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ABREVIATURAS

1. ABREVIATURAS

X Media

AC Aberraciones cromosomicas

ACE Aberraciones cromosomicas estructurales

ACN Aberraciones cromosdmicas numéricas

ADN Acido desoxirribonucleico

AS Asociaciones satélite

EE Error estandar

EPA Environmental Protection Agency (Agencia de proteccion al ambiente)
G, Primer brecha del ciclo celular

G, Segunda brecha del ciclo celular

ICH Intercambio de cromatidas hermanas

IM indice mitético

S Fase S del ciclo celular

Tl Talio

CAS Chemical Abstracts service (niUmero de registro como compuesto quimico)
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RESUMEN

2. RESUMEN

El talio (Tl) fue descubierto por Williams Crookes en 1861, desde entonces se conoce
de su toxicidad. En la actualidad por el riesgo que representa para la salud humana asi
como por los efectos adversos que produce en los organismos, es comparado con
metales de elevada toxicidad como el cadmio, niquel, mercurio y plomo. El talio es
considerado un contaminante ambiental y ocupacional, ademds por su amplio uso
representa riesgo terapéutico y domestico. Predomina en dos estados de oxidacién
TI** y el més estable TI* que por su parecido con cationes como el potasio (K*) puede
atravesar barreras bioldgicas e ingresar al metabolismo de los organismos
acumuldndose en diversos érganos donde es capaz alterar la funcidn de las ATP-asas
de sodio y potasio, el intercambio idnico de la permeabilidad de la membrana celular,
interaccionar con los grupos sulfhidrilo de proteinas, e intervenir con la funcién de
ribosomas y con la sintesis de proteinas, ademds, en mitocondria alterar la cadena

respiratoria.

Estudios en personas intoxicadas demuestran que el TI* es cardiotdxico, neurotéxico y
en animales de experimentacidon embriotdxico, sin embargo los mecanismos de accién
aun son desconocidos, al igual que los efectos genotdxicos y clastogénicos. Por lo tanto
para comprender sus efectos, el objetivo de este estudio se enfoco en la evaluacion del
dafio cromosdmico y sobre la proliferacion celular, utilizando el modelo de linfocitos

humanos tratados in vitro con acetato de talio (CH3COOTI).

Para el método se tomaron muestras de sangre periférica de tres individuos que no
revelaron exposicion a algun agente mutageno. Se realizaron cultivos de linfocitos
humanos y se trataron a las 24 hrs con las concentraciones de 0, 0.5, 1, 5, 10, 50 y 100
pug/mL acetato de talio, se cosecharon las células transcurridas las 48 hrs y se
montaron en portaobjetos para su anadlisis al microscopio. Los parametros evaluados
fueron el indice mitdtico (IM), las aberraciones cromosdémicas estructurales (ACE),

aberraciones cromosdmicas numéricas (ACN) y las asociaciones de satélites (AS).
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Los resultados demostraron que el talio en todas las concentraciones probadas
disminuye la proporcion de células en mitosis con un comportamiento dosis-
dependiente y en 100 pg/mL la inhibicién de la proliferacién es cercana al 100%. Las
diferencias estadisticas aparecen a partir de la concentracion de 1 pug/mL para los tres

donadores (A, By C).

En la evaluacién de la frecuencia de ACE se encontré incremento significativo (P < 0.5)
asi como el porcentaje de células aberrantes en 1 y 10 ug/mL. En las concentraciones
de 50 y 100 la elevada toxicidad celular impidié el analisis de aberraciones. En los
valores de ACN fueron bajas y los incrementos de hipoploidias se presentaron en 0.5y
10 pg/ml, en hiperploidias solo aparecié 1 en el donador C en 5 pg/ml y las poliploidias
al menos 1 se observo en cada cultivo, para el porcentaje células con ACN las
heteroploidias se encontraron en la concentracion de 10 pg/ml de los donadores A con

P<0.01y paraC con P < 0.005.

En las AS de los cromosomas del grupo D y G asociados asi como las suma D+G, se
observaron diferencias estadisticas en 10 pug/ml para los donadores B y C, de la misma
manera sucede con los valores en él porcentaje de células con AS, de los donadores Ay
B con P < 0.005, mientras que otras concentraciones no revelan diferencias estadisticas

importantes

Los datos obtenidos de las evaluaciones demuestran que el acetato de talio disminuye
el IM e incrementa la frecuencia de ACE con un comportamiento dependiente de la
concentracion. Los resultados de la frecuencia de ACN indican que en concentraciones
de 10 pg/mL posiblemente el talio puede tener efectos aneuploidégenos. Por lo
anterior podemos concluir que el acetato de talio induce toxicidad celular y dafio

cromosémico, es decir, tiene efectos genotoxicos.
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3. INTRODUCCION

Desde el comienzo de las primeras civilizaciones humanas, los metales han sido muy
importantes, ademas trascendentales para el modo de vida. Con el tiempo determinaron
el rumbo de las sociedades antiguas por sus amplias aplicaciones como herramientas de
trabajo, utensilios y armas (HNAPO 1991). Mientras que en la actualidad otros metales se
han descubierto con multiples aplicaciones que demandan mayor produccién cuyos
efectos son toxicos, cancerigenos y mutagénicos en seres vivos (ATSDR 1995, Galvan-

Arzate y Santamaria 1998, Facchinelli et al 2001, Jha 2006).

Los metales se encuentran distribuidos en todo nuestro planeta. Pocos tienen un papel
esencial como micronutrientes en la vida de los seres vivos, como el calcio, cobalto, cobre,
hierro, magnesio, manganeso, niquel y zinc. En la célula catalizan reacciones, son
mediadores del metabolismo, estabilizan macromoléculas, participan en el transporte de
oxigeno en la hemoglobina y estdn involucrados en el proceso de traduccién de senales
entre otros procesos celulares como lo reportan (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano
2006). Sin embargo en concentraciones altas algunos de ellos tienen efectos adversos a la
salud (Lednard y Gerber 1997) ya que algunos agentes quimicos tienen la habilidad de
alterar los procesos celulares, la bioquimica del metabolismo y la capacidad de inducir
enfermedades degenerativas, cancer e incluso la muerte (Valko et al 2005), mientras que

de otros metales se ignoran sus efectos.

Algunos estudios demuestran que los metales son capaces de producir radicales cuya
reactividad causa dafio al ADN, oxidacién en lipidos como el hierro, cobre, cadmio, cromo,
mercurio, niquel y vanadio (Robson 2003, Valko et a/ 2005), mientras que los organismos
se desarrollan ante esta amenaza en el ambiente, cuyo incremento es resultado de todas
las actividades industriales y de manufactura como sucede con el Tl (Bingham et al 2001,

Facchinelli et al 2001, Zhang 2006, Jha et al 2006, Chen et al 2009).
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En el ambiente las concentraciones de Tl derivan de procesos industriales de refinerias,
fundidoras, pesticidas, hidrocarburos asi como del uso de la aplicacion de isotopos
radioactivos y sales tdlicas (Allus et al 1987, Facchinelli et al 2001, Zhang 2006, Chen et al
2009), que liberan particulas a la atmosfera y alcanzan a todos los organismos siendo
acumulables y persistentes (Jiménez 2001), capaces de envenenar a sistemas hidrolégicos,
terrestres y atmosféricos, ocasionando graves dafios con consecuencias desastrosas

(Migliori et al 1999, Wierzbicka et al 2003, Chen et al 2009),

El Tl es un agente metdlico, toxico que amenaza el ambiente y la biologia de todos los
organismos. Por otro lado, la toxicologia genética ofrece a través de estudios in vivo e in
vitro revelar los efectos que producen estas sustancias dafinas utilizando pruebas como
las citogenéticas entre las que se encuentran las aberraciones cromosdémicas y el indice

mitético para detectar efectos genotdxicos y de dano celular.
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4. MARCO TEORICO
4.1. Talio

El talio (TI) es un metal téxico capaz de dafiar a plantas y animales (Cvjetko et al 2010) de
color blanco-azulado, se encuentra distribuido en pequefas cantidades en la corteza
terrestre y aln no se ha descrito si tiene un papel esencial en el metabolismo. Sin
embargo se emplea en reacciones quimicas como catalizador, en cristales para lentes,
prismas, instrumentos de infrarrojo, celdas fotoeléctricas, en termdmetros de baja
temperatura, en la elaboracion de lentes épticos, en joyeria, en amalgamas y aleaciones

de plomo y plata como materiales anticorrosivos, entre otras aplicaciones.

El TI en su forma méas estable se dispone como TI*, pero también se encuentra en su
estado de oxidacion I1l (TI**), en ambos casos es considerado muy téxico (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998). Varios compuestos como el acetato de talio, sulfato de talio y nitrato
de talio son inodoros, incoloros e insipidos. También se le encuentra combinado con no
metales como bromo, cloro, fluor, iodo y oxigeno entre otros formando diferentes sales.
El Tl y sus multiples compuestos por su toxicidad se emplean en herbicidas en la
agricultura y en productos de uso cotidiano, como agente rodenticida, fungicida e

insecticida (Lednard y Gerber 1997, Jiménez 2001).

Se sospecha que el grado de toxicidad del Tl esta en un rango cercano al producido por el
plomo, mercurio y cadmio (Borgmann et al 1998, Wierzbicka et al 2003). Estos niveles de
toxicidad del Tl se pueden estudiar a través de los modelos celulares como el linfocito
para evaluar dafos y efectos genotdxicos en pruebas citogenéticas e identificar agentes
clastégenos por ser un indicador sensitivo a dafios cromosdmicos. En pruebas como son
las aberraciones cromosdémicas (AC) y revelar efectos en el material genético (Tucker y
Preston 1996, Pfeiffer et al 2000). Ademds produce problemas de salud como el cancer,
abortos en poblaciones expuestas, y ayuda a detectar agentes mutdgenos, cancerigenos y

teratogenos (Albertini et al 2000, Cuenca y Ramirez 2004).
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Antecedentes del talio

El elemento talio del griego BaAAew (ponerse verde) y BaAlog (rama verde), fue
descubierto en 1861 de forma independiente por Crookes (Tsai 2006) a través del
recientemente descubierto método de espectrometria por flama publicado por Robert
Bunsen y Gustav kirchhoff. Ya que este metal se encontrd con impurezas asociado a otros
minerales. Desde finales del siglo XIX hasta los primeros afios del siglo XX, las sales de talio
se emplearon para tratar las enfermedades como la sifilis y malaria asi como, para reducir
sudores nocturnos en enfermos de tuberculosis, en la depilacién del bello del cuerpo, para
tratar la enfermedad de la tifia del cuero cabelludo, como agente venenoso para combatir
algunas plagas como ratas, ratones, roedores e insectos (Heydlauf 1969, Romero et al
1989, Lednard y Gerber 1997), con el tiempo se ampliaron sus aplicaciones en diferentes
aéreas de la quimica y la fisica (Kenneth et al 1989). Sin embargo a pesar de conocerse
como agente venenoso en la actualidad se siguen reportando casos de intoxicaciones
agudas, y graves por diferentes tipos de exposicidén laboral, ocupacional y alimenticia con
este agente quimico venenoso (John-Peter vy Viraraghavan 2008, Tsai 2006, US ACHPPM
2007).

Propiedades fisicas y quimicas

El Tl es un metal pesado clasificado en el grupo IlI-A de la tabla periddica, de numero
atémico 81, peso molecular 204.383, valencia 1 y 3, configuracién electrénica [Xe] 4f"
5d'° 652 6p. Con dos isétopos naturales el TI*®y el TI**> con abundancia de 29.5% y 70.5%
respectivamente, el Tl es el sesenta y cuatroavo elemento mas abundante en la corteza
terrestre y presenta varios isGtopos sintéticos (191-202, 204, 206-210), mientras que TI°**
es empleado para una variedad de imdagenes del miocardio en la medicina nuclear
(Yildirim et al 2005). Es de color blanco azulado, maleable, tiene densidad de 11.85 g/cm3,
punto de volatilidad de 174°C, punto de fusion de 303.5°C, punto de ebullicién 1457°C,

calor latente de fusion 5.04 cal/g, radio atémico en picometros 171.0, reacciona con acido

nitrico o sulfurico, dificilmente con acido clorhidrico y forma éxidos con el aire, en su
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forma pura se emplea en la elaboracién de aleacién de amalgamas con mercurio (Budavari

et al 1996, Pau 2000).

Las sales de Tl en su mayoria son de elevado peso molecular, solubles, inodoras, insipidas
e incoloras asi como extremadamente tdxicas estos son aspectos de eleccién como
candidatos para causas de homicidios por envenenamiento desde inicios del siglo XX
(Tromme 1998, Delvalls et al 1999, Lu et al 2007). Este uso se extendid durante las guerras
como arma quimica y en la actualidad se continla registrando casos de envenenamiento
intencional y suicida con este agente quimico (Montoya et al 1985, Rangel-Guerra et al
1990, US ACHPPM 2007, TJFE 2008). Los efectos dafinos en la salud humana son muy
diversos con igual efecto para el ambiente incluyendo la vida silvestre (Galvan-Arzate y
Santamaria 1998). Entre estas sales se encuentra el acetato de talio y otros compuestos
estables con el talio con caracteristicas particulares aunque todos téxicos y se muestran

en el Cuadro I.
4.1.1. Acetato de talio

El acetato de talio (CH3COOTI, CAS 563-68-8), esta constituido de 77.59 % de Tl como
metal, forma cristales delicuescentes de color blanco, de peso molecular 263.43 g/mol,
muy soluble en agua y alcohol (Figura 1) (Budavari et al 1996). Desde inicios el siglo
pasado el acetato de talio se empleo en como cosmético antidepilatorio a pesar de
conocerse su toxicidad (Kenneth et al 1989). Es un compuesto incoloro e inodoro
considerado venenoso para el humano y en dosis cercanas a 20 mg/Kg pueden ser fatales
(Jiménez 2001). La dosis letal media en perros administrada oralmente es de 18.5 mg/Kg,
en tanto que para ratdén o rata son 35.2 y 41.3 mg/Kg, respectivamente (Carson et al 1987,

Budavari et a/ 1996, NJDHDS 2000).
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CUADRO |. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL TALIO Y DE SUS PRINCIPALES COMPUESTOS

Nombre del compuesto CAS Fotm.ula PM Purjso d°e Punt? de . Solubilidad Color Densiglad
quimica g/mol fusion (°C)  ebullicion (°C) (H,0 g/L) (_g/cm )

Talio metalico 7440-28-0 Tl 204.38 303.5 1457 Insoluble Blanco azulado 11.85

Acetato de talio (1) 563-68-8 CH5COOTI 263.43 131 Nd Muy soluble Blanco 3.765

Bromuro de talio 7789-40-0 TIBr 284.29 480 815 0.5 (25°C) Amarillo pélido 7.557 (17.3°C)

Carbonato de talio (1) 29809-42-5 TI,CO3 468.78 273 Nd 40.3 (15.5°C) Blanco 7.110

Cloruro de talio (1) 7791-12-0 TICI 239.84 430 720 Muy soluble (20.° C) Blanco 7.004 (30 °C)

Etilato de talio 20398-06-5 TIOC,Hs 249.44 -3 Se descompone a 130°C Nd Incoloro 3.493 (20°C)

Floruro de talio 7789-27-7 TIF 223.38 327 655 786 (15 °C) Incoloro 8.23 (4°C)

Hidroxido de talio 1310-83-4 TIOH 221.39 139 Nd 259 Amarillo palido Nd

Nitrato de talio (1) 10102-45-1 TINO; 266.39 206 430 95.5 (20 °C) Blanco Nd

Nitrato de talio (lll) trihidratado 13453-38-8 TI(NOs)3 + 3H,0 444.44 105-107 Se descompone Nd Incoloro Nd

Oxido de talio (I) 1314-12-1 TI,0 424,77 300 1080 (-0) Se descompone a TIOH Black 9.52 (16°C)

Oxido de talio (Ill) 1314-32-5 TI,05 456.76 717+5 875 Insoluble Negro 10.19 (22°C)

Oxido de talio (Ill) 1314-32-5 TI,05 456.76 717 5 875 Insoluble Negro 10.19 (22 °°)

Selenita de talio (1) 12039-52-0 T1,Se03 535.72 Nd Nd Nd Nd Nd

Sulfato de talio 7446-18-6 T1,S0, 504.82 632 Se descompone 48.7 (20 °C) Blanco 6.77

Sulfato de talio aluminio 52238-56-9 TIAI(SO4), + 12H,0  639.66 91 Nd 117.8 Incoloro 2.306

Sulfuro de talio 1314-97-2 TI,S 440.85 448.5 Nd 0.2 (20°C) Nd 8.46

Tricloro de talio (Il1) 13453-32-2 TICl3 310.74 25 Se descompone Muy soluble Incoloro Nd

Tricloro de talio tetrahidratado 13453-33-3 TICI3 + 4H,0 382.80 37 100 (- H20) 862 Incoloro Nd

Yoduro de talio 7790-30-9 TII 331.29 440 (B) 823 (B) 0.006 (20°C) Amarillo 7.29

CAS del sus siglas en ingles; Chemical Abstracts Service.

Nd = no hay datos.

Elaborado a partir de: IPCS 1992, 1996, OEHHACEPA 1999, IRIS 2008, CAS 2011).
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Figura 1. Estructura quimica del acetato de talio (NCBI 2011).

4.1.2. Usos del talio y contaminacion

En las cartas de registro quimico se tienen mas de 150 aplicaciones para Tl y sus
compuestos. Ademas de todos los usos y aplicaciones, este metal en el siglo XVIII fue
usado en el tratamiento de enfermedades como la tuberculosis, sifilis, tina y malaria.
Sin embargo, debido a que es un agente muy tdxico y venenoso para los organismos,
se ha empleado también como agente para cometer homicidio (Rusyniak et al 2002).
Debido a estas consecuencias se prohibieron sus usos y aplicaciones desde 1975 en
estados unidos y poco después en otros paises como medida de seguridad,
desafortunadamente en México las sales de talio en lo que respecta a su venta no se
encuentra legislada mientras que por su uso principal se dispone de facil acceso en el

mercado libre como agente raticida (Romero et al 1989, Jha 2006, Tsai 2006).

Actualmente en algunos paises el Tl se emplea para manufacturar joyas, producir
termdmetros de baja temperatura, espectrofotometros y detectores infrarrojos, como
material semiconductor, medidor de cuantificacién de radioactividad (Léonard vy
Gerber 1997, Delvalls et al 1999, Kazantzis 2000, EPA 2009) y por sus propiedades
también se emplea como un emulante para investigar las funciones bioldgicas de iones
de metales alcalinos especialmente K* y Na® (Kazantzis 2000), sin embargo se
incrementa la contaminacion por este agente quimico. En algunas ciudades de Europa
y Estados Unidos el Tl se encuentra considerado dentro de la lista de sustancias mas

peligrosas (Daniel et al 2002, EPA 2009).
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Concentracion en el ambiente

Las concentraciones de Tl en el ambiente consideradas naturales a nivel global se
estiman en un rango de 0.013 a 0.7 ppm (Delvalls et al. 1999), mientras que en algunos
lugares del mundo estas concentraciones se han incrementado en la atmosfera a causa
de procesos industriales que involucran algin manejo de este metal que llega a
contaminar el agua, suelo y aire (Mitchell et a/ 2007, Jhon Peter and Viraraghavan,
2008), mientras que en otras zonas naturales la contaminacién por Tl es mayor a causa

de rocas minerales de Tl (Sturini et al 2009).

También, se han encontrados minerales con altas concentraciones de Tl en su
constitucién, como en zonas de la Republica de Macedonia (ex Yugoslavia) donde
existen piritas formadas por sulfuro de hiero con talio, como es la lorandita (TIAsS,), la
crookesita [(Cu, Ag, Tl); Se], y la hutchinsonita (TIPbAssSg) constituidas en
concentraciones de Tl mayores a 60% de su composicion (IPCS 1992 y 1996, Mochizuki

et al 2005, Tremel 1996).
Concentracion en agua

En agua de mar el contenido de Tl es menor del 0.02 pg/L, en rios menor a 1 ug/Ly en
manantiales volcdnicos y aguas termales la concentracion de este elemento se
encuentra en el intervalo de 0.25 a 0.6 pg/L (IPCS 1996). En agua potable se estima que
la concentracion no debe exceder las 2 ppb (John-Peter y Viraraghavan 2008). En
analisis de aguas residuales acumuladas en un lago, se reportan la concentracién en

particulas disueltas de 0.41 pg/L (IPCS 1996).

Los valores de concentracion de Tl en agua contaminada, son opuestos a los
determinados en aguas provenientes de lugares sin actividad humana e industrial; en
Estados Unidos de América (OEHHACEPA 1999) la contaminacion de Tl es monitoreada
por la Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA, de sus siglas en ingles Enviromental
Protection Agency) a causa de precipitacion de particulas suspendidas en el aire,
producto de actividades industriales, donde estas particulas alcanzan las capas del
suelo y contaminan los cuerpos de agua naturales en cercanias a fuentes emisoras. Los

analisis realizados a los muestreos de cuerpos de agua muestran que las descargas
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industriales mantienen rangos de 2 mg/L a 2 g/L (Jiménez 2001), a estas zonas de
muestreo de agua contaminada se les clasifica como sitios de alto riesgo, por el peligro
que representa en los ecosistemas (IPCS 1992, Tremel et al 1996, OEHHACEPA 1999;
Radic et al 2008).

Concentraciones en aire

En ciudades de Europa se han reportado concentraciones de 0.06 ng de TI
particulado/m® en aire, mientras que, para el norte de América la media es de 0.22
ng/m3 y un rango que va de 0.1 a 30 ng/m3 (IPCS 1996). En Inglaterra se han detectado
niveles de 0.07 a 6 mg TI/kg en areas urbanas de mayor contaminacién. En ltalia los
niveles mas bajos fueron de 1 ng/m’y en el aire se encontraron de 15y 14 ng/m?>y con
niveles maximos de 58 ng/m3. En polvo suspendido del aire cerca plantas de energia se
encontrdé al menos 0.08 % de particulas menores de 5 um de didmetro conteniendo
concentraciones de Tl de 45 mg/kg (IPCS 1992, Tremel et al 1996, OEHHACEPA 1999,
Radic et al 2008).

La emisidn de Tl sobre la atmosfera por quema de carbdn, procesos y actividades
humanas involucradas con este metal incrementan sus concentraciones (Jhon-Peter y
Viraraghavan 2008), forman un recurso antropogénico donde se han detectado
concentraciones atmosféricas que van de 700 ug/m3 a 2500 ug/m3 en las emisiones de
plantas cementeras, ya que el talio se volatiliza durante la quema de carbdn y
materiales crudos durante la produccion de cemento se condensan las cenizas en la
superficie del suelo, y contienen 50 g de talio en las particulas aunque por su tamafio
se facilita que puedan ser asimiladas por las raices de vegetales y por las vias
respiratorias de animales de crianza al igual que en humanos con la posibilidad de
acumularse y originar dafios severos e irreversibles (IPCS 1996, Ledénard y Gerber

1997).
Fuentes de contaminantes de talio

El Tl se obtiene como producto minero de refinacidén y separacidn por técnicas diversas
cuando se encuentra asociado a minerales de hierro, cadmio, zinc, acero, la quema de

combustibles, residuos de la industria como la cristaleria, la aleacion metalurgica, la
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produccién cementera (Pau 2000, Cheng-Hang y Tser-Sheng 2005), y en segundo
término el procesamiento para cristaleria con fines dpticos, para joyeria, material de
laboratorio, en la manufacturacion de venenos e insecticidas a base de Tl para
combatir plagas, su uso en laboratorios de imagenes al corazén empleado como
isotopo radioactivo. Por todo esto el uso del Tl y el crecimiento de la poblaciéon
mundial por sus aplicaciones demandan una mayor produccidn y distribuciéon que dia a
dia crece, por ejemplo tan solo en Estados Unidos de América se estima que
aproximadamente 1000 toneladas de Tl son lanzadas o descargadas al ambiente
anualmente como residuos de la actividad industrial (Lednard y Gerber 1997,

OEHHACEPA 1999).
Concentracion en suelo

La abundancia de Tl en suelos naturales del planeta se ha estimado que va de 0.1a 1.7
mg/Kg peso en seco. En China se calcula que hay alrededor de 0.11 mg/Kg, de Tl en
muestras de suelos de jardines de casa (IPCS 1992, Tremel 1996), Sin embargo en
Francia la media de concentracion del nivel de Tl en suelos de cultivo es un poco mayor
y va de 0.29 a 0.40 mg/kg, en suelos de Alemania principalmente en las cercanias de
fabricas se detectaron concentraciones de 10 mg/Kg (Tremel et al 1996; OEHHACEPA
1999; Radic et al 2008).

Contaminacion de vegetales y de frutas por talio

Se han detectado concentraciones de Tl consideradas menores a 1 mg/Kg en suelo de
areas naturales donde no existen minerales con Tl. Para el caso contrario existen muy
pocas areas con altas concentraciones ya que este metal reacciona y tiene la capacidad
de asociarse al tipo de suelo, a la cantidad de materia organica, al hierro y éxidos de
magnesio formando complejos estables causando la acumulacién de Tl, pudiendo
llegar a niveles superiores en 2.5 mg/Kg del suelo en periodos largas de exposicién en

zonas locales.

En respuesta a las concentraciones elevadas de Tl y por su solubilidad en agua, el suelo
responde a un cambio de pH de caracter acido afectando a la vegetacién por la
acumulacién con la amenaza de contaminar otros sistemas bioldgicos asi como
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cuerpos de agua potable. Concentraciones elevadas Tl de origen mineral se han
encontrado en la ex Yugoslavia Macedonia donde afecta el crecimiento y la produccién
de tabaco, cereales, algoddn y otros vegetales de uso domestico (Brockhaus et al 1981,

IPCS 1996, Wierzbicka et al 2003).

El talio como metal pesado y téxico es capaz de afectar a vegetales por la asimilacidn a
través de la raiz (Mitchell et al 2007, Cvjetko et al 2010), donde se incorpora vy
distribuye por capilaridad a todos los tejidos de la planta. Con facilidad es capaz de
atravesar la pared celular, pasar al interior de las células y asi modificar la cinética de
diferentes tejidos. En estos ultimos, probablemente se liga a los péptidos en regiones
que contienen clorofila e interviene con la produccién y disponibilidad de oxigeno. La
escasa disponibilidad de oxigeno afecta la transferencia electrones en los fotosistemas
Iy Il, e induce clorosis en hojas, a demas no permite la buena asimilacién de elementos
traza viéndose afectada principalmente la raiz seguida del tallo, mientras que los
hongos asociados en la raiz de plantas no se ven alterados por el Tl. En un estudio el
andlisis de una planta seca después de una exposicién con TI" en laboratorio se

encontrd aproximadamente 1 mg/Kg del metal acumulado (IPCS 1996).

Al respecto, se han detectado concentraciones de Tl en alimentos de origen vegetal
mayores a 10 mg/Kg (Zhou y Liu, 1985), donde destacan por su importancia los
siguientes; papas, ejote, frijol, tomate, perejil, apio, cebolla, zanahoria, pepino, pera,
fresas, manzana vy el calabacin. Por lo que estas verduras comestibles son una de las
vias para la ingesta del talio en humano acumuldndose y por su toxicidad ocasionando

severos dafios al metabolismo vy la salud (IPCS 1996).
4.1.3. Toxicocinética del talio

Un individuo puede exponerse de diferentes maneras al Tl que son de tipo laboral,
accidental, terapéutica e intencional o por el consumo de alimentos contaminados. En
mamiferos la entrada del Tl se da por inhalacidn, ingestién de alimentos y agua, asi

como a través de la piel por exposicidn al aire contaminado (Figura 2).
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La distribucién se favorece por la solubilidad del compuesto de Tl, no obstante una vez
absorbido (Heydlauf 1969) llega al sistema linfatico y asi se distribuye a los 6rganos del
cuerpo, como son el cerebro, corazén, rifidn, tiroides, pancreas, musculo esquelético y
las génadas, donde puede acumularse y causar dafios (Galvan-Arzate y Santamaria
1998, Lu et al 2007). Por otro lado, se conoce su habilidad para cruzar las barreras
biolégicas como la placentaria y llegar al feto alterando su integridad e induciendo
alteraciones prenatales (OEHHACEPA, 1999). El metal generalmente se acumula en los
organos y es eliminado a diferentes tiempos por la orina, el sudor, la saliva,
respiracion, las lagrimas, leche, la bilis, y las heces (Galvan-Arzate y Santamaria 1998,
EPA 2009). Se sospecha que los niveles de Tl pueden variar por la acumulacién y

también la velocidad de eliminacién en cada érgano.

No se conoce con certeza si el Tl en estado de oxidacién | como TI* pasa a Tl ** sin
embargo este ultimo es inestable y pasa a TI** dentro del organismo de los mamiferos
(Kenneth et al 1989). Se propone que la biotransformacién si es que ocurre, mantiene
un equilibrio entre los dos estados de oxidacién y ambos son distribuidos a través de
los fluidos corporales (OEHHACEPA 1999, EPA 2009). En la célula el TI" puede ser
secuestrado por distintos organulos membranosos entre ellos las mitocondrias. Se
piensa que el TI" afecta las funciones que dirige la membrana alterando y bloqueando
los procesos bioquimicos de otros cationes metalicos como el sodio (Na*) y el potasio
(K*). Mientras que del T se ignoran ciertos aspectos y no se ha avalado su proceso
bioquimico (Britten y Blank 1968, Kenneth et al 1989, Cheng-Hang y Tser-Sheng 2005,
Mitchell et al 2007).

Los riesgos de la intoxicaciéon por Tl dependen del tiempo de exposicion aguda,
subcrénica o crénica, con manifestaciones clinicas caracteristicas acorde al tipo y

periodo de exposicion (Figura 2) (Galvan-Arzate y Santamaria 1998).
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Figura 2. Esquema de la toxicocinética del talio. Modificado de Friberg y Elinder 1993.
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4.1.4. Efectos en la salud

Los efectos del talio se han documentado en una variedad de sistemas bioldgicos que
van desde mamiferos, plantas y microorganismos. Se ha determinado que las sales de
Tl son estables, altamente toxicas con consecuencias desastrosas (Kenneth et al 1989,
Pau 2000, Cvjetko et al 2010) que representa un problema severo en la salud en
humanos. Las personas intoxicadas con este metal presentan cuadros clinicos
complejos, que incluye efectos en sistema nervioso, gastrointestinales,
cardiovasculares, motriz, dermatoldgicos y otros mas con la caracteristica de producir

efectos especificos en cada érgano.

Entre los sintomas mas caracteristicos se encuentran la astenia (disminucion de la
actividad cotidiana), dolor, debilidad, coma, alucinaciones, ansiedad, psicosis, neuritis
(retrobulbar) del nervio 6ptico, convulsiones, ataxia, confusién insomnio, delirium,
letargia, aturdimiento, cambios de personalidad, pérdida de apetito, tensidn
abdominal, nauseas, vomitos, constipacion y en algunos casos anorexia (Kenneth et a/
1989, Lu et al 2007). Otros sintomas que produce son taquicardia, pulso irregular,
hipotensidén, angina de pecho, arritmias cardiacas e hipertensién (Kenneth et al 1989,
Rusyniak et al 2002, Tsai 2006), No obstante uno de los efectos frecuentes observables
es la resequedad de la piel y alopecia; comenzando por un cabello encrespado,
guebradizo, con eritemas alrededor del foliculo piloso, el pelo cae de raiz sin dolor lo

gue produce un deterioro de la calidad de vida del intoxicado.

En algunos casos la sintomatologia puede ser confundida con gripe conocida como
“gripe tdlica” acompaifado de cansancio, fatiga y debilidad fisica conocido como
astenia (Martinez et al 2003), dolor en espalda, extremidades inferiores (en piernas, en
pies) y en casos severos distesia, para la marcha (debilidad), pardlisis, temblores y
convulsiones por afectacién de los hemisferios cerebrales. El cuadro se agudiza debido
a las caracteristicas del talio por ser insipido incoloro e inodoro con el paso del tiempo

hace que los efectos sean irreversibles y como veneno silencioso culmina con la
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muerte (Romero 1989, Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Tromme 1998, Pau 2000,
Rusyniak et al 2002, Jha et al 2006, Lu et al 2007).

4.1.5. Intoxicacidn y antidotos

Para tratar personas intoxicadas con Tl se utilizan algunos compuestos especificos (Lu
et al 2007) que intervienen con los mecanismos de toxicidad sistémica capaces de
modificar la cinética urinaria y de excrecion fecal (Heydlauf 1969). Son agentes
quimicos que tienen una efectividad variable en cada individuo entre estos se
encuentran, el azul de Prusia, hexacianoferrato férrico (lll) de potasio [(KFe")
(CN)gNHy0], ditizona (difenil tiocarbazona), furosemida (agente diurético), D-
penicilamina (Montoya-Cabrera et al/ 1991), yoduro de sodio y yoduro de potasio.
Mientras que en otros casos se han complementado estos tratamientos en humanos
intoxicados con la ingesta de liquidos acompafiado de diuresis forzada que ésta a la vez
es monitoreado en muestras sanguineas y de orina. Aunque son varios los compuestos
de esta categoria, el azul Prusia es el mds empleado y a la vez recomendado por su
poder absorbente y su intercambio iénico con el TI" duplicando y triplicando la
excrecién fecal comparado con otros (Figura 2) (Lehmann y Favari 1985, Rangel-Guerra

et al 1990, Montoya-Cabrera et al 1991, Ries y Dart 2005).

4.1.6. Efectos citotdxicos, mutagénicos y genotoxicos

Los efectos mutagénicos, genotdxicos y de toxicidad celular del Tl son escasos en su
mayoria, las sales orgdnicas e inorganicas son muy solubles en agua, lo que facilita su
incorporacion a los sistemas bioldgicos, se sabe que por exposicién a los compuestos
de Tl se alteran los mecanismos y funcionalidad de la célula e induce muerte celular y
otros efectos citotdxicos. Los dafios que causa puede ser por la afinidad que tiene el TI*
con los grupos amino sulfhidrilo, los centros activos de las enzimas y su similitud

quimica tanto con el potasio (K*) como con el sodio (Na).

En una prueba realizada con bacterias de la cepa de Bacillus subtilis H17 (Rec’, arg’, trp’
) y M45 (Rec, arg’, trp’) expuestas a 0.001 M de nitrato de Tl (TINO3), se encontrd que
la poblacién celular se redujo a causa de la muerte por los efectos del metal, ademas

en los grupos tratados con el compuesto se incrementd la frecuencia de
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recombinacion genética que es un pardmetro de dafio al ADN. Sin embargo, el TINOs y
el acetato de Tl (CH3;COOTI), en concentraciones 3.1 pug no induce mutaciones inversas
en Escherechia coli (B/r WP2 tr' y WP2 her’) y en Salmonella typhimurium (TA1535,
TA1537, TA100, TA98 y TA1538) con o sin activacién metabdlica (Lednard y Gerber
1996, IPCS 1996, EPA 2009).

Por otro lado se ha reportado que el cloruro de talio (TICl) aplicado en hamster chino
en dos dosis de 5 y 10 mg/Kg via oral, el compuesto incrementd la frecuencia de
intercambio de cromatidas hermanas (ICH) en células de médula de ésea. En tanto en
las lineas de células Cs;B1/6 y CBA de embridon de ratdn el carbonato de talio (TI,CO3)
aplicado en concentraciones de 10™® a 10° M incrementé los rompimientos en las
hebras de ADN, ademads, este efecto que también se observd en fibroblastos de
embrién de rata. Con la prueba mutaciones letales dominantes en rata el carbonato de
talio en dosis de 5x10™ y 5x107 mg/Kg dio positiva, sin embargo el significado de estos
resultados no han sido aceptados debido a que la comunidad cientifica ha encontrado
fallas en la metodologia (OEHHACEPA 1999, Galvan-Arzate y Santamaria 1998, EPA
2009).

En cuanto a los efectos mutagénicos y genotdxicos en humano se conoce el caso de un
hombre que ingiridé accidentalmente 200 mg de sulfato de talio, al que se le tomé la
muestra de sangre para andlisis citogenético y revelo un incremento de células
binucleadas con micronucleos pero no modificd la frecuencia de alteraciones
cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas (OEHHACEPA 1999), sin
embargo en otro estudio de personas expuestas a 1% (isétopo radioactivo usado para
obtener imdagenes del miocardio y tumores), se encontré que causa dafio al material
genético, sin embargo esto no significa un incremento en la frecuencia de gen hrtp (del
ingles: hypoxanthine guanine phosporibosyl! transferase) (Lednard y Gerber 1996, Lu et
al 2007). Existen pocos trabajos que muestren de manera contundente la

genotoxicidad de los compuestos de Tl aunque estos no son concluyentes.

El Tl tiene efectos teratogénicos en embriones de pollo causando hipotrofia dsea y
distrofia en alas y piernas acompafada de curvatura de huesos, deformidad del pico,

reduccion de la talla del embridon. En ratas induce mala osificacion de los falanges y
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vertebras, mientras que en cachorros de perro alteraciones de cartilago. Se tiene
documentado el caso de una mujer que ingirié Tl durante su embarazo que provoco en
su bebe multiples alteraciones congénitas ocasionadas durante el desarrollo
embrionario, ademas también se tienen casos en los cuales induce la muerte de los

fetos (Galvan-Alzate y Santamaria 1998).

4.2. Ciclo celular

La mitosis es el proceso continuo de reproduccién celular cuya funcion es la
duplicacién de la célula junto a la del material genético asi como la trasmisién de los
genes a la célula descendiente. La mitosis es propia de células somdticas (2n), y que
para fines descriptivos, se divide en 4 estadios profase, metafase, anafase y telofase.
La duracion de los cuatro estadios varia entre especies al igual que entre érganos de
un mismo individuo, e incluso entre células dentro de un mismo tipo celular. El
crecimiento y la division del ciclo de la celula humana, se encuentran regulados por
una intensa activida molecular en las que partcipan proteinas kinasas (enzimas con
adiccion de fosfato por un lado del canal de proteinas), kinasas inhibidoras especificas,
factores de regulacion y proteasas especificas encargadas de dirigir los procesos de
division celular en diferentes interfases dentro de un sistema biolégico en su caso en

estudios in vitro (Tamarin 1996, Pollard et al 2004,)

En estudios in vitro, este tipo de conocimiento del ciclo celular es fundamental, para
saber la duracidn de sus fases (Go, G4, S, G, M) que suman en total como se presenta
en la Figura 3. La reproduccidn celular tiene un tiempo aproximado de 24 horas (Klug

et al 2006)

La progresién del ciclo celular a partir de Go muchas veces esta dado por cualquier tipo
de estimulo por algun agente, ya que Gy se caracteriza por diferentes cambios
celulares y progresan a la fase, G; que se encuentra regulado por un punto de control e
ingresar a la fase S, donde se sintetiza ADN a través de una intensa actividad
metabdlica de enzimas y proteinas en esta fase se logra apreciar crecimiento celular, y
después pasa a la fase G, el material genético se compacta en unidades de

empaquetamiento, hacia el final del ciclo celular se encamina a la fase M, donde los
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cromosomas son jalados a los polos opuestos acorde al huso mitético y ocupa sdélo una
pequefia parte del ciclo, regularmente es menor a una hora en las células humanas en

cultivos in vitro (Klug et al 2006, Wayne et al 2007).

En este proceso las células se encuentran reguladas por los puntos de control a través
de la progresién durante el ciclo celular hasta llegar a la citocinesis hasta concluir y
detenerse en Go, que al estimularse activara la division celular (Klug et al 2006, Wayne

et al 2007).

A. Detalles del ciclo celular

Mitosis

‘ B. Diagrama del tiempo en escala de horas
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Figura 3. Ciclo celular eucariotico (tomado de Pollard et al 2004).

El cromosoma

El cromosoma es la estructura de empaquetamiento del ADN al interior de nucleo
celular de los organismos eucariotas, observables en cariotipo donde se ordenan en
pares homadlogos de iguales caracteristicas. Esta semejanza en cuanto tamafio y forma

dispuesta en los cromosomas homodlogos para las células somaticas poseen la
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informacién completa necesaria de un individuo diploide (2n) de 46 cromosomas para
humano; 23 cromosomas aportados por cada uno de los progenitores durante la
fecundacion. Estos cromosomas en células 2n se pueden observan a partir de fase G,
dependiendo su compactacién, pero el mas recurrido es el de metafase por su

visibilidad para estudios citogenéticos.

En una metafase a campo claro en humanos se observan 46 cromosomas de los cuales
44 son autosomas y el par 23 es conocido como par sexual; en la mujer son dos del
grupo de los “X” y en el caso del hombre uno es “X” y el otro “Y”, el material genético
estd formado por el acido desoxirribonucleico (ADN), una macromolécula lineal y
sensible, Unica en su naturaleza que se encuentra constituida por un azucar
(desoxirribosa), un radical fosférico y una pareja de bases azoadas que son de dos

tipos; las bases puricas adenina A y guanina Gy las pirimidicas citocina Cy la timina T.

Las bases nitrogenadas poseen el cédigo de la vida (ADN) de un individuo y proveen las
herramientas necesarias en la homeostasis adecuada mientras no existan alteraciones

en sus bases nitrogenadas (Novo-Villaverde 2004, Wayne et al 2007, Russell 2010).

En la actualidad se dispone de pruebas citogenéticas para identificar cientos de
enfermedades genéticas hereditarias, y este nimero crecera cuando se identifiquen y
aislen genes que codifican una informacion Unica y especializada como se muestran en
la Figura 4. Sin embargo estos genes en cromosomas suelen ser afectados tanto en
numero como en estructura causando enfermedades asi algunos sindromes y en el

desarrollo embrionario malformaciones y abortos (Novo-Villaverde 2004)
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Figura 4. Esquema de dotacién de cromosomas humanos muestra algunos genes mutantes
que dan lugar a enfermedades hereditarias. El punto rojo indica las enfermedades
diagnosticables por analisis de ADN (tomado de Klug et al 2006).

El ADN la doble hélice

En 1953 James D. Watson y Francis H. Crick propusieron un modelo para explicar la
disposicion fisica y quimica de la molécula del ADN. La molécula que idearon se ajusto
a todos los datos y conocimientos sobre su composicion para establecer el modelo de
la hoy famosa molécula de la doble hélice. Esta determinacion de la estructura del ADN
fue wuna ocasion trascendental en la biologia que condujo a nuestra comprension

molecular y celular de nuestro presente (Russell 2010).
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Durante la interfase del ciclo celular incluyendo la fase de sintesis de ADN (fase S), y
durante la divisién, el material genético queda expuesto a factores y agentes que
inciden de manera directa e indirecta (Arni y Hertner 1997), que muchas veces alteran
los mecanismos implicados en su replicacién, reparaciéon y empaquetamiento ver
Figura 5. Es en el cromosoma donde puede observarse el dafio ocasionado en
estructura y numero originando alteraciones graves e induciendo enfermedades
acorde al tipo de dafio del material genético (ADN), en humano (Freifelder 1988,

George 2003, Pierce 2005, Klug et al 2006).
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Figura 5. Estructura del ADN (acido desoxirribonucleico), la cromatina posee niveles complejos
de organizacidn (tomado de Pierce 2005).
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4.3. Sangre y el linfocito como modelo de prueba

La sangre es una suspension conformada por elementos celulares y una solucion de
plasma que constituyen el 7 % correspondiente al peso corporal en humanos que esta
constituida por agua, oxigeno, bidxido de carbono, proteinas, carbohidratos, lipidos y
hormonas necesarias para el correcto funcionamiento de los drganos y tejidos del cuerpo

(Nelson y Cox 2008).

En la sangre ademds del plasma encontramos la fraccion de células sanguineas y
fragmentos citoplasmicos. La fraccién de células la constituyen los glébulos rojos vy
glébulos blancos, y la fraccién de fragmentos celulares la conforman las plaquetas o
trombocitos. Los diferentes tipos celulares asi como las plaguetas se originan a partir de
las células pluripotenciales (células troncales hematopoyéticas) en medula ésea a través

de un proceso conocido como hematopoyesis.

Los glébulos mejor o eritrocitos se forman durante la eritropoyesis, son células que
pierden su nucleo cuando maduran en la medula dsea y tienen como funciéon principal el
transportar de gases, poseen elevadas cantidades de hemoglobina y su tiempo de vida es

de 120 dias aproximadamente (Evans 1984, Moran 2001, Nelson y Cox 2008).

Los glébulos blancos o leucocitos son células nucleadas y estos incluyen a los granulocitos,
linfocitos, monocitos son linfocitos. Los granulocitos son de tres tipos, los mas abundantes
son los néutrofilos con el 95 por ciento del total de la fraccidon de granulocitos, le siguen
los eosindfilos con 4 % y los basdfilos con cerca del 1 %. Los leucocitos al igual que los
eritrocitos se originan a partir de células pluripotenciales, sin embargo los linfocitos a
diferencia de los demas tipos celulares maduran en la glandula del timo, en los ganglios
linfaticos y en bazo, donde adquieren receptores de membrana que les da especificidad;
por ejemplo los que se especializan en timo y ganglios linfaticos adquieren entre otros el
receptor para linfocitos T (TCR, T cell receptor) y los que maduran en bazo adquieren el

receptor especifico para antigenos tipo B (BCR, B cell receptor).
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Los linfocitos son de tipo B son células que presentan nucleos grandes y son los
encargadas de la inmunidad humoral, responden ante estimulos de un antigeno (Mas
informacién en Cauerhff et al 2006, Blum y Padst 2007) se transforman en células
plasmaticas que sintetizan y segregan anticuerpos (inmunoglobulinas) en circulacién para

llegar hasta el sitio de accién.

Los linfocitos T estan encargados de coordinar la respuesta inmune celular (linfocitos T
citotoxicos) como lo es la protecciéon a largo plazo ante virus, bacterias y células
cancerosas, ademds de interactuar (linfocitos T cooperadores) con los linfocitos B
(supresores y de memoria) para la produccidon de anticuerpos y dar respuesta inmune

contra antigenos especificos (Cauerhff et al 2006).

El linfocito como modelo de prueba en experimentacidn, es recurrido en pruebas
citogenéticas in vivo e in vitro, por sus caracteristicas son de facil obtencién en donde en
1 ml de sangre se disponen aproximadamente de 1-3 millones (Blum et al 2007). En
individuos sanos los linfocitos se encuentran en fase Gy, pueden ser cultivados y
estimulados para reiniciar el ciclo celular con algin mitégeno como la fitohemaglutinina,
su tiempo de divisidon es de aproximadamente 24 horas. De hecho el cultivo de células de
sangre de humano es uno de los modelos mas utilizados en el diagnostico citogenético,
por su sensibilidad como indicador de alteraciones en la estructura o en el nimero de
cromosomas que puedan causar agentes fisicos, quimicos o bioldgicos (Evans 1984, Moran

2001, Blum y Padst 2007).
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4.4. Aberraciones cromosomicas estructurales

Para los analisis citogenéticos y de dafio al material genético se emplean varias pruebas
como los intercambio de cromatidas hermanas (ICH), aberraciones cromosdémicas (AC)
(Arni y Hertner 1997, Wierzbica et al 2003, Yildirim et al 2005), micronucleos (MN) y el

ensayo cometa (Swierenga et al 1991).

Las AC son un buen biomarcador de dafios en la célula por exposicidn in vivo o in vitro. La
prueba de AC ha sido usada por mas de 40 afios para revelar cambios en el nimero de
cromosomas o rompimientos en los cromosomas (efecto conocido como clastogénico)
inducido por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos (Bender et al 1974, Evans 1984, EPA-
HETG 1998, Albertini et al 2000, Mateuca et al 2006, Natarajan y Palitti 2008, Bignold
2009).

Los agentes que inducen dafo al material genético en Gi-Gg, S, G, y M) pueden
desencadenar cambios en la estructura del cromosoma, es decir los rompimientos del
material genético estan involucrados en la formacién de reuniones incorrectas y
traslocaciones. Estos rearreglos cromosémicos estan descritos en el Cuadro Il y la Figura

6.

La agudeza visual al microscopio es un instrumento fundamental para detectar
aberraciones cromosémicas estructurales (ACE), a nivel cromosémico y cromatidico como
deleciones terminales, lesiones acromaticas (o brechas), rompimientos, intercambios de
loci entre cromosomas, inter- e intracambios en cromosoma, minutas, rompimientos
isocromatidicos simétricos y asimétricos, arreglo de anillo céntrico e inversién de
cromatidas (Cuadro Il) (Evans 1984, Natarajan 2002, Obe et al 2002, Mateuca et al 2006,
Natarajan y Palitti 2008, Bignold 2009).
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Figura 6. Clasificacién de roturas y reuniones (modificado de Tamarin 1996).
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Cuadro Il. Aberraciones cromosdmicas estructurales

TIPO DE ABERRACION FIGURAS DESCRIPCION
Involucra a ambas cromatidas de un mismo
TIPO CROMOSOMICO cromosoma y loci
Region cromosémica distal del gap o brecha esta
Brecha (B) o lesién acromatica '| alineada con la regién proximal. La regién no tefiida no

es mayor que el didametro de la cromatida.

Involucra solo un cromosoma y como en todos las
Rompimiento cromosémico aberraciones de tipo cromosémico ocurren el dafio en
o delecién terminal la fase GO o G1, antes de su replicacion del material
genético. La parte del centro de la delecion del
cromosoma no puede ser identificada.

En la mayoria de las metafases de las células no pueden
ser distinguidas de los rompimientos isocromatidicos
por lo que se les conoce como rompimiento isolocus.

Intercambio & Involucra dos o mas lesiones en mismo o diferente
cromosoma.

a) Intercambio entre * Resultan del intercambio de dos cromosomas en G1. El

cromosomas (C/C) fragmento es parte del intercambio y no puede ser

Dicéntrico acompafiado de considerado como un evento separado.

un fragmento

b) Intercambio en el Q \\ El fragmento es parte del intercambio y no debe

mismo cromosoma; (C/C) contarse como un evento separado. Un fragmento se

b.i ) Intercambio entre brazos encuentra localizado en un anillo (dicéntrico) y los
Anillo céntrico fragmentos permanecen localizados como deleciones
acompafiado de un isolocus.
fragmento

b.i.i) Intercambio dentro de los La parte céntrica de este intercambio puede no ser
mismos brazos identificada. Los anillos acéntricos pequefios son
- llamados minutas o deleciones intersticiales.

Anillo acéntrico
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..CONTINUACION CUADRO I.

TIPO DE ABERRACION

FIGURAS

DESCRIPCION

TIPO CROMATIDICO

Gap (g)

Rompimiento cromatidico (c) o delecion

Rompimiento
Isocromatidico

Intercambio
a) Intercambio entre cromosomas (c/c)
a.i) Asimétrica

a.i.i) Simétrica

b) Cambios en un
cromosoma;(c/c)

b.i) Entre brazos de un mismo
cromosoma (intercambio)

b.i.i) Intra-cambios de un
mismo brazo.

c) Isocromatidicos
(intercambio en la cromatida

i
i

fragmento alineado

&

Fragmentos desalineados

3

™
Su

Nud Nup

=3

4
A

Asimétrica

®

Simétrica

{

Minuta o delecidn intersticial

Y

Dicéntrico triradial

A

Triradial Monocéntrico

Usualmente involucra solo una cromatida de cada
cromosoma excepto por las brechas isocromatidicas.
Regidn no tefiido y menor al didametro de la cromatida.

Regidn no tefiida mayor al didametro de la cromatida.

Presenta un fragmento invariable asociado con el
cromosoma original.

Muestra reunién incompleta o unién hermana de los
rompimientos terminales (Su)

Reunién incompleta (no-unién, Nu) proximal (p) y distal
(d). Los fragmentos alineados o no alineados/
dislocados.

El tipo de reunién no puede ser identificado, los
fragmentos refieren a una delacién isolocus.

Se origina por rompimientos cromatidicos en
distintos cromosomas, los fragmentos resultantes
se unen formando figuras cuadriradiales

No se producen fragmentos libres

No hay fragmentos si la reunién es completa

El fragmento permanece asociado con el cromosoma
original.

Un fragmento formado

No se forman fragmentos si la reunién es completa.

Tomado de Venitt y Parry. 1984.
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4.5. Aberraciones cromosomicas numeéricas

Las ACN son variaciones en relacién al nimero haploide de cromosomas (euploidias) y al
desbalance en cuanto a la cantidad de pares de cromosomas (aneuploidias). En el humano
las células somaticas (2n) contienen normalmente 46 cromosomas, de los cuales 22 pares
son conocidos como autosomas y el par 23 esta apareado un cromosoma “X” y uno “Y”
para el caso del varén y en la mujer son dos X. Sin embargo son indispensables para
regular el nUmero de copias de un gen y del producto génico de su expresién (Freifelder

1988, George 2003).

Condiciones anormales de numero ACN, conducen a enfermedades graves a falta o exceso
de informacién genética contenida en los cromosomas (George 2003). Los eventos que
comunmente se encuentran al evaluar ACN son los siguientes: aneuploidia, cuando en
metafase se pierde o gana uno o mds cromosomas pero no la dotacién; por ejemplo las
monosomias son cuando se pierde un solo cromosoma en un genoma 2n, en tanto que la
trisomia ocurre cuando se gana un cromosoma. Euploidia, faltan o estdn presentes
dotaciones haploides completas de cromosomas en tanto que en las poliploidias los
organismos contiene tres o mas dotaciones, en las tetraplodias se presentan cuatro

dotaciones como se observan en el cuadro Il.

Cuadro lll. Terminologia para la variacidon en el nimero de cromosomas.

TERMINO EXPLICACION

Aneuploidias 2n £ X cromosomas

e Monosomia 2n-1

e Trisomia 2n+1

e Tetrasomia 2n+2,

e Pentasomia 2n +3,
Euploidias Muiltiplos de haploidias (n)

e Diploidia 2n

e Poliploidia 3n, 4n, 5n,..

e Triploidia 3n

e Tetraploidia 4n

e Pentaploidia 5n

e Autopoliploidia Multiplos del mismo genoma

e Alopoliploidia(Anfidiploidia) Multiplos de genomas distintos

Tomado de Klug et al 2006
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4.6. Asociaciones de satélite

Una célula en interface se caracteriza por tener uno o mas nucléolos. Los pares de
cromosomas acrocéntricos pertenecientes al grupo D (13, 14, 15) y los cromosomas al
grupo G (21 y 22) tienden a asociarse (Zang y Back 1964, Gani 1978), debido a que
presentan pequefas estructuras satelitados en brazos cortos que en interfase forman
parte de la organizacién regional del nucléolo “NORs” (Zankl 1980, Verma et al 1983). Sin
embargo, cuando entran en divisidon celular en mitosis y meiosis (Houghton 1979) esta
tendencia se mantiene y en células en metafase son claramente visibles, que supone
pensar que poseen una adherencia muy propia que se conserva desde la formacién del
material nucleolar de las regiones satelitadas (Zang y Back 1964, Liem 1977), y se sospecha
que alteraciones en estas estructuras son causantes de anormalidades cromosdmicas en
humano (Malcolm et al 1961, Houghton 1979, Sigmund et al 1979). Aunque los eventos de
formacion durante interfase no se han establecido de manera clara (Gani 1978) a esta
condicidn se le conoce como asociaciones de satélites (AS) de cromosomas acrocentricos y
se conoce que la frecuencia basal de AS puede ser modificada por agentes quimicos con
propiedades tdxicas (Ferguson-Smith y Handmaker 1961, Ferguson-Smith et 1961, Roldan
y Altamirano 1990, Rodriguez-Mercado et al 2003).

Las asociaciones de satélite se les considera importantes por ser la causa posible del
origen de aneuploidias, producidas por no-disyuncién y re-arreglos estructurales. Entre
estas ultimas estan las translocaciones que involucran los cromosomas del grupo D y G,
alteraciones que se han relacionado con algunos sindromes como el de Down y Patau, ya
gue varios mugatenos quimicos causan efectos de manera directa e indirecta sobre el

ADN (Gani 1978).

En la Figura 7 y 8 se pueden observar algunos de los cromosomas acrocéntricos asociados

y la condicidon para ser consideradas como AS.
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Figura 7. Asociacion de satélites de cromosomas acrocéntricos, (DDG). Un criterio para ser
consideradas AS es que la distancia entre los centromeros de los cromosomas involucrados no sea
mayor a la longitud del brazo P de los cromosomas del grupo G de la metafase analizada (tomado
de Houghton 1979).

Figura 8. Nimero posible de asociaciones de satélite entre cromosomas acrocéntricos. Los
cromosomas a, b, cy d, se pueden organizar en tres posibles formas (tomado de Zang y Back
1968).
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5. JUSTIFICACION

El acetato de talio es un quimico conocido por la toxicidad que provoca en animales de
experimentacidn en pruebas in vivo, sin embargo se desconoce su capacidad genotdxica,
mutagénica y clastogena. En citogenética el analisis de AC es recomendado en la literatura
para detectar dafio inducido al material genético, reparaciones, re-arreglos incorrectos en
cromosomas y ademads alteraciones en la proliferacion celular (division celular). Estas
anomalias estdn relacionadas con anormalidades congénitas, neoplasias en humanos,
enfermedades recesivas, entre los mdas conocidos estdn los sindromes que cominmente
son inducidos por agentes metdlicos mutagénicos y cancerigenos. El cultivo de linfocitos
de sangre periférica humana tratados in vitro se emplea por su facil manejo y sensibilidad
para detectar dafio cromosémico en el analisis de ACE, ACN, AS e IM para revelar los

efectos genotdxicos y de toxicidad celular.

Pagina 34



HIPOTESIS

6. HIPOTESIS

El acetato de talio en los organismos y el humano produce efectos irreversibles como los
neuroldgicos, cardiolégicos, reproductivos y algunos teratogénicos, sin embargo el
mecanismo de accidn no se ha descrito del todo. Se conoce que el TI* es mas estable que
TI**, puede competir con cationes esenciales, tiene afinidad por grupos sulfidrilo de las
biomoléculas y puede alterar la funcionalidad de mitocondrias, ribosomas y reticulo
endopldsmico. Por lo tanto, si el TI" es capaz de alterar los mecanismos celulares e
intervenir con la sintesis y reparaciéon de ADN, entonces se espera encontrar danos en los
cromosomas y cambios en el indice mitdtico de linfocitos de sangre periférica humana

cultivada y tratada con diferentes concentraciones de este compuesto.
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7. OBJETIVOS

7.1. General

Evaluar el dafio cromosdmico y alteraciones en la divisiéon celular en linfocitos
humanos de sangre periférica expuestos a 0, 0.5, 1, 5, 50 y 100 pg/mL de acetato

de talio.
7.2. Particulares

» Cuantificar las células en metafase con respecto a las células en interface y calcular
el IM de los cultivos de linfocitos humanos expuestos a las diferentes

concentraciones de acetato de talio.

» Evaluar el tipo y la frecuencia de ACE en las metafases de los cultivos de linfocitos

humanos expuestos a las diferentes concentraciones de acetato de talio.

» Evaluar el tipo y la frecuencia de ACN en las metafases de los cultivos de linfocitos

humanos expuestos a las diferentes concentraciones de acetato de talio.

» Identificar cromosomas acrocéntricos de los grupos D y G y evaluar la frecuencia
de AS en las metafases de cultivos de linfocitos humanos expuestos al acetato de

talio.

» Aplicar las pruebas estadisticas correspondientes y determinar las significancias
entre los grupos tratados y no tratados con acetato de talio de cada pardmetro

evaluado.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1 Cultivo de linfocitos

Se seleccionaron con base a una encuesta tres donadores varones A, By C (Carranoy
Natarajan 1988, IPCS 1985), elegidos por no revelar exposicion a algun tipo de “agente
mutdgeno”. A cada uno se le tomé una muestra de 10 ml de sangre periférica por

venopuncidn con jeringa heparinizada de acuerdo con Moran 2001.

Se dispuso de la muestra sanguinea y sembraron 0.5 ml de sangre completa en 4.5 ml de
medio de medio de cultivo RPMI suplementado con L-glutamina, sulfato de gentamicina,
suero fetal bovino y fitohemaglutinina (PB MAX GIBCO, EUA), en tubos cénicos Corning de
polipropileno para centrifuga de 15 ml (Barrera et al 2008). Los cultivos se incubaron

durante 48 hrs.
Tratamiento

Para determinar las concentraciones de acetato de talio (pureza 99%, laboratorio Riedel-
de Haen, distribuido por Sigma-Aldrich Chem. Co. WI) a emplear se realizaron
experimentos preliminares de acuerdo con la literatura mediante una curva dosis efecto, y
se eligieron las concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 50 y 100 pg/mL (EPA-HETG 1996). Se
hicieron los cultivos de 48 hrs y se dieron los tratamientos a las 24 hrs con acetato de talio
contando siempre con un cultivo al que no se le aplico el metal (0 pg/mL) que fungié como
testigo. A las 46.5 hrs de iniciado los cultivos se aplico 0.2 ug/mL de colcemida (GIBCO,
EUA), para inhibir la formacién del huso mitético y detener las células en metafase. La

siembra y los tratamientos se realizaron en condiciones estériles
Cosecha

Al cumplirse las 48 horas del cultivo los tubos se centrifugaron a 1500 revoluciones por
minuto (rpm), durante 5 minutos, enseguida se extrajo el sobrenadante y el paquete
celular fue sometido a un choque hipoténico en 5 ml de solucién de KCI (0.075 M) durante

20 minutos a la temperatura de 37 °C. Una vez transcurrido este tiempo, los tubos con la
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muestra se centrifugo nuevamente a 1500 rpm durante 5 minutos y se retiro el
sobrenadante, el paquete celular se fijo en 5 ml de solucion metanol-acido acético (3:1
v/v, a 4°C) realizando tres cambios con reposo cada uno de 15, 10 y 5 minutos,
respectivamente. Al termino de la ultima fijacidn, se adiciono al paquete celular 0.5 ml del

fijador y se dejaron listas para la preparacién en laminillas.
Preparacion de laminillas

Las laminillas se hicieron por goteo, dejando caer la muestra a una altura aproximada de
50 cm, lo anterior con la finalidad de extender las células en metafase. Después de 24 hrs,
las laminillas se tifieron en una caja coplin con Giemsa (Hycel, México) al 5% durante 20

minutos (Rooney 1992).
Evaluacion citogenética

La evaluacion de metafases en laminillas se realizo en un microscopio dptico de campo
claro, con material expuesto a las concentraciones de acetato de Tl (0.5, 1, 5, 10, 50 y 100
ug/ml) asi como testigos negativos con su respectivo duplicado. Antes de las evaluaciones
las preparaciones se codificaron y se leyeron a doble ciego. Para determinar el IM se
analizaron 500 células por laminilla, 4 por cultivo mas duplicado (4000 células) a 40
aumentos en un microscopio OLIMPUS BX40. Se cuantificaron las células en division con
respecto a las que se se encuentran en interface (Evans 1984, Carrano y Natarajan 1988,

Swierenga et al 1991) y se aplico la férmula para el IM celular.
IM = (numero de células en division/numero total de células) x 100

La frecuencia de ACE Y ACN se obtuvo mediante el analisis de 100 metafases por cultivo,
en microscopio de campo claro a 100 aumentos con base a los criterios de Evans 1984 y
los de IPCS 1985 (ver Cuadro 1). Se tomo registro de ACE diferenciando las de tipo
cromatidico de las de tipo cromosémico, y al mismo tiempo se evalud las ACN, tanto
aneuploidias como poliploidias (Carrano y Natarajan 1988, Swierenga et al 1991). Para AS
se analizaron 25 metafases por lamina (100/Cultivo) a 100 X en microscopio de campo

claro y se determino la frecuencia de AS de acuerdo con Zang y Back (1964), registrando
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los cinco pares de cromosomas acrocéntricos asociados (CAA) de los grupos D y G que se
encuentren por células cada cultivo (Roldan y Altamirano 1990, Rodriguez-Mercado 2001).

El diagrama que se siguié se puede observar en la Figura 9.
8.2 Analisis estadistico

Para el andlisis de indice mitético se aplico una prueba de Z de proporciones y para el
parametro de aberraciones cromosémicas la prueba de ji cuadrada. Para la frecuencia de
asociaciones satélite se realizo un anadlisis de varianza de un factor seguido de una prueba

de Tukey (Marquez 1988 y Reyes-Castafieda 1990); se utilizo el programa SPSS versién 15.
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Analisis Citogenético

!

Muestra de sangre periférica humana con una jeringa heparinizada

'

Siembra de 0.5 ml de sangre en 4.5 ml de medio de cultivo RPMI (suplementado con L- glutamina, sulfato de gentamicina,
suero fetal bovino y fitohemaglutinina) en tubos cénicos de 15 ml, Los cultivos se incubaron durante 48 hrs y a las 24 hrs
se aplican los tratamientos con acetato de talio, mas un duplicado por tubo a temperatura de 37° C.

e B

}

} }

0 pug/mL 0.5 pg/mL 1 pg/mL 5 pg/mL

10 pg/mL

50 pg/mL 100 pg/mL

\ > TITTI11% : Extraccién

—— ) ' alas 48 hrs
w ________ de finaliar

8. el cultivo

Centrifugacién durante

5 minutos a 1500 rpm

Analisis del material genético en campo claro

oy = o
L EEl Goteo en laminillas de las muestras procesada,

e realizacién de la tincidn diferencial a las 24 hrs

lr"M "y
Aplicacién de 5ml de e o
solucién hipotonica (Kd) a - —_
0.075 M, a 37°C, con
reposo por 20 minen bafio
maria
Qiﬁ Centrifugacién
v € extracciony
I ) fijacién con
reposos de
15,10y 5 min.

Figura 9. Método del analisis citogenético.

Cromosomas dispuestos
en metafase

Pagina 40




RESULTADOS

9. RESULTADOS

Los resultados obtenidos de las pruebas citogenéticas en los cultivos de linfocitos
humanos tratados con diferentes concentraciones de acetato de talio se muestran en los
Cuadros IV, Vy VI, asi como en las Figuras 12, 13, 14 y 15. En los cuadros se aprecian los
resultados de los cultivos de tres donadores (A, B y C) y su respectivo andlisis, en tanto

gue en las figuras los datos en promedios correspondientes a cada prueba.

En el Cuadro IV se muestran los datos de IM y la frecuencia de ACE en los cultivos
celulares expuestos a O (testigo), 0.5, 1, 5, 10, 50 y 100 ug/mL de acetato de talio del
donador A, el donador B y el donador C; los tres donadores varones de 29, 31 y 26 afos de
edad, respectivamente. Para la evaluaciéon de IM se cuantificaron como minimo 4000
células por tratamiento y por donador, distinguiendo células en metafase de las células en
interfase, sin embargo en los tratamientos de 50 para el donador A se observaron muy
pocas metafases y en la concentracién de 100 pg/mL ninguna célula en metafase, efecto
gue se repitié en ambas dosis para los donadores B y C, razén por la cual no se presentan
datos en estas concentraciones en la evaluaciones de AC y de AS. ademads se puede
observar que el valor del IM en las concentraciones analizables disminuye con respecto al

testigo de cada donador.

Es importante resaltar que a partir de la concentracion de 1 pg/mL aparecen las
diferencias estadisticas del IM, y en dos de ellos (donador Ay B) en el tratamiento de 5
ug/mL se reduce pero no es estadisticamente diferente, situacién que se aprecia mejor al

promediar los datos de los tres donadores (Figura 10).

En cuanto al andlisis de las ACE en la cual se incluyen las de tipo cromatidico, tipo
cromosémico y las brechas (dentro de esta se sumaron las isobrechas), se puede apreciar
incremento en la frecuencia de ambos tipos de aberraciones y también en la presencia de
brechas en varias de las metafases de los cultivos de los tres donadores tratados con el

acetato de talio, incremento que va acompanado por el aumento de células con
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aberraciones estructurales sin brechas, es decir, células en metafase con al menos una

aberracién sin incluir aquellas células que solo tenian brechas (Cuadro IV).

Dentro de las aberraciones que pudieron observarse en este estudio se encuentran los
rompimientos, las deleciones o perdidas y las minutas terminales e intersticiales, cada una

de ellas contada como una aberracion.

Al realizar la suma para obtener el total de la frecuencia de ACE con o sin brechas se
obtuvieron algunas diferencias estadisticas en los tratamientos con talio respecto a los
testigos, donde las diferencias aparecen a partir de la concentracién de 1 pg/mL, lo que
demuestra que hay induccién de aberraciones por el quimico (Cuadro IV) y que se

confirma al realizar el analisis del promedio de los tres donadores (Figura 11).

Los datos de la evaluacion de las ACN se muestran en el Cuadro V y en la Figura 12. En
estas se incluyen las células con aneuploidias (hipoploidias e hiperploidias) asi como las
células poliploides, a demas del porcentaje de células con ACN de las 200 células
analizadas por cada tratamiento por cada donador y su comparacion estadistica con

respecto a su testigo.

Para cada donador el nimero de células con aneuploidias es mayor respecto a cada
testigo; en el caso las células hipoploides 2n-3 se encontré aumento en los cultivos
tratados con acetato de talio en los tres donadores especificamente en la concentracion
de 10 pg/mL. Las hiperploidias también consideradas en este estudio, fueron cuantificadas
sin embargo se encontraron en cantidad minima, Unicamente se observaron dos en los
tratamientos de 5 pug/mL para el donador C. Las poliploidias encontradas, células 4n,
también fueron pocas, al menos se observo una en cada cultivo celular tratado con el talio

(Cuadro V).
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En cuanto al numero total de células aneuploides o poliploides expresado como
porcentaje (Cuadro V), se observaron cambios significativos en la concentracion de 10
ug/ml, resultado que se confirmo al realizar el analisis del promedio de los tres donadores

(Figura 12).

Los valores de la frecuencia de AS se incluyen en el Cuadro VI. El andlisis estadistico de la
frecuencia de AS por célula, cromosomas acrocéntricos asociados de grupo D y G, asi
como el porcentaje de células con AS muestran algunos cambios poco consistentes entre
donadores. Para el donador A en el tratamiento de 5 pg/mL los cromosomas asociados de
grupo G se incrementan estadisticamente, sin embargo disminuyen los valores de los
cromosomas asociados del grupo D o del grupo G, asi como la participacién de ambos
(D+G) en las asociaciones en la concentracion de 10 pug/mL, con diferencias estadisticas en
los donadores B y C en estos tratamientos. Con relacién a las AS por célula y al porcentaje
de células con asociaciones hay reduccién significativa en las concentracién antes
mencionadas; para el donador A el porcentaje de células con AS, para el B en las AS/célula
y para el donador C en ambas mediciones. Cuando se realizo el analisis promediando los
datos de los tres donadores no se observo reduccién significativa en el porcentaje de

células con AS de los cultivos tratados con acetato de talio (Figura 13).
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Cuadro IV. indice mitotico(IM) y frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales
(ACE) del cultivo in vitro de linfocitos humanos tratados con acetato de talio

Frecuencia de ACE

Concentracién

de acetatode  IM(X  EE) Células Total de ACE Células con
talio en pg/mL analizadas  Cromatidicas Cromosémico  Brechas ACEen %
con brechas sin brechas
Donador A
0 2.05+0.20 200 0 0 1 1 0 0.0
0.5 1.55 +0.14 200 1 1 3 5 2 1.0
1 1.22+0.16 2 200 2 0 0 2 2 1.0
5 1.77+0.16 200 2 1 1 4 3 1.5
10 1.05 +0.09 ? 200 5 2 5 12° 7° 3.5
50 0.12+0.14° - - - - - - -
100 - - - - - - - -
Donador B
0 2.55+0.14 200 0 1 3 4 1 0.5
05 1.60 +0.26 200 2 2 3 7 4 2.0
1 1.25+0.17° 200 7 3 4 142 10° 5.0
5 1.97 +0.42 200 1 3 3 7 4 2.0
10 1.50+0.23° 200 9 7 5 212 16" 8.0°
50 0.12+0.18"° - - - - - - -
100 0.07+0.10° - - - - - - -
Donador C
0 3.27+0.26 200 1 0 1 2 1 0.5
0.5 2.52+0.23 200 0 1 4 5 1 0.5
1 1.80+0.15° 200 1 0 2 3 1 0.5
5 2.57+0.16 " 200 3 3 2 8 6 3.0
10 0.62+0.16 " 147 3 0 2 5 3 2.0
50 0.02+0.07° ; - - - - - -
100 - ; - - - - - -

¥P<0.01y "P<0.005 comparado con su testigo
IM de 4000 células por donador por concentracion, prueba de Z de proporciones
ACE con prueba ji?
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Cuadro V. Frecuencia de aberraciones cromosémicas numéricas (ACN) en
cultivos de linfocitos humanos expuestos in vitro al acetato de talio

y Frecuencia de ACN
Concentracion de

acetato de talio en g jaq Hipoploidias Células  Hiperploidias  Poliploidias iéclgjllla:nc;)n
Hg/mi analizadas @3 (@2 (21 (2n) (2n+1) (4n)
Donador A
0 200 0 4 4 192 0 0 4.0
0.5 200 0 6 9 185 0 0 7.5
1 200 0 5 9 186 0 0 7.0
5 200 0 2 5 193 0 0 3.5
10 200 7 13 10 169 0 1 1552
50 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
Donador B
0 200 0 10 6 184 0 0 8.0
0.5 200 0 14 9 176 0 1 12.0
1 200 0 5 1 191 0 3 4.5
5 200 0 7 2 190 0 1 5.0
10 200 4 9 4 182 0 1 9.0
50 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -
Donador C
0 200 7 4 9 180 0 0 10.0
0.5 200 11 12 11 166 0 0 17.0
1 200 9 8 14 169 0 0 15.5
5 200 6 8 8 175 2 1 12.5
10 147 40 7 2 98 0 0 33.3°
50 - - - - - - - -
100 - - - - - - - -

4p<0.01 y b P < 0.005 comparado con su testigo, prueba de prueba ji?
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Cuadro VI. Frecuencia de asociaciones de satélite (AS), frecuencia de cromosomas
asociados del grupo D y G de cultivos de linfocitos humanos tratados in vitro con

acetato de talio
Concentracion de

acetato de talio en Frecuencia AS Celulas %On
Hg/mi ar%é"f;jsas AS/célula+ EE  GrupoD+EE  Grupo G:EE  Grupo D+ G + EE ASent
Donador A
0 200 0.98 + 0.05 0.91 + 0.07 1.16 + 0.08 2.07+0.11 72.0
0.5 200 1.01 +0.06 0.93 £ 0.07 1.29 +0.09 2.22+0.13 69.0
200 1.03+0.05 0.79 + 0.06 1.37 +0.08 217 +0.12 74.5
5 200 1.17 +0.06 1.21+0.08°2 1.31+0.07 2.52+0.12 775
10 200 0.77 + 0.06 0.70 + 0.07 0.93+0.08 1.63+0.13 52,52
50 i . . . . .
100 i i . . . .
Donador B
0 200 1.76 + 0.05 2.33+0.09 1.69+0.08 4.02+0.13 94.0
0.5 200 1.85 + 0.06 2.37+0.10 1.65 +0.08 4.02+0.14 93.0
1 200 1.83+0.07 246 £0.11 1.71+0.09 417 +0.16 90.0
5 200 1.72 +0.06 2.22+0.10 1.57 +0.07 3.79+0.14 89.0
10 200 1.45 +0.06" 1.86+0.10° 1.41+0.08 3.27+0.15°" 82.0
50 . . . . . .
100 i . i . . .
Donador C
0 200 1.80+0.05 2.49 +0.09 1.49 +0.07 3.98+0.13 94.5
0.5 200 1.68 + 0.06 2.34+0.10 1.44 +0.07 3.78+0.14 91.0
200 1.69 + 0.06 2.45+0.10 1.42 +0.07 3.87+0.14 90.5
5 200 1.76 + 0.06 2.72+0.10 1.39 +0.07 4.11+0.14 91.5
10 147 1.25+0.06° 1.65+0.09° 1.15+0.08° 2.80+0.14°¢ 82.0°%
50 i . . . . .
100 - - - - - _

®P<0.05 "P<0.01y “P<0.005, comparado con su testigo
Frecuencia de AS con prueba de ANOVA seguida de Tukey
Células con AS con prueba de ji?
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Figura 10. Efecto del acetato de talio en el indice mitético (IM), promedio de los tres donadores.
4P < 0.005 comparado con el testigo (0 pg/mL), prueba de Z para proporciones.
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Figura 11. Incremento de aberraciones cromosdmicas estructurales (ACE) y porcentaje de células con ACE
inducidas por el acetato de talio, promedio de los tres donadores. P < 0.05 y bp < 0.005 comparado
con el testigo (0 pg/mL), prueba de ji°.
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Figura 12. Efecto del acetato de talio en la induccién de aberraciones cromosdmicas
numéricas (ACN), promedio de los tres donadores. ® P < 0.01 comparad con el testigo (0
ng/mL), prueba de ji%.
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Figura 13. Efecto del acetato de talio en las células con asociaciones satélite (AS),
promedio de tres donadores.
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10. DISCUSION

Existen estudios que describe la toxicidad del talio, por ejemplo en humano y modelos de
experimentacién se conoce que produce efectos cardiotdxico, neurotdxico, asi como
algunos efectos sobre la reproduccién y el desarrollo (Martinez et al 2003, Cvjetko et al
2010), sin embargo desde el punto de vista de la bioquimica celular se desconoce su
mecanismo de accién, asi como el efecto durante el proceso de la division celular, en la
fase de sintesis del ADN y sobre los cromosomas. Por lo anterior, el objetivo en este
estudio fue evaluar la capacidad del acetato de talio para inducir dafio celular y
cromosémico en cultivo de linfocitos humanos tratados in vitro con acetato de talio
utilizando los pardmetros citogenéticos de IM, ACE, ACN y AS, con la muestra de tres

donadores.

Las variaciones encontradas en los valores del grupo testigo, es decir, a los cultivos que no
se les aplico talio, de los distintos parametros evaluados de los tres donadores son
considerados basales. Esta variacion interindividual es debida a factores intrinsecos,
propios de cada donador, determinados por la constitucién genética, metabolismo,
capacidad de reparacién del ADN, la edad, entre otros, asi también se ve influenciada por
factores externos como el estilo de vida, los aspectos de nutricién y el ambiente. Diversos
reportes en los que utilizan muestras de sangre periférica en cultivo y otro tipo de células
respaldan los datos de este estudio, de hecho la diferencia entre cultivos celulares
provenientes de donadores es conocida como susceptibilidad individual (Hansson 1970,

Ramirez et al 1997, Yadav y Seth 1998, Albertini et al 2000).

Con respecto al IM, el acetato de talio es capaz de inhibir el porcentaje de células que
entran en mitosis, lo cual se refleja en la disminucién de este parametro, disminuciéon que
presenta un comportamiento dosis dependiente donde a mayor concentracién la
inhibicién de la proliferacion celular es del 100 % como se aprecia en los tratamientos de

100 pg/mL en dos de los donadores (Cuadro IV).
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La diferencia estadistica del IM se deben posiblemente a que las células como se
menciono anteriormente no completan la mitosis, debido por un lado a que se inhibe Ia
proliferaciéon por que las células se detienen en alguna parte del ciclo celular y por el otro
a que en la célula se desencadenan procesos de muerte celular como la apoptosis, lo
anterior da como resultado una reduccién en el numero de células que conservan la
capacidad de continuar en el ciclo y dividirse. Ademas en ciertas concentraciones, como
es el caso de 5 pg/mL, el metabolismo de algunas enzimas posiblemente activa alguin
proceso de desintoxicacion y sobrevivencia para las células lo cual les permite continuar el

ciclo celular (Cuadro IV y Figura 12).

El acetato de talio origina el ion TI" considerado mds estable y toxico que otros de sus
iones, por ejemplo el TI**. Parte de la citotoxicidad observada en este estudio puede ser
ocasionada por el parecido que tiene este ion con algunos cationes metélicos, como el Na*
o el K*, propiciando a su vez que el Tl sea confundido e ingrese al interior de las células y
de esta manera permanezca secuestrado por distintos organulos membranosos entre ellos
las mitocondrias. Al respecto se piensa que el TI" afecta las funciones que dirige la
membrana alterando y bloqueando procesos bioquimicos (Britten y Blank 1968, Kenneth
et al 1989, Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Cheng-Hang y Tser-Sheng 2005, Mitchell et
al 2007). Incluso parte de su toxicidad puede estar mediada por la concentracién a la que
las células estén expuestas asi como con el intercambio idnico alterando la permeabilidad

de la membrana celular.

Entre los procesos que modifica el Tl se encuentran la funcionalidad de las ATP-asa
dependientes de Na*/K* y Mg"*, ademds por su elevada afinidad por los grupos sulfhidrilo
de los aminoacidos interviene con la funcidn de ribosomas y por lo tanto con la sintesis de
proteinas, asi como su preferencia por las mitocondrias causa perturbacion de la cadena
respiratoria (Galvan-Arzate y Santamaria 1998, Cheng-Hang y Tser-Sheng 2005, Mitchell et
al 2007).
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Existen metales como el fierro, cobre, cadmio, cromo, mercurio, niquel y vanadio, entre
otros que son capaces de provocar danos al material genético, afectan la sintesis y el
metabolismo de los acidos nucleidos (ADN y ARN), a demds pueden interactuar con otras
biomoléculas alterando los procesos celulares (Valko et al 2005). Ya que algunos agentes
qguimicos que tienen la capacidad de inhibir el IM también pueden inducir dafio al material

genético (Guerci et al 2000, Kirkland y Muller 2000,)

El analisis citogenético de AC es uno de los mas utilizados para detectar compuestos con
efectos genotdxicos, mutagénicos y cancerigenos. En la literatura, este andlisis se
recomienda para detectar dafios provocados en la estructura de cromosomas, de ahi la
importancia de su evaluacion, ya que la pérdida o ganancia de material genético, asi como
cualquier otro tipo de dafio cromosdmico es determinate en la salud y funcionalidad de
todo organismo. Las lesiones provocadas al material genético muchas veces inducen
rompimientos en la cadena de ADN que participan en la formacion de ACE y son
promotoras de mutaciones puntuales y re arreglos cromosémicos (Evans 1984, Gierci et

al 2000, Natarajan 2002, Obe et al 2002).

En los resultados obtenidos del analisis de ACE, en la categoria que no incluye la suma de
brechas, se lograron observar ACE en todas las concentraciones y se incremento el
numero conforme aumenta la concentracion. A demds en las ACE que incluyen brechas,
asi como en el porcentaje total de células con ACE, mostraron valores significativos en las
mismas concentraciones de 10 pg/ml, con la misma tendencia, donde posiblemente la
capacidad del Tl para inducir daflo cromosémico es la causante de la falta de material
analizable en las concentraciones de 50 y 100 pg/ml, y por lo tanto de la toxicidad en estas

ultimas concentraciones.

Por las lesiones inducidas en cromosomas se puede considerar que el CH3;COOTI tiene
efecto genotdxico y por los rompimientos provocados puede considerarse agente
clastégeno. Sin embargo, las brechas observadas y contempladas en otra categoria, y que

en la literatura estan sujetas a discusion de ser dafio real al ADN (Savage 2004), ya que
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pueden ser consideradas lesiones importantes en el dafio provocado por el acetato de

talio.

Respecto a los datos de la evaluacién de la frecuencia de AC indican que el acetato de talio
es inductor de daino cromosémico (Cuadro IV y Figura 13). Sin embargo no es un inductor
potencial comparado como otros metales (Glerci et al 2000), pero quizds los datos

obtenidos tengan alguna repercusion bioldgica.

En otros estudios el analisis de linfocitos de trabajadores de una fundidora de zinc se
detectd incremento de plomo y cadmio, El nimero de células que presentan ACE, se
incremento significativamente en comparacién con los controles. El dafio cromosémico se
observé principalmente en el tipo cromatidico, fragmentos acrocéntrico, rupturas e
intercambios) (Bauchinger et al 1976), ademas en otros estudios in vitro realizados con
cadmio los resultados mostraron mayor indice en las aberraciones cromosémicas
estructurales. Las posibles razones para contrastar los hallazgos sobre los efectos
perjudiciales al cromosoma provocados por cadmio se debe a que en otros informes
publicados se discuten la posibilidad de que los metales pesados pueden actuar

sinérgicamente e incrementan la mutagenicidad de compuestos (O'Riordan et al 1978).

Otro tipo de AC son las de numero de cromosomas, que contribuye a la variacién de la
carga genética responsable de abortos involuntarios e hijos con deficiencias fisicas,
fisiolégicas, y mentales como resultado de la pérdida o ganancia de uno o mas

cromosomas durante la division de células haploides (n) o diploides (2n).

Las ACN son responsables de ocasionar dafio en células germinales humanas que
provocan esterilidad, abortos, mutaciones, malformaciones congénitas, entre otros
efectos, con dafios en érganos e incluso pueden conducen a la muerte (Evans 1984). En
células somaticas 2n inducen sindromes, también contemplan la variacidon de haploidias,
entre las que se encuentran las poliploidias, capaces de inducir la formacién de tumores

en humano y favorecer la progresién del cancer (Riabchenko et al 2008).
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En el presente estudio, en la evaluacion de la frecuencia de ACN (Cuadro V), se
encontraron incrementos del nimero de hipoploidias, es decir, pérdidas de 1 a 3
cromosomas en metafases, a demas de que en los tratamientos con talio se indujeron
hiperploidias y poliploidias, que a pesar de que su valor es bajo son poco trascendentales,

mas aun en las diferencias estadisticas del porcentaje de los promedios.

Un fendmeno relacionado con el origen de las ACN en células somaticas es la mala
segregacion de los cromosomas, el cual se presenta cuando una célula gana o pierde un
cromosoma durante la division celular. Cuando hay pérdida cromosdmica se puede dar
por un rezago durante la separacion en anafase ya que fallan las fibras del huso mitético al
anclarse, se conoce que varias sustancia quimica con efecto toxico intervienen con el huso
durante la divisiéon celular y provocan que los cromosomas permanezcan fuera de la placa
de la metafase y consecuentemente sean mal segregados durante la anafase (Mitchell et
al 2007, Glierci et al 2000, George 2002, Kirsch-Volders et al 2002). Las células germinales

también pueden ser afectadas por este proceso que es conocido como no-disyuncion.

Las aneuploidias pueden surgir por la capacidad de compuestos o quimicos conocidos
como aneudogenos, donde se sospecha que posiblemente tienen como blanco de accidn
alterar las proteinas del cinetocoro o por alterar la polimerizacion y despolimerizacion de
la tubulina que forma el huso mitético (Mitchell et al 2007, Kirsch-Volders et al 2002,
George 2003, Riabchenko et al 2008). Estos eventos posiblemente también este
involucrados en el incremento de ACN por el Tl, ya que este metal tiene afinidad por los
grupos sulfidrilo de las proteinas, y nos indican que el talio puede inducir efecto téxico en
la formacidn y funcidn de proteinas implicadas en la divisién celular que afectan el reparto

cromosomico.

Las AS son importantes por estar implicadas en trisonomias cromosdmicas de los grupos
acrocéntricos D y G del cariotipo humano (Houghton, 1979, Anuradha et al 2002), estas
variaciones son el origen de alteraciones graves a la salud y son un indicador de toxicidad

a proteinas y enzimas implicadas en la organizacién nucleolar, en algunos estudios
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realizados se han encontrado incrementos de AS. Se ha reportado evidencia del

incremento de AS en mujeres con abortos espontaneos (Anuradha et al 2002).

Algunos autores han observado en estudios la incidencia de AS ha sido considerada como
predisponentes a un incremento en la no-disyuncion de cromosomas satelitados y asi en
la induccion de trisomias que involucran a los cromosomas D y G (Houghton 1979). Sin
embargo, los compuestos mutagenos que tienen efecto directo o indirecto en la tubulina
pueden influir y modificar la frecuencia del pardmetro de asociacion de cromosomas
acrocéntricos (Kirsch-Volders et al 1978), pero al parecer no es el caso del Tl y la induccién

de aneuploidias es azarosa y no esta relacionada con las AS.

Los resultados de la frecuencia de asociaciones satélite muestran que el acetato de talio
no incrementa el nimero de AS y a pesar de que hay ligeras reducciones no son
significativas (Cuadro V y Figura 15), lo cual indica que el acetato de talio no muestra un
efecto ante la induccién de AS mas aun en los porcentajes, dicho de otro modo, los
resultados obtenidos nos indican que el talio no muestras efectos claros en la induccién
de AS, al menos no provoca cambios consistentes y considerables en las asociaciones de

los cromosomas acrocéntricos.

En otros estudios efectuados en el laboratorio, y en los que utilizaron el mismo modelo de
linfocitos humanos, encontraron que el compuesto metdlico pentdxido de vanadio (V,0s)
no induce ACE, pero si incrementa las poliploidias y redujo el IM, a demas indujo
incremento en la de AS (Roldan y Altamirano 1990, Rodriguez-Mercado et al 2010). Por lo
anterior indica que algunos compuestos metalicos tienen efecto genotéxico para inducir
AS, sin ser buenos inductores de ACE. Sin embargo nuestro estudio con acetato de talio
no revelo incremento en la frecuencia de AS. Los valores obtenidos del analisis en la
frecuencia de ACE, son bajos y se puede mencionar que el talio no es un excelente
inductor de ACE, para detectar otro tipo de dafio existen otras pruebas que pueden
revelar los efectos, para ampliar y comparar estos estudios como; la prueba de FISH

(Fluorescente in situ hybridization) con tincién de centromero, micronucleos (MN) o
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electroforesis celular o mejor conocido ensayo cometa para revelar otro tipo de dafo al

ADN que no puede ser percibido con la prueba de ACE in vitro (Migliore et al 1999, Garcia-
Rodriguez et al 2001, Virag et al 2009).
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11. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

» El acetato de talio disminuye el indice mitdtico en las concentraciones de 0.5, 1,5y
10 pg/ml e inhibe la mitosis en un 100% en concentraciones de 50 y 100 pg/ml, por
lo que se le puede considerar un agente citotoxico.

» El analisis de las metafases mostrd que el acetato de talio es capaz de incrementar
la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales (incluyendo vy
excluyendo las brechas) y en el porcentaje de células aberrantes en las
concentraciones de 0.5 a 10 pug/ml, por lo que se le puede considerar agente
clastégeno.

» El incremento de las brechas en la evaluacion global de ACE, coloca las brechas
como lesiones que deben considerarse en el analisis porque posiblemente son
importantes en la induccién del dafio cromosémico inducido por el acetato de
talio.

» El incremento de aneuploidias, en particular células 2n-3 en la concentracién de
10 pg/ml, y las poliploidias encontradas en los cultivos tratados con el acetato de
talio, sugieren que este metal interfiere con el proceso normal de divisidon y este
efecto puede ser producido por alteracion en la funcion del huso.

» El incremento de las AC tanto numéricas como estructurales sugiere que acetato

de talio tiene efectos genotodxicos.
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