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Resumen

El talio (TI) es un metal pesado, no esencial, considerado extremadamente peligroso
por su elevada toxicidad, presenta dos estados de oxidacion (TI* y TI**), que por su
parecido con cationes esenciales como el potasio (K*) puede atravesar las
membranas bioldgicas e interferir en el metabolismo. Aunque su uso esta limitado a
muy pequefas cantidades, se sigue empleando en combinacién con otros elementos

en la industria y en la elaboracion de productos farmacéuticos.

Entre los compuestos de Tl mads comunes podemos encontrar al acetato de talio(l)
de formula CH3COOT], el cual se ha usado como agente depilatorio, en tratamiento
para la tifia del cuero cabelludo, en la elaboraciéon de raticidas y para el control de
plagas, sin embargo, su uso en estas practicas se ha prohibido debido a que causa

intoxicacion, envenenamiento y muerte.

Se conoce poco acerca de su efecto genotoxico debido a que los datos que se
tienen hasta el momento no son claros ni concluyentes. Estudios in vitro indican que
inhibe la mitosis e incrementa la frecuencia de aberraciones cromosomicas
estructurales (ACE), sin embargo no se conoce si estos efectos pueden ser
inducidos en algun sistema in vivo utilizando mamiferos. Por lo anterior, en el
presente trabajo se evallo el efecto citotéxico y genotdxico del acetato de talio(l) en
células de la médula 6sea en ratones CD-1. Para lo cual se formaron 5 grupos de
cinco ratones: un grupo control sin tratamiento y cuatro grupos a los que se les
administro via intraperitoneal (i.p.) 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg del compuesto de TI,
respectivamente, transcurridas 22 h se les administr6 colchicina al 0.2% por la
misma via y los animales fueron sacrificados 24 h después del tratamiento con el
metal. Inmediatamente después se extrajo la médula 6sea de los fémur, se incubd
en solucion hipoténica (KCI 0.075M) por 45 minutos a 37°C, se fijo el boton celular
con solucion metanol-acido acético (3:1), y se goteo en portaobjetos limpios,
posteriormente se realizd la tincion de las preparaciones con Giemsa al 5% y se
efectud el andlisis del indice mitético (IM) y de las ACE en el microscopio de campo

claro.



Los resultados mostraron que se reduce significativamente el IM en todas las dosis
administradas. Mientras que se observo incremento de las ACE en el grupo de 18.5
mg/Kg cuando no se consideraron las brechas (regiones no tefidas en los
cromosomas, llamadas lesiones acromaticas), y en los grupos de 9.25, 18.5 y 37
mg/Kg cuando se consideraron las brechas. Tanto el IM como las ACE no mostraron
efecto dosis-dependiente. Estos datos sugieren que el acetato de talio es capaz de

interferir con el proceso normal de division celular e inducir dafio cromosomico.

De acuerdo con los resultados se concluye, que el acetato de talio(l) es capaz de
interferir con el proceso normal de division celular e inducir ACE, lo cual lo coloca
como un agente citotdéxico y genotoxico (efecto clastégeno) en el modelo de médula

6sea de ratén in vivo.



INTRODUCCION

Los seres humanos estamos en contacto con los metales desde el principio de la
humanidad, no se puede pensar en la evolucion sin considerar el papel que han
desempeiiado en el desarrollo de la vida, sin embargo, algunos son considerados
contaminantes, debido a que en las dltimas décadas la quema de combustibles
fosiles, la intensa actividad industrial, asi como los diversos procesos naturales (por
ejemplo las erupciones volcanicas), han incrementado su dispersion vy
concentracion, lo que ha inducido efectos negativos en el ambiente y la salud
(Moreno-Sanchez y Devars, 1999; Maluszynski, 2009). En relacion a lo anterior,
estudios epidemiolégicos han demostrado que la exposicion a ciertos metales y sus
compuestos pueden dafar érganos y tejidos e incrementar el riesgo a desarrollar
enfermedades cronico-degenerativas como el cancer, entre otras (Rana, 2008; Lee
et al., 2013).

Los metales se caracterizan del resto de los elementos de la tabla periédica por ser
buenos conductores de calor y electricidad, poseer alta densidad y a excepcion del
mercurio (Hg) tener aspecto sélido a temperaturas normales, ademas, de que sus
sales en disolucion forman cationes (Moreno-Sanchez y Devars, 1999). En
comparacion con los no metales tienen baja electronegatividad y baja energia de
ionizacion, por lo que es mas facil que cedan electrones a que los ganen (Chang,
2007).

Debido a sus propiedades fisicas y quimicas, algunos activan o inhiben moléculas
gue actian en varios procesos bioldgicos, por tal motivo los hace esenciales en la
dieta de todos los seres vivos (Rojas et al., 1999). Dependiendo de la concentracion,
el estado de oxidacion, la estructura quimica, la solubilidad y el tipo y tiempo de
exposicion, pueden modificar el metabolismo originando efectos no deseados sobre
los organismos (Rojas et al., 1999; Jiménez-Cisneros, 2001).

Muchos metales como el calcio (Ca), cobalto (Co), cobre (Cu), hierro(Fe), magnesio
(Mg), manganeso (Mn), niquel (Ni) y zinc (Zn), constituyen parte esencial en los
sistemas bioldgicos, es decir son micronutrientes (Moreno-Sanchez y Devars, 1999).

En la célula catalizan reacciones, son mediadores en el metabolismo y el transporte
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de oxigeno, estabilizan macromoléculas y estan involucrados en la traduccion de
sefales, sin embargo, dependiendo de su estado de oxidacibn o concentracion
pueden inducir efectos mutagenos, genotoxicos y carcindgenos (Rodriguez-Mercado

y Altamirano-Lozano, 2006).

Dentro de los metales se encuentra un grupo denominado “metales pesados”, los
cuales presentan una densidad mayor a 5 g/cm®. Estos se encuentran libres de
forma natural en algunos ecosistemas y pueden representar un serio problema
ambiental, debido a que en altas concentraciones no se integran completamente a
los ciclos biogeoquimicos, por lo que pueden permanecer en el ambiente, algunos
de los méas conocidos son el Hg, el plomo (Pb), cadmio (Cd) y talio (Tl), que en altas
concentraciones son toxicos (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Moreno-Sanchez y
Devars, 1999).

1. Talio (TI)

El Tl es un metal pesado, no esencial y considerado extremadamente peligroso por
su elevada toxicidad (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013). Fue
descubierto accidentalmente en 1861 por William Crookes en los desechos de una
planta industrial de acido sulftrico (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Nava-Ruiz y
Méndez-Armenta, 2011). Su nombre proviene del griego thallos que significa “brote o
tallo verde” y junto con el boro (B), aluminio (Al), galio (Ga) e indio (In) forman parte
del grupo 13 de la tabla periédica. Es suave, maleable, de color gris metalico (Figura
1), tiene nimero atémico 81, masa atdmica relativa de 204.383, densidad relativa de
11.85 g/cm?, punto de fusiéon de 303°C, una ebullicién de 1457°C, y radio i6nico 1.50
A. Presenta dos estados de oxidaciéon TI* y TI3*, siendo mas estable el TI*, por su
parecido con cationes como el potasio (K*) puede atravesar las membranas
bioldgicas e interferir con el metabolismo de los organismos (WHO, 1996; Léonard y
Gerber, 1997; Nriagu, 1998; Ramsden, 2007; Babic et al., 2009).

El Tl y sus compuestos son utilizados en distintos procesos industriales por lo que
son comercializados, entre los mas usados se encuentran el acetato de talio(l),

sulfato de talio(l), cloruro de talio(l), entre otros, que presentan propiedades en
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comun como lo es su estado de oxidacién y solubilidad en agua (Cuadro 1) (WHO,
1996; Léonard y Gerber, 1997; Nriagu, 1998; Ramsden, 2007; Babic et al., 2009).

Figura 1. Aspecto fisico del talio

1.1. Acetato de talio(l)

El acetato de talio(l), de formula CHsCOOTI, es un compuesto utilizado en la
elaboracion de productos farmacéuticos y en la industria quimica (Marti-Mercadal y
Desoille, 2002), ha sido usado como agente depilatorio y en tratamiento para la tifia
del cuero cabelludo, sin embargo, su uso en estas practicas se ha prohibido debido
a que causa envenenamiento y muerte (WHO, 1996; Léonard y Gerber, 1997,
Nriagu, 1998), también se ha usado en la elaboracion de raticidas y para el control

de otras plagas (Repetto y del Peso, 2012).

El acetato de talio(l) se produce a partir del Tl metalico, mas hidréxido de carbono y
acido acético, los cuales son evaporados y recristalizados en alcohol. Es una sal que
forma cristales blancos, se descompone a temperaturas altas, es soluble en agua,
alcohol y cloroformo e insoluble en acetona, tiene un punto de fusién de 131°C,
masa atémica de 263.43 y densidad relativa de 3.765 g/cm® (IPCS, 1996; EPA,
2009a; Repetto y del Peso, 2012).

Es téxico para cualquier organismo, y su dosis letal media (DLso), es decir la
cantidad de sustancia que causa la muerte a la mitad de los organismos de una

poblacion en un tiempo de 14 dias via intraperitoneal (i.p.) es de 37 mg/Kg para


http://www.google.com.mx/imgres?q=talio&um=1&hl=es&sa=N&biw=1249&bih=589&tbm=isch&imgrefurl=http://pastoyjardin.com/tablaperiodica/elementos/tantalio.html&tbnid=POZQB-Kw3R5STM&docid=V9Vf1sRO_fowtM&ved=0CFYQhRYoBA&ei=NGBVUIzuGcGyyAHujYB4&dur=2212

raton (Repetto y del Peso, 2012; EPA, 2009a) este valor es expresado en términos
de masa de la sustancia suministrada por el peso del animal (OECD, 1997).

1.2. Usos del Tl

De manera general desde 1920 el Tl ha sido utilizado en el control de plagas de
roedores, nematodos e insectos (Léonard y Gerber, 1997; Nriagu, 1998; Repetto y
del Peso, 1998). Actualmente en la mayoria de los paises industrializados su uso
estd limitado a muy pequefias cantidades y en otros como Estados Unidos de
América el uso para esta practica esta prohibido (EPA, 2009a). No obstante, se
estima que la produccion mundial de Tl es de 10 a 15 toneladas por afio (HCN,
2002).

Aunque se demostré su toxicidad poco tiempo después de ser descubierto, se ha
utilizado para tratar enfermedades como la sifilis, la gonorrea, la tuberculosis y en la
cosmetologia como agente depilatorio (Montoya-Cabrera et al., 1991; Nava-Ruiz y
Méndez-Armenta, 2011). Respecto a su uso como raticida e insecticida, los
preparados comerciales que se podian encontrar en nuestro pais son la pasta de
Zelio y el Rat Kill, fabricados a base de sulfato de Tl en proporcion del 2 y 1%,
respectivamente (Rangel-Guerra et al., 1990; Cvjetko et al., 2010).

Dentro de la industria se emplea en combinacion con algunos elementos como el Hg
en la fabricaciébn de termdémetros de baja temperatura (-59°C); selenio (Se) para
cristales especiales de alta dureza; de igual manera se ha observado que
incrementa la resistencia a la corrosion de metales como el Pb, el Zn, la plata (Ag) y
el antimonio (Sb) (Nriagu, 1998; Galvan-Arzate et al., 2005; Pourahmad et al., 2010).
También es utilizado como isétopo radiactivo, el 2Tl en la fisica para medir
periodos de tiempo, el 2°1TI en medicina para realizar cintigrafia de corazén, higado,
tiroides, y para el diagndstico de melanoma. Otras aplicaciones que tiene son en la
fabricacion de joyeria de imitacién, fuegos artificiales y en los andlisis mineralégicos
(WHO, 1996; Villaverde et al., 2004; EPA, 2009a).



Cuadro I. Propiedades fisicas y quimicas de los compuestos de talio

Nombre Férmula Registro Masa atémica Densidad relativa Punto de Punto de Color Solubilidad
quimica CAS (g/mol) (g/cm?) fusion (°C) ebullicién (°C) en agua
Talio TI 7440-28-0 204.38 11.85 303.5 1,457 Gris metalico Insoluble
Acetato de talio(l) CHsCOOTI 563-68-8 263.43 3.765 131 Sin dato Blanco Muy soluble
. 7.557 . - o
Bromuro de talio(l) TIBr 7789-40-0 284.29 (217.3°C) 480 815 Amarillo palido 0.5g/L a 25°C
. . 40.3g/L a
Carbonato de talio(l) TI2Cos 29809-42-5 468.78 7.110 273 Sin dato Blanco 15.5°C
. 7.004 29g/lLal55
Cloruro de talio(l) TICI 7791-12-0 239.84 (2 30°C) 430 720 Blanco oC
. 8.23 . 786 g/L a
Fluoruro de talio(l) TIF 7789-27-7 223.38 (@ 4°C) 327 655 Sin color 15°C
Hidréxido de talio(l) TIOH 1310-83-4 221.39 Sin dato 139 Sin dato Amarillo palido 259 g/L
. . 9.52
Oxido de talio(l) TI20 1314-12-1 424.77 (2 16°C) 300 1080(-0) Negro Insoluble
. . 10.19
Oxido de talio(lll) Tl203 1314-32-5 456.76 (22°C) 71745 875 (-02) Negro Insoluble
. 48.7 g/lL a
Sulfato de talio(l) TI2SO4 7446-18-6  504.82 6.77 632 Descompone Blanco 20°C

CAS, del inglés Chemical Abstract Service: que es el nimero de identificacidn internacional de productos quimicos
Tomado de WHO, 1996.



1.3. Concentraciones en el ambiente

El TI es un metal que esta ampliamente distribuido en el planeta en forma de sales,
encontrandose en minerales como la crokesita, lorandita, cristita, avicenita, ellisita,
silvita y polucita, como los més importantes (Léonard y Gerber, 1997; Babula et al.,
2008). De manera natural es liberado al ambiente por la erosion de rocas y suelo
(Anderson et al., 1999). En general en la corteza terrestre las concentraciones van
de 0.3 a 0.6 mg/Kg (IPCS, 1996; Cvjetko et al., 2010).

Las concentraciones de Tl en el aire son muy variadas, por ejemplo en las areas no
contaminadas por Tl se reporta menos de 1 ng/m3 (WHO, 1996). Sin embargo, las
fabricas cementeras, donde se utilizan 6xidos de hierro con alto contenido de TI, la
combustion de carbén para la produccion de electricidad, la industria metalurgia
ferrosa y no ferrosa, puede aumentar la concentracion de Tl y alcanzar hasta 58
ng/m3 (WHO, 1996; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

En agua para beber la concentracion maxima es de 2 ug/L (EPA, 2009b), en rios de
0.001 a1 mg/L y en el mar de 0.01 a 0.02 mg/L (WHO, 1996; Cvjetko et al., 2010).

La cantidad de Tl aceptado en suelos de cultivo es 1 mg/Kg (WHO, 1996), no
obstante el contenido de Tl depende en gran medida de su origen biol6gico, por
ejemplo en terrenos superficiales se reporta de 0.1 a 2 mg/Kg, sin embargo es
comun encontrar concentraciones hasta de 55 mg/Kg en aquellos derivados de
piedra caliza, marmol o granito, debido a que contienen cantidades notables de

azufre, el cual atrae cationes de Tl (Jacobson et al., 2005).

El contenido de Tl en los alimentos generalmente es bajo y depende directamente
de los niveles en el suelo (Léonard y Gerber, 1997), concentraciones de 1 mg/Kg ya
se considera un riesgo potencial para los cultivos (Rao et al., 2008). Las
leguminosas, el tabaco, los cereales y alforfon son especialmente sensibles debido a
que absorben muy facilmente este metal (Maluszynski, 2009). En frutas y verduras
se ha reportado de 0.05 a 0.1 mg/kg y en setas puede haber hasta 1.2 mg/kg en
peso fresco (Léonard y Gerber, 1997), en forraje para animales son menores a 1
mg/Kg (WHO, 1996).



1.4. Cinéticay metabolismo

Las concentraciones de Tl en el ambiente son de suma importancia, estas influyen
directamente en la cantidad del metal al que estén en contacto los organismos (EPA,
2009b), una vez que entra en el cuerpo, la gravedad del envenenamiento dependera
de la cantidad de Tl absorbido, la reaccién inmune y la tolerancia individual de cada
persona. Dependiendo del nivel y tiempo de exposicion su grado de toxicidad se
puede clasificar en aguda, subcronica y crénica (Cvjetko et al., 2010).

Los trabajadores de las industrias cementera y eléctrica estan expuestos a polvos y
humos que contiene TI, por lo que la principal fuente de exposicion es la inhalacion;
sin embargo la poblacion en general esta expuesta principalmente por el consumo
de agua para beber y alimentos, y en menor grado por el uso de materiales que en
su composicion tienen Tl (Maluszynski, 2009). De lo anterior se deriva que las
principales vias de entrada del Tl al cuerpo son a través del sistema respiratorio, via
oral y epidermis, Figura 2 (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Rodriguez-Mercado y

Altamirano-Lozano, 2013).

Independiente de la via de entrada, se conoce que los iones de Tl son absorbidos de
forma rapida, por ser confundido con iones esenciales como el K, y se ha propuesto
gue es practicamente en su totalidad (Léonard y Gerber, 1997). Una vez dentro del
organismo, el torrente sanguineo distribuye el Tl practicamente a todos los tejidos y
organos (EPA, 2009a; Maluszynski, 2009). Se ha observado que el rifién, el tejido
graso, el pulmén, el cerebro y las génadas tienden a acumular este metal (Galvan-
Arzate y Santamaria, 1998; EPA, 2009a), debido a que puede atravesar las barreras
hematoencefalica y hematotesticular (EPA, 2009a; Repetto y del Peso, 2012).
También se conoce que puede llegar al embrion o al feto debido a que cruza la
barrera fetoplacentaria, Figura 2 (Villaverde et al., 2004; Eskandari et al., 2011,

Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).

EL Tl es excretado lentamente en los primeros dias después de la exposicion,
aunque puede permanecer en el organismo por semanas 0 meses (Repetto y del
Peso, 1998; EPA, 2009a). Se elimina en el pelo, las uias, el sudor, la saliva, las

lagrimas, la leche materna, pero principalmente en la orina y en las heces, Figura 2
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(EPA, 2009a; Repetto y del Peso, 2012; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2013).

Aire, agua, ropa y equipo de trabajo Aire Comida y agua

Sudor < ..... l Exhalacion ..., l Inhalacién l Entrada

‘ Tracto gastrointestinal

Sistema respiratorio

Bilis

Musculo, génadas,

huesos y medula ~ Higado

Osea

Torrente

sanguineo
T|1+’ TI3+

Sistema nervioso Placenta —> Feto

central, periférico y

corazon

Cabelloy
ufas

O Indicadores de exposicion (monitores bioldgicos)

[ Organos criticos
[ sitios de acumulacién de Tl

Figura 2. Cinética del Tl en mamiferos. La ruta de acceso puede ser a través de la
respiracion, la alimentacién y la piel, en el caso de individuos con exposicion
ocupacional la absorcion puede deberse por el contacto con la ropa o instrumentos
de trabajo. El Tl cruza las membranas bioldgicas, se distribuye por la circulacion
sistémica a todo el cuerpo y se excreta por los fluidos corporales, el cabello, las
ufias o las heces. Una porcién de Tl que se ha acumulado en los 6rganos vy tejidos
puede regresar gradualmente al torrente sanguineo (Tomado de Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
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1.5. Toxicidad en los organismos
El TI no tiene ninguna funcién bioldgica por el contrario es considerado un veneno
acumulativo capaz de producir efectos adversos sobre la salud (Rodriguez-Mercado

y Altamirano-Lozano, 2013).

Los casos de intoxicacion por envenenamiento de Tl se han dado a conocer en
varios paises (Maluszynski, 2009), lo que ha llevado a realizar diversos estudios

para tratar de explicar como este metal dafia a los organismos (Cvjetko et al., 2010).

La mayoria de los estudios acerca de la toxicidad del Tl en humanos se componen
primordialmente de casos clinicos que ocurrieron por ingestion accidental,
envenenamiento e intento de suicidio (WHO, 1996; EPA, 2009a). En estos estudios
se ha observado que la intoxicacién aguda produce taquicardia, hipertension y
dermatitis, ademas de afectar el tracto gastrointestinal provocando coélicos, nduseas
vomito, diarrea, dolor abdominal e inapetencia (EPA, 2009a; Repetto y del Peso,
2012). También se ha observado que afecta al sistema nervioso central y periférico
ocasionando dolor en las extremidades, temblor, debilidad, insomnio, convulsiones,
ataxia, ansiedad, pérdida de memoria, psicosis, incluso en algunos casos estado de
comay muerte (Repetto y del Peso, 1998; Ramsden, 2007; Pourahmad et al., 2010).

En caso de intoxicacion crénica los sintomas son muy variables y bastantes difusos
lo que requiere experiencia en el diagnéstico para evitar un dafio permanente
(Ramsden, 2007). Dentro de las primeras horas se produce dolor abdominal y
diarrea (gastroenteritis), lo que puede estar asociado por intoxicacidon alimentaria, en
cuestién de horas se presenta hormigueo doloroso en manos y pies (polineuritis) lo
que puede causar ardor y paralisis parcial, la pérdida de cabello (alopecia) es la
seflal mas caracteristica de intoxicacion por Tl (Cvjetko et al., 2010). Si el
envenenamiento fue durante un largo periodo de tiempo, apareceran rayas blancas
en las ufas (conocidas como lineas de Mess), deterioro visual debido a lesiones en
las fibras nerviosas de la retina, confusion, convulsiones y alucinaciones, finalmente
la degeneracion del corazon, higado y rifion y la insuficiencia cardiaca y renal

provocaran la muerte (Ramsden, 2007; Repetto y del Peso, 2012).
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En la mayoria de los casos de envenenamiento por Tl, son por la ingestién de
rodenticidas a base de Tl. Se conoce que la descendencia de mujeres embarazadas
e intoxicadas, con una dosis de estos compuestos, al nacer puede padecer
insuficiencia respiratoria, criptorquidea bilateral, ano imperforado y niveles elevados
de Tl en su orina (de 60 pg de Tl por litro de orina) y en los primeros afios de vida

evidencias de retraso psicomotor (Rangel-Guerra et al., 1990).

En animales de experimentacion se manifiesta una toxicidad semejante a la
mencionada para el humano y otras afecciones. En ratas expuestas a una dosis
aguda de 20 mg/Kg de nitrato de talio(l) via oral, presentaron dificultad para respirar
y muerte. Por otro lado, el tratamiento oral subcrénico (15 semanas) de 0 a 3.9
mg/Kg de acetato de talio(I) provoco alopecia, dafio en el rifibn y en algunos
animales la muerte, ademas la inyeccién subcutanea aguda de 20 y 50 mg/Kg del
mismo compuesto indujo inflamacion del intestino delgado, colitis, asi como

degeneracion paulatina en tejido renal, hepatico y nervioso (EPA, 2009a).

Estudios de toxicidad en la rata y el embrién de pollo proporcionan evidencia de que
la exposicion a Tl durante el desarrollo puede producir anomalias (incluyendo
efectos sobre los sistemas nervioso, vascular y huesos), reduccién de peso corporal
en los fetos. En ratdbn macho se observé que la dosis oral de 0 a 3 mg/Kg de Tl por
dia por un periodo de 6 meses disminuye la movilidad y ocasiona deformacion de los
espermatozoides (EPA, 2009a).

2. Efectos citotoxicos y genotéxicos del Tl

Hay evidencias de como el Tl afecta a los organismos, sin embargo se conoce poco
acerca de la forma en que induce dafio genético, lo anterior es debido a que los
datos que se tienen hasta el momento no son claros ni concluyentes (EPA, 2009a;

Repetto y Del peso 2012).

Entre algunos de estos estudios se encuentra el realizado en procariontes, con
Salmonella typhimurium y Escherichia coli donde no se observé efecto mutagénico
al tratar las bacterias con 266.39 pg/mL nitrato de talio(l) (WHO, 1996; Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2013).
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En plantas, como la lenteja de agua (Lemna minor) y haba (Vicia faba), tratamientos
con acetato de talio(l) de 0.05-2.63 pg/mL y de 0.5-10 pg/mL respectivamente, indujo
rompimientos en el ADN y estrés oxidante (Babic et al., 2009).

En células embrionarias de raton de la cepa C57BL/6 y de rata CBA tratadas con 10
y 100 pM de carbonato de talio(l) se reportan rompimientos en el ADN y efectos
citotoxicos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013). Ademas, en células de
ovario de hamster chino tratadas con 1000 pg/mL de acetato de talio(l) se encontro
inhibicién en la sintesis de ADN y en cultivos de linfocitos humanos reduccion en la
incorporacion de timidina tritada en el ADN ademas de disminucion en la
proliferacion celular (Repetto y del Peso, 2012). Por otra parte en células de la
médula 6sea de hamster chino la administracion oral de 5 o 10 mg/Kg de cloruro de
talio(l) no indujo cambios en la frecuencia de los intercambios de croméatidas
hermanas (ICH) (PGH, 1999).

Aungue los estudios genotoxicos in vivo del Tl son escasos, en la Unidad de
Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental de nuestra Facultad (Lab 5 PA,
UMIE-Z, UNAM) han realizado investigaciones in vitro para conocer la capacidad de
del talio y sus compuestos para provocar toxicidad celular y genética usando como
modelo células de sangre periférica de humano. En relacion a lo arriba mencionado,
en linfocitos humanos expuestos de 0.5 a 100 pg/mL de acetato de talio(l), se redujo
el indice mitotico (IM) y el indice de replicacion (IR), también se observo incremento
en la frecuencia de aberraciones cromosOmicas tanto numeéricas como estructurales
en concentraciones menores a 10 pg/mL, sin embargo las evaluaciones de los ICH
no mostraron cambios contundentes (Felipe-Reyes, 2011; Hernandez-de la Cruz,
2011). Ademas, en el mismo modelo de linfocitos otros compuestos de TI, sulfato de
talio(l) y el cloruro de talio(lll) aplicado en las mismas concentraciones indujeron
efectos similares, no obstante el talio en estado de oxidacion | mostro ser mas
citotoxico y genotéxico (Mosqueda-Tapia, 2012). En otro estudio, el acetato de
talio(l) fue capaz de inducir dafio primario al ADN evidenciado con la prueba de

electroforesis unicelular en gel (Jaramillo-Cruz, 2011).
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3. Indicadores de dafio al material genético

El ADN resulta constantemente dafiado por factores ambientales y por procesos
metabdlicos de la célula, los cuales afectan la estructura primaria de la doble hélice,
estas lesiones pueden ser originadas de manera enddgena, por errores enzimaticos
y el propio deterioro espontaneo, y exdégena como la radiacion UV, la ionizante,
mutagenos quimicos, quimioterapia, radioterapia, entre otros (Tamarin, 1996; Klug et
al., 2006).

Estas lesiones pueden provocar dafios irreversibles en los cromosomas, entre estos
se encuentran duplicaciones o deleciones de genes, o bien pérdidas o ganancias de
segmentos de cromosoma incluso de cromosomas completos, asi como
translocaciones e inversiones que conducen a reordenamientos dentro o entre
cromosomas, que finalmente pueden afectar la supervivencia celular o que

conduzca a neoplasias (Klug et al., 2006).

Las pruebas para evaluar la genotoxicidad son indispensables para estimar el dafio
que puede producir un agente al material genético, estos cambios pueden
detectarse por diversos ensayos como las aberraciones cromosémicas numéricas o
estructurales, la hibridacion fluorescente in situ (FISH), los micronacleos (MN), la
electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa) o los ICH, como los mas recurridos
(Anderson, 1999; Albertini et al., 2000).

3.1. Aberraciones cromosoémicas

La informacién genética tiene un delicado equilibrio, en donde la ganancia o pérdida
de un cromosoma, o parte de él, en un organismo diploide conduce a menudo a la
letalidad o a un fenotipo anormal. Estos cambios son conocidos como mutaciones

cromosomicas o aberraciones cromosomicas (Klug et al., 2006).

Las aberraciones cromosomicas se clasifican en estructurales (ACE) y numéricas
(ACN). Las ACE consisten en deleciones, duplicaciones, inversiones vy
translocaciones, éstas pueden producirse en una sola cromatida (cromatidica) o en
ambas cromatidas (cromosomicas); las ACN se dividen en aneuploidias (ganancia o

pérdida de uno 0 mas cromosomas pero no una dotacion completa) y euploidias
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(donde estan presentes dotaciones haploides completas de cromosomas, si son tres
0 mas juegos se les conoce como poliploidias); estos cambios numéricos
comunmente ocasionan una falta de equilibrio genético drastico, y letalidad en las

etapas tempranas del desarrollo (Grinffiths et al., 2002; Curtis et al., 2008).

El ensayo de AC es uno de los més recurridos en la citogenética convencional, se
considera practico y sensible en la deteccion de agentes mutagénicos, asi como en
la induccion de rompimientos cromosémicos (clatogénesis) y es usado para evaluar
el dafio en la estructura del ADN que pueden inducir diversos agentes quimicos,
fisicos y biolégicos, por medio del analisis visual de los cromosomas en metafase
(Dev y Tantravahi, 1982; Dean y Danford, 1985). Puede realizarse in vitro, en células
estimuladas para entrar en division (linfocitos humanos) o in vivo, en células en

constante proliferacion (por ejemplo, la médula 6sea) (Krishna et al., 1986).

4. Células de médula 6sea como sistema de prueba

Para llevar a cabo el andlisis citogenético in vivo en raton es comun utilizar la
médula 6sea, debido a que es una excelente fuente de células potencialmente en
division (Krishna et al., 1986; Ganong, 2004), ademas su genotipo es usado en
multiples investigaciones toxicolégicas ya que es uno de los pocos tejidos
disponibles que sirven como modelo comparativo con el ser humano y es ideal para
evaluar dafio al ADN en ensayos de AC e ICH (Krishna et al., 1986; Alvarez-Barrera

y Altamirano-Lozano, 1999).

La médula 6sea es componente importante del sistema inmune en los organismos
superiores, esta constituida de células multipotentes de origen hematopoyético, en
ella se originan células rojas (eritrocitos), blancas (leucocitos) y plaquetas, Figura 3,
en los primeros afios de vida de los mamiferos se produce activamente en todos los
huesos pero hacia la juventud so6lo se presenta en los huesos largos y planos, en
ella se encuentran las células madre, las cuales son responsables de formar todas
las células y derivados celulares que circulan por la sangre (Ganong, 2004; Ross et
al., 2004).
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Figura 3. Estructura de un hueso largo tipico, donde se muestra el lugar donde se
originan las células de la médula 6ésea (Modificado de Ganong, 2004).

5. El cariotipo

El cariotipo es el juego completo de cromosomas que posee un organismo, suele
representarse como un diagrama de los cromosomas metafasicos, baséndose
principalmente en su morfolégica, tamafio y la posicion del centrémero, es
caracteristico de cada especie y el papel que desempefia en la citogenética es

fundamental para la identificacion de cambios en los cromosomas (Pierce, 2005).

El andlisis citogenético in vivo en raton es utilizado para evaluar efectos de
diferentes tratamientos experimentales y es cada vez mas importante para las
investigaciones genéticas reconocer su cariotipo, debido a que es esencial para
identificar los reordenamientos que se producen en los cromosomas (Akeson y
Davisson, 2001).
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El nimero de cromosomas de las células somaticas es siempre par, ya que se
dispone de dos juegos de cromosomas y cada cromosoma tiene su homologo, el
namero de cromosomas de cada serie recibe el nombre de niumero haploide (n) el
cual es heredado por cada uno de los progenitores. EI nimero total de cromosomas
es el numero diploide (2n). Asi en el ratén, n es 20 y 2n es 40. En los mamiferos los
cariotipos del macho y de la hembra son diferentes. La hembra tiene dos
cromosomas X (XX, homogamética) y el macho tiene un cromosoma X y otro Y (XY,
heterogamético). Estos cromosomas que determinan el sexo se llaman, sexuales. El

resto de los cromosomas se denominan autosomas, tal como se puede apreciar en

la Figura 4.
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Figura 4. Cariotipo, cromosomas metafasicos de raton hembra. Tomado de UWMC
Cytogenetics, laboratory, 2012.
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II. JUSTIFICACION

El talio es un metal téxico para cualquier organismo, tiene la capacidad de atravesar
las membranas bioldgicas y causar dafios severos sobre la salud. Estudios sugieren
que la intoxicacion afecta el sistema nervioso y conduce a sintomas caracteristicos

como la pérdida de peso, alopecia, anorexia, estrefiimiento, entre otros.

Al no tener ninguna funcion bioldgica, es considerado un veneno acumulativo que
por su parecido a cationes esenciales como el potasio (K*) puede interferir con el
metabolismo de los organismos, sin embargo todavia se conoce poco de la forma en
gue actla e induce dafo genético, debido a que los datos que se tienen hasta el

momento no son claros ni concluyentes.

Diferentes reportes respecto a la toxicidad del talio han evidenciado que algunos de
sus compuestos son genotéxicos, estudios in vitro indican que interfiere con el
proceso de division celular e incrementa la frecuencia de ACN y ACE, sin embargo
no se conoce si estos efectos pueden ser inducidos in vivo, por lo tanto, la propuesta
del presente trabajo es determinar los efectos citogenéticos del acetato de talio(l) en

células de médula 6sea de ratones de la cepa CD-1.
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. HIPOTESIS

El Tl tienen efectos genotdxicos in vitro, sin embargo no se sabe si se produce este
efecto en sistemas in vivo, por lo anterior, si se administra acetato de talio(l) a raton
hembra CD-1 se inducirdn cambios en la frecuencia de aberraciones cromosdémicas

y en el IM sobre las células de médula ésea.
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IV. OBJETIVOS

1. General

Evaluar el efecto citotdxico y genotoxico del acetato de talio(l) en células de la
médula 6sea de ratones hembra de la cepa CD-1 tratados por 24 horas con 4.62,
9.25, 18.5, 37 mg/Kag.

2. Particulares

e Determinar el efecto del acetato del talio(l) sobre el indice mitético en las células
de médula 6sea de ratones hembra.

e Evaluar el efecto del acetato de talio(I) sobre la induccion de aberraciones
cromosomicas estructurales en las células de médula 6sea de ratones hembra.

e Determinar los valores significativos de los parametros evaluados y establecer la

posible relaciéon dosis-efecto.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Reactivos

Se utilizé acetato de talio (CH3COOTI, CAS 563-68-8), colchicina (C22H2sNOs, CAS
64-86-8), ciclofosfamida (C7H1sCl2N202P-H20, CAS6055-19-2) marca Sigma- Aldrich
Compafiia de Quimicos, EUA. Cloruro de potasio (KCI, CAS 7447-40-7), &cido
acético (CHsCOOH, CAS 64-19-7) y metanol (CH3OH, CAS 67-56-1) marca JT

Baker México y solucion de Giemsa marca Hycel de México, S.A. de C.V.

2. Animales

Se usaron ratones hembra de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de edad, con un peso
corporal aproximado de 35 g las cuales se mantuvieron en condiciones del bioterio
de la FES-Zaragoza, con temperatura, humedad y un fotoperiodo controlado (12 h

luz por 12 h de oscuridad), asi como alimento y agua ad libitum.

3. Tratamientos

Se formaron 6 grupos de 5 ratones cada uno, los cuales quedaron como sigue:

e Grupo testigo, al que no se le administro ningun tratamiento.

e Grupo testigo positivo, al cual se le administré6 via intraperitoneal (i.p.)
ciclofosfamida, 35 mg/Kg de peso corporal (mutdgeno de accidén conocida).

e Cuatro grupos tratados con diferentes dosis de acetato de talio(l) via ip: 1/8,
1/4, 1/2 y una DLso, correspondientes a 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg de peso
corporal (Figura 5).

4. Ensayo de aberraciones cromosémicas

Para el ensayo de AC los ratones de los seis grupos se sacrificaron 24 h después de
aplicado el tratamiento. A las 22 h de iniciado el tratamiento se inyecto via i.p. a cada
animal 0.1 mL por cada 10 g de peso corporal de colchicina al 0.2% y 2 h después
se sacrificaron por dislocacion cervical. Se extrajeron ambos fémur, se obtuvo la
médula 6sea cortando las epifisis y haciendo pasar entre la cavidad del hueso 5 mL

de soluciéon hipoténica (KCI al 0.075 M) a 37°C, colectando de esta manera las
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células en un tubo cénico de centrifuga, se resuspendio el botdn celular e incubo en

bafio de agua a 37°C durante 45 min.

Después, se centrifugaron las muestras por 5 min a 1500 rpm y se desecho el
sobrenadante. El boton celular se fijo con 5 mL de solucién fria de metanol con &cido
aceético (en proporcion 3:1) en la cual se dejaron reposar por 15 min, repitiendo este
paso dos veces mas con tiempos de 10 y 5 min, respectivamente. Al terminar el
tiempo anterior, las muestras se resuspendieron en 0.5 mL de la solucion fijadora y
se gotearon sobre portaobjetos limpios. Las preparaciones se dejaron secar al aire
por 24 horas y se tifieron durante 30 min en una caja Coplin con solucién de Giemsa
al 5%.

Grupo Testigo
Colchicina
(0.2 %) Sacnficar
i i
| | |
[ I |
0 22 24h
Grupo Control {+)
Ciclofosfamida Colchicina
35 mg'kg 02 ")E] Sﬂcn’ficar
i | |
[ I |
0 22 24h
Grupos Tratados
. Colchicina
CH=COOTI (0.2 'i{,] Saj:n'ficar
|

|
22 24h

|
|
0
* CH;COOT (4.62, 9.25, 185 y 37 mg/kg).

Figura 5. Protocolo que se sigui6 para la administracién de los diferentes tratamientos
aplicados en nuestro estudio a ratbn hembra CD-1

Estas preparaciones se observaron en un microscopio de campo claro a 400 aumentos para

poder evaluar el indice mitético (IM), el cual se obtuvo contando el nimero de células en
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metafase presentes en 4,000 células por ratén (Figura 6).Con base en estos datos se

calcul6 el IM mediante la siguiente férmula (Rojas et al., 1992):

IM= (No. de células en metafase/No. total de células) (100)

Las aberraciones estructurales fueron evaluadas en los cromosomas de células en
metafase a 1000X distinguiendo las aberraciones de tipo cromosémico y cromatidico
de acuerdo con la clasificacion de Venitt y Parry, 1984 (Cuadro Il). En 100 células

de médula 6sea de cada raton.

i

A )

Figura 6. Fotografia de células de médula 6sea de raton hembra, observada a 1000
aumentos. En (A) metafase y en (B) interfases.
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Cuadro Il. Representacion de las aberraciones cromosdmicas estructurales en raton

Aberracién Diagrama con Definicion y comentario
simbolo
A. Tipo Cromosomico Involucra a ambas croméatidas de un
cromosoma en un mismo lugar (loci)

1. Gap (Brecha) Region no-tefiida o lesidn acromatica
en un mismo locus en ambas
crométidas con poca desalineacién de

1 las cromatidas.

2. Rompimiento

3. Intercambio

3.1. Intercambio entre
cromosomas.

3.2 Intercambio,
entre de un
cromosoma

i) Entre brazos
(intercambio inter

brazos)

i) Dentro un brazo
(intercambio entre
brazos)

ol

&

Dicéntrico con
un fragmento

O

Anillo céntrico con
fragmento

Anillo acéntrico

Discontinuidad en el mismo locus de

ambas cromatidas originando un
fragmento acéntrico. El cromosoma
monocéntrico  anormal  (acortado)

puede no ser identificado. La unién
hermana donde ocurre la aberracién es
clasificada como rompimiento tipo
cromatidico.

Involucra 2 o mas lesiones en un
mismo o diferente cromosoma.
Resulta de un intercambio asimétrico
que produce un fragmento el cual se
registra como un solo evento.

El fragmento parte del intercambio y se
registra por separado. Un fragmento es
asignado a cada anillo (dicéntrico).

La parte céntrica de este intercambio
puede no ser identificada. Los anillos

acéntricos son pequefios y son
llamados minutas 0 delecién
intersticial.
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B. Tipo Cromatidico Implica solamente una cromatida del
cromosoma excepto la isocromatida
rota.

1. Gap (brecha) Region no tefiida o lesién acromética
de menor diametro que la cromatida,
donde hay un minimo desalineamiento

- de la cromatida.

2. Rompimiento o Regidn no tefiida mayor al diametro de
delecion. la crométida.

Fragmento alineado

Fragmento asociado con el cromosoma

original.
Fragmento desalineado
3. Rompimiento Reunién incompleta o unién hermana
isocromatidico o de los extremos rotos.

delecién

Reunién incompleta (no unién). Los
fragmentos alineados o desplazados se
consideran una delecion isolocus.

4. Intercambios:
4.1.  Intercambio

entre

cromosomas

i) Asimétricos Se origina por rompimientos

cromatidicos con distintos
cromosomas, se forma un dicéntrico
cromatidico y los fragmentos
resultantes se unen formando figuras
cuadriradiales.

ii) Simétricos No da lugar a la formacién de
dicéntricos cromatidicos, ni fragmentos
al menos que la union sea completa,
también es llamado cuadriradial.

=

4.2, Intercambio Entre brazos de un mismo cromosoma
dentro de un (intercambio)
cromosoma

Asimétrico: No se
producen fragmentos
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i) Entre Formando un anillo céntrico, no hay

brazos w fragmentos si la reunién es completa.
Simétrico
i) Dentro Minuta o delecion intersticial. El
de un brazo fragmento permanece asociado con el
(intracambio) . cromosoma original.
5. Isocromatidicos Se forma un fragmento.
<

Dicéntrico triradial

V No se forman fragmentos si la unién es
” completa.

Triradial monocéntrico

Elaborado a partir de Venitt y Parry, 1984,
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5. Andlisis estadistico

Para encontrar las diferencias entre el grupo no tratado y los tratados el IM se
analizé empleando la prueba Z de proporciones y para el caso de las ACE se utilizd
la prueba de x2. En todos los casos se considerd a menor o igual a 0.05 (Kirkland,
1989).
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VI. Resultados

1. Efecto del acetato de talio(l) sobre el IM
Para la evaluacion del IM se tuvieron 6 grupos de animales, no expuestos (grupo
testigo negativo) y expuestos a 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg de acetato de talio(l).

Ademas se contd con un grupo positivo tratado con 35 mg/kg de ciclofosfamida.

El IM se calculé a partir de la cuantificacion de 4,000 células por raton, es decir,
20,000 células por grupo, haciendo la distincion de células en metafase en relacién a
las que se encontraban en interfase Cuadro Ill. Los datos del promedio del IM
muestran que el acetato de talio(l) reduce significativamente el IM en todas las dosis
administradas comparado con el grupo testigo, sin embargo esta reduccién no sigue
una relacion dosis-dependiente, Figura 7.

Como era de esperarse para el grupo positivo tratado con ciclofosfamida, el IM se
redujo significativamente de 0.69 + 0.05 contra 1.31 £ 0.14 del testigo negativo (P <
0.05).

2. Efecto del acetato de talio(l) sobre la frecuencia de ACE.

Para llevar a cabo el andlisis de las ACE inicialmente se programé analizar 100
células por ratén, 500 células por grupo, sin embargo en algunos casos el nimero
fue menor debido a que no se encontraron suficientes células para llevar a cabo el

analisis cromosoémico.

En el Cuadro Ill, ademas de IM se muestra la frecuencia de ACE, de tipo
cromosomico, cromatidico y las brechas, asi como la suma del total de ACE
incluyendo y excluyendo las brechas, de cada animal por cada grupo. También se
pueden observar el nimero de células con ACE (sin brechas). Los datos promedio
de esta ultima evaluacion (porcentaje de células con ACE sin brechas) se muestra
en la Figura 8, donde se observa diferencia significativa en la dosis de 18.5 mg/Kg
de acetato de talio(l) comparado con el grupo testigo negativo. No obstante, al
considerar las células sin brechas y las con brechas, se encontraron diferencias
estadisticas en los grupos tratados con 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg de acetato de talio(l),

respectivamente.
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Para el grupo testigo positivo, como era de esperarse, los cromosomas de las
células de médula 6sea de los ratones expuestos a 35 mg/Kg de ciclofosfamida
reflejaron alto dafio. Debido a la alta toxicidad y a la reduccion de IM, el rango de
células analizadas fue de entre 68 a 100 metafases por animal, de las cuales todas
presentaban algun tipo de aberracion estructural, y cerca del 80% presentaban mas
de 10 aberraciones por metafase y de este porcentaje mas de la mitad corresponden

a metafases con cromosomas pulverizados, Figura 9 A-F.
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Cuadro Ill. indice mitético (IM) y frecuencia de aberraciones cromosomicas estructurales (ACE) de las células de médula 6sea de raton hembra de la cepa
CD-1, tratados 24 h con acetato de talio(l) (CH3sCOOTI).

Frecuencia de ACE

Tratamiento

. - - . a
(mg/Kg) Raton ™ Células Tipo di Tipo Brechas Total Células con ACE
analizadas cromatidico cromosomico con brechas sin brechas
1 1.72 £ 0.05 100 0 0 0 0 0 0
Testigo 2 1.28 £0.21 100 1 0 0 1 1 1
negativo 3 1.04 £0.10 96 0 0 0 0 0 0
4 1.31+0.24 100 0 0 1 1 0 0
5 1.21+£0.10 82 0 0 0 0 0 0
6 0.65 £ 0.05 100 0 0 2 2 0 0
CH3COOTI 7 0.55 +0.05 100 0 0 1 1 0 0
1/8 de la DLso 8 0.67 £0.11 100 0 0 1 1 0 0
(4.62) 9 0.57 £0.07 100 0 0 0 0 0 0
10 0.35+0.04 100 0 0 0 0 0 0
11 0.47 £0.04 90 1 0 2 3 1 1
CHsCOOTI 12 0.22 £0.08 82 0 0 2 2 0 0
1/4 de la DLso 13 0.30£0.03 100 1 0 3 4 1 1
(9.25) 14 0.42 £ 0.09 100 0 0 1 1 0 0
15 1.01 £0.04 100 1 0 0 1 1 1
16 0.19 + 0.06 Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd
CHsCOOTI 17 0.84+0.11 100 1 0 2 3 1 1
1/2 de la DLso 18 0.58 +0.11 94 2 0 1 3 2 2
(18.5) 19 0.93+0.11 100 1 0 2 3 1 1
20 0.89 £ 0.05 95 1 0 1 2 1 1
21 1.34 £0.05 90 0 0 3 3 0 0
CH3COOTI 22 1.40 £ 0.05 100 1 0 3 4 1 1
1 DLso 23 0.91 £ 0.07 94 1 0 3 3 0 1
37) 24 0.56 £ 0.09 78 1 0 0 1 1 1
25 1.00£0.12 93 0 0 1 1 0 0

IM, representacion de la media + error estandar
Nd, No determinado por ausencia de metafases
@ No se incluyeron las células que Unicamente tenian brechas
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Figura 7. Efecto del acetato de talio(l) sobre el indice mitético (IM) de las células de
médula ésea de raton hembra CD-1. Los datos estan representados por la media = EE (*
P < 0.05 comparado con el testigo negativo, prueba Z de proporciones).
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Figura 8. Porcentaje de células con aberraciones cromosdmicas estructurales (ACE), con

brechas y sin brechas, inducidas por el acetato de talio(l). Los datos estan representados
por la media + EE (* P < 0.05 comparado con el grupo testigo, prueba de x?).
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Figura 9. Metafase a 1000X de células de médula 6sea de ratones hembras de la cepa
CD-1 no tratados (A), expuestos 24 h con acetato de talio(l) B-D) y expuestos 24 h con
ciclofosfamida (E y F). En A) cariotipo normal del ratén, en B) brecha cromatidica, en C)
rompimiento cromatidico, en D) minuta y fragmento, en E) metafase con mdultiples
aberraciones (rompimientos, intercambios), y en F) pulverizacion.

32



VII. Discusion

Los seres vivos estamos expuestos a la accion de numerosos agentes fisicos,
guimicos y bioldgicos potencialmente toxicos, los cuales pueden provocar diversos
efectos bioquimicos, genéticos, fisiolégicos que conducen a diversas patologias.
Los metales son un grupo importante de agentes capaces de interaccionar con los
organismos, las células, los componentes celulares y el material genético (Rojas et
al., 1999; Rodriguez-Arnaiz, 2003).

Los cambios que ocurren en la célula son importantes para la identificacion de
dafio que puede inducirse en cualquier sistema biologico (Schwarz y Watkins,
2008). Uno de los biomarcadores mas utilizados en los ensayos citogenéticos es
el IM, el cual da informacion relacionada con cambios en la division celular que
puedan ser provocados por xenobidticos (Clare y Clements, 2001). Dicho de otra
manera, el IM nos indica la proporcion de células que entran en mitosis (por
ejemplo metafase mitética), en relacion al total de células en mitosis e interfase
(Rojas et al., 1992; Mateos-Nava, 2012).

Los resultados obtenidos al administrar 4.62, 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg de acetato de
talio(l) a raton hembra CD-1, muestran que el talio reduce el IM en las células de
médula 6sea en todas las dosis. La médula 6sea es un tejido en constante
proliferacion por lo que cambios en el IM son indicadores de toxicidad sobre el
tejido y nos permite estimar la toxicidad sobre el organismo completo.
Generalmente la reduccion en el IM es el resultado de diversos efectos
metabdlicos y celulares, que por un lado, ocasionan que la célula retrase su ciclo
celular y por lo tanto requiera mas tiempo para completarlo, y por otro lado, los
dafios en las macromoléculas y los componentes celulares ocasionen que la
célula pierda su capacidad de proliferar (Clare y Clements, 2001; Rodriguez-
Mercado et al., 2010) e incluso desencadenar procesos de muerte, tal como

apoptosis y necrosis (Schwarz y Watkins, 2008).
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El mecanismo detallado por el cual el Tl ejerce su toxicidad no es claro, se sabe
que sus efectos toxicos son provocados principalmente por que el ion TI* no es
diferenciado por la célula de iones esenciales como el K*, debido a que su radio
i6nico es similar, 1.49 A y 1.33 A, respectivamente (Britten y Blank, 1968;
Maluszynski, 2009). Esta caracteristica en nuestro sistema posiblemente permite
al Tl que sea absorbido facilmente por las células de peritoneo, llegar al torrente
sanguineo, distribuirse a la médula Osea y otros tejidos, tal como se observo al
administrar el acetato de talio(l) y otros compuestos del metal via i.p. y oral en

distintos modelos murinos (EPA, 2009a).

Si bien los trabajos en sistemas in vivo con Tl son escasos, este efecto de
reduccion de IM se ha observado en estudios previos realizados en modelos in
vitro usando cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica expuestos con
acetato de talio(l), sulfato de talio(l) y cloruro de talio(lll) (Felipe-Reyes, 2011;
Hernandez-de la Cruz, 2011; Mosqueda-Tapia, 2012).

Algunos autores han reportado que el carbonato de talio(l) disminuye la
sobrevivencia en lineas celulares de células embrionarias de raton C57BL/6 y de
rata CBA a concentraciones de 10-100 uM (Zasukhina et al., 1983; PHG, 1999;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2013), ademas, en otros modelos in
vitro el talio disminuye la incorporacién del analogo de base timidina tritiada en el
ADN, lo cual indica que las células no entran en fase de S (Repetto y del Peso,
1998). Ambos eventos estan relacionados y si estos suceden en nuestro modelo in

vivo, podria explicar la disminucién de la proliferacion celular evaluada por el IM.

Dentro de los aspectos metabdlicos que afecta el Tl se encuentra la elevada
afinidad por los grupos sulfhidrilos de las proteinas, la interferencia con enzimas
como la piruvato deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa importantes
claves en la actividad mitocondrial (Nava-Ruiz y Méndez-Armenta, 2011), entre
otras moléculas que permiten que se mantenga la homeostasis celular y organica.

Asimismo el Tl puede reaccionar con el glutation provocando disminucién de la
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actividad antioxidante (Galvan-Arzate y Santamaria, 1998; Nava-Ruiz y Méndez-
Armenta 2011). Estos eventos puede ser los causantes en parte de los cambios
en la proliferaciébn que consecuentemente inducen toxicidad celular (Kili¢ y Kutlu,
2010).

Las variaciones observadas en el IM entre los organismos del mismo grupo se
deben a las variaciones interindividuales, factores intrinsecos de la cepa, tal como
el metabolismo y carga genética. Las diferencias entre los grupos no tratados en
relacion a los tratados con acetato de talio(l) se deben a los efectos provocados

por la administracion del quimico.

A pesar de que en este estudio no se observd efecto dosis dependiente, en los
grupos tratados con Tl de manera general se presentd disminucion del IM y en el
grupo al que se le administro una DLso el efecto citotoxico fue menos acentuado,
esto Ultimo en relacién a las dosis que le antecede. Este efecto puede deberse,
por un lado a que las células solo permiten que cierta cantidad del metal cruce al
citoplasma, y por otro, que el metabolismo de la célula desencadene procesos de
desintoxicacion y eliminacién de Tl, lo cual le permite a las células continuar con

su ciclo y dividirse.

El porcentaje de células con ACE es un buen indicador de genotoxicidad
(Hernandez-de la Cruz, 2011). El grupo tratado con 18.5 mg/Kg de acetato de
talio(l) mostro incremento estadistico en el porcentaje de células con aberraciones
sin incluir las brechas, mientras que, en las dosis de 9.25, 18.5 y 37 mg/Kg cuando
se toman en cuenta las brechas (P < 0.05). Las aberraciones cromosémicas
observadas con mayor frecuencia fueron de tipo cromatidico, tal como
rompimientos, deleciones y minutas. La frecuencia de aberraciones inducidas por
el talio es baja pero como se menciono es estadisticamente significativa, lo
anterior coloca al talio(l) como un agente con accion clastégena, es decir, capaz

de inducir rompimientos en los cromosomas.
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Al considerar las brechas (regiones no tefiidas conocidas como “acromaticas”) las
AC se incrementaron y se evidenciaron las diferencias estadisticas. A pesar de
qgue algunos autores consideran las brechas como posible marcador de dafio al
ADN, otros no las cuantifican porque mencionan que pueden ser posibles
artefactos de la técnica y su significado esta en discusion (Savage, 2004). En este
trabajo se decidio incluir estas lesiones debido a que varios metales incrementan
su frecuencia (Rodriguez-Arnaiz, 2003) y se menciona que la formacion de las
regiones acromaticas son verdaderas discontinuidades en los cromosomas
formadas por falta de material genético y que deben cuantificarse cuando se
realizan andlisis citogenéticos, ya que al omitirlas se podria perder informacién del
dafio cromosomico y de la genotoxicidad del agente quimico en cuestion (Savage,
2004; Rodriguez-Mercado et al., 2010), ademas en este estudio pueden ser un

buen biomarcador del dafio que induce el TI.

En relacién a los valores de las células con aberraciones estructurales del grupo
testigo, en la literatura se reporta porcentajes entre 0.5 + 0.60% a 2.65 + 2.26%
para raton hembra y macho, respectivamente (Loyola-Alvarez, 1998; Alvarez-
Barrera y Altamirano-Lozano, 1999). Los datos encontrados en este estudio, para
el grupo testigo, que fueron de 0.41 + 0.54%, estan dentro del valor esperado.
Esto confirma que el incremento de las ACE de los grupos tratados con acetato de
talio(l), son alteraciones importantes que contribuyen a la toxicidad del Tl sobre los

organismos.

En la literatura, los estudios de genotoxicidad del talio empleando sistemas
biolégicos de prueba son escasos y contradictorios (Léonard y Gerber, 1997;
Cvjetko et al., 2010). Por una parte, no encuentran efectos significativos y por otro
se reportan efectos positivos. Por ejemplo, el cloruro de talio(lll) no induce ICH en
células de médula 6sea de hamster tratados por 24 horas (PHG, 1999), ni
tampoco ICH o ACE en cultivos de linfocitos de una persona intoxicada con 200
mg de un veneno que contenia sulfato de talio(l), pero si MN con prueba de

centrémero (Hantson et al.,1997).
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Otras pruebas muestran efectos importantes. El carbonato de talio(l) induce
rompimientos en el ADN en células embrionarias de raton C57BL/6 y de rata CBA
(Zasukhina et al. 1983; PHG, 1999), efecto que también se ha observado en
células de plantas expuestas al acetato de talio(l) (Babi¢ et al., 2009). Algunos
estudios efectuados en laboratorio donde se realiz6 el presente estudio, usando el
modelo in vitro de células de sangre periférica de humano, se encontré0 que
acetato de talio(l) induce dafio primario al ADN, ademas este compuesto y otras
férmulas quimicas (sulfato de talio(l) y cloruro de talio(lll)) incrementan la
frecuencia de células con ACE (incluyendo y excluyendo brechas) (Felipe-Reyes,
2011; Hernandez-de la Cruz, 2011; Mosqueda-Tapia, 2012). Estos resultados
junto con los del presente estudio, confirman que el talio(l) induce genotoxicidad in
vitro e in vivo. Dicha genotoxicidad en ambos sistemas es muy similar, es decir,

incrementan ligeramente la frecuencia de ACE.

Se ha propuesto que el dafio al ADN puede originarse por las radicales libres, los
cuales se generan por fuentes enddgenas, como los procesos fisiolégicos
normales dentro de los cuales se encuentra la respiracién, o por fuentes exdégenas
como las interacciones con xenobidticos tales como los metales (Rodriguez-
Arnaiz, 2003). Cuando el mecanismo de control antioxidante es rebasado por las
especies reactivas, el potencial redox de la célula cambia a un estado de estrés,
incrementando el potencial de dafio hacia las biomoléculas tales como el ADN, los
lipidos y las proteinas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Mateos-
Nava, 2012).

Varios metales, incluyendo el cadmio, el arsénico y el vanadio, son genotoxicos,
debido a que pueden inducir rompimientos de cadena sencilla y doble en el ADN
(Rodriguez-Mercado et al., 2010), lesiones que son consideradas importantes en
la etiologia de las ACE (Natarajan, 2002), y que ademas estos metales pueden
inducir (Rodriguez-Arnaiz, 2003). En este estudio no se evalud la respuesta

antioxidante ni especies reactivas de oxigeno, sin embargo, si estos procesos
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estan alterados por el tratamiento con talio en los ratones, podria disminuir los
niveles de glutatién, favorecer la formacion de oxigeno reactivo y otros tipos de
radicales que podrian reaccionar con la molécula de ADN provocandole dafio

primario y finalmente lesiones en los cromosomas.

38



VIII. Conclusiones y comentarios finales

e El acetato de talio(l) reduce significativamente el IM en todas las dosis
administradas sin un efecto dosis respuesta.

e El acetato de talio(l) incrementa de manera débil pero significativa las ACE en el
grupo de 18.5 mg/kg sin considerar las brechas, y en los grupos de 9.25, 185y
37 mg/kg cuando se todas las ACE incluyendo las brechas.

e Los resultados anteriores demuestran que el acetato de talio(l) interfiere con el
proceso normal de division celular e induce ACE, lo cual lo coloca como un

agente citotoxico y genotoxico, con actividad clastogena.
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