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RESUMEN

El crecimiento de las actividades industriales y la urbanizaciéon han ocasionado el
incremento de la concentracion de metales en el ambiente. Debido a que no son
biodegradables tienden a acumularse e integrarse a la cadena trofica, finalmente

llegar a los seres humanos y causar dafios en su salud.

La exposicion de mujeres embarazadas a diferentes compuestos metélicos se ha
relacionado con efectos en la gestacion o el nacimiento, por ejemplo, en estudios
realizados en China se encontr6 presencia de varios metales en sangre materna y
del cordén umbilical, entre ellos el talio (TI), concentraciones elevadas de este metal
en ambas muestras se asociaron con reduccion del peso al nacer, mientras que en
orina materna incrementa el riesgo de parto prematuro y reduccion del peso de la

placenta.

En modelos biologicos se ha demostrado que el Tl atraviesa la barrera placentaria.
En ratones hembra prefiadas, el tratamiento con acetato de talio(l), CH3COOTI,
produce en los fetos descendientes defectos de postura y variaciones morfologicas
externas. Otros estudios evidencian que el mismo compuesto aplicado a ratones
adultos de ambos sexos reduce el indice mitético (IM) y aumenta el porcentaje de
células con aberraciones cromosémicas (AC) en médula 6sea; mismo efecto que

produce en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica.

Con base en los antecedentes mencionados y debido a que no se cuentan con
reportes de los efectos que causa el Tl en tejidos fetales, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto citotoxico y genotoxico del CHsCOOTI en células hepaticas de
fetos obtenidos de hembras prefiadas tratadas durante la organogénesis con 5.28
y 6.16 mg/Kg de este compuesto (equivalente a /6 y /7 de la dosis letal media, dlso,
para ratén). Los resultados muestran que el tratamiento con ambas dosis de
CHsCOOTI durante la organogénesis produce aumento en el numero de células con
aberraciones cromosOmicas estructurales (ACE), principalmente rompimientos
cromatidicos y deleciones, asi como, disminucion del IM en células de higado fetal,
con lo que se demuestra que el CH3COOTI es citotdxico y genotoxico para los

descendientes de hembras expuestas.
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1. INTRODUCCION

Los metales, incluido el Tl, son elementos que se encuentran normalmente en la
naturaleza en cantidades que por lo general no son perjudiciales para los seres
Vivos, sin embargo en los ultimos afios la industrializacion y la urbanizacién han
incrementado su concentracion en el ambiente (Londofio-Franco et al., 2016;
Covarrubias y Peiia, 2017). Debido a que no son biodegradables se acumulan en el
agua y suelo, forman compuestos solubles que son transportados e incorporados a
la cadena trofica, de esta forma quedan disponibles para plantas, animales y seres
humanos que al ingresar al organismo inducen dafios en su salud (Nava-Ruiz y
Méndez-Armenta, 2011; Reyes et al., 2016; Jiang et al., 2020).

Se estima que hasta el afio 2000 se liberaron en todo el mundo entre 2000 y 5000
t de Tl por procesos industriales y a partir del 2004 su produccién anual ronda las10
t (Peter y Viraraghavan, 2005; Liu et al., 2019). La creciente demanda de este metal
en la industria ha ocasionado que en diversas partes del mundo se considere como
un elemento prioritario para el cual se deben regular sus emisiones ya que se ha
relacionado la exposicion a éste con efectos en la salud, en particular con problemas

del desarrollo entre ellos parto prematuro y bajo peso al nacer (Zhong et al., 2022).

1.1 Talio

El nombre talio proviene del griego “thallos” que significa brote o ramita verde, fue
descubierto por el quimico William Crookes, es un metal ductil, maleable, brillante y
de color gris azulado, inodoro e insipido, con estructura cristalina hexagonal, punto
de fusion de 303.5 °C, de ebullicién de 1475 °C, densidad de 11.85 g/cm3. Pertenece
al blogue p, grupo 13 de la tabla periddica de los elementos, su nimero atémico es
81, peso atdbmico de 204.38, radio atobmico 208 pm e idnico de 164 -184 pm para el
ion TI* y 89 -112 pm para TI3* y configuracion electrénica [Xe] 4f145d'%6s%6p?!

(Rodriguez-Mercado et al., 2013; Migaszewski et al., 2021).

El Tl puro es escaso en la naturaleza, por lo que generalmente forma diversos
minerales (Moeschlin, 1980). A diferencia del resto de los metales de este grupo,

aluminio, galio e indio (Al, Ga, In, respectivamente), el Tl es mas estable en forma
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de cation talioso (TI*) que comunmente se encuentran en la naturaleza como
sulfatos, acetatos o carbonatos, que son mas solubles y por ende tienen mayor
toxicidad, por el contrario el catién talico (TI**) rara vez existe de forma natural
porque sus compuestos son menos estables e incluyen sulfuros, yoduros o cloruros
que presentan menor solubilidad y su toxicidad se ve reducida (Galvan-Arzate y
Santamaria, 1998; Pourahmad et al.,, 2010; Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2013). Los iones de TI¥* pasan lentamente a TI*, por lo que
independientemente de su estado de oxidacion ambos pueden encontrarse en
condiciones biolbgicas y representan un riesgo para la salud (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2013; Sanchez-Chapul et al., 2023).

1.2 Fuentes de Emisién y Regulacién

El Tl en la corteza terrestre se encuentra en concentracion media de 0.1 a 1.7 mg/Kg
por lo que ocupa el lugar 60 en abundancia (Kazantzis, 2000; Peter y Viraraghavan,
2005). Hay dos principales fuentes de liberacién al ambiente. La primera, la forma
natural, que incluye cenizas volcanicas, depdsitos de minerales metalicos
superficiales y formaciones rocosas mineralizadas expuestas o de baja profundidad,
que por intemperismo liberan sus componentes al ambiente (Galvan-Arzate y

Santamaria, 1998; Peter y Viraraghavan, 2005).

Debido a que el radio i6nico del TI* es similar al de potasio, rubidio y cesio (K*, Rb*
y Cs*, respectivamente) se favorece su aparicion en minerales de K* mas comunes,
entre ellos feldespatos, biotita, moscovita, silvita, nédulos de granito, esquisto,
manganeso y en otros minerales muy raros como la crookosita ((Cu,TI,Ag)2Se),
hutchinsonita ((TI,Ag) 2 S:-Pbs-2As2Ss ), lorandita (TI2S-AsSs) y vrbaita
(T12S3(As,Sb)2S3) que contienen entre 16 y 60 % de TI* (Mulkey y Oehme, 1993;
Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Rader et al., 2018).

La segunda fuente y la mas abundante es la antropogénica, que incluye emisiones
a la atmdsfera por la industria cementera, electronica, 6ptica y quema de carbon,
desechos solidos y liquidos, aguas residuales producto de la extraccion y
procesamiento de minerales, principalmente de sulfuros y carboén, asimismo, la

fundicion de metales donde frecuentemente aparece entre los residuos de
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recuperacion de oro, cobre, plomo, zinc y uranio, quema de desechos o refinacion

de petroleo (Peter y Viraraghavan, 2005; Migaszewski et al., 2021).

Ambas fuentes de liberacion, han llevado a que los niveles de Tl en el ambiente
aumenten, por ejemplo, en aire no contaminado las cantidades son < 1 ng/m3,
mientras que en areas industriales y ciudades pueden llegar a 58 mg/m?, en
localidades cercanas a fabricas de cemento, minas o refinerias las concentraciones
de este metal se elevan considerablemente de 1 a 2400 ug/L en cuerpos de agua 'y

de 0.1 a 21 mg/Kg en suelo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

En México no se tienen datos de regulacion de Tl en agua, diversos paises
consideran los lineamientos de la US EPA para determinar el limite permisible en
agua potable que es 2 pg/L (US EPA, 2018). Por otro lado la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 establece que los limites maximos permisibles de este
elemento en suelos de uso agricola/industrial/comercial es de 5.28 mg/Kg mientras
qgue de uso industrial 67 mg/Kg, por encima de los valores establecidos en normas
internacionales, de 1 mg/Kg (US EPA, 2009). Al respecto, en muestras de suelo
provenientes de lugares minero-metallrgicos de diferentes estados del pais se
encontré que en San Luis Potosi las concentraciones de Tl en suelo oscilan entre 6
a 199.7 mg/Kg, en el Estado de México, Michoacan y Zacatecas son 78.8, 45.6 y
12.6 mg/Kg, respectivamente (Herrera y Aguilar-Carrillo, 2017).

1.3 Usos del Talio

El Tl ha tenido gran variedad de usos, desde 1883 y hasta los primeros afios del
siglo XX, sus sales se utilizaron para el tratamiento de la sifilis, agente depilatorio
(1897), en personas con tuberculosis, fue empleado para aliviar sudores nocturnos
(1898) vy la tifia del cuero cabelludo (1919), posteriormente alrededor de 1920 su
principal aplicacién fue como pesticida, rodenticida e insecticida, en muchos paises
en desarrollo, este ultimo sigue siendo su uso mas comun (Delvalls et al., 1999;
Kazantzis, 2000; Peter y Viraraghavan, 2005; Repetto y del Peso, 2012; Sanchez-
Chapul et al., 2023).
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El Tl tiene muchas aplicaciones en la industria, se utiliza en la fabricacion de
aleaciones antifriccidn junto con otros metales como el estafio (Sn), antimonio (Sb)
y plomo (Pb), esta presente en aleaciones de bajo punto de congelacion con
mercurio (Hg), en vidrios de bajo punto de fusion mezclado con azufre (S), selenio
(Se) y arsénico (As), celdas fotovoltaicas, superconductores, semiconductores,
termometros de baja temperatura, bisuteria, lentes Opticas de alto indice de
refraccion, sistemas Opticos, dispositivos electrénicos, fibra Optica, pigmentos,
pirotecnia e incluso en tintas para tatuajes (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998;
Peter y Viraraghavan, 2005; US EPA, 2009; Repetto y del Peso, 2012; Karbowska,
2016; Karbowska et al., 2020).

En medicina se utiliza en la toma de imagenes por resonancia magnética nuclear
en el diagnostico de enfermedades cardiovasculares y deteccion del cancer, sin
embargo, la principal industria consumidora de Tl es la electrénica a la que se
destina del 60 al 70 % del total de la produccion de Tl que, actualmente es entre 10
a 15 toneladas anuales (Kazantzis 2000; ATSRD, 2016; Sanchez-Chapul et al.,
2023).

1.4 Vias de Exposicion y Distribuciéon del Talio en el Humano

Existen diferentes vias por las cuales la poblacién en general y las mujeres
embarazadas se encuentran expuestas al TI, el contacto con materiales o
superficies que lo contengan (dérmica), respirar aire contaminado (inhalacion) y la
ingesta de alimentos, que es la principal ruta de exposicion (Rodriguez-Mercado et
al., 2017).

Por ejemplo, los mariscos pueden contener entre 349 a 2930 ug/Kg de peso
hamedo, la trucha de arroyo mas de 3000 ug/Kg, la carne roja contiene de 50 a 70
Mg/Kg, mientras que en plantas comestibles de 30 a 300 pug/Kg de peso seco (IPCS,
1996; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

La concentracion de Tl en alimentos se incrementa cuando provienen de areas
contaminadas, como es el caso de los campos de cultivo de la provincia de Guizhou

en China, donde podemos encontrar vegetales; la col china con 2110 ug/Kg, col o

6]



repollo con 261000 pg/Kg, chile, zanahoria, maiz y arroz con 3860, 21700, 1450 y
1990 pg/Kg en peso seco, respectivamente. (Jiang et al., 2020).
Independientemente de las condiciones en las que se producen los alimentos que
consumimos, la realidad es que este metal se encuentra presente en gran parte de

ellos y forman parte de nuestra dieta habitual (Jiang et al., 2020).

En promedio la concentracién media de Tl en alimentos se estima en 100 pug/Kg de
peso seco y se considera que una persona consume hasta 5 ug al dia (Sherlock y
Smart, 1986; IPCS, 1996), a esto se debe sumar que el tabaquismo también es
considerado una fuente de exposicién por lo que cada cigarrillo aportade 1.1 a 2.4
ng adicional a lo consumido por la dieta (Pappas et al., 2006) y debido a que no se
considera un elemento esencial cualquier cantidad de este metal en el cuerpo es

anormal (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

Una vez que ingresa al organismo se absorbe por completo rapidamente, se une a
la proteina trasferrina y es distribuido a todo el cuerpo mediante la circulacion
sistémica. En humanos se conocen tres etapas principales en la distribucion del Tl
en el cuerpo. La primera va desde la exposicion hasta las 4 h posteriores, que es
cuando se distribuye a través de la sangre a 6rganos y tejidos periféricos, después
de las 4 h hasta las 48 h, su distribucion es lenta, llega al cerebro y a otros érganos
diana como el higado, rinones, musculo, génadas, hueso y médula 6sea. En este
lapso la concentracion en la sangre se reduce porque pasa del torrente sanguineo
a los 6rganos mencionados. La ultima fase es la de eliminacién que inicia a las 24
h y puede extenderse hasta los 30 dias, el Tl tiene baja tasa de eliminacion y se da
principalmente por las heces y la orina, aunque se ha determinado que es eliminado
en las ufias y el cabello, sin embargo, una parte del acumulado puede regresar
gradualmente al torrente sanguineo, Figura 1 (Repetto y del Peso, 2012;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013; Rodriguez-Mercado et al., 2019;

Kemnic y Coleman, 2018).
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Figura 1. Distribucién del Tl en el cuerpo humano. Tomado y modificado de
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013.

1.5 Toxicidad del Talio

Una de las caracteristicas por las que el Tl ha adquirido relevancia e interés es por
sus reconocidos efectos sobre la salud. En la intoxicacién laboral aguda puede
presentarse fiebre, problemas gastrointestinales, delirio, convulsiones y coma.
Cuando la exposicibn es cronica o subcrénica pueden aparecer trastornos
gastrointestinales leves, polineuritis, encefalopatia, taquicardia, erupciones
cutaneas, marcas en las ufias (lineas de Mees), dafios degenerativos en el corazon,
higado y rifiones, efectos en el sistema nervioso, alucinaciones y demencia, ademas
se presenta caida del cabello o alopecia que es el signo mas caracteristico de
toxicidad por este metal en humanos (Saddique y Peterson, 1983; Repetto y del
Peso, 2012; Morales-Zarco et al.,2021).
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Un trabajo bibliografico que recolectd informacién sobre la exposicion al Tl en el
embarazo reportd que los principales sintomas que se presentan al ocurrir el
envenenamiento con este metal son hipersensibilidad al dolor, dolor abdominal,
variaciones en la presién sanguinea, taquicardia, debilidad muscular, diaforesis,
letargo, alopecia y lineas de Mees, mientras que en dosis mas altas se llegé a

presentar insuficiencia respiratoria e incluso coma (Hoffman y Hoffman, 2000).

1.6 Efectos del Talio en el Desarrollo Prenatal

Durante el embarazo se producen una serie de cambios anatomicos, fisioloégicos y
metabdlicos maternos para cubrir las necesidades del embridén o feto (Tan et al.,
2013; Khayat et al, 2017; Diniz et al., 2023). Estos inician desde la gestacion
temprana y modificar significativamente las propiedades farmacocinéticas como la
absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacién de cualquier sustancia quimica

gue ingrese al organismo (Costantine, 2014).

Ahora sabemos que los embriones y fetos de todos los mamiferos dependen de la
madre por lo que el entorno en el que vive es de gran importancia para que la
gestacién se lleve a cabo exitosamente (Altamirano-Lozano et al., 2014), el estado
fisico, enfermedades infecciosas, cambios hormonales, metabdlicos, del sistema
inmune, deficiencias o0 excesos nutrimentales, la exposiciéon a agentes fisicos o
guimicos juegan un papel muy importante en el progreso del embarazo y el
desarrollo prenatal (Altamirano-Lozano et al., 2013; Varshavsky et al.,2020). De tal
forma que afectan directamente al neonato y provocar padecimientos gestacionales
o0 inducir defectos de nacimiento (Varshavsky et al., 2020; Diniz et al., 2023).

Se ha demostrado que en humanos y animales las etapas del desarrollo, como la
prenatal, se consideran ventanas criticas de mayor susceptibilidad (Pachkowski et
al., 2011). Donde estimulos ambientales o exposiciones a productos quimicos
promueven modificaciones en el genoma embrionario y afectan su integridad
(Vinson y Hales, 2002; Khayat et al, 2017). Estos cambios en la vida temprana
inducen resultados inmediatos, permanecer latentes, manifestarse hasta la vida
adulta e incluso transmitirse a otras generaciones (Pachkowski et al., 2011; Diniz et
al., 2023).

9|



Es por esto que se han realizado investigaciones enfocadas en evaluar los efectos
de compuestos quimicos que puedan significar algun riesgo sobre el desarrollo
prenatal, como los realizados en Wuhan, China, donde se reporté que las mujeres
gue presentaron concentraciones mayores a 0.2 ng/g en sangre o 0.004 ng/g en el
cordon umbilical tuvieron hijos con bajo peso al nacer (Hu et al., 2015), mientras
que mayores a 0.28 pg/L en orina materna tuvieron mayor riesgo de presentar parto
prematuro (Jiang et al., 2018).

1.7 Relacion Entre la Exposicién Materna a Metales y Efectos Sobre el ADN de
Recién Nacidos

Los metales pueden causar dafio a diferentes niveles, el plomo puede afectar la
fertilidad (Covarrubias y Pefa, 2017), el Tl se ha relacionado con el desarrollo del
Sindrome de Ovario Poliquistico (Abudawood et al., 2023), inducir parto prematuro
(Jiang et al., 2018), bajo peso al nacer (Hu et al., 2015) y de la placenta (Zhou et al.,
2021).

Por otro lado, se ha encontrado relacion de hipermetilacion de la molécula de ADN
en células de sangre de cordén umbilical de recién nacidos de mujeres residentes
del Area Metropolitana de la Ciudad de México, con la presencia de arsénico (As),
selenio (Se) y metales como mercurio (Hg), manganeso (Mn), molibdeno (Mo),
plomo (Pb), cobre (Cu) y zinc (Zn) en orina materna (Montes-Castro et al., 2019).
También se ha relacionado el aumento de material particulado (PM2.5) en el aire,
que pueden contener metales, con incremento en la frecuencia de células
micronucleadas del codén umbilical y en los linfocitos de mujeres embarazadas

residentes de esta zona (Sordo et al., 2019).

Se reportd que la exposicibn ambiental al Tl durante el primer trimestre del
embarazo reduce significativamente el nimero de copias de ADN mitocondrial (Wu
et al., 2019) y produce acortamiento de los telomeros en los cromosomas de los
leucocitos del corddon umbilical de los recién nacidos (Wu et al., 2021). Estos
trabajos fueron realizados en Wuhan, China, en los cuales se midi6 la concentracion

de Tl en orina materna en los tres trimestres del embarazo y durante el parto.
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Lo anterior muestra que la exposicion a contaminantes ambientales, incluidos
compuestos metalicos, pueden dafar el material genético de la madre y sus hijos
en gestacion y a su vez causar cambios en la expresion génica convirtiéndose en
factor de riesgo para desarrollar enfermedades en la vida postnatal y adulta
(Montes-Castro et al., 2019).

1.8 Efectos del Talio Sobre el Desarrollo Embrionario en Modelos Biolégicos
En modelos bioldgicos se ha comprobado que el Tl pasa a través de la barrera
placentaria (Sabbioni et al., 1982; Ziskoven et al., 1983). Olsen y Jonsen en 1982
reportaron que 0.05 M de sulfato de Tl marcado radioactivamente (*%4TI2SOa)
equivalente a 50 uCi administrado a ratones hembras prefiadas en el dia 15 de
gestacion fue capaz de llegar al feto en 15 min después de la aplicacion y la

concentracion maxima en tejido fetal se registro entre las 2 y las 4 h posteriores.

El Tl se puede acumular en la placenta, atravesarla y causar efectos en los fetos,
como lo reporto Gibson y Becker en 1970 quienes observaron que la administracion
de sulfato de Tl via intraperitoneal (ip) a ratas prefiadas, durante la embriogénesis,
provocd menor peso al nacer, hidronefrosis, necrosis en rifiébn y ausencia de

cuerpos vertebrales.

En otros trabajos, la administracion de 16 mg/Kg peso corporal (pc) de CHsCOOTI
via ip a ratas de 1 dia de edad, causé diarrea, alopecia, reduccion de talla y atrofia
muscular progresiva (Barroso-Moguel et al., 1996), mientras que la dosis de 32
mg/Kg pc indujo alteraciones bioquimicas y morfologicas en tejidos cartilaginosos y
0seos, ademas de retraso en la osificacion en extremidades superiores (Barroso-
Moguel et al., 1992).

Alvarez-Barrera et al., en 2019 reportaron que la administracion de 4.6, 9.2 y 18.5
mg/Kg pc de CHsCOOTI administrado via ip a ratones prefiadas de la cepa CD-1 en
el dia 7 de gestacion provocé variacion en la posicién de las extremidades, en la
postura del tronco y cola, retraso en la osificacion, alteraciones esqueléticas como
esternebras asimétricas y deformacion de huesos de las extremidades. Por otro

lado, en la tesis realizada por Santiago-Toledo en 2021, la administracion ip de 5.28
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mg/Kg del mismo compuesto en el dia 7 de gestacién indujo variaciones
morfoldgicas, defectos en la postura del tronco y cola, anormalidades en posicion
de las extremidades, retraso en la osificacion, disminucion del peso fetal, presencia

de canal en la espalda y fontanelas abiertas, entre otras variaciones externas.

1.9 Efectos Genotéxicos del Talio en Modelos in vitro e in vivo

En modelo de linfocitos humanos de sangre periférica el tratamiento in vitro con 0.5,
1, 10, 50 o0 100 pg/mL de CHsCOOTI modifica la proliferacion celular, mediante la
reduccion del IM conforme aumenta la concentracion. Induce genotoxicidad
observado como dafio cromosémico, en las concentraciones bajas e intermedias,
los rompimientos, fragmentos acéntricos y minutas fueron las aberraciones mas
frecuentes. Es importante mencionar que en este estudio debido a la reduccion del
IM, en la concentracion mas alta no fue posible el analisis de AC (Rodriguez-
Mercado et al., 2013).

En otro trabajo utilizando linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones de sulfato de talio(l) (T12SO4) o tricloruro de talio(lll) (TICls), se
encontré que el IM disminuye con ambos compuestos. También se incrementd
frecuencia de ACE, ACN vy las asociaciones de satélites, conforme aumenta la
concentracion, excluyendo las mas altas ya que no hubo metafases disponibles para
realizar dicho analisis (Rodriguez-Mercado et al., 2017).

En ratones hembra se report6é que la administracion de 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg
de pc de CHsCOOTI reduce significativamente el IM en todos los grupos e
incrementa el porcentaje de células con AC en las dosis mas altas (Buendia-
Valverde, 2013). En ratones macho los tratamientos con 4.62, 9.25 o 18.5 mg/Kg
del mismo compuesto, disminuye el IM y aumenta las células con AC (Nava-
Valencia, 2018). En ninguno de los dos trabajos se encontro efecto dependiente de

la dosis.

Por los antecedentes mencionados, resulta de importante conocer los efectos cito-
y genotoxicos que pueda inducir la exposicién continua al Tl en la descendencia de

ratones hembra tratadas con Tl durante la organogénesis.
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1.10 Raton como Modelo de Prueba

Los recursos para comprender el funcionamiento del higado fetal humano y los
efectos de la exposicion de este 6rgano a sustancias, como metales, son limitados
por aspectos éticos. Sin embargo, los modelos animales, incluyendo los roedores,
proporcionan una opcion para la investigacion ya que ofrece disponibilidad de este
tejido para su uso en diversos estudios porque permiten manipular un amplio
espectro de condiciones y enfocarse en etapas especificas, por ejemplo, el
desarrollo prenatal, la organogénesis hepética y el desarrollo en general (Hyatt et
al., 2008; Moscovitz y Aleksunes, 2013).

El raton es un modelo biolégico ampliamente utilizado en la investigacion,
recomendado en pruebas de genotoxicidad ya que tiene caracteristicas propias
como ciclo de vida corto, alta capacidad de reproduccion, facilidad en la crianza,
transporte y manipulacién, requiere poco espacio y bajo costo de mantenimiento
(Fuentes et al., 2010; Parekh y Crooks, 2013; Vargas et al., 2018). Ademas, tienen
susceptibilidad a algunas enfermedades que afectan a los humanos, existe amplia
disponibilidad de cepas genéticamente homogéneas y con disefios genéticos

especificos (Parekh y Crooks, 2013).

Es ampliamente recomendado en ensayos de embriotoxicidad y reproduccion, su
comportamiento se ve influenciado por feromonas, la actividad reproductiva de esta
cepa se lleva a cabo en la noche (periodo de obscuridad) y su patron reproductivo
es caracterizado por ser una especie poliéstrica. La duracién del ciclo estral es de
4 - 5 dias, con celo de 12 h y son capaces de entrar en estro 14-28 h después del
parto. El periodo de gestacion del raton dura entre 19 — 21 dias y tienen de 8 — 10
crias por camada, en promedio, los ratones al nacer pesan alrededor de 1-2 gramos
y tienen los ojos y el conducto auditivo cerrados (Fuentes et al., 2010; Vargas et al.,
2018).

Todas las caracteristicas anteriores favorecen el uso del raton cepa CD-1 como
modelo biolégico en la investigacion. Las caracteristicas que destacan es que su

sistema inmunolégico y su genoma se tiene bien estudiado, es similar al de los
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humanos ya que compartimos mas del 95 % del genoma, lo cual lo hace apropiado

para infinidad de pruebas (Vargas et al., 2018).

Es recomendable realizar pruebas en modelos in vivo debido a que algunos agentes
no muestran mutagenicidad en ensayos in vitro sin embargo son positivos en
modelos in vivo, esta diferencia se debe a que se incluyen factores del metabolismo,
absorcidn, distribucién, y excrecion, asi mismo el ratbn es uno de los organismos
preferidos para realizar pruebas de genotoxicidad como el ensayo de AC (FDA,
2012).

1.11 Higado Fetal

El desarrollo y la maduracion exitosa del higado fetal representan una serie de
eventos bioldgicos, moleculares y estructurales coordinados y son cruciales para la
supervivencia intrauterina, neonatal y la salud postnatal del organismo (Peng et al.,
2013). Por otro lado, el metabolismo en el higado fetal es relativamente inmaduro
con respecto al tejido adulto ya que la expresién de muchas enzimas metabdlicas
se ve ampliamente reducida (Peng et al., 2012; Moscovitz y Aleksunes, 2013).

La principal funcion del higado fetal es la hematopoyesis, alrededor del dia 9.5 al 16
de gestacion, en raton, y del 60 al 195, en humanos, es el principal 6rgano formador
de sangre, posteriormente la produccion hepatica disminuye gradualmente y se

desplaza a la médula 6sea (Hyatt et al., 2008; Moscovitz y Aleksunes, 2013).

1.12 Ensayo de Aberraciones Cromosémicas en Higado Fetal de Ratén

El nimero, el tamafio y la estructura de los cromosomas son caracteristicos y
propios de cada especie, pero pueden surgir variaciones a las que se le conoce
como aberraciones, por lo que cualquier cambio en la estructura o nimero de

cromosomas puede considerarse una aberracion cromosomica (Pierce, 2010).

El dafio en los cromosomas se puede generar por diversas causas, ya sea
naturalmente o inducido por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos. En el caso de

las ACN, su principal origen es por dafio en el centrdmero o en la maquinaria del
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huso mitético que conduce a la no disyuncién de cromosomas homoélogos o de

cromatidas hermanas (Natarajan, 2002; Obe et al., 2002).

Por otra parte, las ACE se deben a lesiones en la doble hélice del ADN, ya sea por
dafio directo en ambas cadenas o por dafio en la cadena sencilla que se transforma
en dafio de doble cadena. Los principales mecanismos por los que se originan las
ACE son: a) no reparacion del dafio, b) por reparacion incorrecta en procesos como
recombinacién homadloga o por unién de extremos no homologos (Natarajan, 2002;
Obe et al., 2002, Danford, 2012).

De cualquier manera, para poder identificar si hay o no alguna variacion
cromosOmica primero se debe conocer el nimero y morfologia normal de los
cromosomas. A diferencia de los humanos que tenemos 23 pares de cromosomas,
los ratones cuentan con 20 pares de los cuales 19 son autosémicos y 1 sexual,
todos los cromosomas son acrocéntricos y en metafase pueden observarse en
forma de V invertida ya que las crométidas se contraen y se separan (Akerson y

Davisson, 2000), tal y como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Microfotografia de cromosomas metafasicos de feto de raton (18 dias de
gestacion, 2n = 40), tomada con objetivo de 100x. Autoria propia. UNIGEN
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Dentro del conjunto de pruebas de genotoxicidad existen algunas recomendadas
para evaluar el dafio en células de mamifero tanto in vivo como in vitro, una de estas
es el ensayo de AC en células metafésicas, ya que es altamente sensible, de gran
confianza para detectar un amplio espectro de cambios en la integridad de los
cromosomas y al igual que la prueba de micronucleos se consideran apropiadas
para detectar agentes clastégenos (FDA, 2012; OECD, 2016). Histéricamente el
ensayo de AC se realiza en médula 6sea de roedores, no obstante se puede realizar
en cualquier tipo celular nucleado, siempre y cuando se encuentre en division
(OECD, 2016).

A pesar de que el higado adulto no es un tejido apropiado para realizar esta prueba
por no encontrarse en division constante, los tejidos fetales si se pueden utilizar
debido a que tienen alta tasa de proliferacion celular, es por esto por lo que el higado
fetal se encuentra dentro de los tejidos apropiados para evaluar ACE (US EPA,
1986; FDA, 2012; OECD, 2016).

Durante el desarrollo fetal del ratén, el higado es el principal formador de células
sanguineas, la eritropoyesis hepéatica se lleva a cabo del dia 9.5 al 16 de gestacion,
sin embargo, las células madre linfoides y hematopoyéticas adultas deben pasar
por el higado fetal antes de llegar a su destino, este érgano es un blanco de los
xenobidticos, como los metales, que podrian incrementan el riesgo de que dichas
células madre sean dafiadas, afectar el linaje celular e incluso en la vida adulta
(Cole et al., 1981, Parekh y Crooks, 2013).
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2. JUSTIFICACION

En los ultimos afios el aumento en la industrializacion ha liberado al ambiente
grandes cantidades de metales, incluido el TI, lo que ocasiona que la poblacion en
general, las mujeres embarazadas y sus hijos en gestacion estén expuestos a ellos.
Estudios epidemiolégicos muestran que la exposicion materna al Tl puede tener

consecuencias, por ejemplo, parto prematuro y bajo peso al nacer.

En la Unidad de Investigacién en Genética y Toxicologia Ambiental se ha estudiado
los efectos del Tl en modelos biologicos, ratones adultos de la cepa CD-1 tratados
con CHsCOOTI mostraron alteraciones citogenéticas, mientras que en hembras
prefiadas indujo cambios en la morfologia externa y variacion en la osificacion de

sus fetos.

Con base en lo anterior resulta importante estudiar los efectos de la exposicidon
continua a Tl en ratones durante la organogénesis, por lo que la finalidad del
presente trabajo es evaluar si el CH3COOTI administrado via ip a ratones prefiados
del dia 6-16 de gestacion aumenta la frecuencia de células con AC en células

hepaticas de los fetos descendientes de estas hembras.

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El Tl produce diversos efectos tdxicos en cultivos celulares y en modelos in vivo se
ha observado que induce citotoxicidad y genotoxicidad, por lo que se espera
induccion de dafio cromosémico transplacentario en células hepaticas de fetos
obtenidos de ratones hembra prefiadas y tratadas con CHsCOOTI durante la

organogeénesis.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto citotoxico y genotéxico del CH3COOTI en células hepaticas de

fetos obtenidos de hembras prefiadas tratadas durante la organogénesis.
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4.2 Objetivos Particulares

> Evaluar el IM de células de higado de los fetos obtenidos de ratones
hembra de la cepa CD-1 tratadas via ip con 5.28 y 6.16 mg/Kg de
CHsCOOQOTlI en los dias 6, 8, 10, 12, 14 y 16 de gestacion.

> Evaluar la frecuencia de ACE en células de higado de los fetos obtenidos

de los ratones hembra tratadas con CHsCOOTI durante la organogénesis.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Animales

Se emplearon 15 ratones hembra de la cepa CD-1 de alrededor de 3 meses de edad
con peso de 30 a 35 gramos facilitados por el biotério de la FES Zaragoza, UNAM.
Los animales se alojaron en jaulas de plastico con fondo de aserrin y tapa de
alambre, con agua y alimento, marca LabDiet 5001 Rodent Diet, ad libitum, con
periodos de luz — oscuridad de 12 h, temperatura de 22.5 + 1 °Cy 48 % de humedad.
El manejo de los animales se realizdé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999. El proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
de la FES-Zaragoza (FESZ-CE/21-118-01).

5.2 Compuestos Quimicos

El acetato de talio(l) (CH3COOTI; CAS 563-68-8; pureza = 97 %), la colchicina
(C22H25sNOs; CAS 64-86-8; pureza = 95 %) y el suero fetal bovino (SKU F4135)
fueron surtido por Sigma-Aldrich, México. Los reactivos adquiridos de Baker
Analized, México, fueron el acido acético glacial (CHsCOOH; CAS 9507-18; pureza
=299 %)y el cloruro de potasio (KCI; CAS 7447-40-7; pureza = 99 %), por parte de
J.T. Baker, México, fue el metanol (CH3sOH; CAS 67-56-1; pureza = 99.9 %). El
medio de cultivo RPMI 1640 sin rojo fenol proveniente de la compafiia Gibco BRL,
Invitrogen, en tanto que el colorante Giemsa (CAT 6306) y el agua inyectable (CAS

75592), fueron de los laboratorios Hycel y Pisa México, respectivamente.

18 |



5.3 Disefio Experimental
Los animales se separaron al azar en tres grupos conformados por 5 hembras,

distribuidos de la siguiente manera:

> Grupo 1: Testigo negativo tratado con agua inyectable.
> Grupo 2: Tratado con 5.28 mg/Kg de CH3COQTI. Equivalente a /7 de la dlso
ip para raton.
> Grupo 3: Tratado con 6.16 mg/Kg de CH3sCOQOTI. Equivalente a /s de la dlso
ip para raton.
El agua inyectable y el compuesto de Tl se administraron via ip en los dias 6, 8, 10,
12, 14 y 16 de gestacion a las 8:00 h de la mafiana (6 aplicaciones en total para
cada grupo), se aplicé un volumen de 0.1 mL por cada 10 gramos de pc.

Las dosis empleadas en este trabajo se seleccionaron con base a la dlso de

CHsCOOQOTI reportada para ratén administrado por via ip.

Las hembras se pesaron y examinaron externamente todos los dias durante el

tiempo de tratamiento para detectar signos de posible toxicidad.

5.4 Obtencion de Hembras Prefiadas
Para realizar el apareamiento de los animales se colocaron dos ratones hembra con
un raton macho. La presencia de tap6n vaginal se consider6 como dia cero de

gestacion.

5.5 Obtencién de Fetos

Se realiz6 la eutanasia de las hembras prefiadas en el dia 18 de gestacion. Se
obtuvieron los cuernos uterinos para posteriormente extraer los fetos, los cuales se
mantuvieron en una cama de hielo. De cada camada, se seleccionaron 4 fetos al
azar, dos del cuerno derecho y dos del cuerno izquierdo, se les extirpo el higado
para el ensayo de AC, el resto de la camada se fij6 en alcohol etilico al 70 %. En

total se utilizaron 20 fetos por cada grupo tratado.
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5.6 Obtencion de Células de Higado Fetal

El higado fetal se extirpd bajo el microscopio estereoscopico, se obtuvieron los
cuatro I6bulos hepéticos procurando su integridad, se lavaron con medio de cultivo
RPMI 1640. El tejido se disgreg6 usando micropipeta en 1 mL de medio de cultivo
en vaso de precipitados de 10 mL, el contenido se vertié en un tubo Falcon de 15
mL. En el mismo tubo se afiadié 1 mL de medio de cultivo RPMI suplementado con
suero fetal bovino (SFB) y colchicina, se mantuvo en incubacién por 90 min en bafio
de agua a 37 °C. La concentracion final de colchicina fue 0.025 %, 10% del SFB, en

un volumen final de 2 mL.

Terminado el tiempo de incubacion las muestras se centrifugaron a 1500 rpm
durante 5 min, se retiré el sobrenadante, se afiadieron 2 mL de solucion hipoténica

(KCl al 0.56 %) y se mantuvo por 15 min en bafio de agua a 37 °C.

Posteriormente las muestras se centrifugaron a 1500 rpm, se retir6é el sobrenadante
y el boton celular se fij6 en dos ocasiones con 5 mL de metanol-acido acético frio
(en proporcion 3:1), dejando reposar al menos 10 min entre cada cambio. El fijador
se agregé gota a gota en constante agitacion, se centrifugd, se retird el

sobrenadante y se obtuvo el botén celular.

Finalmente, el botdn celular se resuspendié en 0.5 mL de fijador y se goteo en cuatro
portaobjetos limpios previamente desengrasados y codificados para su evaluacion
a doble ciego, las preparaciones se secaron al aire por al menos 12 h para su
posterior tincién con Giemsa al 10 %. La metodologia descrita para realizar las
preparaciones de AC en higado fetal se realizo con base en EI-Makawy et al., 2008,

con modificaciones.

5.7 Evaluacién Citogenética

Para evaluar el IM se prepararon cuatro laminillas por higado de feto, en cada una
se contabilizaron 1000 celulas, en total 4000 células por cada higado de cada feto,
80000 células por cada grupo. Las preparaciones citogenéticas se revisaron en

microscopio éptico con objetivo de 40x, en campos al azar, distinguiendo las células
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en interfase de las que se encuentren en metafase, para calcular el IM se empleé la

siguiente formula:

Numero células en metafase
IM = ~ ~ x 100
Numero total de células

Para determinar la frecuencia de ACE, se revisaron 60 metafases de buena calidad
por cada feto. Se contabilizé el nUmero de cromosomas en la metafase, de 40 + 2
cromosomas se evaluo la estructura de cada cromosoma registrando cualquier tipo

de anormalidad (Venitt y Parry, 1984; Akerson y Davisson, 2000).

5.8 Anadlisis Estadistico
Para el IM se utilizé la prueba de Z para proporciones, mientras que para comparar
el porcentaje de células con ACE se emple6 la prueba de ANOVA y post hoc C de

Dunnett.

6. RESULTADOS
6.1 Evaluaciones Citogenéticas

6.1.1 IM

Los resultados de la evaluacion del IM en células hepaticas de fetos obtenidos de
ratones hembras tratadas con Tl durante la organogénesis se muestran en la Tabla
1yenlaFigura 3. Se trabaj6 con tres grupos de cinco hembras, de los cuales uno
fue el testigo negativo tratado con agua inyectable, a otro grupo se le administro
5.28 mg/Kg de CHsCOOTI y el tercero fue tratado con 6.16 mg/Kg del mismo
compuesto. Para calcular el IM se contaron 4000 células por cada feto y se utilizaron
20 fetos por cada grupo, por lo que en total se registraron 80000 células para cada
grupo de tratamiento.

Los tratamientos fueron comparados con el grupo testigo, el cual presenté el valor
de IM de 1.87, mientras que los grupos tratados con 5.28 y 6.16 mg/Kg de
CHsCOOT!I presentaron valores de 1.49 y 1.43 %, respectivamente (Figura 3).
También se consider6 importante calcular la inhibicién del IM (IIM) para identificar

las células que no entran en divisibn o dejaron de dividirse, en este sentido y
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considerando que el grupo testigo tiene 0 % de inhibicién, los grupos tratados con
talio presentaron 19.92 y 23.13 %, respectivamente. Esto evidencia que el
tratamiento con ambas dosis de CH3COOTI redujo de forma significativa el IM y por
ende incremento la IIM.
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Figura 3. IM e IIM de las células hepéticas de fetos obtenidos de ratones
hembra tratadas durante la organogénesis con CH;COOTI. Prueba Z de
proporciones, comparados con el grupo testigo, * p < 0.05.
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Tabla 1. IM e IMM de las células hepaticas de fetos obtenidos de ratones
hembra tratadas durante la organogénesis con CHz;COOTI.

Hembra Feto IMen %
Testigo 5.28 mg/Kg CH;COOTI 6.16 mg/Kg CH;COOTI
1 2.30 1.70 2.28
y 2 1.70 1.80 2.03
3 3.43 1.98 0.93
4 1.90 1.55 1.38
1 1.05 1.30 1.33
5 2 2.35 1.35 2.20
3 1.88 1.38 1.33
4 3.03 1.38 1.08
1 1.80 0.93 1.85
3 2 228 1.00 3.25
3 1.25 1.03 1.23
4 1.05 1.28 1.53
1 1.03 3.30 1.20
4 2 0.68 218 0.78
3 1.70 2.00 0.90
4 1.30 1.55 1.03
1 3.15 1.18 1.00
5 2 1.13 0.90 1.15
3 1.73 1.10 0.98
4 2.83 1.10 1.35
Total £ DE (lIM) 1.8710.78 1.49%0.56 (19.92)* 1.4310.61(23.13)*

Prueba Z de proporciones, comparados con el grupo testigo, * p < 0.05.

6.1.2 ACE

Los resultados de la prueba de ACE se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 4. Se
revisaron 60 células en metafase por cada feto, 20 fetos por cada grupo, en total se
analizaron 1200 metafases por grupo y se registr6 cada tipo de aberracion
cromosdmica incluyendo y excluyendo las brechas o “gaps”. El grupo tratado con
5.28 mg/Kg de CH3COOTI incrementd 2.5y 2.1 veces el porcentaje de células con
ACE con y sin gaps, respectivamente, mientras que el tratamiento con 6.16 mg/Kg

del mismo compuesto aument6 2.7 y 2.5 veces respecto al control.
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Tabla 2. Frecuencia y porcentaje de células hepaticas fetales de fetos descendientes de ratones
hembra tratadas durante la organogénesis con CH;COOTI.
Tratamiento ACE

Frecuencia Células con Células con

Hembra Feto Cromatidicas Cromosodmicas Gaps células con ACE ACE (%) ACE s/G (%)

D R F R ConG SinG

1 1 0 0 0 1 2 1 3.33 1.67

1 2 7 0 1 0 0 5 5 13.33 13.33

3 1 0 1 0 0 2 2 3.33 3.33

4 0 0 2 0 2 4 2 6.67 3.33

1 0 1 2 0 0 3 3 5.00 5.00

2 2 2 0 0 0 0 2 2 3.33 3.33

3 3 0 0 0 0 3 3 5.00 5.00

4 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

1 1 0 2 0 0 2 2 5.00 5.00

=) 3 2 0 0 0 1 0 1 1 167 167

o 3 1 0 1 0 1 3 2 5.00 3.33

s 4 2 1 0 1 2 6 4 10.00 6.67

1 1 0 0 0 1 2 1 3.33 167

4 2 1 0 0 0 1 2 1 3.33 1.67

3 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

4 0 1 1 0 0 2 2 3.33 3.33

1 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

5 2 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

3 0 0 1 0 0 1 1 167 167

4 0 1 1 0 4 4 2 10.00 3.33
TOTAL(*DE) 20 4 12 2 12 44 34 3.66 £0.86 2.83 £0.90

1 1 0 6 0 6 11 6 21.67 11.67

1 2 3 3 1 0 9 14 7 26.67 11.67

3 4 0 2 0 6 12 8 20.00 10.00

4 3 0 4 0 6 12 7 21.67 11.67

1 0 0 0 0 1 1 0 167 0.00

2 2 2 1 0 0 1 4 3 6.67 5.00

= 3 0 3 0 0 3 5 2 10.00 5.00

8 4 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00

Q 1 3 0 1 0 2 6 4 10.00 6.67

5 3 2 2 1 2 0 0 5 5 8.33 8.33

o 3 1 1 1 0 1 4 3 6.67 5.00

< 4 2 3 1 0 0 6 6 10.00 10.00

g 1 3 0 1 0 5 9 4 15.00 6.67

o 4 2 2 1 0 0 0 3 3 5.00 5.00

0 3 2 1 0 0 1 4 3 6.67 5.00

4 1 1 0 0 0 2 2 3.33 3.33

1 5 1 1 1 0 8 8 13.33 13.33

5 2 1 0 1 0 1 3 2 5.00 3.33

3 1 1 0 0 1 3 2 5.00 3.33

4 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.00
TOTAL(XDE) 36 17 21 1 43 112 73 9.33%+1.29* 6.08+1.19*

1 2 0 2 0 0 4 4 6.67 6.67

1 2 1 0 1 0 1 3 2 5.00 3.33

3 1 0 1 0 0 2 2 3.33 3.33

4 1 2 2 0 2 7 5 11.67 8.33

1 1 4 3 2 7 15 9 28.33 16.67

5 2 3 0 1 0 6 9 4 16.67 6.67

[ 3 3 0 1 1 2 7 5 11.67 8.33

8 4 1 2 4 1 9 11 8 28.33 13.33

Q 1 3 0 0 0 0 3 3 5.00 5.00

5 3 2 2 0 0 1 2 5 3 8.33 5.00

o 3 3 0 0 0 1 4 3 6.67 5.00

. 4 3 0 0 0 1 4 3 6.67 5.00

g 1 1 0 0 0 4 5 1 8.33 1.67

© 4 2 5 0 0 0 0 5 5 8.33 8.33

(%) 3 3 0 0 0 0 3 3 5.00 5.00

4 0 2 4 0 2 6 4 13.33 10.00

1 4 1 0 0 1 5 4 10.00 8.33

5 2 5 0 1 0 1 7 6 11.67 10.00

3 5 2 1 0 2 9 7 16.67 13.33

4 3 0 1 0 1 5 4 8.33 6.67
TOTAL(*DE) 50 13 22 5 42 119 85 9.92%1.52* 7.08*1.35*

D: Delecién, R: Rompimiento, F: Fragmentos, R: Rompimientos, G: Gaps. Prueba: ANOVA-
post hoc C de Dunnett, comparados con su testigo, *p < 0.05.
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Figura 4. Porcentaje de células hepéticas con ACE de fetos descendientes de
ratones hembra tratadas durante la organogénesis con CH3;COOTI. ANOVA, post
hoc C de Dunnett, comparados con su testigo, *p < 0.05.

Enla Figura 5, se aprecian una metafase normal del grupo control y metafases con
deleciones, rompimientos, fragmentos y gaps de tipo cromatidico y cromosémico de
los grupos tratados con CHsCOOTI. Cabe mencionar que la tincion simple con
Giemsa puede detectar AC inestables como intercambios asimétricos, dicéntricos,
anillos y fragmentos, pero no puede detectar aberraciones estables como
translocaciones o inversiones (Natarajan y Boei, 2003).
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Figura 5. Microfotografias de células hepéticas en metafase de fetos de ratén, tomada con
objetivo de 100x. En a) metafase del grupo testigo sin ACE. En b) gap cromatidico, c)
delecion y gap cromatidico, d) delecion cromatidica, encontrados en metafases del grupo
tratado con 5.28 mg/Kg de CHzCOOTI. En e) rompimiento cromatidico alineado, f)
rompimiento cromatidico desalineado, g) fragmento y h) brecha cromosOmica, en
metafases del grupo tratado con 6.16 mg/Kg CHsCOOQTI. Autoria propia, UNIGEN.
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9. DISCUSION

Los resultados de este trabajo nos indican que el tratamiento con 5.28 y 6.16 mg/Kg
de CHs3COOTI reduce el IM e incrementa el porcentaje de células con ACE en
comparacion con el grupo testigo, ademas, no hay diferencia estadistica entre los

grupos tratados con TI.

Se ha demostrado que el Tl induce diversos efectos citotoxicos y genotdxicos en
multiples modelos in vitro, como los linfocitos humanos e in vivo en la medula 6sea
de ratones adultos (Buendia-Valverde, 2013; Rodriguez-Mercado et al., 2013;
Rodriguez-Mercado et al., 2017; Nava-Valencia, 2018). Se sabe que el desarrollo
prenatal es una etapa sensible, a pesar de contar con una barrera bioldgica, la
placenta, muchos compuestos entre ellos el Tl son capaces de atravesarla para
llegar al feto (Ziskoven et al., 1983; Pachkowski et al., 2011). Las poblaciones de
células madre que se encargan de la vida adulta se establecen durante el desarrollo
fetal por lo que cualquier dafio en el ADN ocurrido en esta etapa puede contribuir al
desarrollo de neoplasias, anomalias en el desarrollo o alguna enfermedad en la vida
adulta (Cole et al., 1981; Vinson y Hales, 2002; Khayat et al, 2017).

La vida prenatal constituye una de las etapas mas criticas del desarrollo ya que se
produce replicacion masiva de ADN, necesaria para la formacién de tejidos, el ciclo
celular se vuelve mas corto en células embrionarias en comparacion con adultas,
en consecuencia hay rapida proliferacion celular, lo que aumenta la probabilidad de
gue las lesiones en el ADN escapen a los mecanismos de reparacion y se fije el
dafio debido a que los agentes genotoxicos tienen mayor acceso a las cadenas de
ADN durante los procesos de transcripcion o replicacion y asi inducir mutagénesis

o lesiones en material genético (Vinson y Hales, 2002; Pachkowski et al., 2011).

Cuando la célula presenta dafio en el ADN tiene tres alternativas: seguir con su
funcionamiento a pesar de las lesiones, esto puede resultar en mas dafio, alteracion
de la replicacion y transcripcion del ADN e impactar en el metabolismo de la célula,
puede intentar repararlo para recuperar las condiciones previas, si tiene éxito el
desarrollo continua con normalidad, pero si no se repara adecuadamente se
originan cambios permanentes en la secuencia, inestabilidad gendmica, o activar la

cascada apoptoética. Cualquiera de las opciones, a excepcion de la correcta
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reparacion, podria llevar a la detencién del ciclo celular o a la muerte de la célula
por consiguiente el nimero de células disminuye (Vinson y Hales, 2002; Pachkowski
et al., 2011).

El IM es un indicador que proporciona informacion importante acerca del efecto que
puede generar el tratamiento con algin compuesto sobre la frecuencia de células
en division en los modelos de prueba (Muehlbauer y Schuler, 2003). En este trabajo
se observo que la administracion de CH3COOTI durante la organogénesis tiene
efecto transplacentario, ya que reduce el IM de los fetos, lo que indica que el
tratamiento con este compuesto modifica la proliferacion de las células hepéticas

fetales.

La toxicidad del Tl también se ha demostrado en cultivos de linfocitos humanos, el
tratamiento con concentraciones de 0.5 hasta 100 pg/mL de sulfato de talio o cloruro
de talio durante 24 h tiene efecto dependiente de la concentracidén y en a partir de
10 pg/mL inhibe la proliferacion celular en 50 %. Ademas se encontré que el TI* es
mas toxico que el TI**, ya que en el tratamiento con 100 pg/mL reduce por completo
la proliferacién (Rodriguez-Mercado et al., 2017, 2019).

Las dosis usadas en el presente trabajo son /s y /7 de la dlso para ratén, si bien la
divisién celular continua se comprobé que el tratamiento con CHsCOOTI inhibe la
proliferacion en 19.92 y 23.13 % en células fetales, respectivamente.

Otro trabajo que demuestra que el Tl detiene la progresiéon del ciclo celular es el
realizado en células de glioma C6 tratadas con este metal, donde se observo
aumento en la poblacion celular en G2/M, los autores sugirieron que el ciclo celular
se esta deteniendo en esta fase. También se reportd6 aumento en la expresion de
p53, de inhibidores de CDK, y de peroxidacion lipidica (Chia et al., 2005).

Biologicamente se sabe que el ADN es la molécula encargada de portar la
informacion genética, se replica y distribuye a la progenie celular de manera fiel, por
lo que debe protegerse contra modificaciones accidentales que se inducen por
exposicion a agentes ambientales, fisicos y quimicos, por estrés oxidante
intracelular o por errores en procesos bioldgicos como la replicacion o la traduccion,
(Mladenov e lliakis, 2011; Pachkowski et al., 2011 Srinivas et al., 2019).
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Por lo que las células estan dotadas de mecanismos capaces de responder a varios
tipos de dafio en el ADN resultado de exposiciones enddgenas y exdgenas,
utilizando mecanismos especificos que lo identifica y reparan (Pachkowski et al.,
2011) pero las lesiones mal o no reparadas alteraran la secuencia provocando
mutaciones u otro tipo de reordenamientos que a su vez conduciran a inestabilidad
gendmica y finalmente a la formacion de AC (Natarajan y Boei, 2003; Mladenov e
lliakis, 2011).

Cada vez se estudian mas los compuestos que pueden afectar el desarrollo prenatal
de los seres vivos, son pocos los que cuentan con evidencia de afectar esta etapa
y de dafar el ADN de forma transplacentaria, como en este trabajo. En uno de estos
se administré trioxido de arsénico por inhalacién durante 4 h, del dia 6 al 14 de
gestacion, incrementd el nimero de fetos muertos por camada y retrasé la
osificacion con efecto dependiente de la concentracion; sin embargo, al evaluar AC
en el higado de los fetos provenientes de las hembras tratadas Unicamente la dosis
mas alta presento aumento (Nagymajtenyi et al., 1985).

Se han realizado trabajos que evaltan el efecto de los metales sobre el ADN en
tejidos fetales y adultos, uno de ellos reportd que la administracion oral de cloruro
de estafio (SnCl2) a ratones antes de la prefiez incremento el nimero de células de
médula 6sea con AC en las madres, en sus descendientes indujo malformaciones
fetales y esqueléticas, aumento6 el nimero de células hepaticas fetales con AC en
la dosis intermedia, mientras que en la dosis mas alta presentd pérdida
postimplantacién completa, por lo que no se contd con fetos para realizar pruebas

citogenéticas (El-Makawy et al., 2008).

En otro trabajo se trataron ratones con tres dosis de acetato de aluminio (CsHoAIOs),
se observd que en células de médula 6ésea materna este compuesto aumento el
namero de células con AC pero no cambio la frecuencia de micronacleos (MN), en
higado fetal si increment6 el numero de células con MN con efecto dependiente de
la dosis, esto debido a que los tejidos fetales pueden ser mas susceptibles a los

efectos toxicos generados por la exposicion a metales (D’Souza et al., 2014).
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Estos trabajos demuestran que los efectos inducidos por un compuesto dependen
de diversos factores como la sustancia misma, la via, el tiempo y la dosis de
exposicién, el modelo de estudio, la etapa de la vida, el tejido y la técnica con la cual
se evalla el dafio, de cualquier forma se puede apreciar que la exposicion prenatal

a metales generalmente tiene efectos en el desarrollo e incluso a nivel de ADN.

En la Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN) de la
FES Zaragoza se realizaron otros trabajos, ademas del presente, que evaluan los
efectos del Tl sobre el ADN en modelos in vivo, el mas reciente reporté que la
administracion intraperitoneal de CHsCOOTI en las mismas concentraciones y en
los mismos dias de gestacion, indujo incremento en el nimero de células con
micronucleos en muestras de sangre periférica en hembras y fetos, sin afectar la

viabilidad celular y sin signos de toxicidad materna (Hernandez-Cérdova, 2023).

En este trabajo se observo que el higado fetal es un 6rgano que puede ser dafiado
transplacentariamente por el TI*, esto concuerda con lo reportado por otros autores
quienes observaron que 6rganos con alta tasa metabdlica como el cerebro, los
rifiones y el higado en adultos, son susceptibles a la toxicidad causada por
compuestos de Tl (Osorio-Rico et al., 2017). Por ejemplo, el dafio al cerebro de ratas
por este metal se propone que es ocasionado por el aumento del estrés oxidante
debido al incremento en la produccibn de especies reactivas de oxigeno
intracelulares, que a su vez induce lipoperoxidacion, dafio a las membranas y
mitocondrias para asi interferir en la produccion de energia y finalmente detener el
ciclo celular momentanea o permanente, e incluso causar la muerte de la célula
(Galvan-Arzate et al., 2000; Osorio-Rico et al., 2017).

10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de este trabajo, la administracion de 5.28 0 6.16 mg/Kg
de CHsCOOTI, a ratones hembra prefiadas en los dias 6, 8, 10, 12, 14 y 16 de
gestaciéon reduce el IM y aumenta el porcentaje de células con ACE en el higado de
los fetos descendientes, por lo que el CHsCOOTI induce citotoxicidad y

genotoxicidad transplacentariamente en este modelo.
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