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Saul Ramirez Duran

RESUMEN

El talio (TI) es un metal pesado, no esencial, que por sus amplios usos y liberacion
al ambiente se considera contaminante. Cuenta con dos estados de oxidacién, el
TI*y TI3*, ambos toxicos para los seres vivos. El TI* por similitudes con el ion potasio
(K*), puede mimetizar algunas de sus funciones en los organismos, sin embargo,
aun no se tienen del todo descritos los mecanismos por los cuales ejerce efectos a
nivel celular y sobre el ADN. Por lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo
estimar el dafo inducido al ADN por acetato de talio(l) en concentraciones de 1, 10
y 100 ug/mL, sobre leucocitos humanos de sangre periférica y determinar la
capacidad de reparacion de las células mediante una cinética, utilizando para ello

la técnica de electroforesis unicelular en gel (EUG).

Se aislaron leucocitos humanos a partir de muestras de sangre periférica. Se
hicieron microcultivos en tubos eppendorf, los que contenian medio de cultivo y las
concentraciones de acetato de talio(l). Los tratamientos con el compuesto de Tl se
dieron por 1 h, al término se evaluo la viabilidad celular y se elaboraron las
preparaciones para evaluar el dafio y la cinética de reparacion al ADN con la técnica
de EUG:

a) Por un lado se realizé la metodologia a pH > 13, con la cual se pueden
evaluar los rompimientos en el ADN de cadena sencilla, sitios labiles al alcali,
entre otro tipo de lesiones, asi como el tiempo requerido para reparar este
dafo a través de una cinética de reparacion. La cinética se realizé tomando
como tiempos de recuperacion 0, 0.5, 1, 3y 24 h.

b) Por otra parte se realiz6 la metodologia a pH 9, con la cual se pueden revelar

los rompimientos de cadena doble.

Los resultados obtenidos muestran que este metal disminuye la viabilidad celular en
la concentracion de 100 pyg/mL e incrementa significativamente el dafio al ADN de
cadena sencilla de manera dependiente de la concentracion; sin embargo, no se

observa capacidad de inducir rupturas de cadena doble.
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En relacion a la cinética de reparacion, las concentraciones presentan tendencia a
disminuir la cantidad de material dafiado, pero, en ninguna de las concentraciones
la recuperacion se asemeja a los valores obtenidos en las células sin tratamiento.
En conclusion, se observa que el acetato de talio(l) es capaz de inducir dafio al ADN

e intervenir con la reparacion del material genético.
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INTRODUCCION

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza terrestre en
concentraciones bajas, pero debido a la actividad humana se ha incrementado
considerablemente en las ultimas décadas, principalmente por el uso en las
industrias y la fabricacion de diversos productos de uso cotidiano, lo que ha
ocasionado que varios de estos sean considerados contaminantes ambientales.
Algunos de estos elementos son clasificados como peligrosos por su elevada
toxicidad, tal es el caso del berilio, cadmio, cromo, mercurio, plomo, telurio, talio y
vanadio, entre otros (Zierold 2000, Ibrahim et al 2006).

Diversos metales forman parte esencial para la vida y otros no son esenciales pero
también resultan en alguna manera benéficos en bajas concentraciones, sin
embargo cuando estas se incrementan, resultan toxicos y constituyen un factor de

riesgo para la salud (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Dentro de los no esenciales y clasificados como peligrosos para el ser humano y las
distintas formas de vida se encuentra el talio (Tl). Varios autores lo consideran como
el mas toxico para los seres humanos, sobrepasando al mercurio, plomo o cadmio.
Estos ultimos han sido ampliamente estudiados y se conoce varios aspectos sobre
su mecanismo de accion (Palus et al 2003, Peter y Viraraghavan 2005, Crespo-
Lopez et al 2009), sin embargo se ha descrito poco acerca de los efectos que TI

ocasiona (Wang et al 2013).

Su uso ha sido restringido, pero se sigue utilizando en la elaboracion de piezas
electronicas y en medicina nuclear (Tatsi y Turner 2014). No obstante, se tiene
informacion de su presencia en productos, como venenos, insecticidas y
rodenticidas, entre otros pesticidas (Nriagu 1998, Peter y Viraraghavan 2005),
ademas de aguas contaminadas o residuales que se emplean para el riego de
cultivos (Wang et al 2013).

Los compuestos de Tl, en su mayoria sales, son muy solubles en agua, lo cual,
incrementa su biodisponibilidad asi como la posibilidad de absorciéon y acumulacién

en los organismos y en las cadenas tréficas (Peter y Viraraghavan 2005). Debido a

e
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su disposicion ya sea de manera natural o provocada, los metales como el Tl han
sido de interés para diversas investigaciones, donde se ha tratado de entender la
forma de actuar sobre los organismos, sus efectos, toxicidad, el nivel en el que estos
actuan ya sea como citotoxicos, genotoxicos, teratbgenos o cancerigenos. También
se han estudiado las concentraciones en las que estos llegan a causar dichos
efectos. De alguna forma se han conseguido grandes avances, pero aun no son del

todo concluyentes.

Una de las metodologias utilizada para el estudio de los efectos que los metales
ejercen sobre los organismos y en especial sobre el material genético de las células
es la electroforesis unicelular en gel (EUG); con la cual es posible analizar el dano
inducido por xenobidticos, tales como los compuestos metalicos; ademas, ofrece
una gran ventaja, ya que puede ser utilizada para realizar la evaluacion de una
cinética de reparacion, con la que se puede determinar si el dafio ocasionado es
reparado, ademas de que es rapida, sencilla y muy sensible (Singh et al 1988, Tice
et al 1990, Rojas et al 1999).

UNAM 4 AGOSTO 2015



Saul Ramirez Duran

MARCO TEORICO
Talio

El Tl fue descubierto por Sir William Crookes en 1861; es un metal que se encuentra
ampliamente distribuido de manera natural, en concentraciones muy bajas, sin
embargo, las actividades humanas han provocado que los niveles en el ambiente
se incrementen. Es considerado por diversos autores como uno de los metales mas
téxicos para los seres vivos, pero que al mismo tiempo aun no se conoce por

completo el mecanismo por el que produce dafio.
Propiedades y usos

El Tl tiene peso atomico de 204.383, numero atémico de 81, densidad de 11.83
g/cm3, que forma parte junto con el galio e indio de la familia Il A de la tabla
periodica. Presenta un color de blanco azulado a gris. Sus compuestos se pueden
encontrar en los estados de oxidacion |y Il (TI* y TI**, respectivamente); donde la
forma | (TI*) presenta mejor estabilidad que la forma Il (TI**) (Léonard y Gerber
1997, EPA 2009, Cvjetko et al 2010); En la mayoria de sus formas quimicas el Tl es
soluble, esta propiedad le confiere quedar biodisponible en los ecosistemas cuando

es liberado al ambiente (Reza et al 2011).

Se conocen gran cantidad de compuestos derivados del Tl; en el Cuadro | se
muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos mas
utilizados en las industrias y que son de interés por sus efectos dafinos. En seguida

se mencionan algunos de sus usos.

Se tiene registrado que en varios paises de América, Asia y Europa el Tl fue
ampliamente utilizado desde su descubrimiento. Por ejemplo el sulfato de talio(l) ha
sido empleado como rodenticida y en tratamientos de fibras textiles; el cloruro de
talio(l) es requerido como catalizador en la cloracion (Mercadal y Desoille 1993),
otros compuestos son utilizados en insecticidas y en diversos productos como
aleaciones, joyeria de imitacidén, pigmentos, colorantes, cristales, aparatos
eléctricos y electronicos, semiconductores, sistemas opticos, termémetros de baja
temperatura y en cables de fibra de vidrio (Léonard y Gerber 1997, Nriagu 1998).

e
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En medicina el isotopo 2°'T| se emplea para obtener imagenes del miocardio, otros
compuestos a base de TI, en los que se encuentra el acetato de talio(l), se han
utilizado en tratamientos terapéuticos contra la sifilis, gonorrea y tuberculosis
(Léonard y Gerber 1997, Nriagu 1998, Martinez-Hernandez 2000).

En particular el acetato de talio(l), clasificado con el numero CAS 563-68-8 y formula
quimica CHsCOOQOTI (Figura 1), forma cristales blancos inodoros, posee una
densidad de 3.68 g/cm3, su peso molecular es de 264.4098 g/mol, tiene un punto
de fusion de 129°C, es muy soluble en agua, pero insoluble en acetona y es utilizado
como compuesto para la medicacion, también en la fabricacidn de compuestos
depilatorios (Kazantzis, 1986, Mercadal y Desoille 1993). Su forma de exposicidon
puede ser inhalada o cutanea, provocando intoxicacion y produciendo dafio en el
sistema nervioso, perdida de la vista, dolores de cabeza, fatiga, debilidad, confusion,

convulsiones, coma y en casos severos la muerte (NJDHSS 2000).

O

M

H3C™  OTI

Figura 1. Estructura quimica del acetato de talio (CHsCOOT]I) en estado
sélido (tomado de http://www.sigmaaldrich.com).

El Tl se encuentra presente de manera natural en el ambiente en concentraciones
bajas; pero el incremento ocasionado por las actividades humanas, provocan una
contaminacion con este metal; la cual pone en peligro el medio ambiente y provoca
que la salud humana se ponga en riesgo, ya que el compuesto puede entrar en
contacto con vegetales, frutas y animales de granjas (Kazantzis 2000),

indispensables para el consumo de las poblaciones cercanas.

En el aire, el Tl se encuentra presente de manera natural en bajas concentraciones,

alrededor de 1 ng/m3. En agua potable se encuentran concentraciones de 1 pg/L,
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en tanto que en suelo oscila de 0.1 a 1.7 mg/kg, exceptuando algunos suelos
cercanos a minas que llegan a presentar altos niveles de hasta 1000 mg/kg (OEHHA
1999, Kazantzis 2000, Peter y Viraraghavan 2005, Cvjetko et al 2010).

No se tiene conocimiento de su necesidad en algun proceso biolégico y mucho
menos se le ha relacionado con valor esencial para la vida, por el contrario, se
encuentra considerado como uno de los metales pesados extremadamente
peligrosos, que pueden competir con cationes metalicos esenciales (IPCS 1996,
Nriagu 1998). Es considerado por la agencia de Proteccion al Ambiente de los
Estados Unidos de América (EPA 2009) y por otras agencias mundiales (IPCS 1996,
USCHPPM 2007), como un metal pesado, contaminante ambiental y ocupacional,

del cual se conocen poco de sus efectos tdxicos a nivel celular y genético.
Funcién biologica, metabolismo y toxicidad

El Tl tiene afinidad por los grupos amino, imino y sulfhidrilo de centros activos de
las enzimas, ademas los iones TI* muestran similitudes con el ion potasio (K*)
situacion que compromete varios procesos celulares y que han explicado parte de
la toxicidad de este metal (Britten y Blank 1968, Barrera y Gomez-Puyou 1975,
Léonard y Gerber 1997, Nriagu 1998, Viraraghavan y Srinivasan 2011, Lépez-Antén
et al 2013).

Algunos autores lo han considerado peligroso y elevadamente téxico para los
mamiferos, incluso su toxicidad se ha comparado con la del mercurio, cadmio y
plomo (Peter y Viraraghavan 2005, Pavlickova et al 2006), lo que se le atribuye a la
propiedad de ser absorbido por completo y rapidamente, sin importar la via de
administracién, ademas se siguen reportando casos de envenenamiento accidental,
ocupacional, deliberado y terapéutico (Nriagu 1998, HRAOEL 2002, Saha 2005). El
envenenamiento por Tl se manifiesta por sintomas agudos neurolégicos, digestivos
y dermatoldégicos acompafados por alopecia, las primeras sefiales son dentro de
los dias 1 y 3 después de la absorcién y se presentan por nausea, vomito y en
ocasiones por un severo dolor abdominal. Con dosis masivas de un poco mas de 2

g, los sintomas progresan rapidamente a shock cardiovascular, coma e incluso la
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muerte dentro de las 24 h (Tromme et al 1998), también existen sintomas como la
polineuritis, desorden visual y reflejos anormales, pero no se ha definido un sintoma
que pueda ser considerado como el precursor inicial (Brockhaus et al 1981), ademas
de considerar que la severidad de los sintomas depende del tiempo de exposicion,

la forma de absorcién, la edad y la susceptibilidad individual (Repetto et al 1998).

Como se mencioné anteriormente, no importa la ruta de contacto, la absorcién del
Tl se lleva a cabo de forma muy rapida (de 80 a 100%), por contacto con la piel, por
medio de las mucosas en la boca, pulmon y tracto digestivo, tiene la capacidad de
acumularse en rifiones, musculos, algunas areas del cerebro y testiculos (Xiao et al
2012). Derivado a esto, en la primera hora después de la exposicion en personas y
animales de experimentacion se puede encontrar residuos del metal en la orina.
También se conoce que una vez absorbido el Tl, una parte es retenida por los
eritrocitos de la sangre y el resto es distribuido a los demas tejidos del cuerpo
(Kazantzis 1986, Repetto et al 1998).

Estudios con hepatocitos de rata expuestos a TI(I) y TI(lll) demostraron tener efectos
citotdxicos, estos asociados con la formacion de especies reactivas de oxigeno,
peroxidacion lipidica, al potencial colapso de la membrana mitocondrial, la
activaciéon de la cascada de caspasas y a una protedlisis celular (Pourahmad et al
2010).

Exposicién

La fuente principal de emisién de Tl al ambiente, son los procesos de extraccion de
minerales, ademas de ser residuos de fabricas cementeras y de plantas que utilizan
carbon como fuente de energia (Kazantzis 1986, Lopez-Antdn et al 2013,
Karbowska et al 2014). La exposicidn puede provenir del aire, agua y comida; sin
embargo, los niveles en aire y agua son muy bajos. En otro sentido pequeias
cantidades son liberados en el aire proveniente de las fabricas; de donde puede
precipitarse sobre jardines o campos de cultivo entrando en contacto con los
mismos y ser absorbido por medio de las raices (Dolgner et al 1983, Peter y
Viraraghavan 2005, Pavlickova et al 2006 Karbowska et al 2014).
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Los sintomas producidos por esta intoxicacion a menudo se confunden con otros
padecimientos, por lo tanto no se les da el tratamiento adecuado a las personas
envenenadas, presentandose secuelas neurolégicas que en algunos casos
conducen a la muerte (Tromme et al 1998, Martinez-Hernandez 2000, Lopez-Antdn
et al 2013).

Teratogénesis, carcinogénesis y mutagénesis

Los efectos teratogénicos inducidos por el Tl, demuestran tener influencia sobre el
desarrollo fetal en aves y roedores, donde se observdé aumento de malformaciones
y reduccién del peso (Gregotti y Faustman 1998). Para humanos los casos
estudiados de envenenamiento no se mostraron tener algun tipo de malformaciones
y solo en dosis extremadamente altas los efectos que produjeron fueron abortos,
distrofias, caida de cabello, disminucion de peso y algunas anormalidades en dedos
y ufias (Dolgner et al 1983, Léonard y Gerber 1997, Nriagu 1998, HRAOEL 2002).

Los escasos estudios realizados para conocer los efectos carcindgenos no son
concluyentes tanto en humanos como en animales. Por el contrario, en
experimentos realizados con tricloruro de talio(lll) muestran tener propiedades
relacionadas con la actividad anti-tumoral (Hart y Adamson 1971, Leonard y Gerber
1997, Nriagu 1998).

Investigaciones realizadas para corroborar la genotoxicidad del TI, no han podido
validar sus efectos (Léonard y Gerber 1997, Gregotti et al 1992, Nriagu 1998). Sin
embargo, para obtener resultados que ayuden a comprender los efectos que el Tly
algunos de sus compuestos induzcan, actualmente dentro de la Unidad de
Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (FES Zaragoza) se realizan
estudios in vivo e in vitro con sales de Tl, para conocer mas acerca de los efectos
que ocasiona, por ejemplo: el cdmo se ve afectada la segregacion de cromosomas
durante la division celular, como produce aberraciones cromosdmicas estructurales,

intercambio de cromatidas hermanas y dafo al ADN, por mencionar algunos.

Ademas se ha observado que el acetato de talio(l) induce una variacion de la

respuesta antioxidante por disminucién del contenido de ascorbato y afectando a la

e
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actividad de enzimas antioxidantes, esto en la planta Lemna minor, expuesta a este
compuesto; también se observé que a pesar de la activacion de la respuesta
antioxidante en un corto tiempo de exposicion, en concentraciones altas de acetato
de talio(l), incrementan los niveles de perdxido de hidrégeno e induce dafo oxidante
en lipidos, proteinas y ADN; de lo anterior se desprende que el mecanismo de
generacion de radicales libres es la forma principal en que actua el Tl para ejercer

su toxicidad en plantas (Babi¢ et al 2009).
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Darfio y reparacion del ADN

El proceso biolégico de la reproduccién requiere la transmision fiel de la informacion
genética de padres a hijos; aqui lo esencial es la replicacion exacta del ADN
genomico para la vida, en donde, las células han desarrollado mecanismos para
corregir los errores al que algunas veces se generan durante la replicacién del ADN
y para reparar los danos que puedan surgir por la accion de algunos agentes
ambientales, los cuales podrian causar irregularidades y por consiguiente fallas con

consecuencias desastrosas (Cooper y Hausman 2008).

La replicacion del ADN es un proceso semiconservativo, ya que cada hebra parental
sirve como molde para la sintesis de una nueva hebra hija complementaria. La
enzima principal implicada en este proceso es la ADN polimerasa, se encarga de
catalizar la unidn de los desoxirribonucleotidos 5°-trifosfatos para formar la cadena
de ADN de nueva sintesis; sin embargo estan involucrados otras proteinas, y son
necesarios mecanismos de lectura para asegurar que la exactitud en la replicacion
se encuentra con la baja frecuencia de errores que se permiten en la reproduccién
celular (Alberts et al 2008, Cooper y Hausman 2008).

Los cambios en la estructura del genoma celular tiene mucha trascendencia; las
mutaciones pueden surgir de la incorporacion de bases incorrectas durante la
replicacion del ADN, también se producen diversos cambios espontaneos, o por
resultado de la exposicidn a agentes quimicos o radiacidon. Estos dafios en el ADN
pueden bloquear la replicacion y para mantener la integridad de sus genomas, las
células han desarrollado mecanismos de reparacién de ADN (Cooper y Hausman
2008).

Los diferentes tipos de dafo en el material genético pueden ser producidos por una
gran variedad de factores, entre estos se encuentran: la acumulacion de estrés
ocasionado por la accién continua de genotéxicos enddégenos o exdgenos (Vaish
2007), la radiacion ionizante, radiacién no ionizante, pero algunos otros pueden ser
productos de errores en la replicacion o en la reparacidon del ADN; los cuales pueden

producir rupturas de cadena sencilla, cadena doble, entrecruzamientos entre ADN-
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ADN o entre ADN-proteinas y la adicién de un quimico produce aductos con las

bases del ADN, entre otros (Preston y Hoffman 2008).

El dafio al ADN es un evento muy comun en la vida de una célula, ademas de ser
base fundamental para la evolucion, pero se ha comprobado que una inadecuada
reparacion puede dar lugar a mutaciones, muerte celular, muerte del tejido u 6rgano
involucrado, proliferacion descontrolada e incluso cancer (Valencia-Gonzalez 2012).
La inestabilidad gendmica es una caracteristica persistente en células tumorales y
que se puede combinar con los efectos de ADN dafiado, defectos en la reparacion
de ADN, ademas de no detener a la célula durante su ciclo antes de que sea capaz

de transmitir el dafio del material genético a las células hijas (Lord y Ashworth 2012).

Entre las respuestas que las células incluyen para reparar dafios en su material
genético se encuentran la activacion de puntos de control de dafio, lo que detiene
la progresion en el ciclo celular con el fin de permitir reparar los danos y evitar su
transmision a las nuevas células; la restauracion conserva la integridad del ADN y
la apoptosis como mecanismo de eliminacién de las células seriamente dafadas
(Lord y Ashworth 2012).

Algunos quimicos pueden producir dafos tanto directamente, reaccionando con el
ADN, como un aducto; o indirectamente, como una intercalacion entre pares de
bases; algunos otros dafos producidos por esos compuestos se observan como la
alquilacion de bases, las cuales pueden a su vez estimular a la perdida de bases
dentro de las cadenas ADN formando asi sitios llamados comiunmente sitios AP, los
cuales pueden ser apurinicos o apirimidicos; puede también observarse, que una
inadecuada reorganizacion después de una ruptura de ADN formando una ruptura
de cadena doble, puede ocasionar una mutacién y tal vez un reacomodo de manera
estructural en el genoma (Lord y Ashworth 2012). Estos agentes exdgenos aunados
a los enddgenos son causantes de esos tipos de dafio sobre el ADN, pero también

pueden ocurrir de manera espontanea.
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Mecanismos de reparacion del ADN

El mantenimiento de la integridad del genoma y del funcionamiento normal de las
células, como ya se menciond, son el papel fundamental de los diferentes
mecanismos de reparacion del ADN los que proveen una robusta defensa a la
célula; asi como también, estos procesos son de gran impacto en la disminucion de
los cambios e incrementos de células transformadas por alteraciones en su
expresion génica (Vaish 2007, Diaz y Dominguez 2010). Es aqui donde la célula se
enfrenta a un gran problema; es decidir como solucionar el dafio presente en el
ADN, si el dafo ocasionado es extenso puede experimentar la muerte celular
programada; o de lo contrario, las células pueden activar la gran bateria de

mecanismos de reparacion regresando el ADN a su “estado libre de dafo”.

Los mecanismos de reparacién se rigen en su mayoria en principios basicos, el
reconocimiento del dafio ocasionado, retirar el fragmento danado, la reparacion y
por ultimo ligar la reparacién con el material original; pero para que todos estos
pasos se cumplan, las células generan una gran modificacion en complejos de

proteinas necesarias para localizar, iniciar y concluir con los procesos.

Algunas de las caracteristicas generales de estos mecanismos son:

Reparacion por escision de bases. Es uno de los principales mecanismos, actua
para remover las bases danadas de la cadena de ADN, las cuales son remplazadas
por sintesis de ADN nuevo (Lord y Ashworth 2012). Este proceso es catalizado por
la ADN glicosilasa, formando asi un sitio apirimidico o apurinico; estos sitios son
reparados por la ADN endonucleasa, que rompe los puntos adyacentes a los sitios
AP. La desoxirribosa restante por tanto se elimina, y el espacio resultante es
rellenado por la ADN polimerasa y unido por un ADN ligasa (Preston y Hoffman
2008).

Reparacion por escision de nucleétidos. Este mecanismo proporciona a la célula
la capacidad de eliminar las lesiones voluminosas de ADN; utiliza cerca de 30
proteinas para quitar un oligonucleétido, que contenga dafos del ADN. Esta se

e
UNAM 14 AGOSTO 2015



Saul Ramirez Duran

considera de vital importancia por tener un vinculo con la transcripcion de posibles
genes activos, de aqui que la célula enfatice la rapida reparacién de estos y asi
mantener la integridad del mismo proceso de transcripcion (Vaish 2007, Preston y
Hoffman 2008).

Por ejemplo, cuando la lesion se encuentra en el sitio de un gen activo dentro de la
cadena en transcripcion, el ADN polimerasa se detiene, lo que inicia un complejo de
sefales para reclutar al mecanismo de reparacién por escision de nucleétidos,
donde un complejo resulta de vital importancia, el factor de transcripcién basal, lo
que a su vez proporciona especificidad a las incisiones de la cadena de ADN que
son necesarias para quitar el nucleétido dafado, después el espacio vacio es
llenado por una polimerasa, para posteriormente ser unidos por la ADN ligasa para

completar el ciclo (Preston y Hoffman 2008).

Reparacion por recombinacion. La presencia de cromosomas fragmentados en
la célula compromete seriamente la supervivencia, ya que de no ser detectado en
cualquier fase del ciclo celular puede inducir muerte celular programada. La célula
desarroll6 mecanismos de reparacion que involucran arreglos especificos los cuales
permitan la recuperacion del material genético a nivel de reparacion de la cadena
doble del ADN, estos sistemas son: la recombinacién homologa y la recombinacion
no-homologa (Vaish 2007, Preston y Hoffman 2008).

e Recombinacion homadloga. Es un mecanismo de reparacion de rupturas en
cadena doble. Consiste en invadir la hebra de la cadena intacta por la cola
de su cadena complementaria rota, al sintetizar ADN se forma una union
llamada “Holliday”, seguida de una separacion y posterior union, con esto

regresar las cadenas completas e intactas (Preston y Hoffman 2008)

e Recombinacion no-homologa. El ensamblaje de uniones no-homologas se
basa en realizar la reparacion en las cadenas de ADN sin tener una hebra

molde que sirva para reorganizar el material genético y solo lo organiza
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teniendo pequefas similitudes entre los fragmentos; aunque aun no se
conocen todos los procesos que influyen en este tipo de reparacion de las
células, sin embargo, este mecanismo tiende a provocar errores al modificar
la informaciéon al momento de la reorganizacién (Vaish 2007, Preston y
Hoffman 2008).

Asi como los mecanismos de reparaciéon son activados por diferentes factores para
interactuar con el material genético, el dafo y los mecanismos para eliminar los
errores acumulados (Figura 2); existen también diversos tipos de errores o fallas
dentro de los mismos mecanismos de reparacion los cuales como consecuencia
ocasionan una gran cantidad de problemas dentro de las células, asi como
patologias para el organismo, ejemplo de esto, es la proliferacion desmedida y
transformacién de las células madre, en células tumorales (Vaish 2007, Valencia-
Gonzalez 2012).
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Figura 2. Dafio al ADN inducido por agentes fisicos y quimicos, ademas de los
diferentes mecanismos por los que se pueden reparar (tomado y modificado de
Preston y Hoffman 2008).

Marcadores de Dafio al material genético

Dentro de los marcadores bioldgicos mas utilizados para evaluar efectos
mutagénicos, clastégenos y de dafio al ADN se encuentran el analisis de
intercambio de cromatidas hermanas (ICH), aberraciones cromosémicas (AC) tanto
numéricas como estructurales, la hibridacién de fluorescencia in situ (FISH), el
método de micronucleos (MN), el analisis de aductos en proteinas, mutaciones en
el gen hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) y dafio en el ADN como
aductos, entrecruzamientos, rupturas de cadenas, sitios alcalino labiles (Albertini et

al 2000), o bien cambios en la fidelidad de la sintesis de ADN o alteraciones en la
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reparacion del material genético (Tice et al 1990, Rojas et al 1999, Cavallo y Ursini
2007, Rodriguez-Mercado et al 2011). En donde los modelos de células en cultivo,
son también muy recurridos por presentar ciertas ventajas como lo es obtener
resultados en corto tiempo de agentes quimicos con posible actividad genotdxica
(Florin-Ramirez 2005).

Ensayo cometa

La electroforesis unicelular en gel a condiciones alcalinas o “ensayo cometa”, es
una metodologia con la que se puede evaluar el dafio al ADN, tanto en sistemas in
vitro como in vivo. La técnica fue descubierta por primera vez por Ostling y Johanson
en 1984 y se basa en detectar y cuantificar rupturas de cadena sencilla en células
independientes, embebidas en agarosa, lisadas y posteriormente sometidas a una
electroforesis en condiciones alcalinas; tefidas con yoduro de propidio vy
observadas usando imagenes fluorescentes y en el caso de dafio una migracion de
ADN (revisado en Olive y Banath 1993).

Puede realizarse una gran variedad de células que se encuentren en proliferacion
o también quiescentes (fase Go). Ademas de ser utilizado como biomarcador en
medicina, biologia, patologia, en monitoreo ambiental y ocupacional; y
especialmente como un indicador de eventos moleculares-celulares en los sistemas
bioldgicos, ya que puede encontrarse la relaciéon entre el riesgo ambiental y los
efectos en la salud humana. Estos biomarcadores reflejan la exposicion a
genotéxicos en particular el dafio al ADN vy la reparacion del mismo (Rojas et al
1999, Dusinska y Collins 2008, Collins 2009).

La técnica es relativamente rapida, simple y altamente sensible. Consiste en
desnaturalizar al ADN en medio alcalino, donde al someterlo a la electroforesis el
material fragmentado se desplaza desde el nucleo hacia el anodo bajo la corriente
del campo eléctrico, adoptando la forma de cometa, con su cabeza y su estela. El
desplazamiento que puede ser medido con la escala ocular adaptada al microscopio
o bien con el analizador de imagenes (Singh et al 1988, Tice et al 1990 y 2000).

Puede analizarse visualmente, asignando a los comentas una categoria, de 0 a 4,
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dependiendo de la longitud de migracién del ADN o de la intensidad de la estela en
un analisis de la imagen mediante un programa disefiado para tal accion (Figura 3);
con un minimo de 100 células a analizar por muestra, por concentracién (Dusinska
y Collins 2008).

Es capaz de identificar dafio sobre el ADN que pueda ser inducido por agentes
quimicos incluyendo intercalantes, alquilantes y oxidantes. Se ha reportado que los
rompimientos de cadena pueden ser producidos por la interaccion directa o indirecta
de compuestos quimicos con el ADN, los cuales son capaces de producir toxicidad
en el genoma. Se conoce ademas, que los iones metalicos inducen lesiones tales
como rompimientos de cadena sencilla y doble, sitios apurinicos o apirimidicos
(sitios sensibles al alcali), entrecruzamientos ADN-ADN, ADN-proteinas vy
modificaciones en las bases, pero también la fragmentaciéon de la cadena de ADN
que ocurre en el curso de reparacion de las lesiones (Rojas et al 1999, Cavallo y
Ursini 2007, Dusinska y Collins 2008).

Desde en el punto de vista mas objetivo al relajar el ADN y someterlo a electroforesis
es posible detectar diferentes tipos de lesiones; por ejemplo, al someter el ADN a
electroforesis con pH 7.8 a 10 se facilita la deteccion de fragmentos de doble
cadena; mientras que al someterlos a pH mayor a 12.6 se logran expresar sitios
alcalinos labiles ademas de las lesiones en cadena sencilla y reparaciones

incompletas (Miyamae et al 1997).

Gracias a las caracteristicas que posee la electroforesis unicelular en gel se ha
usado para evaluar la capacidad de cualquier célula de reparar el ADN dafado
incluyendo rupturas de cadena sencilla y cadena doble, segun la version que sea
utilizada. Ademas, de tomar en cuenta que la reparacién en células normales puede
ocurrir dentro de los primeros 15 minutos y completar alrededor de los 60 o 120

minutos después de ocurrido el dafio (Tice et al 1990, Rojas et al 1999).

Entre las ventajas que esta técnica posee, se encuentra que pueden colectar datos
a nivel de células individuales, se requieren numeros pequeios de muestra, puede

ser usada en cualquier tipo celular, los datos se pueden recolectar en tiempos
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cortos, se puede evaluar datos de ADN dafiado en células que no se encuentran en

proliferacion, por mencionar algunas (Rojas et al 1999).

Nucleo con
migracion de ADN

Nducleo sin dafio

Figura 3. Fotografia de nucleos de linfocitos con dafio y linfocitos sin dafio.
(Tomada al microscopio de fluorescencia con aumento de 40x).
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JUSTIFICACION

El aumento en las concentraciones del Tl y sus compuestos, asi como la toxicidad
que estos ejercen sobre el humano y los organismos se encuentra bien
documentada. Diversos autores lo describen como un agente capaz de producir
diversas alteraciones, ingresando al organismo por los mismos mecanismos
mediante los cuales entran cationes esenciales como el sodio y potasio, lo que le
facilita al Tl la interaccidn con biomoléculas y de esta manera producir cambios en
procesos celulares; sin embargo a pesar de eso, los estudios que evaluan sus

efectos a nivel genético aun son escasos y sus resultados son poco concluyentes.

De lo anterior surge la necesidad de estudiar cdmo es que el talio(l) ocasiona dafio
al ADN en un modelo in vitro, como lo son los leucocitos humanos, asi mismo,

conocer la capacidad de las células para reparar este dafio.
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HIPOTESIS

La toxicidad del Tl y sus compuestos es ampliamente reconocida, algunos autores
ponen al Tl como un agente inductor de dafio genético. Por lo que si se exponen in
vitro leucocitos humanos aislados de sangre periférica a talio(l) se detectaran
diferentes tipos de lesiones en el ADN, las cuales se espera sea reparadas por las

células.
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OBJETIVOS

General

» Estimar el dafo al ADN inducido por el acetato de talio(l) en
concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL, sobre leucocitos humanos de
sangre periférica y determinar la capacidad de reparacién de las células

mediante una cinética de reparacion.

Particulares

» Aislar leucocitos humanos de sangre periférica, determinar su densidad
por mL y realizar los tratamientos con las diferentes concentraciones de

acetato de talio(l).

» Determinar la viabilidad de las células no tratadas y tratadas con acetato
de talio(l).

» Valorar la capacidad del acetato de talio(l) de inducir rupturas de cadena
sencilla sobre el ADN utilizando electroforesis unicelular en gel a pH >
13.

» Determinar mediante la cinética de reparacion la capacidad de las células

de recuperarse del dafio al ADN inducido por el acetato de talio(l).

» Estimar la capacidad del acetato de talio(l) de inducir rupturas de cadena

doble sobre el ADN utilizando electroforesis unicelular en gel a pH 9.

» Realizar una comparacion sobre la induccién de rupturas de cadena
sencilla vs cadena doble, producidas por el acetato de talio(l) en las

diferentes concentraciones.

UNAM
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MATERIAL Y METODOS
Aislamiento y tratamientos de leucocitos

Se extrajo sangre periférica por venopuncion con una jeringa heparinizada, de dos
donadores no fumadores y sin antecedentes recientes de exposicién a farmacos;
en tubos conicos se colocaron 4 mL de sangre con 3 mL de amortiguador fosfato
salino, vertiendo la mezcla en tubos con 4 mL de solucién polisucrosa (Histopaque
1077, Sigma-Aldrich St Louis, MO) de densidad conocida. Después por
centrifugacion durante 35 min a 1500 rpm, se recuperd la fraccion de células
blancas, se hizo un conteo para sembrar 500 mil células en tubos eppendorf en
volumen total de 1 mL de medio RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA) a 37°C
y el acetato de talio(l) en concentraciones de 1, 10 y 100 pg/mL. El acetato de talio(l)
fue obtenido de los laboratorios Riedel-de Haén (CAS no. 563-68-8; Munich,
Alemania), con pureza de 97%. Después de 1 h de tratamiento, las células se
colectaron por centrifugacion a 4000 rpm durante 4 min. El botén celular se utilizé

para realizar las siguientes pruebas.
Viabilidad

En todos los casos la viabilidad de los cultivos de leucocitos tratados se llevé a cabo
de la siguiente manera: se colocaron los paquetes celulares en tubos para
microcentrifuga y se adicionaron 15 pL de una solucion de trabajo 1:1 preparada a
partir de la mezcla de 0.025 ug/mL de bromuro de etidio (Sigma-Aldrich St Louis,
MO) y de 0.125 pg/mL de diacetato 5-6 carboxifluoroceina (Sigma-Aldrich St Louis,
MO); haciendo dos lavados después de 10 min con 1 mL de medio RPMI 1640,
posteriormente se realizaron las preparaciones y se analizaron al microscopio de
fluorescencia, diferenciando células que metabolizaron el diacetato 5-6
carboxifluoroceina que emiten una fluorescencia verde (células viables), de células
que presentan dafos en las membranas y permitieron que el bromuro de etidio se

intercale con el ADN, emitiendo una fluorescencia naranja (células no viables).
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Electroforesis unicelular en gel

La técnica para evaluar el dafio al ADN en células individuales, que se utilizé en
este trabajo es la misma descrita por Singh et al (1988) y Tice et al (1990). Donde
laminas para microscopio se cubrieron con agarosa de punto normal de fusion al
1% (Sigma-Aldrich St Louis, MO), posteriormente se colocé una segunda capa, la
cual contenia la mezcla del botén celular con la agarosa de punto bajo de fusion al
0.5% (Sigma-Aldrich St Louis, MO) 75 uL en total, seguida de una tercera capa, con
85 pL de agarosa de bajo punto. En cada paso se colocé un cubre objetos para

obtener una capa homogénea, removiéndolo al solidificar cada capa.

Después las laminillas se sumergieron en una solucion de lisis preparada al
momento (NaCl 2.5 M, Na2-EDTA 100 mM, Tris 10 mM, a pH 10) con dimetil
sulfoxido al 10% vy tritdn X-100 al 1%, por aproximadamente 24 h a 4°C. Después
se colocaron en la caja horizontal de electroforesis, donde se dejé desenrollar el
ADN en solucién amortiguadora (NaOH 300 mM y Na2-EDTA 1 mM) por 20 min. La
electroforesis se llevd por 20 min a 25 V y 300 mA. Todos los pasos anteriores de

la técnica fueron llevados a cabo con luz amarilla, de forma indirecta.

Al final las preparaciones se llevaron a una solucion neutralizadora de Tris (0.4 M a
pH 7.5), realizando dos cambios de 5 min, respectivamente. Posteriormente las
preparaciones fueron deshidratadas en dos cambios de 5 min con etanol al 70% y

el secado se complet6 al aire.
Cinética de reparacion

Para observar la capacidad de las células de reparar lesiones inductoras del dafo
al ADN vy detectarlas por la EUG en gel, se hizo lo siguiente: tras el término de la
exposicidn las células se lavaron en dos ocasiones con medio RPMI 1640 a 37°C,
después de lo cual se tomaron alicuotas en diferentes tiempos donde la primera es
tomada como el tiempo 0 (0 h); el resto de las células se dejaron en incubacion,
colectandolas alas 0.5, 1, 3y 24 h siguientes y se realizé la técnica de electroforesis
a pH >13, de acuerdo con Rodriguez-Mercado et al (2011).
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Rupturas de cadena doble de ADN

Para evaluar las rupturas de cadena doble, los leucocitos tratados por 1 h con el
compuesto de Tl en concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL fueron colectadas y se
realizaron las preparaciones en las laminillas preparadas previamente con agarosa.
Después de 1 h en una solucion de lisis (NaCl 2.5 M, Na2-EDTA 100 nM, Tris 10mM,
a pH 10 con DMSO al 10% y Triton X-100 al 1%), las preparaciones se lavaron con
medio RPMI 1640 y se incubaron a 37°C por 1 h en solucién nueva de lisis sin
detergentes (NaCl 2.5 M, Na2-EDTA 100 mM, Tris 10 mM, a pH 10) enriquecida con
10 pg/mL de ARNasa (Sigma-Aldrich St Louis, MO). Al terminar este tiempo las
laminas se sumergieron en una nueva solucioén de lisis a 37°C sin detergentes, pero
suplementada con 40 ug/mL de proteinasa K (Sigma-Aldrich St Louis, MO) durante
1 h. Transcurrido el tiempo las laminillas se llevaron a las camaras de electroforesis,
tomando el procedimiento segun Tice et al (2000), con un amortiguador de Tris (100
mM) y acetato de sodio (300 mM) a pH 9, ajustado con acido acético glacial;
dejandolas en equilibrio durante 20 min y la electroforesis fue llevada durante 1 h a
12V y 100 mA (Rodriguez-Mercado 2006, Rodriguez-Mercado et al 2011).

Valoracién de dafo al ADN

Para la estimacién de los rompimientos, se realizo la tincidn de los nucleos con 75
ML de bromuro de etidio una solucion de 20 pg/mL y fueron observados al
microscopio de fluorescencia (filtro de excitacién de luz de 450-490), con una escala
ocular para medir los nucleos y la migracion del ADN a 400 aumentos. La evaluacion
se realizd en los experimentos por duplicado analizando 200 células por

experimento, cuantificando los nucleos intactos y los nucleos con dafio o “cometas”.

Ademas, para cada parametro analizado (viabilidad, cinética de reparacion y
rupturas de cadena doble) se contdé con dos donadores, por duplicado y con cultivos
testigo: un testigo negativo donde solo se mantuvo a células sin tratar y un testigo
positivo donde se trataron a las células durante 15 min con 150 uM de peréxido de
hidrogeno.
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Analisis Estadisticos

Los datos de viabilidad se encuentran expresados como la media y su desviacion
estandar, estos se sometieron a una prueba estadistica de Ji cuadrada. Los datos
de la electroforesis unicelular en gel, se muestran con la media y su desviacion
estandar, se analizaron por un analisis de varianza seguido por una prueba de
Tukey (Rojas et al 1999, Jaramillo-Cruz 2011).
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RESULTADOS
Viabilidad

Los resultados de la viabilidad se muestran en el Cuadro Il y en el Cuadro IV; los
datos son el promedio de dos donadores varones de 18 y 23 afios (donador Ay B,
respectivamente), sin antecedentes de exposicidén reciente a drogas o radiacion
terapéutica. La viabilidad celular fue evaluada a las 0, 0.5, 1, 3 y 24 h después de 1
h de exposicién a 1, 10 o 100 pg/mL de acetato de talio(l). En material y métodos
se explicé que se contd con dos testigos uno negativo, al que no se le aplico ningun
tratamiento y otro positivo, que fue tratado con 150 uM de perédxido de hidrégeno
por 15 min, es importante mencionar lo anterior debido a que los datos del testigo

positivo solo son de referencia y no se muestran en los cuadros.

En el Cuadro Il, se puede observar que la viabilidad tiende a disminuir de manera
dependiente de la concentracion en los distintos tiempos de evaluacion con
diferencia significativa en la concentracion de 100 ug/mL (P < 0.05, 0.01)yen 3 h

en la concentracion de 10 ug/mL (P < 0.05) del tratamiento con TI, respectivamente.

En el Cuadro IV, se muestran los datos de viabilidad de las evaluaciones de dano
al ADN de cadena doble y se puede observar que disminuye el porcentaje de células

viables hasta en un 22% en 100 pg/mL del tratamiento con Tl (P < 0.01).

Durante el estudio de cinética de reparacidn y el analisis de las rupturas de doble
cadena, la viabilidad celular en los tratamientos con peréxido de hidrégeno siempre
estuvieron abajo del 72% (P < 0.01).

Cinética de reparacion

En el Cuadro lll, asi como en las figuras 3, 4 y 5 se pueden apreciar los efectos que
produce el acetato de talio(l) sobre la cinética de reparacion en los leucocitos
humanos tratados durante 1 h. Los resultados se expresan con el promedio de la
longitud del cometa (de los dos donadores) para los distintos tratamientos y los
tiempos de recuperacion. Como se menciond anteriormente, en viabilidad celular,

se contd con dos testigos, de los cuales solo se presentan en el cuadro los datos
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del testigo negativo. En cuanto a los valores del testigo negativo a lo largo de los
tiempos de evaluacion, de 0 a 24 h, como era de esperarse estos se mantienen

constantes.

Los resultados de las evaluaciones muestran que el Tl es capaz de incrementar la
cantidad de lesiones al ADN (Cuadro lll, Figuras 4 y 5) de manera dependiente de
la concentracion después del tratamiento (tiempo 0 h) y durante los tiempos de
recuperacion (0.5, 1, 3 y 24 h), donde las diferencias estadisticas se dan
practicamente en todos los tratamientos con la sal de Tl y en todos los tiempos de
recuperacion. Asimismo, el numero de células con dano en su material genético se
incrementa conforme la concentracion (Figura 6), datos que no muestran
comportamiento dependiente de la concentracion en los tiempos de recuperacion
de 0.5 a 24 h, es decir, el porcentaje de células dafiadas durante la recuperacion,
no disminuye de manera considerablemente, excepto en la concentracion de 10
pg/mL a las 24 h después de retirado el tratamiento con el acetato de talio(l),
comparado con el tiempo 0 h (P < 0.05) y ademas el tratamiento de 100 pug/mL,
donde se observa disminucion de la longitud del cometa pero no en el porcentaje

de células con dano.

De manera general, los resultados muestran que la longitud de los cometas de
células expuestas al acetato de talio(l), en ninguna de las concentraciones, ni

tiempos de recuperaciéon muestran valores que asemejen a su testigo negativo.

Las longitudes de los cometas, evaluadas en los testigos positivos durante la
cinética de reparacion muestran que para todos los tiempos, su comportamiento se
encuentra en promedio entre 70 a 75 ym de longitud y con un porcentaje de células

dafadas superior a 50%.
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E)

Figura 4. Nucleos de linfocitos humanos sin dafio (A) y ntcleos con migracion del
ADN dafado (B - E), tratados por 1 h con acetato de talio(l), durante la evaluacion
de la cinética de reparacion.
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Figura 5. Cinética de reparacion de los leucocitos humanos tratados con distintas
concentraciones de acetato de talio(l) (Prueba de ANOVA-Tukey: con 2P < 0.05
y PP < 0.01, comparado con su testigo)
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Figura 6. Porcentaje de células dafadas durante la cinética de reparacion de los
leucocitos humanos tratados a distintas concentraciones de acetato de talio(l)
(Prueba de ji cuadrada: ¢ P < 0.05, comparado con el tiempo 0).
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Cadena doble

Las estimaciones de rupturas de cadena doble se muestran en el Cuadro IV y en
las figuras 7 y 8. En la figura 8, se pueden apreciar los datos de los dos donadores
y el promedio de los mismos. En el cuadro se observa que los datos no presentan
cambios significativos en los valores de la longitud del cometa ni en el porcentaje
de las células con dafo al comparar los grupos tratados con Tl y el grupo testigo

negativo.

En la figura 8 ademas se muestran los testigos positivos, dado que son los primeros
resultados descritos para este compuesto y por lo tanto se requiere realizar la

comparacion de los datos obtenidos con ambos testigos, negativo y positivo.

Figura 7. Fotografia de nucleos evaluados con la electroforesis a pH 9

Cuadro IV. Estimacion de dafio al ADN de cadena doble inducidas en

leucocitos humanos tratados 1 h con acetato de talio(l)
Tratamiento con Longitud del cometa en um + DE Porcentaje de viabilidad + DE
CH3COOTI en pug/mL (porcentaje de células dafiadas)

0 25.3+0.11 (12.5) 95.50 + 0.70
1 25.42 + 0.41 (13.5) 92.00 +0.70
10 25.69 + 0.33 (7.5) 84.75 + 1.06
100 25.31+0.11 (7.25) 77.25 + 0.35°

DE, desviacion estandar de la media
Prueba de Ji cuadrada: 2P < 0.01, comparado con el testigo
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Figura 8. Migracion del ADN dafado de cadena doble en leucocitos tratados
con acetato de talio(l).

Rupturas de cadena sencilla vs rupturas de cadena doble

Se realizé una comparacioén entre los resultados obtenidos en las dos versiones de
la electroforesis unicelular en gel, a pH > 13 y a pH 9, donde los datos se muestran
en las figuras 9, 10 y 11. En donde se pueden observar claros cambios entre las
dos versiones del ensayo cometa, por un lado un incremento sobre las longitudes
de los cometas durante la electroforesis alcalina a pH > 13 al tiempo 0, migracién
gue no se induce en la otra version. De igual manera, los porcentajes de células con
dafo unicamente se observan con la version de pH alto, indicando que el compuesto

solo es capaz de inducir rupturas de cadena sencilla.
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Figura 9. Porcentaje de viabilidad celular en las distintas concentraciones de T,

ensayo cometa pH>13 y pH 9 (Prueba de ji cuadrada: @2 P < 0.05, comparado con
su testigo)
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Figura 10. Longitud de la migraciéon del ADN dafiado en las distintas
concentraciones de Tl, ensayo cometa pH > 13 y pH 9 (Prueba de ANOVA-Tukey:
a P < 0.05, comparado con su testigo)
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Figura 11. Porcentaje de leucocitos con dafio inducido por acetato de talio(l),
electroforesis alcalina vs electroforesis neutra (Prueba de Ji cuadrada: 2 P < 0.05,
comparado con su testigo)
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DISCUSION

La toxicidad de los metales en los organismos se debe entre otros factores a que
pueden acumularse en los tejidos provocando diversas alteraciones en las células
y los componentes celulares. Entre los cambios que se han observado se
encuentran alteraciones citogenéticas y sobre los procesos de reparacion y
replicacion del ADN, asi como mutaciones, dafio primario sobre el ADN, entre otros,
que pueden conducir a la inestabilidad del genoma, produciendo cambios en la
progresion del ciclo celular y en casos extremos la muerte celular (Cipollini et al
2006, Gastaldo et al 2008, Preston y Hoffmann 2008).

El Tl es uno de los metales pesados, del cual no se conocen todos los mecanismos
por los cuales ejerce dafo a las células y en especifico sobre el ADN, pero es
considerado como peligroso debido a su elevada toxicidad en los organismos, la
cual es comparable con diversos metales clasificados en la misma categoria. Su
concentracion en el ambiente es calificada de riesgo para la poblacion y la vida
silvestre (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013, Wang et al 2013, Fan et
al 2014), por esto es de gran importancia ampliar los estudios sobre efectos que

produce.

Los estudios realizados con TI, utilizando diferentes modelos de prueba muestran
que el metal se acumula en distintos tejidos y compartimentos celulares, donde baja
la defensa antioxidante e incrementa dano oxidante de lipidos, proteinas y ADN
(Babic et al 2009). Entre los organismos en los que se ha observado estos efectos
se encuentran plantas como Lemna minor (Babic et al 2009), Neosartorya fischeri
(Urik et al 2010), Brassica oleracea (Jia et al 2013), Pimephales promelas (Lapointe

y Couture 2010) y Ulva lactuca (Turner y Furniss 2012).

La manera en que el Tl entra en los organismos y los sistemas bioldgicos es por
que compite con cationes monovalentes esenciales y de esta forma puede intervenir
con varios procesos celulares (Gill et al 2005), por lo anterior en este trabajo de tesis

se estudio el efecto de una sal de Tl, que posee estas propiedades y de la cual se
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desea conocer acerca del efecto que ocasiona, sobre el ADN, en células de

mamifero y en particular en cultivos celulares.

La técnica mas utilizada para conocer la citotoxicidad que inducen los agentes
quimicos, es la viabilidad celular. El uso de colorantes fluorescentes, los cuales
facilitan la determinacién entre células vivas y muertas, toma en cuenta la
permeabilidad que poseen las membranas celulares para permitir la entrada a
colorantes como el 5-6 diacetato de carboxifluoresceina, el cual es metabolizado en
el interior de la célula, y cuyo producto emite coloracion verde al contacto con luz; o
que por lo contrario, cuando la membrana presenta algun tipo de fisura, permite la
entrada de colorantes como el bromuro de etidio, el cual es un compuesto que actua
como intercalante con el ADN, emitiendo coloraciéon naranja-rojiza (Jaramillo-Cruz
2011, Rodriguez-Mercado et al 2011).

Debido a las ventajas que ofrece esta técnica, durante el estudio de la cinética de
reparacion y la evaluacion de rupturas de cadena doble, se logré observar la
capacidad del acetato de talio(l) de inducir efectos de toxicidad celular, donde los
resultados muestran que el compuesto es capaz de producir citotoxicidad en
concentraciones de 100 ug/mL, efecto que se continua después de retirar el TI

durante la cinética de reparacion.

En un trabajo previo en el laboratorio empleando leucocitos de sangre completa
(Rodriguez-Mercado et al 2015) se encontré que el acetato de talio(l) no modifico la
viabilidad celular durante 1 h de exposicion en concentraciones de 0.5 a 100 pg/mL,
sin embargo el analisis citogenético revelo reduccion significativa del indice mitotico
y del indice de replicacion, mismo efecto que se observé en linfocitos humanos
tratados con sulfato de talio(l) y tricloruro de talio(lll) (Mosqueda-Tapia 2012). Una
de las diferencias por las cuales en el presente estudio se observo reduccién de la
viabilidad en la concentracion de 100 pg/mL, con respecto a los estudios anteriores,
es el haber empleado leucocitos aislados. Se sabe que los eritrocitos poseen la
capacidad de almacenar iones metalicos (Kazantzis 1986, Repetto et al 1998), entre
los que se puede encontrar el Tl, lo que podria disminuir la cantidad que esta en

contacto con los leucocitos y en consecuencia no inducir toxicidad. Por lo que, al

e
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exponer leucocitos separados de los eritrocitos, la concentracién empleada en los
cultivos es la que mantiene contacto directo con las células, y de esta manera
revelar el efecto citotoxico en concentraciones en las que no se observa cuando se

emplea sangre completa.

Otros estudios que apoyan nuestros resultados y ayudan a entender la disminucién
de la viabilidad en los tratamientos mas altos con Tl, son los de Chia et al (2005).
Ellos encontraron en células de glioma C6 de murino, que el acetato de talio(l) en
concentraciones de 2.63 a 2634 ug/mL disminuye la viabilidad, produce arrestos en
la fase G2/M del ciclo celular y muerte por apoptosis. Efectos similares se han
observado en lineas celulares de humano (Jurkat), en los que el acetato de talio(l)
provoca cambios en la permeabilidad de las mitocondrias y muerte celular por

apoptosis (Bragadin et al 2003).

Los iones TI* y TI®* estan relacionados con el aumento de peroxidacion lipidica,
oxidacion del glutation, el potencial para colapsar la membrana mitocondrial y
activar la cascada de caspasas (Villaverde et al 2004, Pourahmad et al 2010,
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013). Por lo arriba descrito, uno de los
mecanismos por el cual el Tl afecta la viabilidad y la proliferacion, es la capacidad
de aumentar la produccion de especies reactivas de oxigeno e interferir con el

sistema de defensa de las células.

La técnica de EUG, ha sido utilizada ampliamente en estudios de toxicidad
ambiental, carcinogénesis o en el biomonitoreo de agentes peligrosos. Es una
metodologia sensible para detectar dano y reparacion al ADN en células
individuales (Singh et al 1988, Collins 2014). Gracias a estas ventajas, es que la
técnica fue utilizada en este estudio para estimar el dano y la reparacién al ADN

inducido por el TI.

Los resultados de la cinética de reparacion muestran que después de 1 h de
tratamiento el acetato de talio(l) incrementa la longitud de los cometas de forma
dependiente de la concentracién, sin embargo después de retirar el compuesto y

dejar que las células reparen el dafio, no se observé la recuperacién completa. El
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dafo inicial que se observd ya ha sido reportado en otro estudio (Rodriguez-

Mercado et al 2015) en el que se emplearon leucocitos de sangre periférica.

Como se mencioné en viabilidad, se conoce que los eritrocitos tienen la capacidad
de capturar iones metalicos, entre los que se encuentra el Tl; lo anterior permite
explicar las diferencias encontradas en otros estudios en los que reportan dafo al
ADN a partir de concentraciones de 10 ug/mL de acetato de talio(l) en sangre
periférica completa (Rodriguez-Mercado et al 2015), en comparacion con este
estudio, en el cual se utilizaron leucocitos aislados y donde la estadistica muestra
diferencias desde la concentracion de 1 uyg/mL del mismo compuesto, lo que indica
es que el acetato de talio(l) es capaz de inducir dano primario al ADN en

concentraciones bajas como 1 ug/mL.

En relacion a la reparacién, algunos autores mencionan que en linfocitos, este
proceso comienza en los 15 min después de haber sido inducido el dafo por
agentes quimicos (p.e. peréxido de hidrogeno) y que el tiempo aproximado para que
concluya es de 120 min (Singh et al 1988, Tice et al 1990). Aunque para el caso de
la radiacion ionizante, la cual se conoce que induce diferentes lesiones de cadena
sencilla (sitios sensibles al alcali y oxidacién de purinas o pirimidinas) y en menor
numero rupturas de doble cadena, en granulocitos y linfocitos de sangre humana,
se encontrd reduccidon del dafio al ADN entre 180 y 240 min después de haber

retirado las células de la radiacion (Lankinen et al 1996, Cipollini et al 2006).

Estudios con otros metales tal como el vanadio (V), plomo (Pb) y cadmio (Cd),
muestran en células de sangre periférica humana que el tiempo requerido para que
se produzca la reparacién por la exposicion a estos agentes varia de 1.5 a 20 h; por
ejemplo, cultivos de células expuestas a 6xidos de V (V203, V204 y V205, de 1 a 16
Mg/mL) requieren entre 90 y 120 min para reparar el dafio al ADN y aproximarse a
los valores de los testigos (Rodriguez-Mercado et al 2003, 2011), en tanto que
tratamientos con Pb (Pb(NO3)2, 100 uM) y Cd (Cd(CH3COO)2, 30 uM) revelaron que
la reparacion se efectua dentro de las 18 y 20 h después de la exposicion,
respectivamente (Gastaldo et al 2008).
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De lo anterior, se observa que el tiempo que requieren las células para reparar el
dafo al ADN esta determinado por el compuesto metalico. En relacion al Tl y sus
compuestos, hasta el momento no se habian evaluado el tiempo que requieren las
células para reparar y recuperarse del dafo inducido en su material genético.
Debido a esto, en este estudio se determiné mediante la cinética de reparacion la
capacidad reparativa de los leucocitos de sangre periférica expuestos al acetato de
talio(l), donde los resultados muestran que las células no logran recuperarse por
completo del dafio que se indujo, aun después de 24 h de haber retirado el
tratamiento con TI. Lo que podria ayudar a explicar este comportamiento es el

mecanismo de accion toxica del TI.

Se ha descrito que el Tl es capaz de reemplazar al ion K*, irrumpiendo en su via de
transporte y alterando su metabolismo (Norris et al 1976), ademas de ocasionar la
modificacion en la activacidon de las ATPasas de K*y de Na*/K*, las piruvato cinasas,
fructosa 1-6-bisfosfatasa y algunas otras proteinas dependientes de iones metalicos
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2013), interferir con los sitios de
activacion de otras enzimas, como los grupos amino-sulfhidrilo, provocando
alteraciones en la estructura y en la actividad de las enzimas (Mulkey y Oehme
1993, Yoshida et al 1997, Repetto et al 1998, Babula et al 2008, Crespo-Lépez et al
2009, Cvjetko et al 2010, Li et al 2012). Con respecto a las alteraciones que sufren
las enzimas y aminoacidos, posiblemente se encuentran afectando funciones

celulares especificas, tal como la ADN polimerasa (Repetto et al 1998).

Por otro lado, la acumulacién de iones de Tl en las células, podria estar ocasionando
dafno constante en el material genético y de esta manera al momento de la
evaluacion de la cinética de reparacion de leucocitos humanos tratados con el
acetato de talio(l) no se observe recuperacion, a causa del constante dafo y

reparacion del mismo.

Se conoce que el dafio primario al ADN, asi como alteraciones en los procesos de
reparacion, son eventos importantes que pueden conducir a dafo en los

cromosomas (lliakis 1991), en este sentido algunos compuestos metalicos (V204
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Pb(NOs3)2, Cd(CH3COOQO)2), inducen dafo primario al ADN y AC estructurales
(Rodriguez-Mercado et al 2003, 2011, Gastaldo et al 2008).

El analisis sobre las rupturas de cadena doble del ADN realizados en este trabajo,
revelan que el acetato de talio(l) no induce este tipo de efecto en ninguna de las
concentraciones empleadas. Estos datos muestran discrepancia con los obtenidos
durante la determinacién de las aberraciones cromosémicas en linfocitos humanos
tratados con el mismo compuesto; donde se encontré que el Tl es capaz de
incrementar la frecuencia de AC estructurales (Rodriguez-Mercado et al 2015). Con
lo anterior se puede suponer que la induccién de las AC estructurales depende del
tiempo de exposicion a Tl, debido principalmente a que para producir AC se requiere
de 24 h de exposicidon o 1.5 ciclos celulares (Lorge 2009). Por lo que 1 h de
exposicion a Tl no es suficiente para evidenciar las rupturas de cadena doble, lo que
conduce a pensar que se requieran tiempos de exposicion mas largos para poder

producir este tipo de lesiones consideradas inductoras de AC.

Finalmente uno de los mecanismos por lo que actuan muchos metales pesados
para inducir toxicidad celular y genética es produciendo estrés oxidante (lliakis 1991,
Pfeiffer et al 2000, Gastaldo et al 2008, Obe et al 2010, Viswesh et al 2010,
Rodriguez-Mercado et al 2011, Mermershtain y Glover 2013) y el Tl no es la
excepcion, Verstraeten (2006) junto con otros autores (Pino et al en prensa) han
demostrado, en células de mamifero, que los iones de este metal disminuyen los
niveles de glutation, el cual es uno de los principales componentes del sistema de
defensa contra las especies reactivas. Se ha descrito que las especies de oxigeno
producen multiples tipos de lesiones en el ADN tal como oxidacion de bases y
alteraciones en la cadena azucar-fosfato. Si el Tl induce este tipo de efecto (el cual
pueden ser revelado con la EUG) en los leucocitos humanos expuestos, esto
explicaria parte del dafo observado, sin embargo para poder llegar a conclusiones
mas solidas seria conveniente que se realizaran evaluaciones de indicadores de

dafio oxidante (por ejemplo en bases de ADN).
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CONCLUSIONES

e En leucocitos humanos aislados el acetato de talio(l) disminuye la viabilidad
celular de manera dependiente de la concentracion, observando diferencia
estadistica en el tratamiento de 100 pg/mL, asi como es capaz de inducir
rupturas de cadena sencilla en el ADN, pero no es capaz de inducir rupturas de

cadena doble en los tratamientos empleados.

e La cinética de reparacion, muestra que el dafio al ADN en los tratamientos con
acetato de talio(l) disminuye pero no repara por completo, es decir, no alcanzan
los valores del grupo testigo negativo en ningun tratamiento y tiempos de

recuperacion.

e Por lo anterior, se puede considerar que el acetato de talio(l) induce efectos
citotoxicos y genotdxicos en leucocitos humanos tratados durante 1 h a

concentraciones de 1 a 100 yg/mL.
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CNG2014 002 EVALUACION DE DANO Y REPARACION AL ADN EN
LEUCOCITOS HUMANOS TRATADOS IN VITRO CON TALIO

Ramirez-Duran S, Rodriguez-Mercado JJ*, Hernandez-de la Cruz H,
Mateos-Nava RA, Altamirano-Lozano MA.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UIGTA), Laboratorio L5
PA, Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental (UMIE-Z), Facultad de
Estudios Superiores-Zaragoza, Campus Il, UNAM, A.P. 9-020, CP 15000, Ciudad de
México. *juserom@unam.mx

La toxicidad del talio (Tl) y la de sus compuestos, se encuentra bien
documentada, sin embargo sus efectos a nivel celular y sobre el ADN aun
no se conocen del todo. En el presente trabajo se evalu6 el dafio en el
material genético asi, como su capacidad de reparacion por la exposicion
de leucocitos humanos a una sal de talio mediante la técnica de
electroforesis unicelular en gel. Se contd con muestras de sangre
periférica de dos donadores, a partir de las cuales se aislaron los
leucocitos. Se realizaron microcultivos en tubos eppendorf, los cuales
contenian medio de cultivo y las concentraciones de acetato de talio (I):
1, 10 y 100 pg/mL. Los tratamientos con Tl se dieron por 1 h y al termino
se evaliuo la viabilidad celular. Al mismo tiempo, se elaboraron las
preparaciones para evaluar el dafo al ADN; a pH > 13 se evaluaron los
rompimientos de cadena sencilla sobre el ADN, asi como la cinética de
reparacion; a pH 9 los rompimientos de cadena doble. La cinética de
reparacion se realiz6 tomando como tiempos de recuperacion 0, 0.5, 1, 3
y 24 h. Los resultados obtenidos muestran que este metal disminuye la
viabilidad celular en la concentracion de 100 pg/mL e incrementa
significativamente el dafio al ADN de cadena sencilla de manera
dependiente de la concentracion; no obstante, no induce rupturas de
cadena doble. En relacion a la cinética de reparacion, las concentraciones
presentan tendencia a disminuir la cantidad de material dafiado, pero, en
ninguna de las concentraciones la recuperacion se asemeja a los valores
obtenidos en los testigos negativos. En conclusion, en este trabajo se
observa que el talio (I) es capaz de inducir dafio al ADN e intervenir con
los mecanismos de reparacion del material genético.

Apoyo UNAM, proyectos PAPIIT IN216809 y 1A201312.
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