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l. RESUMEN

El talio (TI) es de los metales considerados peligrosos por su elevada toxicidad. Tiene
diferentes aplicaciones industriales, médicas y es liberado al ambiente por multiples
procesos como la actividad minera, la combustion de combustibles fésiles y la fundicion
de otros metales. Se le considera un “contaminante emergente” y representa un riesgo
para la salud humana. Tiene dos estados de oxidacion +1 y +3, donde el TI** representa
el estado mas estable y también el mas estudiado toxicolégicamente. Por su parte, el
TI** es el que menos se ha investigado y varios aspectos de sus mecanismos de accion
no han sido dilucidados, incluido su efecto sobre la proliferacion celular y su potencial
genotoxico. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue analizar los efectos del
tricloruro de talio(lll) (TICls) sobre el ciclo celular, su capacidad para inducir lesiones por
oxidacion en el ADN y producir estrés oxidativo en linfocitos humanos tratados in vitro.

Se aislaron, cultivaron y trataron linfocitos humanos de sangre periférica con TICl3. Se
evalué el ciclo celular por contenido de ADN de los cultivos expuestos a 0.1, 0.5, 1, 5,
10 y 50 pg/mL de TICIs durante 24, 48 'y 72 h. Se obtuvo la proporcién de células en las
fases de Gi1, Sy G2/M por citometria de flujo. En linfocitos tratados en Gocon 0.5, 1y 5
pg/mL de TICIsdurante 1y 3 h, se estimo el dafio al ADN por bases oxidadas con ayuda
de la electroforesis unicelular en gel y la endonucleasa ADN-formamidopirimidin
glicosilasa (Fpg). También se determind la generacidn de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno por citometria de flujo y con el reactivo dihidrorodamina 123 (DHR
123) en células en Go tratadas con 0.5, 1 y 5 uyg/mL por 3 h. Ademas, en todos los
experimentos se determiné la viabilidad celular por tinciébn con naranja de acridina y

bromuro de etidio.

En la evaluacién del ciclo celular, se observé que el TICIz indujo el arresto en Gz en las
concentraciones de 5-50 pyg/mL a las 48 y 72 h de exposicion, y redujo la viabilidad con
algunos tratamientos: en 5 yg/mL después de 48 h'y con 10 y 50 ug/mL después de 72
h en comparacién con el testigo. Por otra parte, en todos los tratamientos probados, el
TICI3 produjo la oxidacion de las bases del ADN. Finalmente, a las 3 h de exposicion al
compuesto, se incrementd estadisticamente la produccidon de especies reactivas,
principalmente ONOO y H202 en la concentracion de 5 pg/mL sin cambios en la

viabilidad celular.




Los efectos producidos por el TICIs indican que puede inducir estrés oxidativo en
linfocitos humanos tratados in vitro, estrés que produce dafio por oxidacion de las bases
del ADN y que puede tener como consecuencia el arresto del ciclo celular en la fase

previa a la replicacion del ADN.




. ABSTRACT

Thallium (TI) is one of the metals considered hazardous due to its high toxicity. It has
different industrial and medical applications and is released into the environment by
multiple processes such as mining, fossil fuel combustion and the melting of other
metals. It is considered an "emerging pollutant” and poses a risk to human health. It has
two oxidation states, +1 and +3, where TI** is the most stable one and also the most
studied toxicologically. On the other hand, TI** has been the least researched and
several aspects of its mechanisms of action have not been elucidated, including its
effects on cell proliferation and its genotoxic potential. Therefore, the aim of this work
was to analyze the effects of thallium(lll) trichloride (TICI3) on the cell cycle, its ability to
induce oxidative DNA damage and to produce oxidative stress in human lymphocytes

treated in vitro.

Human peripheral blood lymphocytes were isolated, cultured, and treated with TICls.
The cell cycle of cultures of DNA content exposed to 0.1, 0.5, 1, 1, 5, 10 and 50 pg/mL
of TICIs for 24, 48 and 72 h was evaluated. The proportion of cells in the Gi1, S and G2/M
phases was obtained by flow cytometry. In lymphocytes treated in Go with 0.5, 1 and 5
pg/mL of TICIs for 1 and 3 h, DNA damage by oxidized bases was estimated using
single-cell gel electrophoresis and DNA endonuclease-formamidopyrimidine
glycosylase. The generation of reactive species of oxygen and nitrogen was also
determined by flow cytometry and dihydrorhodamine 123 reagent (DHR 123) in cells in
Go treated with 0.5, 1 and 5 pg/mL for 3 h. In addition, cell viability was determined in all

experiments by staining with acridine orange and ethidium bromide.

During the evaluation of the cell cycle, it was observed that TICls induced arrest in G1 at
concentrations of 5-50 yg/mL at 48 and 72 h of exposure, in addition to reducing viability
in some treatments: at 5 uyg/mL after 48 h and with 10 and 50 ug/mL after 72 h compared
to the control. Moreover, in all of the treatments tested, TICls produced the oxidation of
the DNA bases. Finally, at 3 h of exposure with the compound, the production of reactive
species, mainly ONOO and H20: at a concentration of 5 pg/mL was statistically

increased without changes in cell viability.




The effects produced by TICIs indicate that it can induce oxidative stress in human
lymphocytes treated in vitro, a stress that produces damage by oxidation of the DNA

bases and that can result in cell cycle arrest in the phase prior to DNA replication.




Il INTRODUCCION

Los metales son constituyentes de todos los ecosistemas, distribuidos naturalmente en
el ambiente a través de los ciclos geoldgicos y biolégicos, asi como también por la
actividad humana como la mineria y la explotacién industrial. Algunos metales llamados
“esenciales” son necesarios en los seres vivos, cumplen funciones bioquimicas
imprescindibles y son vitales para la supervivencia, aunque en exceso pueden ser
toxicos. Otros metales, no cumplen funciones biolégicas en los organismos y pueden
ser altamente téxicos, pero se ha estado en continua exposicion a ellos por sus usos y
aplicaciones desde la antiguedad (Goyer y Clarkson, 1996; Gupta, 2018). Metales
conocidos por su toxicidad como el plomo (Pb) y el mercurio (Hg), han sido empleados
por el ser humano desde hace siglos, mientras que las aplicaciones de otros como el
cadmio (Cd), fueron descubiertos mas recientemente (siglo XIX) (Goyer y Clarkson,
1996).

El talio (TI), junto al aluminio (Al), el galio (Ga) y el indio (In) son metales alcalinotérreos
pertenecientes a la familia llIA de la tabla periodica, los cuales son considerados
peligrosos por su elevada toxicidad. Estos elementos debido a sus multiples usos en la
industria han sido intensamente explotados y los han convertido en un riesgo para la
salud por su liberacion al ambiente. Los estados de oxidacién mas comunes de los
compuestos de estos metales son | y lll, su estabilidad varia de acuerdo con las
condiciones del medio en las que se encuentren. En el caso del Tl, los compuestos de
TI** son considerados mas estables en compuestos inorganicos y a pH neutro con
respecto a los de TI¥* (Fergusson, 1990), no obstante, en cuerpos de agua continental
y oceanica es comun encontrar iones de TI®*. Los compuestos de TI** se emiten al
ambiente principalmente en forma de Oxidos y en los mares y lagos esta disuelto
constituyendo hidréxidos, cloruros y bromuros de talio(lll), entre otros haluros (Repetto
et al., 2012; Rodriguez-Mercado et al., 2017).

El TI no posee ninguna funcion biologica reconocida, muestra efectos adversos sobre
los ecosistemas y se ha reportado en modelos experimentales in vivo e in vitro que
induce toxicidad celular, genotoxicidad, inmunotoxicidad, asi como efectos sobre el
desarrollo y la reproduccion. La exposicion a sus compuestos puede ser ambiental u

ocupacional por lo que la entrada al organismo es principalmente a traveés de sistema




digestivo y respiratorio, ademas es también absorbido por la piel (Galvan-Arzate y
Santamaria, 1998; Repetto et al., 2012; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013).

Los efectos toxicos del Tl y sus compuestos se han descrito en especial en su estado
de oxidacion I y IlI, siendo el primero mas téxico debido a la capacidad del ion TI** de
mimetizar al ion potasio (K'*), interfiriendo con las funciones celulares que dependen
de este ion e induciendo multiples efectos citotoxicos, genotoxicos, teratogénicos y
neurotoxicos que han sido registrados en diferentes modelos in vivo e in vitro. Sin
embargo, algunos aspectos de la cinética y los mecanismos por los cuales los
compuestos del TI** ejerce su toxicidad alin no han sido estudiados ya que han recibido
menos atencién que los compuestos de TI** (Repetto et al., 2012; Rodriguez-Mercado
et al., 2015, 2017, 2019; Alvarez-Barrera et al., 2019).




IV. MARCO TEORICO

4.1 Metales y su toxicidad

La toxicidad de los metales puede evaluarse tanto en metales esenciales, como en
metales no esenciales para los organismos. Los primeros son aquellos requeridos como
elementos importantes en el metabolismo y su escases o ausencia puede causar danos
o alteraciones graves a las funciones vitales, mientras que los segundos son aquellos
gue no cumplen una funcion bioldégica reconocida y cuando estan presentes pueden
tener efectos toxicos incluso a concentraciones muy bajas. Los metales esenciales
también pueden generar toxicidad cuando se acumulan concentraciones no habituales
en el cuerpo, como se muestra en el Cuadro |. Cuando se habla de la toxicidad de un
metal hay que destacar que no sélo el rango de concentracion, sino también la
especiacion y el estado de oxidacidn son factores cruciales que afectan a los aspectos
de envenenamiento del metal en cuestion (Zoroddu et al., 2019).

En los seres humanos, se describen al menos diez metales esenciales de los cuales
tres son considerados “elementos masivos”, ya que son requeridos en concentraciones
mayores y constituyen aproximadamente el 99 % de los metales en el cuerpo: estos
son el calcio (Ca), el potasio (K) y el sodio (Na). Los otros siete: magnesio (Mg),
manganeso (Mn), molibdeno (Mo), zinc (Zn), hierro (Fe), cobalto (Co) y cobre (Cu), son

conocidos como “elementos traza” y sus requerimientos dietéticos son mucho menores.

Los metales esenciales pueden jugar papeles imprescindibles en el organismo como
reguladores osméticos, componentes estructurales como es el caso de la
biomineralizacion del Ca y Mg en los huesos, como mensajeros o como parte de las
enzimas (metaloenzimas) en las cuales los iones metalicos pueden formar parte de los

sitios activos o estabilizar a la molécula (Fraga, 2005; Gupta, 2018).

Los metales no esenciales pueden alterar el metabolismo celular propiciando estrés
oxidante en las células mediante la produccion de ERO, por el agotamiento o
modificacion de enzimas y compuestos relacionados con la defensa antioxidante, asi
como por su capacidad de reaccionar con algunos grupos funcionales en las proteinas
0 mimetizar iones metalicos esenciales (Stohs y Bagchi, 1995; Hartwig, 2013;
Jaishankar et al., 2014).




Cuadro |. Concentraciones normales y toxicas de algunos metales esenciales en
el humano.

Concentracién

Metal (simbolo) promedio en un Concentracion sérica Concentracion serica
adulto humano de normal toxica
70 Kg
Calcio (Ca) 1000 g 2.13-2.55 mM > 2.55 mM
Potasio (K) 140 g 3.5-5.0 mM >55mM
Sodio (Na) 100 g 130-145 mM > 145 mM
Hierro (Fe) 4-5¢ 1.3 pg/mL Nd
Zinc (Zn) 249 0.66—1.10 pg/mL Nd
Cobre (Co) 80-100 mg 0.75-1.45 pg/mL Nd
Magnesio (Mg) 19 mg 0.17-0.23 pg/mL > 0.9 pg/mL
Manganeso (Mn)  12-20 mg < 2.4 ng/mL Nd
Molibdeno (Mo) 5mg 0.3—2.0 ng/mL Nd
Cobalto (Co) 2 mg 0.0—-0.9 ng/mL > 5 ng/mL

Fuentes: Fraga (2005), Zoroddu et al. (2019), Mayo Clinic Laboratories (2020).
Nd, no hay datos

El talio (Tl) es un metal sin ninguna funcién biol6égica reconocida en el ser humano y ha
probado ejercer diversos efectos toxicos en los seres vivos (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013), aunque los mecanismos de sus diferentes formas quimicas

no han sido aun esclarecidos completamente.
4.2 Talio

El Tl es un metal pesado, suave y maleable, con una densidad de 11.8 g/mL, de color
azul-blanquecino en su estado puro. Es relativamente raro, con abundancia en la
corteza continental de 0.49 ppm y en la corteza oceanica de 0.013 ppm. Se obtiene
principalmente de los polvos de combustidon resultantes de la quema de pirita, de la
fundicion y el refinado de Pb o Zn, durante la produccion de Cd y por la extraccion de
lorandita (TIAsS2, 60 % TI). Tiene dos estados de oxidacion, TI** y TI3*, siendo el primero

mas estable en compuestos inorganicos, en solucién acuosa a pH neutro y el segundo




en compuestos organicos. Tiene dos isotopos naturales, el 293Tl (30 %) y el 2°°TI (70
%), cuenta con al menos otros 26 isotopos artificiales con masas de entre 179 y 210
g/mol y vidas medias de entre 2.1 milisegundos (?°*™Tl) a 3.8 afios (?°“Tl) (Léonard y

Gerber, 1997; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

El TI** tiene radio i6nico de 1.44 A, similar al del K*, Rb* (rubidio) y Ag* (plata) (1.33,
1.47 y 1.27 A, respectivamente), en lo que radica su relevancia bioldgica, porque esta
propiedad permite que el Tl ingrese al organismo sustituyendo al ion K'* en distintos
procesos biolégicos (Douglas et al., 1990; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013). El ion TI** por otra parte, es similar al AI**, tiene alta capacidad oxidante y se
convierte paulatinamente al estado +1 (Peter y Viraraghavan, 2005), la mayoria de sus
sales son insipidas, inoloras, incoloras y elevadamente tdxicas, otras de sus

propiedades estan resumidas en el Cuadro Il
4.2.1 Produccion y usos del Tl

El Tl se obtiene como subproducto de la fundicion y refinacion de minerales de Cu, Pb
y Zn y en emisiones por combustion. Los principales productores son China,
Kazakhstan y Rusia, no obstante, no hay datos precisos de produccion, la cual suele
calcularse con base en el contenido de Tl en los minerales de Zn. Se han encontrado
depodsitos considerables en Brasil y Macedonia del Norte, aunque es dificil en la
actualidad identificar depdésitos que puedan explotarse econdémicamente (US GS,
2021).

A partir de su descubrimiento, se encontraron multiples aplicaciones para el Tl en la
medicina y en la industria. Se utilizé en el tratamiento contra sifilis, malaria y tifia del
cuero cabelludo, para reducir los sudores de la tuberculosis, se afiadia a productos
depilatorios por su capacidad para provocar la caida del cabello y el sulfato de talio(l)
(TI2SO4) se empleaba a gran escala contra plagas de roedores. Durante la segunda
mitad del siglo XX, tras estudiarse mejor las propiedades toxicas de los compuestos de
Tl y darse varios casos de intoxicacion y envenenamiento, todas estas aplicaciones
fueron prohibidas, aunque en la actualidad debido a la creciente adaptacion y
resistencia de los roedores a los pesticidas comunes, ha empezado a reintroducirse en

dicho mercado, en contra de las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la




Cuadro Il. Propiedades fisicas y quimicas de algunos compuestos de Tl de interés toxicoldgico.

Nombre Masa . Punto de Punto de ,

) Estado de Densidad ., D . NUmero
(formula oxidacion molecular (g/cm?) fusion ebullicion  Solubilidad CAS
quimica) (g/mol) 9 °C) °C)
g?i((a)tato de Soluble en

+1 263.43 3.68 131 Nd aguay 563-68-8

(TICHsCOO) etanol.

Cloruro de Soluble en

talio(t11) +3 32875 7.0 430 Nd agua. 13453-32-2
Insoluble en

(TICI5)
etanol.

Nitrato de talio igﬁ;ble en

(TINOs) +1 266.39 5.55 206 450 (Sd) Insoluble en 10102-45-1
etanol.

Nitrato de Soluble en

talio(l1) +3 390.398  Nd 102-105  Sd aguay 13746-98-0
solventes

TI(NO3)s L

) organicos.

Oxido de

talio(ll) +3 45677 9.65 717 896 Insoluble en 1314325

(T1.05) gua.

Sulfato de talio igﬂflj gg

(Th(SO%)) +1 504.83 6.77 632 Sd g/100 mL a 7446-18-6
25 °C.

CAS, Chemical Abstract Service. Nd, no hay datos. Sd, se descompone.

Elaborado a partir de O’Neil (2001), Sibi et al. (2009), Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano (2013),
CAS Common Chemistry (2021) y NCBI (2021).

Salud de 1973 (Léonard y Gerber, 1997; Galvan-Arzarte y Santamaria, 1998;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013). Entre las aplicaciones médicas
vigentes, se encuentra la de radiofarmaco (isotopo 2°'Tl) en imagen de perfusion
miocardica, introduciéndose en las células permitiendo su deteccion en el tejido

mediante tomografias (Pagnanelli y Basso, 2010; Poudyal et al., 2020).

En la actualidad, el Tl se emplea principalmente en equipos eléctricos, electrénicos,
optoelectronicos, semiconductores, superconductores de 6xido de talio-bario-calcio-
cobre (aleacion TBCCO) en la comunicacion inalambrica, en detectores de radiacion,
en aleaciones con mercurio para termémetros de bajas temperaturas y en cables de
fibra 6ptica, en lentes especiales con mayor indice de refraccién y densidad. Otros usos

son la fabricaciéon de tintes y pigmentos, en fuegos artificiales (colorante con destellos
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verdes), en fabricacién de bisuteria, en la impregnacién de madera y cuero. Otras
aplicaciones importantes son como fungicida y bactericida. También se le emplea para
incrementar la resistencia a la corrosion en algunas aleaciones con Pb, Zn, Ag vy
antimonio (Sb), y en reacciones quimicas para la oxidacion de hidrocarburos, en
procesos de polimerizacion y epoxidacion (Léonard y Gerber, 1997; Galvan-Arzarte y
Santamaria, 1998; Kazantzis, 2000; Peter y Viraraghavan, 2005).

4.2.2 Contaminacion y exposicion del Ti

El TI, aunque no es un elemento abundante, se encuentra en el ambiente de manera
natural en bajas concentraciones. En areas no contaminadas, la concentracion de Tl en
el aire es alrededor de 1 ng/m3 y en el agua menos de 1 pg/L. Los niveles de TI
considerados “aceptables” en el ser humano son menores a 1 ppm en sangre y orina,
cercanos o mayores de 10 ppm en tejidos, mientras que el consumo a través de la dieta
en ambientes no contaminados es menor a 5 pg/dia (Mulkey y Oehme, 1993; Kazantzis,
2000). En los dltimos afios ha sido considerado uno de los contaminantes prioritarios
de acuerdo con la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos, basado en
las descargas del metal al agua que representan riesgo para la vida acuatica y humana,
usando como guia los estandares de calidad del agua (US EPA, 2009; US EPA, 2014).

La contaminacion por Tl se origina principalmente por la actividad industrial. En Estados
Unidos de América, se calcula que se liberan 1000 toneladas anualmente, 50 % en
forma de lodos y desechos sélidos, 35 % como vapores y polvo y 6 % unido a otros
metales no ferrosos. Los principales emisores de Tl son la industria cementera y las
plantas que generan electricidad por medio de la combustién de lignito o carbén del
periodo Jurasico, las cuales lo liberan al ambiente en forma de polvo; lo anterior se debe
a que en altas temperaturas los compuestos de Tl se volatilizan y no pueden ser
retenidos por los precipitadores electrostaticos. Otras fuentes son la industria
metallrgica que funden minerales de Pb, Cu y Zn que contienen Tl (Kazantzis, 2000;
Peter y Viraraghavan, 2005). El Tl también se libera de manera natural, el intemperismo
y la erosion de minerales contribuyen de manera importante en el depdsito en los suelos
y cuerpos de agua (Zhang et al., 1998). No se tiene registro de la cantidad de TI
reciclado industrialmente (UNEP, 2011).
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Con los afios se ha hecho mas frecuente la publicacion de evaluaciones de
contaminacion por Tly sus riesgos, principalmente en areas préximas a industrias que
lo procesan y zonas expuestas a los desechos de éstas. En el area minera contaminada
de Lanmuchang en Guizhou, en China, los suelos contienen cantidades entre 40 y 124
mg/Kg de TI, la cual se reduce al tomar muestras cada vez mas alejadas de este punto,
alcanzando niveles de 0.2 a 0.5 mg/Kg del area testigo (Xiao et al., 2004). Ademas, en
Guizhou se encontr6 que el Tl se acumula en altas concentraciones en la lechuga (500
mg/Kg de peso en seco) en comparacion con otros vegetales y, se determiné que las
personas que habitan en las proximidades a este punto consumen 50 veces mas Tl al
dia (1.9 mg/persona) que de la zona testigo (Xiao et al., 2004). Esto es un indicador de
que el Tl esta siendo transportado por la erosion de los suelos de la zona minera a
zonas aledafias y México no es la excepcion, ya que en muestras de suelo tomadas en
varias regiones mineras se encontraron concentraciones de hasta 184.4 mg/Kg de TI
(Aguilar-Carrillo et al., 2018). Al respecto, en otro estudio de suelo usando la prueba del
Consorcio de Investigacion sobre Solubilidad y Biodisponibilidad se detecté Tl bio-
accesible en 27 muestras tomadas en dos localidades diferentes en México, una en

San Luis Potosi y otra en Guerrero (Cruz-Hernandez et al., 2019).

En varios analisis realizados en la ciudad de Shaoguan de la provincia de Guangdong,
ubicada en China, cerca de una fundidora de Pb-Zn que ha arrojado sus desechos a
los afluentes proximos por mas de 50 afios, se encontré que la concentracion de Tl en
los sedimentos en el rio cercano a la fundidora (de 3.15 a 14.94 mg/Kg), en la de los
alrededores (de 4.17 a 13.09 mg/Kg) y en suelos de cultivo cercanos (de 0.89 a 1.8
mg/Kg) son mas elevadas que la de la zonas testigo (0.5 mg/Kg), también se hallé que
la mayoria de vegetales cosechados en esta regidén contienen niveles superiores a 0.5
mg/Kg, que es el maximo permisible en alimentos segun el lineamiento de referencia
de Alemania (Liu et al., 2017, 2018). En Yunfu, ubicada en la provincia de Guangdong,
se analizaron vegetales tomados de tierras de cultivo proximos al rio Gaofeng, que
arrastra los desechos mineros de pirita con Tl y se encontraron niveles de 0.16 a 20.33
mg/Kg del metal (Liu et al., 2020), lo que representa riesgo eminente y constante sobre

la seguridad de los consumidores. Otro estudio realizado cerca de minas de tungsteno
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(W) en China, mostr6 que los suelos estan enriquecidos con metales pesados, incluido
el Tl, de 0.77 a 1.61 mg/Kg (Cheng et al., 2013).

Los casos de intoxicacion ocurren después de la ingestion de alimentos o agua
contaminada con TI, por la inhalacion de polvo en los lugares de trabajo, por absorcion
dérmica al manipular inadecuadamente residuos con Tl durante su procesamiento
industrial, por contacto o inhalacién de pesticidas que lo contienen e incluso por
envenenamiento accidental e intencional. Debido al riesgo que representa la presencia
prolongada y la concentracion del Tl en el ambiente natural o de trabajo, es
indispensable monitorear los niveles permisibles de TI (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013; Eghtesadi et al., 2019).

En la mayoria de los paises la venta de Tl y sus compuestos esta controlada y muchos
de ellos consideran los lineamientos de la US EPA como referencia del limite permisible
de Tl en el agua potable que es de 2 pg/L (US EPA, 2018). En China el limite es de 0.1
pg/L (MHC, 2006). Por otro lado, la norma canadiense del Consejo Canadiense de
Ministros del Medio Ambiente (CCME, por sus siglas en inglés) establece el limite de Tl
en agua potable de 0.8 pg/L y en suelos de 1 mg/Kg. El “valor umbral limite” (TLV) en
el aire de espacios laborales de acuerdo con la Administracién de Seguridad y Salud
Ocupacional (OSHA por sus siglas en inglés) en Estados Unidos y en los lineamientos
de Alemania es de 0.1 mg/m3, mientras el estandar en Rusia es de 0.01 mg/m?3 (CCME,
1999 a,b; Peter y Viraraghavan, 2005; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
En México, la NOM-010-STPS-2014 establece el limite de exposicién en promemedio

ponderado en tiempo (PPT) de 0.02 mg/m2 para el Tl y sus compuestos (STPS, 2014).

Sin embargo, a pesar del establecimiento de limites de exposicién laboral, su
prohibiciébn como pesticida, su distribucion restringida y su uso limitado en la medicina,
a lo largo de las ultimas décadas se tienen multiples reportes de casos de intoxicacion
por Tl (Moore et al., 1993; Afshari et al., 2012; Li et al., 2015; Di Candia et al., 2020; Liu
y Liao, 2021).

4.2.3 Toxicocinética del talio

El Tl puede entrar al organismo por inhalacion, ingestion o al contacto por la piel.

Experimentalmente se ha demostrado que independientemente de la via de
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administracion empleada (intraperitoneal, subcutanea o intravenosa), el Tl se absorbe
sin dificultad y casi en su totalidad. La mayoria de las sales de Tl se absorben
rapidamente y pueden ser detectables en plasma sanguineo, en los tejidos y 6rganos
1 h después de la exposicion. Una vez en el organismo el Tl se distribuye mediante la
circulaciéon sistémica, acumulandose en cerebro, corazon, higado, rifiones, gonadas,
musculo y hueso (Galvan-Arzate y Rios, 1994; US EPA, 2009; Rodriguez-Mercado y

Altamirano-Lozano, 2013).

Una vez en la absorbidas, las sales se ionizan, los cationes del metal se liberan y en
particular, el TI** puede ser transportado efectivamente por la Tf a los tejidos y 6rganos
diana (Harris y Messori, 2002). El TI** por su similitud con otros cationes metalicos es
introducido al interior de las células por los mismos mecanismos del K'*. Pequefias
diferencias pueden observarse dependiendo de la especie quimica; por ejemplo, el
compuesto organico malonato de talio(l) (CsH204Tl2) se distribuye mas rapido y en
mayor concentracion que el compuesto inorganico TI2SOa4. En criceto sirio la
administracion de 12.5 mg/Kg de malonato se detecta en los tejidos 1 h después de su
administracion, mientras que cuando se aplica en forma de TI2SO4 se requiere de 12 h
(Aoyama, 1989). El Tl ademas se acumula preferentemente en los rifiones e higado en
seres humanos, como lo demuestran algunos estudios y casos clinicos en
intoxicaciones cronicas y agudas (Downs et al., 1960; Smith y Doherty, 1964;
Hologgitas et al., 1980; US EPA, 2009).

El Tl es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, la hematotesticular y la
placenta (Hoffman, 2000). En ratas, este elemento es mas permeable en los cerebros
de organismos jovenes y se reduce con el establecimiento de la barrera
hematoencefalica y la maduracion de la capacidad de amortiguacion astroglial; es decir,
mientras que en organismos recién nacidos el Tl se distribuye uniformemente en el
cerebro, en los adultos se concentra en regiones especificas. Un comportamiento
similar se observo en los testiculos, ya que ratas macho adultas acumularon menos Tl
gue los machos jévenes, lo cual se puede adjudicar al desarrollo de la barrera
hematotesticular (Rios et al., 1989; Galvan-Arzate y Rios, 1994). La acumulacion del Tl
en el corazén es atribuible al intercambio del TI** por el K!* en el misculo cardiaco
(Achenbach et al., 1980).
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La eliminacion del Tl es regulada por el intestino y los rifiones, ocurre en un periodo de
8 a 30 dias a traves de la secrecion biliar a las heces y por excrecion renal en la orina
(Achenbach et al., 1980; Moore et al., 1993). Durante la secrecion de iones de Tl a los
intestinos es posible que ocurra reabsorcion enteral y durante la filtracion renal puede
ocasionar reabsorcion glomerular (Moore et al., 1993). Otras vias de eliminacién son la
saliva, la leche materna, las lagrimas y el depdsito del metal en cabello y ufias (Richelmi
et al., 1980; US EPA, 2009). Algunas diferencias se establecen por la forma quimica
del compuesto, ya que la tasa de eliminacién o la ruta, fecal o renal, pueden variar. Al
respecto, en criceto dorado, la administracion oral o intraperitoneal de 12 mg/Kg de
TI2C3H204 0 TI2SO4 muestra que el compuesto organico tiene mejor tasa de eliminacién
diaria a pesar de que comparten el mismo patrén de distribucion y toxicidad; por
ejemplo, la administracion intraperitoneal u oral de TI2C3H204 presenta tasas diarias de
eliminaciéon de 0.086-0.5 en heces y 0.081-0.175 en orina, en tanto que la
administracion via intraperitoneal u oral de TI2SO4 es de 0.054-0.084 y 0.063-0.073,
respectivamente (unidades en Kex) (Aoyama, 1989).

4.2.4 Mecanismos de toxicidad y Genotoxicidad del TI3*

El TI¥*y sus compuestos en células de mamifero han mostrado capacidad de reducir la
viabilidad, la proliferacién celular e inducir muerte celular por apoptosis (Cuadro Ill)
(Ponsoda et al., 1995; Yamamoto et al.,, 1998; Hanzel y Verstraeten, 2006, 2009;
Pourahmad et al., 2010; Eskandari et al., 2011; Rodriguez-Mercado et al., 2019). La
apoptosis mediada por TI** ha sido estudiada y esta relacionada a la reduccién del
potencial de membrana mitocondrial, la apertura de los poros de transicion de
permeabilidad mitocondrial (MPT por sus siglas en inglés) y al estrés oxidante (Hanzel
y Verstraeten, 2006, 2009; Pourahmad et al., 2010; Eskandari et al., 2011).

En un estudio para el andlisis de la interaccion del TI3* con membranas mitocondriales,
empleando membranas construidas con un fosfolipido especifico de este organelo (la
cariofilina) y diferentes concentraciones de TI(NO3)s (1-75 pM) durante 2—60 min, se
encontro la reduccion del potencial de membrana, peroxidacion lipidica, hidrolisis de la
cariofilina y disminucién en la interaccién cariofilina-citocromo C; lo que provocé
cambios en la funcion de la mitocondria y la liberacion del citocromo C al citosol (Molina
y Vertraeten, 2008). En el estudio de Eskandari et al. (2011), el tratamiento con 50 uM
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de TI(NO3)s a hepatocitos de rata y el empleo de agentes de sellado de MPT
mitocondrial como la ciclosporina A, la carnitina y generadores de ATP (L-glutamina,
fructosa y xilitol), incrementan la supervivencia celular por inhibicidn de la apoptosis, lo
cual es un indicador de que este proceso de muerte esta directamente implicado en la
apertura de los MPT, debido a que esto puede generar la difusién del H202 mitocondrial
y el citocromo C al resto de la célula.

El proceso de apoptosis también esta ligado a la activacion de complejas rutas
enzimaticas y mensajeros, los cuales han sido evaluados in vitro en cultivos tratados
con compuestos de TI** (Pourahmad et al., 2010). Al evaluar células PC12 tratadas con
10 a 100 pM TI(NOs3)s se observé que se produce la oligomerizacion de Bax y la
actividad del factor inductor de la apoptosis y la endonucleasa G, la induccién de Fas,
la liberacion de citocromo C de las mitocondrias y la activacion de caspasas (3, 8y 9),
todos ellos elementos desencadenantes la muerte programada, pero no se observo
activacion la ADNasa dependiente de caspasas. De este modo, la activacién de la
apoptosis por TI** mostré un efecto mixto, desencadenando la via intrinseca y
extrinseca a la vez (Hanzel y Verstraeten, 2009). Por otro lado, Eskandari et al. (2011)
observaron que el pretratamiento con antioxidantes bloquea la activaciéon de las
caspasas (Cuadro Ill), lo que sugiere que las ERO estan involucradas en el proceso de

inducciéon de la muerte celular.

Se ha reportado que el TI3* afecta los mecanismos de defensa antioxidante de la célula
(Hanzel y Verstraeten, 2006; Pourahmad et al.,, 2010; Eskandari et al., 2011). La
evaluacion en diversos sistemas in vitro ha demostrado que este catién inhibe la
reduccion del GSSG por la glutation reductasa (GR) y la actividad diaforasa de esta
enzima, oxida el NADPH, inhibe la glutatién peroxidasa (GPx) (Villaverde et al., 2004;
Hanzel et al., 2005) y oxida el GSH reduciendo su disponibilidad (Villaverde et al., 2004
Hanzel et al., 2005; Hanzel y Verstraeten, 2006; Pourahmad et al., 2010). También se
observo en células PC12 tratadas con 10 a 100 pM TI(NOs3)s produccion de H20:2
mitocondrial y disminucién del potencial de membrana del organelo (Hanzel y
Verstraeten, 2006). En conjunto, la capacidad del TI** de abatir los mecanismos
antioxidantes de la célula, incrementar la concentracion de ERO intracelulares y

generar peroxidacion lipidica, puede estar asociado a dafios en membrana celular y de
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la mitocondria e iniciar la muerte celular por apoptosis (Pourahmad et al., 2010; Repetto
y del Peso, 2012).

En cuanto a la genotoxicidad del TI®*, ain hace falta investigar acerca de sus efectos
en diferentes modelos de prueba, los datos obtenidos hasta el momento son escasos.
En criceto chino los tratamientos con dos aplicaciones independientes de 5 o 10 mg/Kg
de TICIz no induce intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en las células de la
médula 6sea (Claussen et al., 1981), mientras que en cultivos de linfocitos humanos
tratados con 0.5-100 pg/mL del mismo compuesto, se observo reduccidon del indice
mitotico (11-93 % comparado con el testigo negativo), aumento de células con fenotipo
de apoptosis y necrosis (10-25 %) e incremento de aberraciones cromosOmicas
estructurales (ACE; del 1.7-3.0 vs. 0.25 % del testigo), asi como aneuploidias y
asociaciones de satélites en algunas concentraciones (Cuadro Ill) (Rodriguez-
Mercado et al., 2017, 2019). En la actualidad, no se tienen datos que evallen el

potencial carcinogénico del Tl y sus compuestos.
4.3 Ciclo celular

Para analizar los efectos que los metales tienen en la célula, diferentes aspectos del
metabolismo deben tenerse en cuenta. La division de la célula es dirigida por una serie
de procesos en los que el material genético y otros componentes celulares son
duplicados y distribuidos en dos células; lo anterior para el caso de células somaticas.
Este proceso es conocido como ciclo celular, el cual se divide en cuatro fases: Gi, S,
G2 y M (Figura 1). El ciclo celular es un proceso asociado con el crecimiento y
mantenimiento de los tejidos (mitosis), asi como para la produccion de gametos en las
gonadas (meiosis). Dependiendo de los requerimientos del organismo, algunas células
estan en constante division y otras permanecen en quiescencia (Go). El ciclo celular es
regulado estrictamente por complejos enzimaticos que permiten la correcta y ordenada
transicion de una fase a la siguiente, ya que las células realizan la division en el
momento adecuado segun las sefales quimicas de su entorno interno y externo
(Shackelford et al., 1999).
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El ciclo celular puede ser perturbado o detenido al ser alterados procesos celulares y
cuando los organulos o el material genético son danados (O’Morgan, 2007). Se ha
encontrado que los compuestos metalicos tienen efectos en los organulos y
componentes celulares, tales como la membrana celular, la membrana mitocondrial, los
lisosomas, el reticulo endoplasmico y el nucleo, asi como compitiendo por los centros
activos de enzimas que controlan procesos metabolicos como la fosforilacion,
desintoxicacion, la replicacion y la reparacion del ADN, por mencionar algunos (Wang
y Shi, 2001).

Go

Figura 1. Ciclo celular dividido en sus diferentes fases: en la fase Gi la célula crece
y sintetiza componentes que podria requerir posteriormente, en la fase S se duplica
el ADN, durante la fase G; la célula se prepara para dividirse, lo cual ocurre durante
la fase M. Las células en fase Go no proliferan, pero realizan todas sus funciones.

——

18

'



Cuadro lll. Efectos toxicos y genotoxicos inducidos por el Tly algunos de sus compuestos en células de mamifero in vitro e in

Vivo.
Modelo Compuesto Concentracién Efecto Referencia
Rata
e GSH, GRYy TI(OH)3 1-25 uyM Disminuye la cantidad de GSH disponible en  Hanzel et al. (2005)
GPx ambos sistemas, por la oxidacién. Ademas,
purificados inhibe la actividad de GPx y GR.

e Células PC12 TINOsy TI(NO3)s 10-250 uM Ambos compuestos incrementan la Hanzel y Verstraeten
produccion de H,O, mitocondrial, reducen la  (2006)
concentracion de GSH e incrementan las
ERO.

e Células PC12 TINOzy TI(NOs)s 10-100 uM Producen activacion de las caspasas 3y 9,y Hanzel y Verstraeten
aumentan la liberacion de citocromo C e (2009)
inducen al AlIF y la Endo G.

o Hepatocitos TINOs y TI(NO3)s 200 y 50 uM, Generan ERO e interfieren con la cadena de  Pourahmad et al.

respectivamente. transferencia de electrones en la mitocondria. (2010)
e Hepatocitos TINOs y TI(NO3)s 200 y 50 uM, Generan ERO y disminuyen el potencial de la Eskandari et al.
respectivamente. membrana mitocondrial. Se activa la cascada (2011)
de caspasas y se incrementa el nimero de
células con fenotipo apoptético.

e Células PC12 TINOsy TI(NOs3)s 5-100 uM TI"incrementa la expresién de marcadores Pino y Verstraeten
de la progresiéon de G1>S. TI¥*disminuye los  (2015)
de Gi>SyS.

Raton
e Fibroblastos TINO3sy TI(NO3z)s  0.0001-10 mM Producen citotoxicidad. Yamamoto et al.
L929y (1998)
osteoblastos
MC3T3-E1

Criceto chino

——
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e Médula 6sea

Humano
o Enzimas
purificadas:
GSH, GRYy
GPx
e Linfocitos

e Linfocitos

TICl3

TINO3z y TI(NOs)3

T|2804 Yy T|C|3

TICHsCOO,
leSOA Yy T|C|3

5y 10 mg/Kg

1-25 uM

0.5-100 pg/mL

0.5-100 pg/mL

Sin cambios en la frecuencia de ICH.

Alteran los sistemas de defensa antioxidante:

oxidacién de GSH y NADPH por el TI** e
inhibicion de la actividad de GR y GPx por el
TIy TR,

Aumentan la frecuencia de ICH, de células
hiperploides y de asociaciones de satélites.

Citotoxicidad por incremento de células con
fenotipo de apoptosis y necrosis. Disminuye
la proliferacion de manera dependiente de la
concentracion y del tiempo de exposicién.

Claussen et al.
(1981)

Villaverde et al.
(2004)

Rodriguez-Mercado
et al. (2017)

Rodriguez-Mercado
et al. (2019)

AIF, factor inductor de la apoptosis: Endo G, endonucleasa G: ERO, especies reactivas de oxigeno: GPx, glutation peroxidasa; GR,
glutation reductasa; GSH, glutation reducido; ICH, intercambio de cromatidas hermanas; HPRT, hipoxantina-guanina-fosforribosil-
transferasa; MN, microndcleos; NADPH, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; SCA, aberraciones cromosémicas estructurales.
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4.3.1 Estimacién por contenido de ADN

Una forma de evaluar el ciclo celular es por el contenido de ADN. Esto puede realizarse
tifendo el ADN nuclear con un colorante fluorescente estequiométrico, que se une a la
molécula en proporcién a su cantidad presente, como el ioduro de propidio (PI) o 7-
actinomicina D (7-ADD) y después midiendo la intensidad de la fluorescencia de células
individuales mediante citometria de flujo, analizando posteriormente los datos
resultantes que permiten la determinacion del porcentaje de células en las diferentes
fases del ciclo celular (Rabinovitch, 1994, Darzynkiewicz et al., 1999).

En células quiescentes, fase Gi-Go, el contenido de ADN no varia, con un par
homologos para cada cromosoma, por lo cual es referido como diploide o 2c, donde c
simboliza el contenido haploide de ADN en la célula o en este caso, una copia de cada
molécula de ADN de cada cromosoma. Cuando el contenido de ADN de las células es
evaluado por citometria de flujo en esta fase aparece una Unica poblacién (Copper,
2000).

Las células en proliferacion se preparan para la replicacion del ADN durante la fase G,
pero permanecen con dos copias de cada cromosoma (2c¢) hasta la entrada a la fase
S, donde ocurre la replicacién de nuevas moléculas de ADN, incrementando la cantidad
hasta duplicarse de 2c a 4c y finalmente, en G2 y M permanece como 4c hasta
citocinesis. En la medicion y andlisis con citometria, los datos se representan en un
histograma como numero de células versus la intensidad de fluorescencia, que es
proporcional al contenido de ADN. La distribucion del contenido de ADN se muestra en
la Figura 2 (Copper, 2000).

4.4 Dafio al ADN y su reparacion

Los iones metélicos pueden enlazarse directamente a algunos componentes celulares
como el ADN vy las proteinas nucleares a través de enlaces ionicos y coordinados,
causando cambios de conformaciéon estructural del ADN, asi como producir dafio

directo o indirecto sobre estas moléculas (Wang y Shi, 2011).

La naturaleza del dafo es diversa y puede afectar ciertas bases o regiones del ADN y
provocar rompimientos de cadena. Por ejemplo, los sitios abasicos (AP, apurinicos o

apirimidicos) son la pérdida de bases originados por reacciones de hidrolisis; este tipo
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de reacciones también pueden darse por la desaminacion de las bases nitrogenadas
en el ADN, formando uracilo a partir de citosinas desaminadas o hipoxantina y xantina
a partir de la desaminacion de adenina y guanina, respectivamente. Si este tipo de dafio
no es detectado y corregido, puede originar errores durante la replicacion del ADN por
apareamiento incorrecto entre las bases (MM, por sus siglas en inglés) (Sancar et al.,
2004; Dexheimer, 2013).

Numero de células

2c 4c
Cantidad de ADN por célula

Figura 2. Distribucién de la cantidad de ADN en una poblacién de células en
proliferacion, donde se muestra dos picos correspondientes a células con
contenidos de ADN de 2c y 4c; estas células se encuentran en las fases G1 y G2/M
del ciclo, respectivamente. Las células en fase S tienen contenidos de ADN entre
2c y 4c y se distribuyen entre estos dos picos.

Otros tipos de alteraciones en las bases son la adicion de grupos alquilo (alquilaciones)
y la oxidacion, lo que puede generar bases potencialmente mutagénicas (Sancar et al.,
2004). La formacién de aductos en el ADN, por ejemplo, consiste en el enlace de
moléculas a las bases del ADN, los cuales afectan la topologia y el metabolismo de
toda la cadena, este tipo de dafio puede generar secundariamente sitios AP. Los
entrecruzamientos son lesiones que se originan por diferentes agentes quimicos que

forman enlaces covalentes entre las cadenas del ADN (constituyendo enlaces cruzados

22

——
| —



ADN-ADN) o entre proteinas con el ADN (ADN-proteinas), las cuales desencadenan
las mismas respuestas que otras lesiones debido a que impiden la replicaciéon e incluso
la transcripcion. Los rompimientos de cadena sencilla o doble son lesiones provocadas
por distintos agentes exdgenos como la radiacion ionizante o agentes quimicos
altamente reactivos, asi como intracelularmente por la accion de nucleasas (Sancar et
al., 2004; Rupp, 2012; Dexheimer, 2013; Chatterjee y Walker, 2017).

Debido a la variedad de lesiones posibles, en las células eucariontes y en particular en
mamiferos, también han evolucionado diversos mecanismos de reparacion del material
genético. Los mecanismos principales incluyen la reparacion directa, la reparacion por
escision de bases (BER, por sus siglas en ingles), la reparacion por escisién de
nucleétidos (NER), la reparacién de bases mal apareadas (MMR), la recombinacion
homologa (HR) y la union de extremos no homélogos (NHEJ), como se resume también
en la Figura 3. Por ejemplo, la reparacion directa reside en la accién de enzimas como
la metilguanina ADN metiltransferasa que remueve el grupo metil-O® de guaninas
oxidadas por metilacion (Sancar et al., 2004); mientras que la BER detecta bases
oxidadas, desaminadas, alquiladas o los sitios AP, donde las glicosilasas del ADN
reconocen y cortan la base dafiada, dejando un sitio AP que posteriormente es
procesado, rellenado y ligado por endonucleasas, polimerasas y ligasas, en ese orden,
utilizando en todo momento la cadena no dafiada como molde (Chatterjee y Walker,
2017).

La NER, es otro mecanismo usado para remover lesiones mas voluminosas como
aductos o dimeros de timina, es activado por el reconocimiento de proteinas o por el
bloqueo de la maquinaria de transcripcién. Después de esto, el ADN tiene que ser
abierto por un complejo enzimatico, el factor de transcripcion general IIH (TFIIH) que
contiene dos helicasas (que rompen los puentes de hidrogeno entre las bases
complementarias) y otros complejos que reclutan endonucleasas (que cortan en dos
secciones la cadena del ADN para generar un oligonucleétido de 24-32 bases que
contiene la lesion) y polimerasas de ADN (que sintetizan ADN nuevo en la regién
dafiada) (Houtgraaf et al., 2006). En la MMR, luego de su reconocimiento, una
endonucleasa genera cortes en el sitio del error y remueve las bases mal apareadas en

una cadena por la accién de exonucleasas, posteriormente usa la otra cadena del ADN
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como molde para rellenar con las bases correctas usando una ADN polimerasa y unirla

con el otro extremo libre mediante una ADN ligasa (Rupp, 2012).

Radicales Luz UV Radiacién  Hidrocarburos  patagenos Quimicos Contaminantes
de oxigena ionizante  poliaromaticos terapeuticos ambientales
§ Metales
(.j H 3 D
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Figura 3. Principales mecanismos de reparacion del ADN dependiendo el tipo de
dafo producido por diferentes agentes fisicos y quimicos. Estos mecanismos son:
reparacion de bases mal apareadas o MMR por sus siglas en inglés, reparacion por
escision de bases o BER, reparacion por escision de nucleétidos o NER,
recombinacion homéloga o HR y unién de extremos no homélogos o NHEJ. (Creado

con Biorender.com).

La HR y la NHEJ, reparan los rompimientos de cadena doble en el ADN que son de las

lesiones mas perjudiciales para la célula. La HR depende de un molde no dafiado, la
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cromatida hermana, para usar su informacion, es fiel y se restringe a las fases Sy G2
del ciclo celular, en tanto que el sistema NHEJ no depende de un molde, es mas
propensa a errores y puede actuar en todas las fases del ciclo celular (Ambekar et al.,
2017).

En la HR los extremos que rodean el rompimiento doble del ADN se procesan mediante
cortes que generan extremos 3’ salientes de una sola hebra, a las cuales se les
remueve cualquier estructura secundaria que pueda impedir la union de la recombinasa
Rad51, la cual se encarga de buscar una secuencia homéloga en la cromatida
hermana; luego Rad51 media la invasién de la cadena molde por la cadena que va a
ser reparada, una ADN polimerasa se encarga de la sintesis del polinucleétido y la ADN
ligasa | lleva a cabo la ligacion y la formacion de una estructura intermediaria de cuatro
intersecciones conocida como la unién de Holliday, la cual es resuelta de tres formas
distintas: la conocida disolucién mediada por BLM-Topllla, el corte asimétrico y el corte

simétrico (Dexheimer, 2013).

El mecanismo NHEJ consiste basicamente en el reconocimiento de los extremos de
rompimientos de cadena doble por el heterodimero Ku, el cual recluta la proteina
quinasa dependiente de ADN (ADN-PKcs) que se autofosforila y hace a los extremos
mas accesibles al resto de la maquinaria. Dependiendo del tipo de lesién y la
complejidad, los extremos del ADN se modifican antes de unirse, por ejemplo, cortando
o rellenando los extremos salientes de las cadenas rotas mediante la nucleasas y
polimerasas. Finalmente, la ADN ligasa IV junto con algunos promotores conectan los
extremos del ADN fracturado, terminando asi con la reparacion del ADN (Dexheimer,
2013: Ambekar et al., 2017). Los enlaces cruzados como los ADN-ADN son reparados
por mecanismos donde intervienen diferentes complejos enzimaticos en combinacion

con los otros sistemas de reparacién como BER o NER (Sancar et al., 2004).

4.4.1 Electroforesis unicelular
La electroforesis unicelular en gel (EUG) también conocida como ensayo cometa, es
una técnica introducida y desarrollada a finales de los afios 80 para detectar

rompimientos de cadena en el ADN al nivel de células individuales. Puede ser empleada
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en cualquier ensayo in vivo o in vitro, consiste en embeber las células en agarosa
sobre portaobjetos, someterlas a lisis empleando sales y detergentes para remover
las membranas, permitir que se diluyan el resto de los componentes solubles de la
célulay retirar las histonas del ADN, dejando Unicamente el material genético altamente
condensado unido a una matriz nuclear como bucles superenrollados en una estructura
conocida como nucleoides y luego someterlas a una electroforesis a un pH alto (> 13);
dichas lesiones en el ADN provocarian la migracion de fragmentos de cadena y bucles
relajados hacia el anodo, formando una imagen parecida a un cometa al evaluarse

usando microscopia de fluorescencia (Collins et al., 2008; Azqueta et al., 2019).

Estos cometas son evaluados de manera manual o usando softwares especializados
empleando multiples pardmetros medibles como la longitud o la intensidad de la cauda,
o el llamado “momento de la cauda”. La intensidad de la cauda se calcula empleando
la fluorescencia relativa que emiten los fragmentos de ADN migrados, mientras que el
momento de la cauda se define como el producto de la longitud de la cauda y la fraccion
de ADN total en la cauda. Otro parametro menos comun es el “momento de la cauda
de Olive”, que representa el producto del porcentaje de ADN total en la cauda y la
distancia entre los centros de la masa de las regiones de la cabeza y la cauda
(Mozaffarieh et al., 2008). Los criterios cuya informacion aportada es considerada la
mas fiable y los mas usados son la intensidad y el momento de la cauda (Sunjog et al.
2013).

El ensayo puede detectar rompimientos de cadena sencilla y doble, asi como sitios
alcali 1abiles y reparacion por escisién de bases incompleta que son expresados como
rompimientos de cadena sencilla (Hartmann et al., 2003). Entre las ventajas de esta
técnica estan el ser técnicamente simple, relativamente rapida y barata, ademas de
sensible y entre sus principales inconvenientes estan el numero de muestras que
pueden ser procesadas a la vez, limitadas por el tamafio de la cAmara de electroforesis
y la incapacidad de distinguir entre células muertas y severamente dafiadas (Gharsalli,
2016).

Hay diferentes versiones de esta técnica que permiten delimitar la evaluacion a tipos

de dafio especificos como las bases oxidadas producidas por estrés oxidante. Esta
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version cosiste en afiadir un paso posterior a la lisis de las células, incubando con
endonucleasas bacterianas especificas como la ADN-formamidopirimidina glicosilasa
(Fpg) de ADN que reacciona a la presencia de purinas oxidadas como la 8-oxo-7,8-
dihidroguanina (8-oxoGua). La enzima Fpg por su actividad glicosilasa, reconoce y
escinde el enlace glicosidico de las purinas oxidadas en la cadena de ADN, induciendo
sitios abasicos que en las condiciones de alta alcalinidad (pH > 13) de la electroforesis
se convierten en rompimientos de cadena sencilla. El incremento de ADN en la cauda
del cometa (longitud del cometa), la intensidad o el momento de la cauda de los
cometas después de incubar con esta enzima en comparacion con aquellas incubadas
en amortiguador indica la presencia de bases oxidadas. Este tipo de enzimas pueden
ser aisladas directamente de bacterias o pueden ser compradas. Este tipo de ensayo
se ha usado ampliamente en el biomonitoreo humano y ecoldgico y ensayos de
genotoxicidad de agentes quimicos, contaminantes y farmacos (Collins et al., 2008;
Azqueta et al., 2019).

4.5 Estrés oxidante

Hay evidencia de que la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrogeno (ERN) es una respuesta inducida frecuentemente por la accion de metales y
juega un papel importante en oxidar biomoléculas como los componentes de los acidos

nucleicos, los lipidos de membrana o las proteinas (Galanis et al. 2009).

Las ERO y las ERN son productos naturales del metabolismo celular e incluyen
moléculas reactivas derivadas del oxigeno como el peroxido de hidrégeno (H2032), acido
hipobromoso (HOBr), acido hipocloroso (HOCI), peroxidos organicos (ROOH),
peroxomonocarbonato (HOOCO:2") y el ion hipoclorito (ClIO~), asi como moléculas con
radicales libres entre las que se encuentran el oxigeno singlete (*O2), superoxido (Oz°),
hidroxilo (*OH), hidroperoxilo (HOz2¢), carbonato (COs+"), peroxilo (ROz2¢), alcoxilo (RO¢)
y el radical diéxido de carbono (CO2+"); ademas de otras derivadas del monoxido de
nitrégeno (NO), como su radical (NO¢), peroxinitrito (ONOO"), peroxinitrato (O2NOO") y
acido peroxinitroso (ONOOH), como las mas representativas. Las ERO se producen en
la mitocondria, el reticulo endoplasmico, los peroxisomas, microsomas y complejos de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa (complejos NOX), pero las

mayores fuentes de ERO enddgenas son el sistema de transporte de electrones de la
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mitocondria, la via metabdlica del citocromo P450 y durante la respuesta inflamatoria
(Abdal-Dayem et al., 2017). Las principales fuentes de ERN por otra parte son las 6xido
nitrico sintasas (NOS), ya que se requiere NO+ en el metabolismo de la L-arginina (Di
Meo et al., 2016).

La concentracion intracelular de ERO y ERN estéa controlada normalmente por enzimas
tales como el superéoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT)
o por los antioxidantes como flavonoides, vitamina E y C, el glutatién, entre otros. No
obstante, cuando la produccion excesiva de estas supera las defensas antioxidantes,
en las células se establece una condicidn de estrés (Galanis et al., 2009). Dentro de los
efectos que producen las ERO estan atacar los grupos tiol de cisteinas de los péptidos
y las proteinas, peroxidar lipidos, alterar por reacciones de 6xido-reduccion las bases
nitrogenadas u otras estructuras como azucares o los grupos fosfato de los nucleétidos
del ADN, producir sitios AP o inducir rompimientos de cadena sencilla y doble en el
ADN, por mencionar algunos (Stanczyk et al., 2005). Ademas, las consecuencias de
las ERO pueden ser dafios severos en la membrana celular y mitocondrial, alteraciones
en el transporte de Caz, desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones,
activacion de factores de transcripcidon, hasta desencadenamiento de muerte celular
por apoptosis (Stohs y Bagchi, 1995). El estrés nitrosativo, por otra parte, esta
asociado a la alteracién de lipidos de membrana, de proteinas y de nucleétidos en los
acidos nucleicos, como la formacion de 8-nitro-guanina (8-NO2-G), por nitracion y
rompimientos de cadena sencilla y doble en el ADN (Martinez y Andriantsitohaina,
1993).

Se ha reportado que los metales pueden potenciar la formacién de especies reactivas
de oxigeno, principalmente, por mas de una ruta. Algunos iones metalicos como el
cromo(lll), cromo(VI1), cobre(ll), niquel(ll), cobalto(ll) y vanadio(lV) (Cr3*, Cré*, Cu?*,
Ni2*, Co?* y V*, respectivamente) han mostrado cierta similitud con el hierro
produciendo reacciones similares a la de Fenton. En presencia de estos iones y los
aniones superoéxido se inicia una reaccion en cadena que culmina en la produccion del
radical *OH (Stohs y Bagchi, 1995; Lloyd et al., 1999; Jomova y Valko, 2011), como se
muestra en las siguientes reacciones (donde M representa a los metales y n su estado

de oxidacion):
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MO+ D+ + Oge= > MO* + O3
2020~ + 2H* > H202+ O2
M™* + HoO2 > MM+ D+ + «OH + "OH

El ion superdxido, también participa en la produccion del radical *OH por medio de la

reaccion de Haber-Weiss:
Oz~ + H2O2 2 O2 + *OH + "OH

Ademas, el ion superoxido puede estar conectado a la produccion de peroxinitrito al

reacionar con NO, y a su vez, también conducir a la produccién del radical *OH:
NO + O2™ - ONOO™ + H* = *OH + ‘NO

Otros metales, como el mercurio (Hg), el niquel (Ni), el plomo (Pb) y el cadmio (Cd),
actlan mediante otros mecanismos como el agotamiento del glutatién y la afinidad de
algunos iones metalicos por los grupos sulfhidrilo (-SH) de las proteinas antioxidantes,
lo que contribuye en la acumulacion de ERO en las células (Stohs y Bagchi, 1995;
Balali-Mood et al., 2021).

Hasta ahora, aunque se sabe que el Tl puede inducir la formacion de ERO, se
desconoce si esto ocurre mediante las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, a través
de la transicion entre sus dos estados de oxidacion, +1 y +3. No hay informacién sobre

su relacion con la formacion de ERN.

4.5.1 Dihidrorodamina 123

La importancia de las ERO y los procesos patolégicos asociados a ellas requieren
mecanismos apropiados para estudiarles, detectar su produccion excesiva, el
desbalance de las condiciones fisiolégicas normales y sus efectos en las células.
Algunos de los métodos implican la deteccion especifica de la produccion de estas ERO

usando sondas fluorescentes.

El compuesto dihidrorodamina 123 (DHR 123) es un compuesto empleado en la
deteccion de ERO como el peréxido de hidrégeno y ERN como el peroxinitrito. Una vez
dentro de la célula, a la cual puede difundir pasivamente, el DHR 123 es oxidado a
rodamina 123 (Rh 123) (Figura 4), un compuesto cationico verde fluorescente que

puede acumularse y ser retenido en las mitocondrias. La oxidacion no es llevada a cabo
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directamente por las ERO o las ERN, pues se requiere la presencia de peroxidasas
mitocondriales y en el caso del H202, de su interaccién con citocromo c y Fe3'. La
cantidad de rodamina puede ser posteriormente evaluada mediante fluorimetria,
citometria de flujo, microscopia de fluorescencia o por espectroscopia (Royall et al.,
1993; Kooy et al., 1994; Djiadeu et al., 2017).

ONOO—
H202

Peroxidasas
mitocondriales

Dihidrorodamina 123 Rodamina 123
DHR 123 Rh 123

Figura 4. Estructura de la dihidrorodamina 123 y la rodamina 123. En presencia
del ONOO o0 H;0; y peroxidasas mitocondriales ocurre la pérdida dos electrones
del DHR 123, formandose Rh 123, la molécula oxidada y fluorescente.
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V. JUSTIFICACION

El Tl es considerado un contaminante prioritario debido al riesgo que representa para
el ser humano por su elevada toxicidad. Se presenta en dos estados de oxidacion, |y
I1l. Se sabe que el TI** es capaz de mimetizar al ion K!* y altera el metabolismo celular
dependiente de este catidn esencial, también interactta con los tioles de las proteinas,
interviene en la fosforilacion mitocondrial y produce estrés oxidante al abatir las

defensas antioxidantes de la célula.

Sin embargo, diversos aspectos del mecanismo de accién del TI3*, ain no han sido
investigados, por lo cual se considera importante estudiar y ampliar el conocimiento que
se tiene con respecto a los compuestos quimicos de este ion, entre ellos su repercusion

en las fases del ciclo celular y su capacidad para generar estrés oxidante en la célula.
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VI.  HIPOTESIS
El TI** (TICI3) induce cambios en las fases del ciclo celular derivados del dafio al ADN

por estrés oxidante.

Vil.  OBJETIVO
7.1 Objetivo general

- Dilucidar el mecanismo mediante el cual el TICIs produce genotoxicidad.
7.2 Objetivos particulares

- Evaluar la progresion de las fases del ciclo celular de los linfocitos humanos
estimulados y tratados con distintas concentraciones de TICl3 (0.1, 0.5, 1, 5, 10 0 50
Mg/mL) durante 24, 48y 72 h.

- Analizar el dafio al ADN de los linfocitos humanos en Go tratados durante 1 y 3 h
con TIClz usando la electroforesis unicelular en gel en combinacién con la enzima

de restriccion Fpg que identifica bases oxidadas.

- Determinar el estado oxidante de los linfocitos en Go tratados con TICl3 durante 24
h, empleando la evaluacién de la oxidacion del compuesto dihidrorodamina 123 (a

rodamina 123) dentro de las células.

32

——
| —



VIll. MATERIAL Y METODOS

8.1 Reactivos

Los compuestos metalicos fueron obtenidos de la compafia Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). Se usa cloruro de talio(lll) (TICls - 4 H20; CAS No. 13453-33-3 y pureza de
98 %). La mayoria de los reactivos que se usaron fueron de la misma compainiia, al

menos que en la metodologia se indique otra marca.
8.2 Separacion de linfocitos y viabilidad

Se obtuvieron 10-16 mL de sangre periférica de tres donadores varones, no fumadores
y sin historia de toxicomanias, medicadas o de enfermedades recientes. Se aislaron los
linfocitos por gradiente de densidad con Histopaque®-1077 y se hizo el conteo celular

en la camara de Neubauer.

Obtenidos los linfocitos, se determind la viabilidad mezclando 10 pL de la muestra de
células con 3 uL de una mezcla 1:1 de los colorantes naranja de acridina (NA) y bromuro
de etidio (BE) en una concentracion de 100 pg/mL. Después al microscopio de
fluorescencia (filtro 510-560 nm) se obtuvo el porcentaje de células viables y no viables.
Las células viables se tifien de verde debido a que la NA es permeable a la membrana
y se intercala con los &cidos nucleicos como el ADN, generando una sefial fluorescente
verde, mientras que las células no viables son aquellas que se tifien de rojo debido a
que el BE (un compuesto impermeable a la membrana) puede ingresar a las células

cuando la membrana ha sufrido dafio y se intercala con el ADN.
8.3 Cultivos y tratamientos

Se hicieron los cultivos sembrando la densidad requerida de células en el medio
apropiado y se mantuvieron a 37 °C durante los tiempos de exposicion programados
para cada metodologia. Ademas, se hicieron los cultivos por duplicado o triplicado por
cada donador dependiendo de la técnica, se conto con cultivos sin tratamiento (testigo
negativo) y cultivos tratados con un agente que produce el efecto a evaluar (testigo

positivo).

Los cultivos se trataron con las diferentes concentraciones de TICI3 0.1, 0.5, 1,5, 10 o

50 pug/mL, de acuerdo con estudios previos (Rodriguez-Mercado et al. 2017, 2019).
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8.4 Evaluacion del ciclo celular

Para conocer los efectos sobre la progresion del ciclo celular, se hicieron los cultivos
sembrando 5 x 10° células en 5 mL de medio PB-Max Karyotiping (Gibco, Grand Island,
NY, USA), el cual contiene fitohematoglutinina para estimular la proliferacion. Los
tratamientos se dieron 24 h después de iniciados los cultivos y se dejaron durante 24,
48 y 72 h con las diferentes concentraciones de TICls. Transcurrido cada tiempo de
exposicion, las células se fijaron con etanol al 70 %, se permeabilizaron con PBS mas
Triton X-100 al 0.1 %, para después realizar la tincion del ADN con ioduro de propidio
(IP, 2 mg/mL). La deteccién del ADN se analiz6 en el citometro de flujo BD FACSARIA™
Il (Becton Dickinson and Company, San José, CA, EUA) registrando la adquisicién de
30 mil eventos por cultivo. Se empleo el contenido de ADN para establecer la proporcién
de células en G1, Sy G2/M con los programas WinMDI 2.9 de J.Trotter y Cylchred de la
Universidad de Cardiff.

Como testigo positivo se emple6 afidilcolina (5 pg/mL) (C20H3404, CAS No. 38966-21-
1), un agente que inhibe la ADN polimerasa a e induce arresto del ciclo celular en la

entrada a la fase S (Toyomasu y Sassa, 2010).

Al terminar el tratamiento con el agente quimico se tomo una porcién de las células (10

ML) y se determind la viabilidad celular por el método de NA-BE.
8.5 Evaluacion del dafio oxidante al ADN con Fpg

Para determinar el dafio al ADN por oxidaciéon de bases, se emple6 la metodologia de
EUG con la enzima formamidopirimidina ADN-glicosidasa (Fpg, CAS 78783-53-6,

pureza = 90 %) que detecta purinas oxidadas.

Células sin proliferar (en fase Go) fueron cultivadas en medio RMPI-1640 (Gibco, NY,
USA) que contenia 0, 0.5, 1 0 5 pug/mL de TICls. Las células fueron expuestas durante
1 0 3 h. Se obtuvieron las células por centrifugacion, se mezclaron con agarosa de bajo
punto de fusién (0.5 %), se hicieron preparaciones en portaobjetos y estas se
sumergieron en solucion de lisis (2.5 M NaCl, 100 mM NazEDTA, y 10 mM Tris
suplementado con 1 % Tritdbn X-100 a pH 10) por 24 h. Posteriormente se lavaron 3
veces durante cinco minutos en buffer de reaccion, el cual contiene HEPES 40 mM, KCI

0.1 M, 0.5 EDTA, 0.2 mg/mL BSA ajustado a pH 8, se incubaron 20 min con las enzimas
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Fpg (1 pL diluido en 16 mL de buffer de reaccion; concentracion determinada en
experimentos preliminares) preparadas de acuerdo con la recomendaciones del
fabricante y se realiz6 la electroforesis a 300 mA 'y 25 V empleando un amortiguador de
corrimiento (300 mM NaOH y 1 mM NazEDTA a pH > 13). Después las preparaciones
se neutralizaron, se deshidrataron con etanol absoluto y una vez secas se tifieron con
BE (25 pg/mL) y en microscopio de fluorescencia (Axiostar Plus Carl Zeiss con filtro de
excitacion de 515-560 nm vy filtro de barrera de 590 nm) se midié el dafio al ADN
empleando una escala ocular o el software “comet assay IV” para obtener parametros
como longitud, intensidad de la cauda y el “momento de la cauda” (Forchhammer et al.

2008) en Instituto de Ciencias de la Atmosfera y Cambio Climatico, UNAM.

Para los testigos positivos se emple6 H202 en concentracion de 30 yM durante 10 min
en hielo, para luego hacer un lavado y permitir una hora de reparacién en medio de

cultivo y proceder a la preparacion de las laminillas.

En todos los casos al terminar el tratamiento con el agente quimico se determindé la

viabilidad celular por el método de NA-BE.

8.6 Evaluacion del estrés oxidante con DHR 123

Para determinar el estado redox de las células, se evaluaron las ERO y ERN por la
oxidacion de la dihidrorodamina 123 a rodamina 123 (C21HisN203, CAS No. 109244-
58-8). Células sin proliferar (en fase Go) fueron cultivadas en medio RMPI-1640 (Gibco,
NY, USA) que contenia las concentraciones de los compuestos metdlicos. Las células
fueron expuestas durante 3 h con 0.5, 1 y 5 uyg/mL de TICIs. Posteriormente al
tratamiento, las células se centrifugaron, se les hizo un lavado con PBS, se les
afiadieron 100 L de dihidrorodamina 123 (5 uM) y se incubaron a 37 °C en obscuridad
durante 30 min, se realiz6 un lavado con PBS y se evaluaron en el citometro de flujo
BD FACSARIA™ |l (Becton Dickinson and Company, San José, CA, EUA), usando el

filtro Alexa Fluor 488 registrando la adquisicion de 30 mil eventos por cultivo.

Para el testigo positivo, las células se trataron 15 min con 100 yM de H202, el cual es
capaz de generar estrés oxidante en las células debido a la produccion de ERO.

En todos los casos al terminar el tratamiento con el agente quimico se determiné la

viabilidad celular por el método de NA-BE.
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8.7 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como media * error estandar. Las diferencias estadisticas
para los datos de ciclo celular, dafio al ADN por bases oxidadas se determinaron
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) seguida de la prueba de Dunnett,
dependiendo de la homogeneidad de las varianzas. Los datos de viabilidad celular y de
estrés oxidante se analizaron con la prueba de ji2. Se considerd p < 0.05 como valor
estadisticamente significativo.
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IX. RESULTADOS
9.4 Andlisis del contenido de ADN

Al mismo tiempo que se determinaron las fases del ciclo celular se evalué la viabilidad
de las células. En la Figura 5 se muestran los resultados de la viabilidad empleando la
tincién dual con NA-BE en linfocitos tratados por 24,48y 72hcon 0,0.1,0.51,5,10y
50 pg/mL de TICIs. La viabilidad del grupo testigo en los diferentes tiempos de
exposicion fue > 92 % y no se observaron cambios cuando los linfocitos fueron tratados
por 24 h con las concentraciones del TICls; sin embargo, a las 48 h hay tendencia a
reducir la viabilidad con diferencia estadisticas en la concentracion de 5 pg/mL de TICl3
(82.3 £ 3.1 vs. 93.2 + 3.5 % del grupo testigo) y a las 72 h en la concentracion de 10 y
50 pg/mL de TICI3 (69.0 £ 2.1y 65.5 £ 2.9 % vs. 92.5 + 3.8 % del grupo testigo).

La estimacion de las células en cada fase del ciclo celular se realiz6 con base en el
contenido de ADN nuclear y los resultados de los linfocitos tratados con el TIClz se
muestran en la Figura 6, donde se observo tendencia a incrementar el porcentaje de
células en Gi con respecto a la concentracion en todos los tiempos de exposicion,
ademas como consecuencia disminuy0 el porcentaje de células en la fase Sy G2/M. A
las 24 h en la concentracién de 50 pug/mL de TICIs el aumento en la fase de G1 fue
significativo, mientras que este aumento se dio a partir de la concentracion de 1 pg/mL
a las 48 h y a partir de 5 pg/mL de TICls las 72 h de exposicion. En la Figura 7, se

muestran los histogramas representativos de la evaluacion del contenido de ADN.

Con respecto al testigo positivo de afidicolina, la viabilidad se redujo (p < 0.01) a partir
de las 48 h (80.1 £ 2.2 vs. 93.2 + 3.5 % del grupo testigo) y 72 h (78.0 + 2.2 vs. 925 +
3.8 % del grupo testigo). Ademas, la afidicolina, un compuesto que impide la progresiéon
del ciclo a la fase de sintesis por la inhibicibn de la polimerasa a, incrementd
significativamente el porcentaje de células en Gicon 89.2 + 6.1 vs. 71.1 = 3.1 % del
testigo negativo alas 24 h; 92.1 + 3.7 vs. 71.3+*4.4 % alas 48 hy 95.2 £ 1.8 vs. 73.2
+ 3.5 % a las 72 h, ademas de reducir el porcentaje de células en la fase de S y G2/M.

Estos resultados no se muestran en las figuras.
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Figura 5. Viabilidad de los linfocitos humanos tratados in vitro con O (testigo) 0.1,
0.51,5, 10y 50 pg/mL de TICls por 24, 48 y 72 h de los experimentos de ciclo
celular. Las células fueron tefiidas con NA-BE y se agruparon como viables las
células verdes que intercalaron su ADN con la NA y como nho viables las células de
coloracién rojiza que incorporaron BE o con cuerpos apoptoticos evidentes. Se
hicieron tres experimentos independientes, cada uno por duplicado (n = 6). Cada
barra representa la media + EE. 2 p < 0.05, ? p < 0.01 comparado con el testigo
(prueba de ji®).
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Figura 6. Estimacién de las fases del ciclo celular (G1, S y G2/M) de linfocitos
humanos tratados in vitro con 0O (testigo) 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 50 pg/mL de TIClI3
durante 24, 48 y 72 h. Las células fueron tefiidas con IP y el porcentaje de células
en cada fase se determiné por el contenido de ADN nuclear por citometria de flujo.
Se hicieron tres experimentos independientes, cada uno por triplicado (n = 9), donde
se adquirieron 20 000 eventos por experimento. Cada barra representa la media *
EE. 2 p < 0.05, ® p < 0.01 comparado con el testigo (prueba de ANOVA-Dunnet).
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Figura 7. Histogramas representativos de la evaluacién del contenido de ADN con
tincion de IP. Se estimo el porcentaje de linfocitos humanos en Gi, Sy G2/M en
cultivos de 48 h sin tratamiento (A, testigo negativo) y tratados con 50 pg/mL de TICl;
(B) o 5 ug/mL de afidicolina (C, testigo positivo). Las determinaciones se hicieron por
citometria de flujo y el analisis con el programa Flowing Software.
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9.5 Andlisis del dafio oxidante en el ADN

En la Figura 8, se muestran los resultados de la viabilidad de las células de los
experimentos del ensayo cometa modificado para detectar dafio por bases oxidadas.
Donde después de la exposicion durante 103 ha 0.5, 1y 5 ug/mL de TICls, la viabilidad
se mantuvo por arriba del 90 %, sin cambios con respecto al testigo negativo.

El ensayo cometa se empled para investigar el potencial del TICIs de inducir dafio al
ADN por bases oxidadas. En la Figura 9, se muestran los resultados del dafio al ADN
usando la enzima Fpg y el programa “Comet assay IV”; donde la longitud, la proporcién
de ADN y el momento de la cauda se incrementaron con respecto a los ndcleos sin
enzima (SFpg). Para el ensayo cometa sin enzima y con 0.5 pg/mL de TICls a las 3 h
aumentod (p < 0.05) la longitud del cometa (72.3 + 2.2 vs. 63.4 = 2.0 nm del testigo
negativo) y en 5 pg/mL de TICI3 a las 3 h mostré incremento significativo en los tres
paradmetros medidos: en longitud de la cauda 74.2 + 2.0 vs. 63.4 £ 2.0 nm del testigo
negativo, en intensidad de la cauda 23.9 £ 1.0 vs. 18.0 = 0.8 % del testigo y en el
momento de la cauda 7.1 £ 0.4 vs. 4.7 + 0.3 del testigo negativo. En el ensayo con Fpg
la longitud de la cauda y el momento de la cauda fueron significativos en todos los
tratamientos con Tl comparado con los testigos negativos; sin embargo, la intensidad
de la cauda solo presentd diferencias (p < 0.01) en 1 pg/mL después de 1 h de
tratamiento y en las tres concentraciones usadas de Tl a las 3 h.

La viabilidad celular del testigo positivo tratado durante 5 min con 25 uM de Hz20:2 fue
de 71.1 £ 1.1 vs. 92.0 £ 1.6 % del testigo negativo. En la evaluacion del testigo positivo
para el ensayo cometa, la longitud de la cauda SFpg fue de 68.17 £ 4.3 nm, mientras
que en la prueba con la enzima Fpg la longitud se incrementd significativamente a 106.1
+ 3.0 nm (p < 0.01) en comparacién al testigo negativo de 63 + 2 nm (estos datos no se

muestran en las figuras).
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Figura 8. Viabilidad celular de los linfocitos humanos tratados in vitro con O (testigo)
0.5, 1y 5 yg/mL de TICl; por 1y 3 h, evaluada con NA-BE de los experimentos de
dafio oxidante al ADN. Cada barra representa los datos con la media £ EE de tres
experimentos independientes, cada uno por duplicado (n = 6; 100 células
analizadas por experimento). 2 p < 0.05,  p < 0.01 comparado con el testigo (prueba
de ji®).
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Figura 9. Estimacion del dafio oxidante al ADN evaluado mediante el uso de la enzima
Fpg y ensayo cometa en linfocitos humanos tratados in vitro con 0 (testigo), 0.5, 1y 5
pug/mL de TICI; por 1y 3 h. Resultados de diferentes parametros del ensayo cometa sin
enzima (SFpg) y con Fpg: la longitud de la cauda de los cometas (A), la intensidad cauda
(B) y el momento de la cauda (C). Cada barra representa los datos con la media + EE de
tres experimentos independientes, cada uno por duplicado (n = 6; 50 nucleoides
analizados por experimento). 2 p < 0.05, ? p < 0.01 comparado con el testigo (prueba de
ANOVA-Dunnet).




9.6 Analisis de la produccién de EROy ERN en la célula

Los resultados de la viabilidad celular evaluada de forma simultanea a la prueba con
DHR 123 en linfocitos expuestos 3 h con 0 (testigo) 0.5, 1 y 5 ug/mL de TICls, se
muestran en la Figura 10. La viabilidad del testigo y de los cultivos expuestos al TICls

se mantuvieron por encima del 90 % en todas las concentraciones.

Se evalud la capacidad del TICls de producir ERO y ERN intracelulares, empleando
DHR 123 que puede ser oxidada por especies como H202a Rh 123, la cual puede ser
analizada por su fluorescencia empleando citometria. El porcentaje de células que
dieron positivo a Rh 123 aumentd en todos los tratamientos con TICIz, con diferencia
estadistica en la concentracion de 5 pg/mL de TICls, con 24.8 £ 4.1 vs 8.2 + 1.5 % del

testigo negativo (Figura 11).

Esta prueba cont6 con un testigo positivo tratado con 100 uM de H202 durante 10 min,
en el cual se redujo la viabilidad a un 74.5 + 2.1 % (p <0.01) en comparacion al 91 + 3.2
% del testigo negativo. En la prueba con DHR 123, el tratamiento con H20:2 se elevd
significativamente el porcentaje de células positivas a Rh 123a34.6 + 3.6 vs. 8.2+ 1.5
% del testigo negativo. Los histogramas representativos de la evaluacion de la

oxidacion de DHR 123 a Rh 123 se muestran en la Figura 12.
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Figura 9. Viabilidad celular de los linfocitos humanos tratados in vitro con O (testigo)
0.5, 1 y 5 pg/mL de TICI; por 3 h, evaluada con NA-BE de los experimentos de
produccion de especies reactivas en la célula. Cada barra representa los datos con
la media £ EE de tres experimentos independientes, cada uno por duplicado (n = 6;
100 células analizadas por experimento). 2 p < 0.05, ° p < 0.01 comparado con el
testigo (prueba de ji®).
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Figura 10. Porcentaje de células positivas a Rh 123 tratados in vitro con 0O (testigo)
0.5, 1y 5 pg/mL de TICl; por 3 h, evaluada la oxidacion de DHR 123 por la accién de
especies reactivas como ONOO y H,O,. Cada barra representa los datos con la
mediana + EE de tres experimentos independientes, cada uno por duplicado (n = 6;
30 mil células analizadas por muestra). @ p < 0.05, ° p < 0.01 comparado con el testigo
(prueba de ji?).
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Figura 11. Histogramas representativos de la evaluacion de la oxidacion de DHR
123 a Rh 123 por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en linfocitos humanos
tratados in vitro con (A) O (testigo negativo), (B) 5 ug/mL de TICl; o (C) 100 uM de
H.0- (testigo positivo) durante 3 h; obtenidos con el programa Flowing Software.
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X.  DISCUSION
El Tl es un metal traza altamente toxico y un contaminante ambiental, el cual tiene dos
estados de oxidacion, TI** y TI**, de los cuales diversos aspectos del mecanismo
implicado en su toxicidad son desconocidos. La comparacion entre las toxicidades de
ambos cationes es importante tanto en el ambito médico como en el ambiental, pues
esta ligado a las estrategias empleadas para regular su liberaciébn por parte de
instituciones de proteccion ambiental o para ajustar las alternativas de remediacion de
los medios contaminados como el agua o el suelo, donde se debe considerar si es mas
pertinente la oxidacion o reduccion del metal para minimizar el posible perjuicio a los
organismos (Xu et al. 2019). Particularmente, el TI** ha sido poco estudiado y no hay
mucha informaciébn con respecto a su potencial genotéxico o sus posibles
repercusiones en la proliferacion celular, por lo que en esta tesis se evaluo el efecto del
TICI3 sobre el ciclo celular, dafio al ADN por bases oxidadas y el estado redox en

linfocitos humanos tratados in vitro.

Cuando se realizan experimentos para conocer la toxicidad de agentes quimicos se
requiere conocer la viabilidad de las células después de los tratamientos para evaluar
la supervivencia de los cultivos, optimizar las condiciones experimentales de ser
requerido, asi como para evitar dar falsos positivos en algunos ensayos (Nozhat et al.,
2020). La viabilidad es la proporcién de células vivas y metabdlicamente activas en una
poblacion, se obtiene empleando ensayos que evaltan diferentes marcadores como la
integridad y funcionamiento de membranas u organulos especificos (Kamiloglu et al.,
2020). En este trabajo, se evalud la viabilidad mediante la tincion con NA/BE en
linfocitos humanos en proliferacion a la par de la evaluacion de la progresion de ciclo
célula después de 24, 48 y 72 h de exposicion a 0.1-50 pg/mL de TICI3, donde se
observo reduccion significativa de la viabilidad a partir de la concentracion de 5 pg/mL
alas 48 h, y de 10 yg/mL alas 72 h. Para las pruebas de dafio oxidante al ADN y estrés
oxidante en la célula, se trataron linfocitos en Go durante 1 y 3 h de exposicion a 0.5-5
png/mL de TICIs, sin observarse cambios en el porcentaje de células viables en

comparacion a los testigos negativos.

En la literatura se ha reportado que el TI** reduce la viabilidad de los linfocitos humanos

en Go, en tratamientos de 8 a 24 h en concentraciones = 0.5 yg/mL de TICls (Rodriguez-
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Mercado et al., 2019), en contraste con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que
se evidencia que no tuvieron efecto en concentraciones menores a los 5 pg/mL. En
otros estudios se ha demostrado la citotoxicidad de especies como TI(NO3)z, induciendo
fenotipo apoptdtico u otros sefializadores de este proceso como la activacion de la
cascada de caspasas o la liberacién de citocromo ¢ en hepatocitos y células PC12 de
ratas, no obstante, esto se ha producido en tiempos mas cortos de exposicion, entre 90
min y 48 h a concentraciones de 25-100 uM (equivalentes a 9.7—-39.0 ug/mL) (Hanzel
y Verstraeten, 2009; Eskandari et al., 2011).

En cuanto al ciclo celular, no hay muchos antecedentes sobre como es afectado por el
Tl en sus dos estados de oxidacion. En su estado de oxidacion +1, se ha observado
que el TICH3COO y TI2SO4 reducen el indice mitético y replicativo de células de sangre
periférica humana tratadas por 24 h con 0.5-100 pg/mL (Rodriguez-Mercado et al.,
2015, 2019), mientras que Chia et al., 2005 demostraron que el tratamiento de 24 h con
TICH3COO 10-100 uM (2.7-27.0 pg/mL) el ciclo celular de células de glioma LC6 se
detiene en la fase G2/M. En el caso del TI**, Yamamoto et al. (1998) determinaron que
el TI(NOs)s inhibe la proliferacion en fibroblastos L929 y osteoblastos MC3T3-E1 de
raton hasta en 50 % (ICs0 34.9 y 23.8 uM respectivamente, equivalentes a 13.62 y 9.29
pg/mL). En otro estudio, 1-100 pg/mL (3.2-321.8 uM) de TICIs por 24 h redujo el indice
mitotico de las células de sangre periférica humana 17-48 % en comparacion con el

grupo testigo (Rodriguez-Mercado et al., 2019).

En este trabajo en tratamiento con 5-50 pug/mL de TIClz incrementd significativamente
el porcentaje de células en la fase G1y redujo el porcentaje de células en Sy G2/M a
las 48 y 72 h de exposicion de manera dependiente del tiempo y concentracion. Esto
concuerda con la reduccién del indice mitético observado en otros estudios (Rodriguez-
Mercado et al., 2019), ya que este arresto en la fase G1 podria explicar este efecto. Se
desconoce el mecanismo especifico mediante el cual el TI** podria estar actuando
sobre el ciclo celular, dado que este puede ser afectado por diversos factores que
involucran el dafio o modificacion de moléculas o la alteracion de rutas metabdlicas,

como la cadena transportadora de electrones de la mitocondria.

Uno de los aspectos principales del ciclo celular durante su progresion es que debe
resguardar la integridad gendmica, incluyendo la vigilancia y reparacion del dafo al

49

——
| —



ADN vy la duplicacion ordenada y exacta de los cromosomas durante la fase S. Aunque
todos los componentes celulares son susceptibles al dafio, las células son

particularmente sensibles a las lesiones en el ADN.

En la fase G1 del ciclo celular de células en proliferacion existe un punto de control,
previo a la transicibn a S, que verifica que la célula haya alcanzado un tamafio
adecuado, que tenga los recursos necesarios para proceder con la sintesis del ADN y
la division celular y que el ADN se encuentre en condiciones para ser duplicado. Las
células que son expuestas a agentes genotoxicos en esta fase del ciclo y sufren
lesiones en el material genético, pueden recurrir al arresto temporal del ciclo mediado
por la activacion de las proteinas sensor de dafio como ATM y ATR y sus efectoras,
CHK1, CHK2, p53, p27 y p21, para permitir la reparacion del ADN e impedir que se
replique con errores, la célula se divida y propague dichos defectos a su descendencia
(Shackelford et al., 1999; Murray y Carr, 2018). Por lo tanto, el dafio al ADN puede ser
la explicacion para el arresto del ciclo celular inducido por el TICls.

Considerando esto, la electroforesis unicelular en gel permite detectar lesiones en el
ADN como rompimientos de cadena sencilla y doble, mientras que la combinacién con
enzimas especificas puede permitir la deteccidbn de bases oxidadas o alquiladas
(Muruzabal et al., 2020). La enzima ADN-formamidopirimidina glicosilasa, que
reacciona con purinas oxidadas, es de las mas usadas en el ensayo cometa modificado,
permitiendo el estudio del mecanismo especifico por el cual el TI®* actlia para producir

su genotoxicidad.

Los resultados del ensayo cometa estandar en este trabajo mostraron que el TICl3
produjo rompimientos en el ADN a las 3 h de exposicion con 5 uyg/mL, mientras que el
ensayo modificado con Fpg mostré dafio oxidante en todas las concentraciones
probadas (0.5, 1 y 5 pg/mL) a las 1 y 3 h en los parametros de dano evaluados,
incluyendo la intensidad de ADN en la cauda; que en la actualidad es el descriptor de
dafio al ADN mas aceptado (Mgller, 2022). Lo anterior sugiere que el TI** es genotdxico
y que el mecanismo mediante el cual ejerce su efecto esta relacionado principalmente
a la oxidacion de la molécula de ADN, aunque en concentraciones de 5 ug/mL y

mayores también habria que considerarse la induccion de rompimientos de cadena,
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que podrian deberse a esta oxidaciéon y a otros procesos como la interaccion del TI*

con la maquinaria de reparacion del ADN o su interaccion directa con esta molécula.

Los antecedentes que corroboren el potencial genotéxico del TI** son escasos y
contradictorios. Claussen et al. (1981) en su estudio con células de médula 6sea de
criceto chino, no encontraron induccién de ICH al tratar los animales con dos
aplicaciones independientes de 5 o 10 mg/Kg de TICls. Por otro lado, en linfocitos
humanos tratados in vitro con TICls describieron incremento en niumero de células con
ACE (0.5-100 ug/mL) vy, aneuploidias y asociaciones satélite en algunas
concentraciones (= a 5 yg/mL) (Rodriguez-Mercado et al., 2017). Estos resultados, en
particular los de aberraciones estructurales, concuerdan con los observados en el
ensayo cometa estandar, dado que se encuentran rompimientos de cadena sencilla y
doble.

No hay registros previos de que el TI** produzca oxidacion de bases en el ADN,
mientras que en este trabajo se observé que el TIClz indujo la oxidacién de purinas en
tiempos cortos de exposicion (1 y 3 h) y a partir de 0.5 pg/mL. Se calcula que el ADN
sufre alrededor de 2 x 10* lesiones diarias en cada célula y una porcién significante de
estas lesiones son por oxidacion (Cooke et al., 2003; Ciccia y Elledge, 2010). De no ser
reparadas, las lesiones oxidantes en el ADN pueden acumularse y alterar procesos
imprescindibles como la reparacion, replicacion y transcripcién de esta molécula. Por
ejemplo, se sabe que si lesiones como 7,8-dihidro-8-oxo-2"deoxiguanina4,6-diamino-5-
formamidopirimidina, 2,6-diamino-4-oxo-5-formamidopirimidina y 2,6-diamino-4-
hidroxi-5-formamidopirimidina (8-oxoGua, FapydAde y FapydGua, respectivamente) no
son reparadas adecuadamente, pueden desestabilizar la conformacién electronica del
ADN, alterar las propiedades de apareamiento de las bases nitrogenadas y generar
mayor frecuencia de mutaciones del tipo de transversion GC—AT, AT—GC. El
incremento de mutaciones de esta naturaleza puede tener efectos adversos en
procesos como la replicacion del ADN, la progresion y regulacion del ciclo celular y la
segregacion de cromosomas (Evans et al., 2004). Estos datos, junto a la induccién de
ACE reportada para el TIClz, indican que el Tl incluyendo al TI** tiene actividad
mutagénica; aunque esta sea débil como lo proponen algunos autores (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
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En células en division, los puntos de regulacién en las fases Gi1, S y G2/M pueden
pausar el ciclo para permitir la reparacion del dafio provocado en el ADN, o para entrar
de manera permanente en la fase Go 0 desencadenar la muerte celular por apoptosis
(Cooke et al., 2003). Esto ofrece una posible explicacion de los efectos del TICIz en el
ciclo celular, dado que la acumulacion de lesiones oxidantes podria tener como
consecuencia el arresto observado en la fase Gi, que adicionalmente fue dependiente
de la concentracién y tiempo de exposicion, ademas la reduccion de la viabilidad celular
alas 48y 72 h consistente con la conclusion de que, de no poder repararse, las células

desencadenan procesos de muerte.

Los niveles de oxidacion en el ADN dependen del balance entre el dafio y la reparacion
de la molécula, pero también esta ligado a la produccién de ERO vy los sistemas
antioxidantes de la célula (Cooke et al., 2003). Las ERO son producidas por
metabolismo celular de manera natural, no obstante, la sobreproducciéon de éstas o la
incapacidad de la célula para neutralizarlas, puede inducir un estado conocido como
“‘estrés oxidante”, generando efectos perniciosos en otras moléculas ademas del
material genético, como la peroxidacion de membranas y la modificacién o inactivacion
de proteinas (Valko et al., 2004).

En este trabajo se evalu6 el estrés celular por el aumento en las ERO y ERN usando
DHR 123, el cual en presencia de ONOO-, H202 y peroxidasas mitocondriales es
oxidado a la molécula fluorescente Rh 123. Las células tratadas con 0.5-5 ug/mL de
TICIz por 3 h mostraron incremento en el porcentaje de células con fluorescencia en
todas las concentraciones probadas y estadisticamente significativo a la concentracion
de 5 pg/mL. Esto indicaria que el TICIz esta promoviendo la generacion de especies
reactivas en la célula, lo cual coincide con estudios previos, realizados in vitro en células
de rata, que mostraron que 10-250 puM (3.9-97.6 ug/mL) de TI(NOz3)s incrementan la
produccion de peréxido y radicales como ROz y *OH (Hanzel y Verstraeten, 2006;
Pourahmad et al. 2010; Eskandari et al. 2011). El H202y el ONOO  son intermediarios
en la formacion de *OH, un radical altamente reactivo que se sabe, cuando es producido
cerca del material genético, puede ocasionar la oxidacion de bases o atacar la
desoxirribosa del ADN, produciendo rompimientos de cadena sencilla (Evans et al.,

2004). La produccién de estas especies reactivas a su vez parece estar asociada a dos
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mecanismos: daflo mitocondrial y el abatimiento de las defensas antioxidantes de la

célula.

Se ha reportado, in vitro en células de rata y en enzimas purificadas de humano, que la
aplicacion de 5-250 pM de TI(NOs)s (equivalentes a 1.9-97.6 pg/mL) disminuye el
potencial de la membrana mitocondrial y desacopla la cadena de transferencia de
electrones (Pourahmad et al. 2010; Eskandari et al. 2011). Ademas, inhibe enzimas
como GPx, GR y reduce la concentracion de GSH y NADPH por oxidacion (Pourahmad
et al. 2010; Eskandari et al. 2011; Villaverde et al., 2004). También es posible que haya
otras especies reactivas involucradas en este proceso, como el anion superoxido (¢O2),

que podrian ser detectadas usando otras técnicas.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran la capacidad del TI** para
incrementar las especies reactivas intracelulares e inducir dafio a ADN. A la vez, aporta
datos en efectos que no habian sido explorados anteriormente, como la induccién del
arresto del ciclo celular en la fase G1/S y la oxidacion de bases en el ADN. Es posible
conectar estas observaciones de que la produccién de especies reactivas de nitrégeno
y oxigeno puede producir el dafio al ADN y organelos como la mitocondria, lo que a su
vez deriva en el arresto del ciclo celular y la disminucién de la viabilidad. Partiendo de
esto, a futuro seria importante analizar las repercusiones de la toxicidad del TI¥* que
han sido poco exploradas, como su intervencion en el proceso de monitoreo y
reparacion del dafio al ADN y su relacion con el ciclo celular. Esto podria realizarse
evaluando el transcurso de la reparacion del material genético con técnicas como el
ensayo cometa, comparando el dafio antes y después de un periodo de tiempo que
permita a las células repararse, por la incorporacion de nucleétidos nuevos al ADN
mediante andlogos de bases como BrdU (analogo de la timidina) en células en Go
durante la reparacién por escision de bases, de nucle6tidos o puede través del analisis
de proteinas como las diferentes polimerasas de ADN, helicasas, endonucleasas, p53,
p21, ATM, ATR, ciclinas y cinasas.
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Xl.  CONCLUSIONES
Los tratamientos con 0.1, 0.5, 1, 5, 10 y 50 yg/mL de TIClz durante diferentes tiempos

de exposicién en linfocitos humanos in vitro:

- Reducen la viabilidad en la concentracion de 5 ug/mL a las 48 h y a partir de 10
pg/mL a las 72 h de los linfocitos en proliferacion. Ademas, en la concentracion

de 5 a 50 pg/mL se induce el arresto del ciclo celular en la fase de Ga.

- Enlas concentraciones de 0.5, 1y 5 uyg/mL en tiempos de exposicién de 1y 3 h,
no produce cambios en la viabilidad en los linfocitos en fase de Go; sin embargo,
en la concentracibn de 5 pg/mL durante 3 h de exposicion se producen
rompimientos de cadena sencilla. Ademas, en todas las concentraciones y
tiempos de exposicion se producen lesiones oxidantes en el ADN, evidenciadas

por la enzima de restriccion Fpg.

- El tratamiento con 0.5, 1 y 5 ug/mL de TICls durante 3 h tiende a incrementar la
produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en todas las

concentraciones y estadisticamente en 5 pg/mL.

En general, se observo que el TICIs puede inducir estrés oxidante en linfocitos humanos
tratados in vitro, que a su vez puede ser responsable del dafio al ADN evidenciado por
la induccion de bases oxidadas (8-oxoGua, FapydGua y FapydAde) y que a su vez este
efecto puede estar desencadenando el arresto del ciclo celular en la fase previa a la
replicacion del ADN para permitir la reparacion de las lesiones.
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