones muy diversas que
abarcan desde el transperte de oxigeno hasta la produccion de anticuerpos. La
caracteristica mas notable entre todas las células es que se generan a partir de una
céiula madre comin de la médula ¢sea roja.  Esta célula madre hematopoyética es
pluripotencial, ya que da lugar a los distintos tipos de células sanguineas diferenciadas
{Alberts et al, 1994).

Las células de la sangre se pueden clasificar en gidbules rojos y blancos. Los
glébulos rejos o eritocitos carecen de nucleo por o que en un cultivo no se reproducirian.
Los glébulos blancos, o leucociios se dividen en ires categorias: granulocitos, monocifos
y linfacitos {Alberis ot al, 1994; Gonzalez-Moran, 1996); estos Gltimas son células que
responden faciimente a cualquier tipo de estimulo, son células responsables de Ia

- espedificidad inmunitaria y se dividen en: células T (se ofiginan en el {imo) que son las
responsables de la inmunidad mediada por células, y las células B (en adultos se originan
en la médula Gsea roja y en ef feto en el higado) que producen a los anticuerpos (Alberts
ol al, 1894).

El cuerpo humano contiene alrededor de 5 litros de sangre, que supone un 7% del
peso corporal. Los globulos rojos constituyen alrededor de un 45% de este volumen y los
gidbutos blancos alrededor de un 1%, el resto es el plasma sanguineo liquido. Las
células T se encueniran en una concentracién aproximada de 1x10° célulasfitro v las
celulas B en una concentracion de 2x10° células/litro (Alberts et af, 1994).

Los linfocitos son células diferenciadas y en condiciones normales no se dividen
#n la sangre; sin embargo, en culfivo son estimulados por un mitdgeno {como la
fitohemaglutinina), para que sinteticen ADN y puedan dividirse durante fa mitasis (Alberts
et al, 1994; Gonzalez-Moran, 1996). La actividad mitética inicia en ias primeras 24 horas,




después de haberse adicionade el mitogeno y alcanza su maxima actividad & las 72 horas
{Rooney y Czepulkowski, 1986; Kirkiand, 1930).

El analisis de linfocitos de sangre periférica se ha utilizado como un monitor
biolégico para exposicién humana a substancias genotdxicas. Algunos estudios sobre
cultivos celulares expudsios a agentes fisicos y quimicos han demostrado que los
linfocifos de sangre periférica humana son un indicador extremadamente sensible fanto
en pruebas in vitro como in vivo que inducen cambios estructurales cromosémicos; estos
cambios en la estructura de! cromosoma indican evidencias de dafio en e material
genético (Evans, 1984; Brusick, 1987).

Desde el punio de vista mutagénico el linfocito ofrece un serie de ventajas como:
el presentar una vida media de 2 a 4 afios, lo que permite que acumule lesiones en su
ADN; generalmente se encuenira en un estado definido del ciclo celutar {G,); puede ser
inducido a la division cefular mediante un mitégeno, y posee una baja actividad de
reparacién. Cragias a dichas ventajas se han podido realizar una gran variedad de
anglisis como: Abemaciones Cromosémicas (AC), Intercambio de Cromatidas Hermanas
(ICH), Asociacién de Satélifes (AS), Cinética de Division Celular (CDC), Microntcleos
(MCN), Mutaciones Puniuales Dominantes (MPD), etc. (Moutschen, 1985; Roldan-Reyes,
1592).

Abefraciones Cromosdmicas

Las AC son alteraciones en la cadena del ADN que se reflejan en la estructura de
los cromosomas. Las AC consfiluyen una clase de evento de mutacién: cuando las
células sanguineas son expuestas a algiin agente dafiino, la posibifidad de riesgo puede ir
mas alld de las células somaticas (implicandose al tejido germinal que puede tener
impaclo en la capacidad reproductiva y causar enfermedades genéticas) (Brusick, 1987;
Kirkland, 1980).

El dafio cromosdmico que se disfingue en metafase puede ser dividido en dos
lipos: el cromosémico y el cromatidico (figura 2). Los linfocitos en fase de G, o G, del

ciclo celular expuestos a radiacion ionizante y otros agentes mutagénicos induce dafio de

v
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tipo cromosdmico donde la unidad de rompimienio y reunion es el cromosoma completo
{fabla 1) cuando las células son expuestas a los mismos agentes en estado de $ ¢ G, del
ciclo celular y, los cromosomas se han dividido ya en dos cromatidas hermanas, y se
preducen por lo fanto aberraciones de tipo cromatidico donde la eromatida simple sufre
rompimiento o cambio (tabla 1). Algunos otros agentes (como los alcalinos) pueden,
usualmente, producir aberraciones de tipo cromatidico cuando las células se exponen ai
mutageno en estado de G, (Evans, 1684).

Figura 2. Tipo de aberracién que se presenta en las fases del ciclo

celular cuando se exponen las células a radiacion Yy a agentes quimicos
(Evans, 1984)
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+ Aberraciones de tipo cromosomico

En este tipo de aberraciones encontramos siete clases que se pueden distinguir
en melafase. Las primeras 5 suponen tnicamente un cromosoma simple y son
conocidos como intra-cambios, mientras que los tipos 6 ¥y 7 suponen los cambios de
paries enire cromosomas y por lo tanto se clasifican como inter-cambios. Estas clases de
aberraciones son: 1) delecién terminal, en ta cual pares de fragmentos resultan del
rompimiento del ¢romoesoma apareciende como una aberracion obvia; 2) minutas
(intersticial, isodiamétrico o delecién en punto) o pares de fragmentos acéntricos,
pequefios en tamafio que aparecen como un par de esferas de cromatina; 3) anitlos
acéntricos, pares de segmenios de cromatina sin un centromero que se junta para

formar un anillo; 4) anillos céntricos, formados de un anillo que contiene un cenirdmero,




pueden ser facilmente disiinguidos por su morfologia, ya que ademas del tipo de anillo
acénirico que presenta va acompaiado de un fragmenio; 5) inversiones, que se
clasifican en dos categorias: a) paracéntricas, cuando ambos puntos de rompimiento y
feunién se dan en el mismo brazo del cromosoma ¥, b) pericéntrica, cuando los puntos de
rompimiento e inversion se dan en el fado opuesto del centromero; 6) franslocaciones
reciprocas, aberracionés que supomen rompimiento de dos Gromosomas y cambios
recipracos de sagmentos rolos entre dichos cromosomas y, 7) aberraciones
policéntricas o dicéntrit_:as (intercambios asimétricos), aberraciones que se originan por
un cambio enire dos o més cromosomas que resultan en la reunidn de producios
céntricos en caminos semejantes para formar una estructura dicéntrica ¥ una asociacién
de fragmentos acéntrices (figura 3) (Evans, 1984; Kirkland, 1990},

Tabida 1. Tipo de eventos que se presentan en las células duranie el cicio
celular cuando se exponen a radiacién y a agenies QUIMICOS (Brusick, 1987)

V_Esmdo del Fase S (Sintesis de
Bvento Fase Gt ADN) Fase G2 Mitosis
Cadena de ADN 1 132 2 21
Romplmiento Rompimiento
Tipo de eromostmico. Asillos. Combinaciones de todos | STomalidico,
aberracidn Translocacionas, fos anteriores Cuadrirradiales
observada | o 1ecién. Dicantricos. Trirradiates,
Fragmentos. Fragmentos
Sensitividad
relativa a efectos Baja Alta Moderada Baja
geénotduicos




Figura 3. Tipo de aberraciones que se presenian en los cromosomas
cundo se exponen a agentes genotéxicos (Evans, 1984)
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«# Aberraciones de tipo cromatidico

Las aberraciones de este tipo son consecuencia de emores en la replicacion
cuando ocuire la sintesis de ADN y generalmente son inducidas cuando la célula se
encuenira en el estado de S o G, de la interfase (figura 2) (Evans, 1984).

Las aberraciones cromatidicas pueden ser: 1) rompimientos cromatidicos, que
muestran claramente un mal alineamiento de la parte proximal y distal de la cromatida
rofa; 2} rompimientos isocromatidicos, muesira replicacién o unidn entre cromatidas
hermanas al final del rompimiento; cuando la replicacion es incompleta {no union) la
proximidad o distanciamiento de los fragmentos puede ser alineado o desalineado; 3)
cambies cromatidicos o intercambios entre cromosomas, cuando es formado un
fragmento acénirico y una cromatida dicéntrica cominmente llamada cuadrirradial; 4)
Intercambios con un cromosoma: a) entre brazos (intercambio inter-brazo), que
pueden ser asimétricos, cuando se forma un aniflo acénirico, o simékricos, cuando se
preduce una inversion en una cromdtida; y b) con un brazo (intercambio intra-brazo), en



que a menudo quedan asociados ¢on el cromosoma de origen; 5) Intercambios
crematidicosfisocromatidices de un trirradial, que forman un dicéntrico trirradial,

praduce fragmentos y no es una aberracion independiente, o Hirradiales monocéntricos, y

6) Intercambios cromatidicos, aberraciones con up cromosoma que puede incluir

rompimiento con algin ldcus sobre ambas croméafidas hermanas creando intercambio

entre las mismas (puedén ser vistas dnicamente por autorradiografia o por técnica de :
tincién con Bromodesexiuridina (BrdU)) (figura 4). Las aberraciones de intercambio J
también pueden ser dasificadas como asimétricas o simélricas dependiendo si s forma |
un fragmento acéntrico (Roonay y Czepuikowki, 1986: Kirkland, 1990).

Figura 4. Aigunos tipo de aberraciones cromatidicas en los cromosomas
cuando son expuestos a agenies genotdxicos (Evans, 1984)
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Asaciacion de Satélites

Cuando en una metafase de células humanas preparada bajo condicionies
estandares, los cromosomas se observan orientados entre si por sus brazos pequefios
{cromosomas acrocéntricos, grupo D y G) se dice que hay una “Asociacién de Satélites”
(AS) f(figura B); esto se debe a la tendencia de asociacion entre cromosomas
acroGENiNcos a iravés de su Regidn Organizadora Nucleolar (RON), que se encuentra
localizada en las consiricciones secundarias de dichos cromosomas (Pérez-Lépez, 1982).

Figura §. Célula humana en metafase indicando una AS
{100 X3

b propotionada por el Laboratosio de Cltagenética,
Mragénesis y Toxloologia Reproductiva, FES-Zaragoza, UNAM,

Las RON son grandes secuencias de ADN procedentes de varios cromosomas,
cada uno de los cuales contiene uno o mas grupos de genes codificantes de acido
ribenucleico ribosémico (ARNr) que se transcriben con gran frecuencia por la ARN
polimerasa | dentro del nucleclo. El nucleolo se farma al final de ta mitosis (en telofase) ¥
es el silio en donde se realiza la transeripcidn continua de multiples copias génicas de
moléoculas de ARNr que son empaquetados con las proteinas ribosomicas; carece de
membrana que lo deflimite, y sin embargo se pueden distinguir ires regiones: el primero es
el ceniro fibtilar que contiene ADN, que no estéa siendo transcrito activamente; el segundo
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es el componente fibrilar que contiene moléculas de ARN en proceso de transcripcion v,
el fercero, es el componente granular que contiene precursores de las proteinas
ribosomales maduras (Alberts ef af, 1994).

Las AS fueron descrilas por primera vez por Ferguson-Smith, Handmaker y
Harnden en 1961, estableciendo que éste fendmeno es importante en 3 produccion de
algunas anormalidades cromosdmicas humanas, come las no disyunciones y las
translocaciones, donde la probabilidad es superior entre cromosemas satelizados {Pérez-
Lopez, 1992).

Criterios para considerar Ia asociacioén de satélites

Zang y Back (1968) propusieron cuatro criterios para considerar las asociaciones
de salélites cuando se observaban en preparaciones de células en metafase (figura 6):

1) la distancia entre los cromosomas acrocéntricos no debe sobrepasar del largo del
brazo "q" ya sea de los cromosomas D o G (figura 6a),

2) los cromosomas acrocéntricos estin orientados exactamente sobre el mismo eje
longitudinal (figura 6b),

3) cuando fa crientacion de Yos brazos cortos de un cromosoma acrocéntrico adicional es

directa hacia la asociacién principal y no se queda por debajo de la “linea del

cenfrimera” de cualgsiera de los cromosomas acrocéntricos. - La "linea del

centromere” es la que cruza el centromero y es perpendicular al eje longitudinal

(ligura G} v,

los brazes cortos de los cromosomas acroténtricos se encuentren conectados por un

hito visible y clare con una composicion semejante a los mismos (figura 64).



Figura 5. Modelo de asociacién de satélites segin el criterio de

evaluacion propuesios por Zang y Back, 1948.

Electroforesis Unicelulor

La electroioresis en gel de células individuales, también conocida como "ensayo
cometa”, s una iécnica rapida y simple para medir y analizar rompimientos al ADN en
) céllas de mamiferos (Singh et al, 1988; Olive et af, 1880). Esta es una adaptacion de
oiros métodos en donde los rompimientos de hebra simple son cominmente evaluados
por procedimienios que incluyen tratamientos con pH elevado al realizarse el
deserwratiamiento de la cadena; el principio de este desenmollamiento en condiciones
alcafinas, elucion alcalina o sedimentacion en sacarosa en un medio alcatino es Gue si
algunas pares de bases de ADN son rotos por &lcali, la discontinuidad en 1a hebra simple
podria ser detectada (McKelvey-Martin of af, 1993).

En 1984, Osiling y Johanson presenlaron una técnica eleciroforética con pH
elevado capaz de detectar rompimiento en hebras simples de ADN v sitios alcali-lsbiles
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en células individuales (Singh et af, 1 988). Esla técnica consiste en suspender las células
en gel de agarosa sobre un portacbjetos y sumergirlas en una solucidn que contenga
detergentes y gran canlidad de sales 2 un pH de 10 para lisarlas; posteriormente se
exponen a la eleciroforesis por corto iiempo bajo condiciones alcalinas. Posterior a fa
electroforesis, se sigue Ja tincidn con bromuro de etidio observandose la preparacion en
un micrascopio de fluoredcencia; las células que presentan dafio en el ADN se observan
con una migracion de! nicleo hacia e dnodo que va incrementandose conforme es mayor
al rompimiento de Ia hebra (Tice ef af, 1590, McKeivey-Martin et af, 1993).

La imporiancia de esta iécnica es que permite la observacién de diferencias
intercellares en dafie al ADN y reparacion en una poblacion de células eucariotas que
pueden ser cbtenidas facilmente en una suspension de célutas simples (Tice ef af, 1990).

Algunas ventgjas de esta técnica som: a) se requiere de una muestra
extremadamente pequefia (1 a 10 000 células), b) proporciona posibilidades para medir el
comeia, ¢} es exiremadamente sensible en comparacién con ofras iécnicas, d) los
resultados pueden ser obtenidos en un solo dia, e) puede ser reproducible las veces que
se desee en € momento en que se hace el experimento y ) su costo es relativamente
bajo (Singh et al, 1988; Olive ef al, 1990; Tice et al, 1090; McKelvey-Martin ef af, 1993).

Contaminacién Ambiental por Metales

En la actualidad la contaminacién de! agua, aire y suelo se debe en gran parte a
las emisiones antropogénicas, debido a que una gran cantidad de sustancias después de
haber sido ufilizadas y procesadas son liberadas al ambiente como desechos, ya sea en
forma liquida, sélida y gaseosa. Dentro de esta fuente importanie de contaminacion se
encuentran principalmente tas actividades derivadas de la vida doméstica, las emisiones
automolrices, las aspersiones y fumigaciones agricolas, asi como oiras fuentes menores
de contaminacion que juegan un papel imporiante en la acumulacion de sustancias
nocivas en ef ambiente (Ma et af.,, 1982; Allamiranc-Lozano, 1992).




Dentro de las sustancias y compuestos que interactian con e} hombre en su vida
colidiana tenemos a fos metales (cobre, cadmio, mercurio, zinc, estafio, plomo, vanadio,
litio, eramo, molibdeno, magnesio, cobalto y niquel} los cuales, siempre estan presentes
en el ambiente, solos o en combinacién con ofros elementos formando parte de suelos,
focas, agua y maleria biolégica (Nriagu,1988). Estos elementos son considerados como
peligroses y de alto riesgo para el ser humano por diferentes organizaciones como: la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Agencia de Proteccion Ambiental {EPA), e
Pragrama de las Naciones Unidas para f Medio Ambiente {PNUMA) v 1a Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricwitura y la Alimentacién (FAO) (Ortiz-Monasterio of al,
1987, Bolafos, 199G). También se encuentran ofros elementos como ¢l arsénico,
germanto, selenio, antimonio y telurio que poseen propiedades quimicas y fisicas tipicas
de melales y a su vez poseen caracteristicas de elementos no metalicos; éstos son
ltamados metaloides (Altamirano-Lozano, 1992).

Desaforiunadamenie en paises como México en los que el problema de
contaminacion ambiental v las alteraciones de reproduccién son altos (Altamirano-
Lozano, 1992) no se cuenta con este tipo de asociaciones que estén a fa expectativa de
dichos problemas y la poblacion esta expuesta continuamente a xenobisticos sin saber lo
que puede reperculir en fuluras gengraciones.

TELURIO

Propiedades Fisicas y Quimicas

El felurio (Te) es un metaivide que pertenece al grupo VI-A de la Tabla Perigdica;
tiene peso atémico de 127.6 g/mol; su niimero atémico es 52: los ntimero de valencia que
presenta son 2-, 4+, 6+; es diatomico (Te,) en estado de vapor; su densidad en estado

metalico es de 6.2 g/ml a 20°C, en poivo amorfo es de 6.0 gimi a 20°C; su punto de fusién
es de 449.5°C y su punto de ebullicion es de 989.8°C (Clayion y Clayion, 1981: Merck
Index, 1989).




Dentro de las sustancias y compuestas que interactian con e} hombre en su vida
cotidiana tenemos a lus meftales (cobre, cadmio, mercurio, zZinc, estafio, plomo, vanadio,
litio, cromo, molibdeno, magnesio, cobalto y niguel) fos cuales, siempre esian presentes
en el ambiente, solos 6 en combinacién con otros elementos formando parte de suslos,
rocas, agua y materia biologica (Nriagu,1988). Estos elementos son considerados como
peligrasos v de alfo riesgo para el ser humano por diferentes organizaciones como: la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), fa Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), el
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente {PNUMA) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura v la Alimentacién (FAQ) (Ortiz-Monasterio ef al,
1987, Bofafios, 1990). También se encuentran otros elementos como el arsénico,
germanio, sefenio, antimonio y telurio que poseen propiedades quimicas y fisicas tipicas
de metales y a SU vez poseen caracteristicas de elemenios no metslicos; éstos son
llamados metaloides (Altamiranc-Lozano, 1992).

Desafortunadamente en paises como México en los gue el problema de
contaminacion ambiental y las alleraciones de reproduccién son altos {Altamirano-
Lozano, 1892) no se cuenta con este tipo de asociaciones que esfén a la expectativa de
dichos problemas y fa poblacion esta expuesta continuamente a xenobiéticos sin saber lo
que puede repercuiir en fuluras generaciones.

TELURIO

Propiedades Fisicas y Quimicas

El telurio (Te) es un metaloide que pertenece al grupo VI-A de Ia Tabla Periédica:
tiene peso atémico de 127.6 g/mol; su nimero atomico es 52 los namero de valencia que
presenta son 2-, 4+, 8+; es diatdmico (Te,) en estado de vapor; su densidad en estado

metalico es de 6.2 g/ml a 20°C, en palvo amorfo es de 6.0 g/ml a 20°C; su punto de fusién
s de 448.5°C y su punio de ebullicion es de 989.8°C (Clayton y Clayton, 1981; Merck
index, 1989).




Ef Te existe en dos formas alotrépicas, en polve ¥ cristales isomorfos. Tiene ocho
isdlopos estables: 120 (0.089 %), 122 (2.46 %), 123 (0.87 %), 124 (461 %), 125 (.99
%), 126 (18.71 %), 128 (31.79 %) y 130 (34.48 %); de igual forma presenta isdtopos
radiactivos arificiates que son: 114-119, 121, 127, 129, 131-134. Est4 presente en la
cortaza terrestre en una concentracion de 0.002 ppm, aproximadamente. Se encuenira
en forma de teluridos en’ combinacion con metales en fos minerales como la tetradimita,
allaita, cotoralodita. Comunmente, los teluritos se encuentran como didxidos ¥ en forma
nativa se encuentran asociades con la plata v el oro. Fue descubierio per Reichenstein
en 1782 y en 1798 Kiaprot le dio su nombre actual (Gerhardsson ef al, 1986; Merck index,
1930),

Es insoluble en agua, benceno v disulfuro de carbono, es soluble en alcohol,
hidréxido de sodio, 4cido clorhidrico y alcalis, vy en presencia de aire se disueive en
hidroxido de potasio. Algunos compuastos como el xido de telurio son casi insoluble en
agua vy algunos fluidos; el acido telirico es soluble en agua con una tendencia firme para
polimerizar; el Te,C), es descompuesto en agua en didxido de telurio y acido clorhidrico;
¢l TeCl, es blanco y muy higroscdpico, se funde como un liquido amarillento v a altas
temperaturas es de celor rojo obscuro, es soluble en alcoho! absoluto ¥ tolueno {Carson
ot al, 1987; Merck index, 1989).

_ Los Estados Unidos de América, Canada, Perg ¥ Japoén son grandes productores

de Te, y obfienen el elemento durante el refinamiento electrolitico de una burbyja de
cobre a través de los lodos fermados en el dnodo; estos lodos contienen arriba del 4% de
Te que es extraids por disolucidn en sosa caustica seguida de una electrolizacion
(Gerhardsson ef af, 1986},

Usos

El Te es ulilizado en Ja industria como aditivo metalirgico para mejorar las
caracteristicas de aleaciones de cobre y acero, en la fundicidn del hierro, aluminio y
bronce. También es utlizado en algunos procesos quimicos como catalizador. €f Te
muestra gran conductividad dependiende de la configuracion de sus Aatomos,




conductividad que se incrementa ligeramente con [a exposicién a fa iuz (Kudryavisev,
1674).

El Te puede formar pastas con la plata, el cobre, el oro, el estafic u offos
elementos que son utilizados para el acabado de metales, preparacion de explosivos,
antioxidantes, transmisores de vidrio infrarrojo v también para uso en fa termoeléctrica y
otros digposifives. Su mayor uso ha sido en la vulcanizacién del catcho, en donde es
ulitizado para reducir el fiempo de curimiento ¥ mejorar fas caracieristicas del mismo
incrementando la resisiencia al calentamiento ¥ fa abrasion. El vapor de Te es utilizado
en lémparas de luz domésticas (Kudryavtsev, 1974; Clayton y Clayton, 1981).

A principios de siglo, el Te fue utilizado como un agende terapéutico para detener
la transpiracién noctusna en pacientes tuberculosos (DeMeio y Henriques, 1947} y para el
tratamiento de sifilis en forma de suspensién administrandolo por via intramuscular; esto
producia sintomas secundarios como clor a ajo en el aliento y sabor metalico en la boea
{Brownin, 1969).

Algunos compuestes come el acido graso de Te tratado con yodo radiactivo
(TPDA) ha sido utilizado para a exploracién del miocardio (Bianco ef al, 1984}, o como el
tricloro de amonio [dicxoetilen-O,Oftelurato (AS-101) que es utilizado en la aplicacion
terapéutica como anticancerigeno e inmunomodulador (Sredni et af, 1990).

Exposicién y Absarcién

E! Te que se encuentra en el aire es originado principaimente por emisiones
industriales y combustién de carbén; se estima que anualmente alrededor de 40
ioneladas de Te son desprendidos en cenizas junto con otros derivados metalicos
subproducios de la combustién. Por ofra parte, alrededor de 2 ng de Te/m® af dia son
liberados por plantas electrofiticas de refinamiento de cobre, el cual cubre una distancia
de 2 Km. (Sefijankina y Alekseeva, 1971; Davidson y Lakin, 1972).

El Te emitido en forma de didxido de Te y acido telirico en los procesos

industriales, de combustion y metalirgicos, representa una fuente de exposicion laboral
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millticte que puede incluir ademas al plomo, zinc, arsénico, selenio, cadmio y talio
(zeaal'son, 1973). En un estudie realizado por Steinberg ef af (1942) sobre los niveles de
contaminacion en aire en los procesos de fundicion de hierro, se reportaron de 0.01 a 0.1
mgim®, de los cuales un 70% de los resultados estaban entre 0.1 y 0.05 mg/m®
(Gerhardsson ef af, 1986).

Schroeder ef af (1967) reafizaron una investigacion sobre el contenido de Te en
Muestras de comida y reportaron lo siguiente: carne (en general) 4.2 mglkg; productos de
leche 4.8 mg/kg; cercales 2.8 mgikg; grasas y aceites 1.8 mgaikg; vegetales y frutas 1.1
mgfkg, diela de hospitales 0.44 mafkg. Después de analizar estos restuliados, Nason y
Schroeder (1967) eslimaron fa absorcidn diaria al organismo de aproximadamente 100
poikg (Gerhardsson ef af, 19856).

En el hombre, la absorcign del Te ro ha podido ser cuaniificada bajo tas bases de
informacién disponible (DeMeio, 1946; DeMeio y Jetier 1948). En comparacién con los
vegetales, en una sola ocasién se ha reporiado la presencia del Te en plantas de culfivo;
en este estudio, las muestras de sales en arbustos contenian 2 mafkg y en cactus 25
mglka (Gerhardsson ef al, 1986). Asimismo, en animales de laboratorio, principaimente
en ratas, la absorcién de teluritos se estimé de 10 a 15% legando a un 25% (Hollins,
1869, Slouia y Hradil, 1970).

El Te es inhalado por exposicidn a los gases desprendidos en 1os procesos
metaitirgices y refinamientos del caucho. En muchas ocasiones es ingerido por alimentos
que han sido expuesios directa o indirectamente, como las cames rojas, cereales, grasas
y aceiles, vegetales y ‘imtas; okra manera de absorcion es a través de la piel, por
exposicion directa a los vapores en los homnos industriales y compuestos sdlidos; en ésta
exposicidn se causa salpuliido y graves quemaduras acompaiiadas de un olor a ajo en el
allento v en la suderacion (Gerhardsson ef af, 19886).

Distribucion y Excrecion en el Organismo

Algunos investigadores han realizados estudios en animales de iaboratorio con
telurito de sodio y 4cido telirico en solucion y han demostrado que ta via de
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administracién, ya fuera infravenosa, intraperitoneal u oral, no altera ef patron de
distribucién y deposicién dentre del organismo (DeMeio y Henriques, 1947: Moskalev,
1860; Holling, 1969; Slouka y Hradil, 1970), ya que el tiempo aproximado para Ia
deposicion dentro del organismo, es de una a dos horas después de la administracian.
Los sitios en donde se ha observado mayor acumulacion de estos compuestos son el
fifibn, higado, pulmon, tiroides, bazo y sangre; en el misculo la incorporacion es lenta ¥
en el hueso es acumulado a largo plazo (Gerhardsson ef al, 1986).

Holiins (1969) estimé el tiempo de vida media en diferentes drganos de rata: como
se muestra a continuacion:

Organo Tiempo de Vida Media
(Dias)

Sangre 9.2

Higado 10.2

Misculo 17.7

Rifién 230

En 1986 Gerhardsson encontré que en hueso también se acumula v sugiere que
précticamente no se libera el Te depositado en ese érganc (Friberg ef al, 1990)

En las ratas, el telurito de sodio inyectado, ya sea por via intrapetiioneal o
infravenosa, es excretado principalmente por la orina (14-27% entre las 24 trs.; 33% en
una semana aproximadamenie); en excrecion fecal la cantidad es de aproximadamente
6% en 24 hrs. y 14% en una semana, En otro estudio con perros hembra, la inyeccion

por via intravenosa de telurito de sodio, demostré que I3 excrecion era alrededor de 11 al
16% en 1 hora y 23% en 6 dias (DeMeio y Henriques, 1947; Hollins, 1969; Slouka Vi
Hradil, 1970).




Efectos en el Orgonismo
Animales de Laboratorio

En rafas tratadas con un compuesto de Te, se repoitd neuropatia periférica con
debitidad y paralisis en las paries traseras (1 a 1.25% en la dieta); ademas se observé
desmielinizacion gradual en células de! sistema nervioso, la cual desaparece alrededor de
una semana después (DeMeio y Jelter, 1948; Lampert et af, 1970; Lampert y Garret,
1971).

Garro y Pentschew (19684} apficaron Te a ratas Long-Evans prefadas, y evaluaron
el efecic en las crias encontrando que los fetos presentaban hidrocefalia v pérdida de
peso. Resuliados similares fueron reportados por Agnew et af (1968) en ratas hembra
Wistar apficandoles Te metéiico en Ia dieta durante la gestacion, para lograr determinar el
periodo embrionario de susceptibilidad teratogénica.  Finalmente Pérez-D"Gregorio y
Milter (1988) evaluaron la foxicidad del Te,0, duranie el periodo fetal en ratas Wistar
observando edema, hemia umbilical y hemorragia ocular ademas de fos halfazgos ya
descrilos por los autores anteriores (Pérez-D'Gregario y Milier 1988),

Hurmmanos

'En investigaciones realizadas en 1920 se enconfraron los primeros indicios de
contaminacitn por Te en <! organismo humano en trabajadores que laboraban en hornos
industriales; ta exposicion incluia dcido teltirico y didxido de telurio en polvo. Algunos de
estos trabajadores presentaban olor a ajo en el aliento, sudor y orina, sequedad en ia
boca y sabor metdlico. Otros presentaban inhibicion de ta funcion sudorativa o mosiraban
una piel seca y samosa, anorexia, nausea, vémito, depresion y somnolencia
{Gerhardsson ef al, 1986; Friberg ef af, 1990).

En investigaciones realizadas en trabajadores de una fundidora, se encontré
congestién, edema y degeneracion de grasa en higado; se esiimé la ingestion de telurito
de polasio duramte 7 dias v se observé que era de 0.4 a 0.88 d aproximadamente,

ademds de provocar anorexia, nausea, depresion cardiaca y el caracteristico olor a ajo
{Brownin, 1969)}.




Posteriormente, en 1942, se reportaron los mismos resultados, ademas de faita de
apelito en trabajadores expuestos al humo de una fundidora de hierro. Popova et alf
(1965) investigaron dos casos de envenenamiento no fatal por vapor de Te {no fue dado
el nivel de exposicién), los sintomas que se presentaban fueron debilidad, tos,
escalofiios, amnesia, palidez de la piel y decoloracion verde-negruzeo en ia mucosa de la
lengua y nasofaringe; ismperatura elevada ¥ pulso acelerado, ademas de leucopenia y
neutrofifia (Gerhardsson ef g/, 1986).

Finalmente Blackader y Manderson {1975), examinaron a dos quimicos que
inhataron accidentalmente hexafiuorito de Te, y sus (nicos sintomas fueron el cansancio
y el domir inevitablemente por las tardes; uno de elflos presentaba una pigmentacion
azul-negruzca bajo la superficie de la piel, bajo el tejido de sus dedos y en menor grado
en las lineas de su cuelio v cara; esta deposicion intradérmica del Te toma una palidez
que dura semanas, lo que se ha considerado como una rara forma de absorcion en la piel
probablements de los ésieres volatiles de Te (Gerhardsson et ai, 1988},
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ANTECEDENTES

Los esludios que'demuestran mutagenicidad y genotoxicidad producidos por Te
en organismos inferiores (principalmente bacterias) ha sido limitada; de eflo tenemaos un
sblo estudio realizado en 1980 por Kanematsu y colaboradores, en el cual observaron
que en ensayos con Escherichia coli y Salmoneffa typhimurium, compuestos de Te como
el Na;H.TeOQ, y el Na,TeO, en conceniraciones de 10 1M eran potentes mutdgenos,
mientras que para el TeGl, con una concentracién de 1 uM no se faportd mutagenicidad
algiina {Kanematsu ef af, 1980).

Estudios realizados en animates de laboratorio, tratados con Te o alguno de sus
compuestos han side de gran relevancia, ya que muestran las alteraciones morfolégicas y
teraldgenas que se pueden producir en descendientes de fos organismos tratados; sin
embargo, hace faltla mas informacién sobre fa posible citotoxicidad, mutagenicidad o
genotoxicidad en dichos organismos. Por ofra parte, fas investigaciones realizadas en
humanes son insuficientes, ya que de ello dnicamente tenemos como referencia un solo
estudio con feucocitos humanos in vitro tratados con telurito de sodio (1.2 X 10 uM) v
telurite de amonio (2.4 X 10 uM) en donde se observé un incremento significativo con

tespecto al iesligo de rompimientos cromatidicos (Patton y Allison, 1972) siendo la unica
evidencia de genotoxicidad de) Te.
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JUSTIRIC ACION

El Te es {iberado al ambiente por procesos metalligicos y de combustidn de
carbon representando este una exposicion inevitable para el organismo humano y
cuslquier olra especie bickigica (Selijankina y Alekseeva, 1971; Davidson y Lakin, 1972
Gerhardsson, 1986).

Los estudios gue demuestran 1a citofoxicidad ¥ genatoxicidad del Te en cullivos de
Cgiutas del organismo humano précticamente no existen ya gue, solo se tienen estudios
sebré leucocitos i vitro tratades con telurito de sodio y telurito de amonio en donde se
observaron rompimientos cromaltidicos significativo (Pation y Aflison, 1972), y en ofros
estudios algunos aulores sefialan que compuesios que contienen Te (como el AS-101)
han sido utilizades como agentes citostaticos (Sredni ef al, 1987). Los antecedernies
anteriores nos hacen pensar en fos posibles efectos genctéxicos que e) Te pudiera tener
en el arganismo humana; es por ello que en el presente trabajo se decidid estudiar fanto
el efecto citotéxico como Qénéléxieo del TeCl, en linfocitos humanos tratades in vitro.
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HIPOTESIS

Se ha obseorvade que alguncs compuestos que confienen Te son capaces de
preducir dafio al ADN en procariontes (£, coli y S typhimurium), v en eucariontes el
esiudio de los efectos cito ¥ genotdxicos no son concluyenies; sin embargo, se ha
reportade que en culiivos de células humanas (leucocitos) se han observado alteraciones
cemo rompimienios cromosomices. Por o que, si cultivos de finfocitos humanos son

tratados con TeCl, en diferentes fases del ciclo celufar, este compuesto probablemente
induciré alteraciones en la divisién cefular y daiio al ADN.




OBJETVOS

General

Estudiar el efecto cilotéxico y genoidxico del TeCl en linfocitos humanos in vitro.

Especificos

Evaluar el efecto del TeCl, sobre el indice mitético de linfocitos humanos tratados
in vitro.

Analizar el tipo y determinar la frecuencia de aberaciones cromosdmicas (AC) en
tinfociies humanos in vilro tratados con TeC),.

Evaluar el tipe y la frecuencia de asociacion de satélites {AS) en cultives de
Winfocites humanas in vitro tratados con TeCl,.

Evaluar la posible induccién de rupturas de cadenas sencillas en el ADN de
linfocitos humanos in vifro tratados con TeCl,, mediante la técnica de Electroforesis
Unicelular {(EU).
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MATERIAL Y METODOS
Compuestos Quimicos

Se utilizé Tetracloruro de Teluric {TeCly) aLoricH, USA) en concentraciones de 0,
37,74y 14.8 pM solubilizads en etanol al 96 % vy esterilizado por filtracién a través de
una membrana Millipore de 0.22 pm.

Qbtencion de Ia Muestra

A partir de donadores varones clinicamente sanos {que no estuvieran en
tratamienic médico, que no fueran bebedores ni fumadores, etc.), de entre 25 a 30 afios
de edad, se exirajeron 10 ml de sangre periférica, con una jeringa previamente
heparinizada y se siguieron dos protocolos.

Profocolo t
Para la obtencion de Metafases

Los experimentos se hicieron por duplicado con su repeficion cada uno. Se
cultivaran 9.5 ml de sangre colocados en 5 mi de medio RPMI-1640 suplementado con L-
glutamina (siema, usA) ¥ fitghemaglutinina, en tubas cénicos de polipropiteno de 15 mi y se
incubaron durante 48 hrs a 37°C.

Tratamiento

Alinicio de los cuitivos y a las 45 horas de incubacién a cada tubo se le adiciond el
iratamiento con TeCly en concentraciones de 0, 3.7, 7.4 y 14.8 puM en medio de cultivo.

De manera paralela, se realizaron culiivos Unicamente con etanol en concentraciones de
0, 47.9, 95.8, 191.6 6 383.3 uM, para saber si &} efecto se debia al TeCl, o al etanol. Dos
horas antes de terminar las 48 hrs de incubacion, a cada tubo de cultivo, se le agregaron
0.1 mi de colcemida grvine SCIENTIFIC).
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Cosecha

La cosecha de los culiivos se realizd mediante centrifugacién a 1000 r.p.m.
durante 5 min; posteriormente, se extrajo ef sobrenadante y el botdn celular se sometid a
un chogue hipoténico con KCI 0.75 M durante 25 min a una temperatura de 37°C,
Transcuridos Ios 25 min se centrifugd nuevamente a 1000 rp.m. durante 5 min, se
extrajo el sobrenadante y se agregaron 5 mi de fijador {metanol-acido acético, 3:1); esto
se realizé tres veces por fiempos de 15 min el primero y los dos dflimos de 10 min
respectivamente, cada una con su respectiva centrifugacion.

Preparacién de Laminillas

Se hicieron las preparaciones colocando tres gotas de Ia suspensién celular en
cada portaobjelos {cuatro laminillas por tratamiento), éstas se secaron con ayuda de la
flama de un mechero y finalmenie se tifieron con Giemsa (SIGMA, Maxico). Se obkservaron al
microscopio y se contaron 1000 células por laminilla para obtener el indice Mitético (iM),
se obiservaron 100 metafases (25 metafases por laminitta) para deferminar el nimero y
lipo de AC (tanio cromatidicas como cromosomicas, segn se diera el caso), mientras que
para AS, a las mismas melafases se les observd la distribucién ¥ locatizacién de los
cremosemas D y G,

Frotocolo I
Electroforesis Unicelular
Tratamiento
Se hicieron culfivos con 20 ul de sangre en 200 pl de medio RPMI-1640 en tubos
Eppendoif de polipropileno de 1 ml de volumen, se adiciond el TeCl, en concentraciones

de 0, 3.7, 7.4 y 14.8 uM y se incubaron durante 2 hrs. De manera paralela, se realizaron
cultivos dnicamente con etanol en concentraciones de 0, 47.9, 95.8, 191.6 6 383.3 TLER
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FPreparacion de Laminillas

Se preparé agarosa de bajo punto de fusion al 0.5 % (125 mg en 25 mi de solucién
amertiguadora) y agarosa regutar al 1.0 % (500 mg en 50 mif de solucién amortiguadora).
En un poriactjetos se agregaron 200 ul de agarosa reguiar y se le colocd un
cubreobjetos, se dejé por 5 min o hasta que solidifico a 4°C; después de este tiempo, se
removié el cubreobietos y se agregaron 75 ul de agarosa de bajo punto de fusidn
mezclado con 10 W de la muestra tratada, se colocd nuevamente el cubreobjetos v se
dejo por § min o hasta que solidific a 4°C. Posteriormente, se removié el cubreobjetos ¥
se le agregaron 75 pl de agarosa de bajo punto de fusién dejando la laminilia en las
mismas condiciones que fa primera vez, Finalmente, a la laminila se le refirs €l
cubreobjetos y se les colocéd en una solucion de lisis fria preparada 1 h antes, refrigerada
ad4°C,

Al mismo fiempo se higieron 2 preparaciones con perdxido de hidrogeno (H;0»)
sirviendo como testigo positivo; este compuesto se conoce a través de la bibliografia
como un efectivo agente clastoaénico.

Elaciraforesis

Las laminilfas se retiraron de la solucién de lisis ¥ se colocaron en una camara
para electreioresis gue contenia solucion amortiguadora alcalina (NaOH 10 N y EDTA 200
mM a pH=13) para realizar la corrida y se dejé por 20 min para que ¢l ADN se
desenroffara.  Fosteriormente, se ajustaron el voltaje v fa corriente a 25 Voits y 300
Amperes ¥ se permitié la migracién det ADN durante 20 min.

Tinecién de Laminillas

Las laminilfas se retiraron de la camara de electroforesis Y se enjuagaron 3 veces,
5 min en cada ocasion con una solucian amortiguadora neutrafizante (Tris 0.4 M a
pH=7.5). Finalmente se agregaron 50 i de bromuro de etidio y se coloco un cubreobjetos
para poder obsetvarse al microscopio de flucrescencia. Se evaluaron 50 células por
laminilla {2 laminiftas por tratamiento) para poder hacer ef analisis estadistico.
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Viabilidad

Para evaluar viabilidad se hizo una mezcla de 20 pl de muestra mas 20 pt de
solucion de trabajo (5-6 diacetato de carboxifluoresceina + bromuro de etidio) para tefir y
se incubd por 5 min a 37°C evitando la luz; después de este tiempo se agregaron 100 pl
de medio para enjuagar, se ¢entrifugd a 4000 r.p.m. durante 3 min y se extrajo s6lo ia
mitad de sobrenadante, se resuspendié y se tomaron 10 pl que se colocaron en un
portagbjetos y se observaron al microscopio de fluorescencia. Se contaron 100 células,
temando las verdes como vivas ¥ las anaranjadas como células muertas.

Andlisis Estadistico

Para evaluar las diferencias en el porcentaje del indice mitético se aplicé fa prueba
de dilerencia de proporciones (Z; P<0.05 y 0.01 valores criticos para ensayos de dos
colas), para la evalacion del fotal de células con aberaciones cromosémicas, la
elclrblivresis en gel de células individuales y la asociacién de saiélites se utilizo el
andfisis estadistico de Ji cuadrada (P<0.05), mientras que para la frecuencia de
abemaciones cromosdmicas se ulilizo la prueba de "t" de Student {(P<0.05).
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RESULTADQS Y DISCUSION

Los marcadores biologicos son aquellos parametros relacionados con la aclividad
de los organismos que permiten determinar eventos relacionados con su fisiologia de
manera cualitativa o cuantitativa (Espinosa-Rivera, 1897) ¥ van a depender del evenio
que se quiera medir. Los marcadores de citotoxicidad evalian ¥ comparan la tasa de
proliferacién celular, per ejemplo: el indice mitdtico (IM) of cual es un parametro que indica
el porceniaje de células que esta en division o fa cindtica de proliferacion cefutar {CPC)
que es aquella que indica qué tanto se han dividido las clulas ¥ con qué frecuencia
(Ostrasky-Wegman ef &, 1991; Gonsebatt-Bonaparte, 1994).

Actualmente se ha dado una mayor imporancia a los marcadores de
genotoxicidad como son: las abemaciones cromosémicas (AC), los intercambios de
crométidas hermanas (ICH's), los microntcleos (MN), las mutaciones génicas y los
rampimizanics de cadena en ADN en donde se utiliza la técnica def “ensayo cometa” ya
sea en condiciones alealinas {cuando se quiere defectar cadena sencilla) o condiciones
neutras {cuando se quiere detectar cadena doble) (Singh ef al. 1988; Gonsebatt-
Bonaparte, 1984; Rodriguez-Reyes, 1596).

1) INDICE MITOTICO

Los cambios que provoca un compuesto sobre el proceso de divisidn celular, son
un criteric impertante para la identificacidn del dafic en los sistemas genéticos. Lla
toxicidad celular producida por un medicamento o compuesto, es uno de ios indices que
generalmenie se evaliia para detectar los efectos de los agentes quimicos: los parametros
mas uliizados para este fin son ef indice mitdtico v la tasa de proliferacién finfocitica. Este
Gltimo aporia también informacion sobre ta duracién del ciclo celutar. La citotoxicidad se
mide por cambios indirectos al ADN, es decir, sobre enzimas, membranas, estructuras
profeicas y fisosomas, enfre ofros, que nos conducen a una inbibician de) crecimiento o
alteracién de la actividad miidtica y muerte celular (Shama ¥y Talukder, 1987; Rojas-
Castillo ef al, 1993).

Se sabe que la mayoria de los metales son capaces de afectar la division celular y
producir alleraciones en Jas fibras del huso mitético, lo que conduce a la formacién de
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diplecromosemas, pofiploidias ¥ a una disminucion del IM (Sharma y Talukder, 198?).'

En el presente estudio se dan evidencias del efecto citotéxico de un compuesto de
Teturio en el sistema de linfacitos humanos in vitro, en concentraciones de 3.7, 7.4 y 14.8
MM. La citotoxicidad se evalio mediante ef iM que es el porcentaje de células que entran
en milosis con respecto a las que no entraron en mitosis. Los resultados obtenidos
muestran que el TeCl, aplicado 3 horas antes de la cosecha en las dosis de 7.4 y 14.8 uM
disminuye significativamente el IM con respecto al testigo (grifica 1), mientras que en los
tratamientos per 48 horas se observd que dnicamente la dosis de 14.8 pM disminuyo de
maneta significativa este pardmetro con respecto al testigo (grafica 2). Estos resultados
demuestran que el TeCly es un compuesio citotdxico y lo més probable es que, la dosis
subtéxica det compuesto se encuentre entre los 7.4 y 14.8 M.

Gréfica 1. Efecto det TeCls sobre el indice mitéiico en
cultives de finfocitos humanos (tratados par 3 horas)

L= _L

*
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3.7 74

Qa 148

Casis (piA)

*P<0.1 con prueha de Z.
**P<0.85 con prenba de Z,

Muesiros resultados tienen el mismo comportamiente que los reportados por
Pattan y Afison (1972), tos cuales determinaron los niveles de toxicidad de algunas sales
de talurio '(telurato de amonio, 2.4X10° pM y telurito de sodio, 1.2X10™ uM) en cultivos de
fibrobtasios y leucocitos, encontrando una reduccion significativa de! IM. Las variaciones
obiservadas en cuanto a las dosis de los compuestos puede deberse a que ef TeCl, es
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mas estable que los compuestos utilizados por Patton ¥ Allison, ademas de que, es
probable que (os iones de €l que acomparian al Te le proporciongn caracteristicas (de
solubilidad, por ejemplo) adecuadas para entrar facilmente 2 Ja c8lula.

Grafica 2. Bfecto del TeCls sobre el indice mitético en
cullivos de linfocitos humanos (fratados por 48 horas)

] T T
6.0 3.7 74 14.8
Dasiz fpi)

*P<0. T con preeba da Z.

Se ha visto que en ofros compusstos de Te como el AS-101 que se uiiliza como
droga citostatica en pacientes con cancer, ademas de ser un agente inmunomodilador
permite ta incorporacion de timidina (*H) en e! ADN en los espacios de timidina; estimuia
1a produccion de interleucina-2 (IL-2) activando a sus receplores en células monoclonales
e inhibe el M en células proliferantes (estimuladas con PHA), esto se incrementa
conforme aumenta la dosis; en algunos casos también se ha observado disininucion de Ja
cinética de profiferacion celular, esto se podria deber a alguna reaceién que pudiera inhibir
a alguna cinasa cuando 1as célutas se encuentran en una activacion continua debido a la
PHA. El AS-101 actia de dicha manera ya que inhibe Ya divisién sucesiva de las células
dafiadas (Sredni ef al, 1987; Sredni et a/, 1990; Montero ef af, 1993),

En esie ifrabajo se ulilizd el etanol para preparar ta solucion de trabajo con el
TeCly; conforme se realizaban los experimentos también se hicieron tratamientos
individuales con las dosis de 47.9, 95.8, 191.6 6 383.3 uM de etanol para descartar la
posible refacion del efecto citotdxico que pudiera tener ! etanol con el compuesto de Te;




* como se observa en la gréfiea 3, ninguna de las dosis del etangl utilizadas, modificoé de

- manera significativa el IM en los linfocifos humanos en cultivo (iratados por 48 horas)
eéstos resultadas descartan la posibilidad de que el efecto citotéxico observado en fos
tratamientos por 3 y 48 horas con el compuesto sea debido al etanol.

Grdfica 3. Efecto del elanol sobre el indice mitdlico en
Cutlivos de Binfecitos humanos {iratados 48 hores)

T T -~
00 4TS B8 191.8 383.9
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2} ABERRACIONES CROMOSOMICAS

En mamiferos, algunos de los compuestos con iones de metales pesados
provacan en la actividad mitética un abatimiento, al incrementar el nGmero de
anarmalidades cromasémicas; la actividad clastogénica generalmente se ve incrementada
de acuerde con ia tabla periédica y a la familia, por el peso atomico, electropositividad y
solubitidad, asi como ambas se incrementan con et tipo de enlace que se forma, por
ejemplo, algunas metales como el vanadio o arsénico pueden formar entaces covalentes
© covalentes coordinados con las macromoléculas bioldgicas (Sharma y Talukder, 1987).

En nuestras resultados observamos aberraciones de tipo cromatidico (figura 7),
principaimente fragmentos sencillos o dobles {cuando se observaba uno o dos fragmento
enlre la metafase) {figura 7a), rompimiento sencillo o doble {cuando una cromatida o
ambas del cromosonta estaban rotas) {figura 7b), células pulverizadas {cuando ta
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melafase presentaba tantos fragmentos que no se distinguia ningan cromesoma

completo) (figura 7} y gap (espacios Muy pequefios que quedaban entre las cromatidas y
s6lo se abservaba una fibra que unfa un extremo con el ofro) {figura 74d).

En la tabla 2 se observan los resutiados de fa frecuencia de aberraciones
estruciurales en los cullivas de finfocitos himanos fratados con TeCly por 3 horas (fase 1
Gz). En estos resulladss se observa que el total de AC estruclurales por céluta, en los
tratamisntos con desis de 7.4 y 14.8 uM aumenta de manera significativa con respecio al
testigo. Para culives tratades durante 48 horas se observa un aumento significativo en la
frecuencia de aberraciones cromosomicas estructurales y en e total de aberraciones 1
cromosomicas por géhda-en las dosis de 7.4 y 14.8 uM {tabla 3).

Tabla 2. Frecuencia de oberaciones cromosdmicas {AC) estruciurales en 1
7 linfocites humanos en cullivo fratados con TeCla (por 3 horas).

| Tefalde] Frécuencia de #be'rranidne_s~.Gr§ni‘o‘sdniicas
Teatamionto “Gélulas | Totalde [ Fragmento Rompimiento. | 'OeRIlaS
C oy CONAG | ACICSL ' | Pitverizadas{. gap

Sencillo { Doble | Sencilio: Doble.
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R | EET (0033 < | QOSSE [ E f RERIE |
8T 1dgon 0.2037 0.224)?;_1_9;‘053) o0 | 0

RN B 3 [T R (0033 | QUK £ | U006 E | o5z T oEE ]

74 (1886 o | 0.180 | 0.161) | 0081} | 0058 | o.em

[ TR BT [ (055t | 005 I | 00T @Ol [ (0067 | 0003 T
M8 ) @522 | @98 | 0436 | 0.7ap 0.243° | 0.066) | 0251 | 0.8
W&:ﬂn smeﬁl de Ji cuadr!dl ) mcon prueba de " de Student pal;'a Frmda de AC

Cuando los linfocites estén en cultivo Se encuestran esencialmente en la fase G,
de) ciclo celutar; una vez que el computesto se ha puesto en contacto con &} ADN, del
mado de accidn del agente dependera el que se produzca un dafio cromosdmice
pasticular, por lo que se pueden presentar aberraciones de tipo cromaosdmico, que ccurren
durante ta fase G; en la que ef cromosoma esta constituido por uha sola cadena de ADN
¥, el dafio cromatidico, que ocurre durante ia fase de sintesis o en la fase de G. en las
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que hay dos cadenas (Ostrosky-Wegman, 1086; Gonsebatt-Bonaparte, 1994). En este
tHtimo, después de que el cromosema se ha dividido en dos cromatidas hermanas, se
observara a una de fas cromélidas involucradas ya sea en forma de rompimiento o de
intercambio (Evans, 1984). Con lo mencionado anteriormente, podemos afirmar que el
TeCly es un compuesto que produce aberraciones de tipo cromatidico ya que 3
principalmente se observaron fragmentos sencilios (tabfa 2). ]

En los tratamientos por 3 horas (fabla 2) con el TeCl, también se observa que ia
frecuencia de AC estruciurales es mayor que en los tratamientos por 48 horas (fabla 3);
esto se puede deber a que dichas lesiones pueden perderse debido a muerte celular,
dilucién de las lesisnes mediante fa division de células progenitoras o los mecanismos
intrinsecos en la céla (Kligerman ef af, 1988). En esta misma observamos que al utilizar )
una dosis de 14.8 pM se disminuye el nimero de metafases analizadas, este hecho se
podria deber a la disminucidn del indice mitdtico que presentan los cultivos.

Tabla 3. Frecuencia de abemaciones cromosémicas [AC) estruciurales en
kinfocifos humanos en culfivo iratados con TeCM (por 48 horas).

, - T | (005
1800y 1 {13.38) 0.187)° °| 01
| N800 | BAE00 | (ST | (0025 | (005 (0%

1 | (o 0 0161 | 0469

° | 0.150° |
| #0300 | 6a/3007 | (@05 | {0.023% | (0.090% | (OO E
M8 (13667 | (1800 | o288 | o.150¢ | 0.170p | G.cEn) 0 0.226)°
,“7.95 coh prueda de i étﬂﬂﬂdﬂ *P<G.05 con prusba de '~ de §tudent para Frecueancia de AC

Un factor importante en los cultivos /n vitro es el tiempo durante ef cual estos estan
expueétos a los agenles genotoxicos. Alrededor de las 48 horas de cullivo a 37°C ia
mayaria de los linfociios experimentan su primera division. Las preparaciones celulares
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que se mahtienan en cultivo por targos perfodos pueden contener proporciones crecienies
de cilulas en su segunda o subsecuente division; consecuentemente, los linfocitos con
daﬁp cromosémice en ocasiones son descartados ¥a que han tenido repetidas divisiones
in vitro y no reflajan el verdadero nivel de aberracion, ademds, una proporcion de
aberraciones de fipo cromosémico abservado puede ser el "derivado” de una aberracion
de fipo cromatidico que se habia producido inicialmente (Evans, 1984),

Los resultades obtenidos en los tratamientos por 3 y 48 horas mostraron que el
compuesio de Te s un agente clastégeno S-independiente que preduce principaimente
aberraciones de tipo cromatidico. Palton y Allison, ademas de deierminar ol efecto
citotdxico de sales de Te (telurato de amonio, 2.4X10° uM y telurito de sodio, 1.2X10™
uM), también evaluaron el dafio cromosémico de las mismas sales sobre leucacitos
tratados por 48 horas; en sus resuliados encontraron un alto indice de rompimientos
cromalidicos y en aitas dosis observaron dafio cromosdmico severo. En nuestros
resultados también encontramos dafio severo fque es a lo que lamamos células
pulverizadas) en la dosis de 14.8 HM en los tratamientos por 3 horas; esto nos podria
indicar que dichos compuesto estdn acluando de manera dosis-dependiente,

La sitetoxicidad y genotoxicidad de los compuestos que contienen lones metélicos
dependen de varios factores que determinan una respuesta final. La expresion de sus
efectos estdn relacionados directamente con la dosis, Ja forma y vehiculo de
administracién, de sus propiedades quimicas, el sistema empleado, su distribucidn v
retencidn en cualquier fejide o céhila de modo que pueda ser metabolizado e interactuar
coh una molécita blanco, y de esta manera acasionar periurbaciones a diferentes niveles
(Dufius, 1983; Shama y Talukder, 1887).

Los experimentos con TeCl; se realizaron por duplicado y a doble ciego, también
se realizaron experimentos con etanol de ésta misma manera ¥ como ya se habia
mencionado en M. La fabla 4 muestra a frecuencia de aberraciones cromosdmicas
asiruclurales en linfocitos humanos en cultivos por 48 horas, tratados con 0, 47.9, 95.8,
191.6 y 383.3 uM de etanol. Estos resultados no fueron estadisticamente significativos
con respecto al tesligo, en cualquiera de las dosis utilizadas; sin embargo, se abserva que
en la dosis de 383.3 pM disminuye el nimero de células en metafase analizadas, esto se
puede deber a que el etanol a allas concentraciones suele ser citotdxico. En esta
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evaluacion también se descarta la posibilidad de que el etanol tuviera alguna relacidn con
ta frecuencia de abemaciones cromosémicas en los fratamientos con el TeCly por 3 y 48

horas ya que la cantidad de etanol utilizado en los tratamientos no rebasa la dosis de
191.6 uM.

Tabla 4. Frecuencica de abernraciones cromosdmicas {AC) estructurales en
linfocitos humanos en culiivo tratados con etanal {por 48 horas)

Total de Frecuencia de Aberraciones Cromosomicas
Tratamiento | Células | Tolal de Fmgmentg Rompimiento Células
(M) con AG | AC/Cél Pulverizadas | gap

Soncillo | Doble | Sengillo | Doble

2D Xt D.E X 2D, ‘X:!:D. X £ D.E X+ D.E]

o (199) | 232} { 0.118) | 0.042) | 0.073) 0 g 0
77560 | 10/560 [ (0005 | (0.005 < | (0.001% | (0.001 %

479 (1.25) | (1.78) | 0.073) | 0.059) | 0.042) | 0.042) 0 0
277560 | 337660 | {0.021% | (0.070% | (0.008% | (0005 £ 0.007%

88 | (75 | &89 | 048 | v102) | 0084 | 0.059) 0 0.042)
” T[0T | (0008 | (0.005% | (0.008 % 0007 £

0.094) | 0059) | 0.94) Q 0.084)
{0012« {0009 ¢ |
0.112) 0 0 0 - 0.126)

3} ASCCIACION DE SATELITES

En el hombre, la alta incidencia de asociaciones entre los diez autosomas
acroténtricos es atribuido a la Region Organizadora Nucleolar {RON) localizada sobre
les brazeos cortos de los cromosomas D y G.  Una asociacian ha sido definida como la
consecuencia de Ja fusion nucleolar en la interfase anterior, asi como en la interfase que
le va a seguir. Esta fusion es el resultado de movimientos, crecimiento y proximidad
nucleclar y posiblerente a la afinidad entre la heterocromatina de los brazos nequerios de
los acrocéntricos {Gani, 1978). '

36




Si la asaciacion es determinada por &l tiempo que hay entre fa telofase tardia y el
pericdo post-telofasico, entonces habra factores gue puedan afectar la tendencia a Ia
asociacién de un acrocénirico. Dentro de éstos se puede incluir el famafio, duracion y
petiodo de actividad de este proceso, junte con cualquier tendencia del Proceso a unirse a
{a membrana nuclear. Si en una asociacion en particular ocurre el retraso en la digpersién
de las ribonucleoproteinas o en la pérdida de la conectividad de! ADN ribosémico, en
mitosis, esto puede incrementar la posibilidad de que la misma asociacion aparezca en el
niicleo hijo con una alta incidencia de esa combinacién {(Gani, 1978).

En ia tabla 5 se muestra el ndmero de tromosomas involucrados en ascciacion (2
a 6§ acrocéntticos), en el total de asociaciones y et total de células con asociacion de
salélies; se observa que no hay diferencia significativa con respecto al testigo. Sin
embargo, en todos los tratamientos se obseré una tendencia a disminuir las AS de
fanera dosis-dependiente. Esto podria estar ocurriendo debido a que el tratamiento con
el compuesto fue por 3 horas Gnicamente y rio se permitio la formacion det nucleoto, por to
que na hubo interaccion compuesto-nucieolo. Choo ef al (1988) propone que los grupos
de cromosemas acrocéntricos (D y G) tienden a asociarse en el nucleolo durante la
divisién cefular, procésn que no ocuris en {a mayoria de las céhilas que evaluamos en {os
tratamientos por 3 horas.

Tobka §. Asociacién de satélites con 2 o més cromosomas acrocéntricos tratados
con TeCli por 3 horas en linfocitos humanos
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En la tabla 6, se muestra el nimero de cromosomas involucrados en asociacion {2
a 6 acrocéniricos), el total de asociaciones y el total de células con asociacion de satélites




para cuttivos tratados durante 48 horas. Se obseiva que no hay diferencias significativas
con respecto al tesligo; sin embargo, si hay un incremento en comparacion a las AS
cbservadas a las 3 horas, esto puede deberse a que en el momento de la formacion de)
nucleolo y estar presente el TeCly en lugar de inhibir la formacion de las AS, el compuesto
indujo dichas asociaciones.

Tabla 6. Asociacion de satélites con 2 0 mas cromasomas acrocénificos tratados
con TeCly por 48 horas en linfociios humanos

En [a tabla 7 se muestra el nimero de cromosomas involucrados en asociacion (2
a 6 acrocéntricas), el total de asaciaciones y el total de células con asociacion de satélites
de los tratamienios con etanol. Como en lo observado con el TeCl,, no hay diferencia
significativa con respecto al testigo. Estos resultados demuestran que et etanol no tiene
efecto sobre tas AS.

En ia fiteratura se ha propuesta que cuando se dan las AS, en ocasiones, hay
intetcambio entre cromosomas ne homélogos que pueden ser responsables de algunos
sindromes {como el Down 0 Patau) o transfocaciones {como Ia Robertsoniana), estos
generalmente involucran 1a recombinacidn de los brazos de cromosomas acrocéntricos y
son considerades como fas abemaciones cromosémicas mas comunes en el hombre
teniendo una incidencia de 1:1000. En ofros casos, fa translocacion se puede dar entre
los cromasomas 13 y 14 det grupo D, y entre 14 y 21 de ios grupos D y G, los cuales, han
sido observados por ser mucho mas frecuentes que otros intercambios, teniendo una

incidencia de un 80 % de los cases (Choo ef &/, 1988). Con los datos obtenidos podemos
considerar que el compuesto utitizade no modificod 1a frecuencia de apaticidn de las AS.
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Tabla 7. Asociacidn de sotélites con 2 o més Cromosomas acrocentricos tratados
con efanc por 48 horas en linfocitos humanos

tratamiento |  Num. de cromosomas en asociacion (%) Total dé Total de
(A 2 3 4 5 6 | A sscet (% | CéLAA. S. (%)

0 3837505 | 931805 | 25505 | 3505 1 EE T oo 3587560

| 75.84) | 18.41) | @95) | 059 | (0.19) 9017) | (6392
479 4377536 | G0IS46 | 14/586 | 4/546 | 17548 5457560 3717560 1
(B00) | (16.48) | 256 | (073 | (0.18) (97.5) (66.25) 1
858 | 954150 | 1297500 | 0050 | 6520 | iBs T snmey 3607560 | 1
(©8.28) | (480} | (557) | (1.15) | (0.19) | (o285 (69.64) |
T 1916 | 4637611 | 885571 | 205671 a1 0 5717560 356/560 I
Jewom | aem | @5 |52 : {100) (74.25) 1

9633 | 200N | 858 | iord | Wi | e 340472 ZBUATS
- (7507) | (1862) {458 | (114) { (057) { (7394) | (46.60) !

En fas tablas 8-10 se presenta el nimero de asociaciones (0-4) de cromosamas
acrecénlices por célula; los resuftades muestran que en ninguno de 1os fratamientos con
TeCly o etanol se modiiicaron estadisticamente con respecto al testigo, aungue on !
trafamiento por 3 horas si se observa una disminucién con la dosis mas alta.

Tabla 8. Frecuencia de asociacion de satélites en cullivos de
knfotilos humanos tratados con TeCls por 3horas

A0 T ﬂi%géﬁ S7R00 T ‘52‘3?'69 o 3
1 eresi | (5160) (a200y | (188 |}
“EY ARG | AR | 3950 | BE0r ¢
_ | wasey | (a239 (1100 | oo
74 ToTE ] 190500 | 457300 ZF0 |0
@1.00) | 4333 (15.00) {0.66)
48 W8P | 4aas 5222 7300 )
{75.67) (19.81) (4.05) {0.33)

Una de las hipétesis que trata de relacionar esos hechos menciona que la mayoria
de los linfacitos circulantes en sangre periférica estan en la fase de G, v se han mantenido




en &ste estado por un prolongads tiempo. La posicién del cromosoma en la primera figura
mitdtica puede por io tanto parecerse a la posicion que habia tenido durante esa larga
interfase. Las mitosis subsecuentes pueden conducir a ciertas alteraciones de estas
posiciones, y el acoriamiento de {a duracién del ciclo pede impedir las reasociaciones
(Sigmund et af, 1979). l

Tabla 9. Frecuencia de asociacion de saiélites en cultivos de 1

linfocitos humanos ratados con TeCh por 48 horas 1
F}atf“"“:f““’ No. de asociaciones por céhula (%) '
g 0 1 2 3 4
] 6ara00 1567300 747300 71300 0
(21.00) (52.00) (24.65) (2.33)
3.7 761300 1407300 741300 107300 0
(26.33) {46.66) (24.66) (3.33)
74 1647300 1347300 55300 77300 0
(34.66) {44.66) (18.33) (2.33)
88 | 17500 TIERW | 63300 17300 7300
(32.00) {39.23) (17.66) (3.66) (0.33)

Tabla 10. frecuencia de asociacion de satéfifes en cullivos de
linfocitos humanos tratados con etano! por 48 horas

“No. de asnciaclones por célula{%)
S T 1 2 3 4
. ] T~ 2027560 | 23¢560 977560 227560 0
{36.07) (42.32) (17.32) (3.9
479 1891560 2237560 1221560 26560 0
(33.75) (39.82) (21.78) (4.64)
95,8 T70/560 2747560 1087560 111560 ]
30.35) {48.39) (19.28) (1.96)
1916 1617560 2477560 1327560 207560 0
" {2B.75) (48.92) (23.57) (3.57)
363.3 2114472 1681/472 731472 7/472 21472
{44.70) (38.34) (15 .46) (1.48) (0.42)
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En una preparacidn, al observar la mefafase, uno o todos los cromosomas
acrogeniricos pueden formar asociacidn de satélites; seglin Zang y Back {1968), se
espera que los cromosomas del grupo D participen mas en fas asociaciones ya que tienen
un 60% de probabilidad de asociarse, a diferencia de los cromosomas G que solo tienen
un 40%. En las fabias 11 y 12 se presenta ia Proporcion de cromosomas asociados; se
observa que, efectivamente los cromosomas del grupo D tienen una mayor tendencia a
asociarse que los cromosomas del grupo G. La fendencia a asociarse puede deberse a
algunos faclores como son; la diferencia entre individuos, las técnicas de cultivo y
preparacion de portaobjetos; asf mismo puede ser debido a la correfacion con la edad,
sex0 y enfermedades que se hayan enconfrado en ef individuo {Zang y Back, 1968}, ofra
tausa podria ser el fismpo de tratamiento, ya que en el cultivo por 3 horas (tabla 11) Ia
posiblfidad de interaccion nucleolo-TeCl, fue menor comparada con el tratamiento por 48
horas {tabla 12).

Tabla 11. Efecio del TeCl4 sobre la proporcién de Cromaosomas
acrocéniricos asociados en linfocitos humanos
en cullivo {iratados 3 horas)

Nuestros resultados concuerdan caon los reportados por Zahg y Back (1968), y con
fos de Dilemia (1880); aste Ultimo encontré en una poblacion normal que el porcentaje de
parficipacién para los cromosomas dei grupo D era de un 59.44% y de un 40.56% para el
grupo G.
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Tabla 12, Efecto del TeCM sobre la proporcitn de cromosomas
acrocénifiicos asociados en finfocifos humanos
en cuttivo {iratados 48 horas)

Tratamiento | Total de Crom. Proporcion N
(M) Asocciados D ¢ |
3 733 5530 4460 300
37 708 57.00 4300 | 300
7.4 607 5561 4430 300
148 587 ~ 57.68  42.31 300

La tabla 13 presenta la praporcion de cromosomas del grupo D y G en los
tratamientes con etanol; los resultados obtenidos no muestran variacién significante con
respecto al testigo v se observa que en efecto, los cromosomas D tuvieron una mayor
asociacion que los cromosomas del grupo G, lo que indica que tampoco se alterd Ia
relacién de cromesomas D y G con los tratamiento del etanol.

Tabla 13. Efecto del etanol scbre la propercién de cromosomas
acrocéniicos asociados en linfocitos humanos
en cultivo [trafados 48 horcas)
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Figura 7. Aberraciones observadas en células en metafase fratadas con
TeCl

et ety . oal e



4) ELECTROFORESIS UNICELULAR

Viabiidad celuvlar

La determinacion del porcentaje de células viables permite evaluar las condiciones
de las celifas que se cultivan y ayuda a valorar si algin tratamienio causa ja muerie de
las mismas. El porcentaje de viabilidad en cualquier suspencion celular para eulfivo o
congelacidn, debe ser mayor del 80%: cuando es menor, es probable que el cuitivo no
progrese correctamente y las células muertas alteren el desarrollo de las vivas {Gonzalez-
foran, 1996).

En nuestro trabaio experimental se evalué la viabilidad de los linfocitos humanos
en cultivo, tratados con el TeCl, y etanal, en los resultados que obluvimos observamos
que para ambos compuestos el porcentaje de células viables era mayor del 95% {(ver
tabla 14 y 15),

Ensayo comeia

La genotoxicidad se da por cambios directos sobre la molécula del ADN por medio
de mutaciones, 0 blen por cambios indirectos, por ejemplo, e madificar ta sintesiz de
groteinas (Sharma y Talukder, 1987).

La mayoria de los métodos conwinmente utilizados para cuantificar el dafio al ADN
SON capaces de proporcicnar medidas de respuesta promedio. En ocasiones, al utilizar
poblacipnes heteregéneas los promedios no son adecuados para describir los efgcios de
la radiacion ionizante y de los agentes quimicos, y esto se dificulta mas cuando en los
sistemas de prueba hay resistericia a las drogas y ia sensibilidad celular esta presente.

El ensayo cometa, permite medir ¢l dafio de células individuales detectando
rompimiento de hebra sencilla en ADN, incluyendo deficiencias del super enrrollamiento,
ademds de que detecta la presencia de enlaces cruzados {Olive et al, 1990}, En 1988,
Singh et al, reporiaron que la longitud de Ia cola reflejaba la cantidad de rompimientos de
ADN en la célula; por oira parte, en offos trabajos se ha reportado que la longitud de la
cola es constante sobre un rango de frecuencia de rompimientos de ADN de 1-14X10™
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Daltones, y que Ia intensidad de la fluorescengia en fa cola $e incrementa marcadamente
con da frecuencia del rompimiente {McKelvey-Martin et al, 1993).

En el presente rabajo se evalio el dafio producido por el TeCl, en células
individuales de sangre periférica, utilizando las mismas dosis (0, 3.7, 7.4 y 14.5 puM) que
para ta determinacién de las aberraciones cromosémicas. La tabla 14 muestra los
resultados obtenidos, observandose que fa dosis de 14.8 M incrementd el nimero de
* células con dafic de manera significativa con respecto al testigo (figura 8). En la titeratura
se dice que la mayoria de los metales puede interaciuar con el ADN de dos formas,
directa o indirectamente (Hartmann y Speit, 1994); en nuestro caso se podria pensar que
la interaceién se dis de forma directa ¥a que supenemos, que ol TeCl, indujo lesiones que
censtsueron en el sampimienio o separacion de una o ambas hebras de Ia cadena de
ADN. Esta separacin de hebras pudo haber tenido Su origen en ¢! rompimiento de
a!guna de fas uniones fosfodiester que une a las dos cadenas de polinucledtidas o por fa
eliminacién de alguna base dafiada en e| cursc de la reparacién de dicha cadena. Debido
a este hgcho se puda observarfa migracion del ADN al momento de someter tas laminilias
a un campue eléctrico,

Tabla 14, Efecto del TeCls sobre linfocitos humanos
medmnie la técnica de ensayo cometa

Testgors) | 20 ] 0 R B T o
“Fc0.08 mn peueba ¢ Aaadraca

La grafica 4 mugstra el dafio producide al aplicarse as diferentes dosis def TeCl,,
en donde se observa que &l numero de céhilas dafiadas aumenta conforme se aumenta Ja
dasis del compuesto, la migracion del ADN que se presenta con las primeras dosis es de
10 a 50 pm aproximadamente, mientras que al aplicarse la ultima dosis la migracien se

observa entre los 70 y 130 pm aproximadamente. Al parecer, cuando los linfocitos

A
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humanos son expuestos al Tell, se observa un comportamiento dosis dependiente en
donde se producen rompimientos de cadena sencilla en ADN,.

Gratica 4. Distibucion de la migracidn det ADN en
linfocitos humanos fratados con TeCls

P<.05 prueta de M cuadrada

En la tabla 15 se muestran las dosis de etanol utilizadas y el nitmero de célilas
que presentaron dafio. Se observa que ninguna de las dosis causa un efecio
estadisticamente significativa con respecto al testigo.

Tabla 15. Efecto del etanol sobre linfocitos humanos
rediante ia 1écnica de ensayo cometa

G, do Gl
“%in Dafio. '
a0 T
5 S RN I T
T A R 3
o6 00 352 8
eS| w00 300 9 |
“Testgo ) | 200 5 o~ T B

*f*<0.03 con piueba de J cuadrada
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Figura 8. Células con dafo observadas en s preparaciones con TeCl4

De acuerdo a nuestres resultados fa evaluacion de rompimienios de cadena de
ADN por ia técnica de ensayo cometa consiituye un pardmetro sensible para determinar
dafio en cromosomas humanos y comprobar que el TeCl, si produce dafio en dicha
cadena pudiendo comelacionar con ofras técnicas come la de aberraciones cromosémica,
desafortunadamente el estudic de! Te no es muy amplio ¥ nos imita para hacer alguna
comparacion y decir sf nuestros resultades concuerdan con los de otros investigadores,
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CONCLUSIONES

X Los resultados obtenidos en ol prasente trabajo muestran que ef TeCl, resultd
Ser un compussio citotéxico sobra linfocitos humanos en cultive tratados por 3 4 48 horas,
siecto que se evidensid por ta disminusion del indice mitstico.

XK El TeCi; mostrd ser un agente dlastégeno S-independiente debido a que
_produce principalmente rompimienios de una de las cromatidas, esto es, de tipo
cromalidicn.

ME compuesto ulilizado no allera la frecuencia de asociacién de salélites, por lo
Que pademos concluir que a pesar de producir rempimientos cromatidicos no interactaa
con la Regién Crganizadora del Nucleolo (RON).

K El TeCl, &5 un compuesto de aceién directa que en condiciones alcalinas
produce rompimientos de cadena sencila de ADN que se comporta de manera dosis-
dependiente, per lo que se puede considerar como un agente genotéxico,

48 y




COMENTARIOS FINALES

El Te es un metal que se puede obtener ficilmente como preducto en la extraceidn
de varios elemenfos como el cobre, plata, fierro y oro en algunas plantas electroliticas,
por 1o que en el momantd de su produccion, la interaceion con el hombre es inminente.
Los resuitados que se obiuvieron al utilizar uno de sus compuestos, el tefracloruro de
teturio (TeCl) en cullivos de linfocitos humancs y en dosis bajas, se encontré que

- produce daiio en fa.cadena de ADN. Consideramos que este estudio no debe terminar
-aqui‘sino Gue sé deben seguir buscando metodologias come son la de IGH, micronticlecs
u otras que permitan detectar dafio en el organismo completo y no unicamente en alguna
parte de! mismo, asi qorﬁo en pruebas de carcinogénesis y toxicologia reproductiva.

Estos resuliados pueden ser el inicio de alguna investigacién mas completa que se
pueda tomar en cuenta para alguna normatividad que posteriormente sirva para benaficio
de la poblacién, més adn la del Distrito Federal ya que cada afio, los indices de
confaminacién van en aumenmto en donde podemos encontrar desde metales,
hidracarbures, elc.
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