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Resumen

El Indio es un metal pesado utilizado en soldaduras en las industrias eléctricas y
electronicas, en el recubrimiento de cristales, en la elaboracion de vidrios 6pticos, en la
fabricacion de diferentes componentes de aparatos electrénicos como televisores,
computadoras, teléfonos y reproductores de musica; también se emplea en la
medicina como radioisétopo para detectar tumores y forma parte de algunas

aleaciones aplicadas en la odontologia.

Debido a su amplio uso la demanda de fosfuro de indio (InP) se ha incrementado en
los ultimos afios lo cual aumenta el riesgo de que este compuesto se convierta en un
contaminante antropogénico. Por ejemplo en la atmosfera del valle de la ciudad de
México se encontrd In en las particulas de diferentes tamafios: PM10, PM2.5 y PM1
(que son aquellas que tienen diametros menores a 10u) que por sus dimensiones

tienden a penetrar profundamente en las vias respiratorias.

Por ello es necesario conocer mas sobre este compuesto y sus interacciones con los
seres vivos. En este trabajo se evalud la viabilidad y el dafo al ADN en células de
distintos tejidos de ratones macho de la cepa CD-1, los cuales primero fueron
hemicastrados y después tratados con 500, 1000 y 2000 mg/kg de fosfuro de In (InP)

administrado por via sonda gastrica por 24 horas.

Los resultados mostraron que no existié cambio en el peso de los organismos, pero si
una disminucién en el peso relativo de corazén, higado y pulmén. También se
encontré disminucion significativa de la viabilidad de células pulmonares. Ademas en
todos los tejidos evaluados se observé aumento en el niUmero de células con dafio asi
como en la longitud total de los cometas obtenidos mediante la técnica de

electroforesis unicelular en gel.

Con todo lo anterior se puede concluir que el InP es un agente genotoxico debido a
que produjo dafio al ADN en los 6rganos evaluados con las dosis aplicadas en este

trabajo.



I. Introduccién

1.1 Metales
Metales como el oro, la plata y el cobre, fueron utilizados desde la prehistoria. Al
principio, sélo se usaron los que se encontraban disponibles, pero paulatinamente se
fue desarrollando la tecnologia necesaria para obtenerlos a partir de sus menas. Sin
lugar a duda el descubrimiento y empleo de estos elementos ha sido un paso decisivo
para el desarrollo de la cultura y la tecnologia del ser humano, ya que se han utilizado
para elaborar distintos utensilios y herramientas, descubriendo asi que existen de todo
tipo: preciosos, ferrosos, no ferrosos y pesados, entre otros (Williams,1990;

Beyersmann & Hartwig, 2008).

Los metales pesados son aquellos elementos de la tabla periddica cuya densidad es
superior a 5 g/ml 6 que tienen un namero atémico por encima de 20, excluyendo
generalmente a los alcalino y alcalinotérreos (Tiller, 1989; Breckle, 1991; Jarup, 2003).
Dentro de este grupo se incluyen algunos como el hierro, cobre, selenio y zinc que son
esenciales para los organismos vivos en pequefas cantidades, sin embargo otros son

téxicos como el mercurio, cadmio, plomo y arsénico (Lee et al., 2012).

Los metales pesados se encuentran en forma natural en la corteza terrestre, pero
debido a la actividad humana pueden convertirse en contaminantes ambientales, esto
puede ocurrir durante la extraccién y el refinamiento de productos mineros o por la
liberacion al ambiente de efluentes industriales y emisiones vehiculares. Ademas, la
inadecuada disposicion de residuos también ha ocasionado la polucion del suelo, agua

superficial, subterranea y de ambientes acuaticos (Manahan, 2007; INE, 2013).

Las fuentes de contaminacién antropogénicas contribuyen de forma importantemente
a la emision de metales pesados al ecosistema pudiendo ser téxicos para los seres
vivos incluyendo al ser humano, este fendbmeno cada vez van en aumento, no
solamente por el crecimiento de la poblacién, sino también por el descubrimiento y la
aplicacion de nuevas tecnologias que favorecen la explotacion de metales que antes
no eran utilizados, por ejemplo en la industria de la microelectronica los componentes
de silicio estan siendo sustituidos paulatinamente por semiconductores fabricados con

metales como el galio, talio o indio (Flora, 2000; Tanaka 2004).



1.2 Indio

1.2.1 Antecedentes historicos
El indio (In) fue descubierto por Ferdinand Reich y H.T. Richter en 1863 cuando
buscaban talio en minas de zinc, en donde descubrieron un extrafio recubrimiento que
en el espectrografo daba un color azul, debido a esta coloracion “indigo” se le confirié
el nombre de “indio”, sin embargo no fue hasta 1867 que fue aislado por Ritcher, y su
produccion comenzé hasta 1926. En 1934 la Corporacion de Indio de América
identificé la primera aplicacion practica, usandolo como recubrimiento en motores de
alto rendimiento de aviones durante la Segunda Guerra Mundial (Jorgenson & George,
2005). Después se ha destinado a nuevas aplicaciones en aleaciones, en soldadura,

en la industria electronica, optoelectronica, la medicina entre otras (Hines et al., 2013).

1.2.2 Propiedades fisicoquimicas

El In se localiza en el periodo 5, grupo 13 (el grupo del boro), al igual que el galio y el
talio es un elemento perteneciente a la familia llIA de la tabla periédica, es un metal
maleable blanco-platinado. Su masa atémica es de 114.82, su numero atémico es 49,
tiene una densidad de 7.31 g/ml, su punto de fusién es 156.6 °C y su punto de
ebullicion es 2080 °C. Su configuracion electrénica es [Kr] 4d'°5s%5p’ y sus principales
estados de oxidacion son: 1+, 2+ y 3+, siendo este ultimo el mas estable (Friberg et
al., 1990; Lee et al., 2014).

Los compuestos de In son extremadamente insolubles, no se disuelve con sustancias
alcalinas, agua hirviendo o con la mayoria de los acidos organicos aunque se disuelve
en acidos minerales (Jorgenson & George 2005; White & Hemond, 2012).De los 24
isotopos conocidos del In, solo 2 se encuentran en la naturaleza, el In"""3 el cual es
estable y el In""°que es radioactivo (Castronovo & Wagner, 1971; Schwarz-
Schampera, 2014).

1.2.3 Distribucion en la tierra
El In es un elemento relativamente raro, el promedio de abundancia en la superficie de
la tierra es aproximadamente 0.24 ppm siendo en abundancia el elemento numero 61
(Jorgenson & George, 2005; Sinclair et al., 2006).

En la corteza terrestre se encuentra a una concentracién promedio de 52 ug/kg de

sedimento es decir se encuentra a una concentracién similar a la de la plata y el



mercurio, dos veces menos que la concentracion del magnesio y tres veces menos
que la de plomo (White & Hemond, 2012).

Por otro lado en sedimento marino se ha encontrado In en una concentracion de 74-
120 ug/kg asi como una concentracién de 20-150 ug/kg en sedimentos lacustres y en
una concentracién aproximada de 0.0001 pg/kg en aguas naturales (White y Hemond,
2012).

1.2.4 Produccién e industrializacion

La produccion e industrializacién del In a nivel mundial se estd incrementado en los
ultimos afos y es muy posible que se incremente aun mas. La mayor produccién de In
la encabeza China, seguida por Japdn, Corea, Canada y Bélgica. Las minas de zinc y
de plomo-zinc son la principal fuente de obtencién de In metalico, de las cuales se
pudo obtener aproximadamente 670 toneladas métricas en 2012 a nivel mundial,
(Alfantazi & Moskalyk, 2003; Jorgenson & George, 2005; White & Hemond, 2012;
USGS, 2013).

El In metalico es producido en diversas formas y presentaciones que incluyen: hojas,
cintas, lingotes, placas, polvo, pellets y alambres. El principal uso de las hojas es el de
conductor ya que tienen una buena actividad tanto térmica como eléctrica; el alambre
y el listdbn son usados en soldaduras y preparacion de sellos que soportaran
temperaturas criogénicas, los polvos de In metalico, 6éxido de In, hidroxido de In vy
aleaciones de In-estafio también son vendidos para la fabricacion de distintos

productos (Jorgenson & George, 2005; Schwarz-Schampera, 2014).

1.2.5 Usos
De los compuestos de In, los intermetalicos son de gran importancia, en donde se
combina con metales preciosos, el grupo del hierro y algunos alcalis; también se
puede combinar con metaloides y no metales; formando algunos de los
semiconductores mas importantes con el antimoniuro (InSb), el arseniuro (InAs) y el

fosfuro (InP) (Jorgenson & George, 2005).

El In puede formar aleaciones con gran numero de metales, algunas con bismuto,
cadmio, plomo o estafio son usadas generalmente en aplicaciones involucradas con
bajas temperaturas. Sin embargo la mas empleada es la conformada por In-estafio
(ITO), la cual es utilizada en diversos aparatos electrénicos, debido a que tiene
resistencia a la corrosion y a la fatiga térmica, algunos ejemplos son: celdas
fotovoltaicas, pantallas planas, de cristal liquido, y de LED’S. La iluminacion de fuentes

de agua, calculadoras, tabletas electronicas, bicicletas entre muchas otras, son otros



ejemplos de la utilizacion de los electrodos fabricados con ITO (Jorgenson & George,
2005; Hines, 2013).

Al mismo tiempo el uso del In como metal sustituto del plomo se ha incrementado para
la fabricacién de productos libres de plomo (Asakura, 2009), por ejemplo en
soldaduras en las industrias eléctricas y electronicas, en el recubrimiento de cristales,
en la elaboracién de vidrios épticos, etcétera (Martin et al. 1998).

También es utilizado como material en medicina con propésitos terapéuticos y de
diagndstico ya que se utilizan radioisétopos como el '''In para escaneo de leucocitos y
otros 6rganos, ademas de su utilizacion en algunas radioterapias (Gilbert et al., 1978;
Fowler, 1986; Jorgenson & George, 2005).

1.2.6 Toxicidad
Los efectos toxicos del In tienen poco de ser evaluados aunque para el afio 2010 ya se

habian reportado diez casos de dano pulmonar relacionados con compuestos de In,
siete en trabajadores japoneses que desarrollaron neumonia intersticial, dos casos en
trabajadores estadounidenses que desarrollaron proteinosis alveolar y pulmonar; y
finalmente un caso de proteinosis alveolar en un trabajador chino (Omae et al., 2010).
Ademas existe un caso documentado de muerte, en un trabajador japoneses, que
laboraba con compuestos de 6xido de In-estafio quien falleciéo después de 4 afios de
enfermedad a causa de neumotérax bilateral, la autopsia demostré6 neumonia
intersticial ademas de finas particulas que estaban dispersas por ambos pulmones
(Homma et al., 2003).

Por otro lado la toxicidad por inhalacion de In como elemento ha sido confirmada en
varios experimentos utilizando ratones, ratas y hamsteres, estos experimentos
claramente muestran que causa inflamacion pulmonar, fibrosis y carcinogénesis;
ademas se ha reportado que la eliminacién del In en los pulmones es lenta y sus
efectos son prolongados (Asakura et al. 2008).

Los compuestos insolubles de In son menos téxicos al ser administrados por via oral.
La dosis letal de 6xido de In equivale a mas de 10g/kg. Sin embargo no hay datos
disponibles en relacién a las dosis letales de compuestos insolubles de In cuando
estos son administrados intratraquealmente (Tanaka et al., 2010).



1.2.7 Exposicion
La principal causa de exposicion a este metal, hasta el momento, es aquella que se da

en el ambiente laboral, durante la elaboracién de diferentes compuestos de In, en la
limpieza y el mantenimiento de reactores, la fabricacion de semiconductores y

disposicién de desechos de la industria electronica.

Por otro lado la exposicion humana a este elemento puede ocurrir de manera natural
por el consumo de distintos alimentos como carne de res y de cerdo en donde existen
concentraciones de 0.01 mg/kg, y en otros alimentos como algas la concentracion es
de 0.4-7 mg/kg, y en peces y mariscos la concentracion es de 10-15 mg/kg (Fowler,
1986; White & Hemond, 2012).

La exposicion humana a través del agua es un poco probable, sin embargo los tubos
de hierro galvanizado pueden tener trazas de este metal, se calcula que el promedio
de ingesta diaria de In es alrededor de 8-10 ug (Carson et al., 1986)

El In no solamente se encuentra presente en suelo y agua, pues hay reportes que
indican la presencia de particulas de In de diferentes tamanos PM10, PM2.5 y
PM1(que son aquellas que tiene diametros menores a 10u) en la atmosfera del valle
de la ciudad de México y que por sus dimensiones tienden a penetrar profundamente
en las vias respiratorias e interaccionar con ellas (Sepulveda, 2002). Lo anterior
probablemente se deba a emisiones de hidrocarburos; ya que el In se encuentra en
combustibles fosiles teniendo una concentracién promedio de 100 ug/kg en carbon y
de 1-20 pg/kg en petroleo (White & Hemond, 2012).

Existen otras causas de exposicidn, algunas como resultado de la utilizacién de
isotopos para escaneo de 6rganos y en radioterapias para el tratamiento de linfomas
e insulinomas (Clarkson et al., 1988; Flora, 2000; Jiménez-Bonilla et al., 2007; Wicki

et al., 2007).

Ademas el In puede entrar al organismo humano de forma oral debido a que se
encuentra en cerca del 2-4% del material utilizado para la elaboracion de dentaduras,
coronas, puentes e incrustaciones dentales (Churnjitapirom et al., 2004; Asakura et al.,
2008).



1.2.8Metabolismo
Las principales rutas de entrada del In al organismo son por inhalacién o por ingestion,
para las personas que estan expuestas de forma ocupacional la principal ruta de
entrada es la inhalada, aunque el uso del In en la nanotecnologia podria incrementar
la posibilidad de absorcion dermal en los ambientes de trabajo donde se utiliza este

elemento (Fowler & Sexton, 2002).

En cuanto a su distribucidon cabe mencionar que el In en su forma idnica es
transportado a la sangre unido a la transferrina (Hoisain et al., 1969; Castronovo &
Wagner, 1973; Zang et al., 2004) y claramente ha sido encontrado 3 dias después de
la administracién en sangre de ratones administrado via intravenosa (Castronovo &
Wagner, 1971).

La distribucién en los tejidos esta determinada por la forma quimica en que se
presenta el metal. El In iénico es ampliamente acumulado por riion mientras que el
oxido de In coloidal es acumulado por higado, bazo y sistema reticuloendotelial.
(Castronovo& Wagner, 1971).

De igual manera, la ruta principal de excrecion del In esta determinada por su forma
quimica, por ejemplo el In lénico es principalmente excretado por la orina, mientras
que el 6xido de In coloidal es eliminado en las heces (Castronovo & Wagner, 1971;
1973).
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Figura 1. Diagrama general de la distribuciéon del Indio in vivo y su unién con la transferrina en la
circulacion. Diagrama modificado de Fowler, (2007).



1.3 Fosfuro de In (InP)

1.3.1 Caracteristicas generales
A finales de |la década de 1980 se desperto el interés en el empleo del fosfuro de In en
la produccion de semiconductores y peliculas delgadas de 6xidos de In y estano para
el desarrollo de pantallas de cristal liquido (LCD). Esto es debido a que el uso del In
permitié la obtencién del color azul en diodos emisores de luz (LED), que habia sido
un problema durante anos (Jorgenson & George 2005). Desde entonces el InP se ha
convertido en uno de los semiconductores mas importantes del grupo llI-V utilizado en
dispositivos optoelectronicos tales como diodos emisores de luz, fotodiodos, diodos

laser, baterias solares, por mencionar algunos (Kabe, 1996; Hines, 2013).

1.3.2 Propiedades fisicoquimicas
El InP posee una apariencia de cristales cubicos color negro, una masa molecular de
145.79, un punto de fusion de 1062 °C, una densidad de 4.81 g/cms, no es soluble en
agua, pero reacciona con soluciones acidas produciendo hidrogeno, fosforo y fosfina
(Kabe, 1996).

1.3.3 Toxicidad

El InP debido a su creciente demanda es blanco de nuevos estudios para observar las
reacciones adversas que este compuesto puede provocar al organismo, por lo cual ha
sido probado en ratas mostrando un efecto téxico y carcinogénico al exponer al
organismo a particulas en aerosol que son inhaladas. Por ello la Agencia Internacional
de Investigacion en Cancer (IARC) lo ha clasificado como posible carcinégeno en
humano en el grupo “2A”, por otro lado la comisién MAK (comisién alemana para la
investigacion de peligros a la salud por compuestos quimicos en el area de trabajo) lo
ha ubicado en el grupo “2” en el cual se agrupan las sustancias que pueden ser
carcinégenas en humanos basados en resultados de varios experimentos realizados
en animales (Oda, 1997; IARC, 2006; Beyersmann & Hartwig, 2008).

En estudios previos se ha observado que el InP produce un efecto en el peso de
pulmones y bazo de ratones de la cepa ICR, ademas de que se observaron granulos
negros de InP depositados en los nddulos linfaticos, bazo, pulmén e higado al ser

administrados via oral (Kabe, 1996).



1.3.4 Genética Toxicoldgica
La genética toxicologica es el estudio sistematico de como los agentes fisicos,
quimicos y biolégicos presentes en el ambiente afectan al sistema genético de los
organismos causando dafio al ADN, aberraciones estructurales en los cromosomas o

en general mutaciones en el genoma (Andrae & Speit, 2008).

El Programa Nacional de Toxicologia (NTP) ha realizado experimentos con ratones de
la cepa B6C3F expuestos a particulas inhaladas de InP, revelando un incremento no
significativo en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos normocromaticos en

machos y ningun incremento en hembras (NTP, 2001).

Ademas existen reportes de genotoxicidad de In en lineas celulares CHL/IU
incrementando en menos del 5% de aberraciones cromosémicas en cada uno de los

distintos tratamientos (Asakura et al. 2009).

Cabe mencionar que en el laboratorio de teratogénesis de la FES Zaragoza UNAM se
realizé un estudio con ratones machos de la cepa CD-1 los cuales fueron tratados con
5, 10 6 20 mg de InP en una dosis aguda de 24 horas. Encontrando que el compuesto
no provoco efectos toxicos ni citotdxicos y al utilizar la técnica de electroforesis
unicelular alcalina, el nUmero de drganos que mostraron células con dafio al ADN se
incrementé conforme lo hacia la dosis 2 érganos en la dosis de 5 mg, 3 en la de 10 mg
y 4 en la de 20 mg(Beltran, 2011).

1.4 Electroforesis unicelular en gel (alcalina)

Ostling y Johanson fueron los primeros en desarrollar la técnica de la electroforesis en
gel para detectar el dafio al ADN. En su técnica, las células eran embebidas en
agarosa y colocadas en un portaobjetos, posteriormente eran tratadas con una
solucion de lisis que contenia sales y detergentes, una vez liberado el ADN realizaron
un proceso de electroforesis en condiciones de pH neutro, las células con una
frecuencia mas alta de rompimientos de doble cadena migraron hacia el anodo, esta
migracion fue cuantificada mediante una tincién con bromuro de etidio y medida por la
intensidad de la fluorescencia (Tice et al., 2000; Garcia et al., 2011).

Posteriormente Singh y colaboradores en 1988 introdujeron una técnica de
electroforesis unicelular en gel en condiciones alcalinas (pH>13), llamada también
“‘ensayo cometa”, para detectar dafio al ADN en células individuales. A este pH hay un
incremento en la migracion del ADN que esta relacionado con rompimientos de
cadena sencilla algunos asociados con una incompleta reparacién por escision vy sitios

alcali sensibles, debido a que la mayoria de los agentes genotoxicos inducen este tipo



especifico de dano, esta versidn ofrece una gran sensibilidad para detectar dichos
compuestos (Tice et al., 2000; Garcia et al., 2011).

Las ventajas de esta técnica incluyen: sensibilidad para detectar niveles bajos de dafio
al ADN, requiere cantidades pequefas de muestra, es una técnica flexible y es de
relativo facil manejo, los datos se pueden obtener a nivel de células individuales y
puede utilizarse cualquier célula eucariota tanto in vivo como in vitro incluyendo
humanas y organismos acuaticos expuestos a diversos agentes (Tice et al., 2000;
Celik et al., 2013).

En el ensayo cometa también es importante la utilizacion de una prueba de
citotoxicidad para la interpretacion de los datos, es por eso que se utiliza una doble
tinciéon basada en la combinacion de 5-6 diacetato de carboxifluoresceina y bromuro
de etidio, para identificar células que son metabdlicamente competentes y/o tienen su
membrana celular comprometida (Tice et al., 2000).

La electroforesis unicelular alcalina es ampliamente utilizada en sistemas in vivo ya
que es muy Util para las pruebas érganos blanco/érgano, donde es posible analizar el
dafo de hebras de ADN.Unas de las ventajas de la EUG son que las lesiones del ADN
pueden ser medidas en ausencia de actividad mitética, y que la genotoxicidad de cada
organo de mamifero puede ser detectada. Sin mencionar que entre las ventajas mas
importantes de trabajar con un modelo in vivo resalta el hecho de poder observar el
metabolismo, la excrecion, y el comportamiento del organismo frente a los compuestos
administrados (Seikihashi et al., 2002; Sharma et al., 2012).

Los modelos animales de enfermedades humanas han sido utilizados desde hace
muchos afios en distintas areas de la investigaciéon, constituyendo uno de los pasos
fundamentales en la biomedicina. Se requieren tanto para proyectos de investigacion,
como en pruebas diagndsticas y terapéuticas y en los controles de productos

farmacologicos (Andrees, 1992).

Entre las diferentes especies animales los ratones son los mas ampliamente usados
en una variedad de disefios para estudio de toxicidad genética, ya que es un mamifero
pequefio, de facil manejo, prolifero, docil, faciimente domesticable, se desarrolla bien
en cautiverio, con requerimiento minimo de espacio y alojamiento, de dieta omnivora y
genéticamente caracterizado y sobre todo representa un modelo ideal para el estudio
de la genética humana, ya que por ser un mamifero se tiene una similitud funcional
con el hombre (OPS/OMS 1980; Rodriguez, 2007; Nowrouzi et al., 2013; Andrees,
1992; Hwang et al., 2014).
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Al utilizar al ratbn como modelo de prueba se pueden realizar ensayos in vivo, en los
cuales se puede evaluar el dafio genotoxico y mutagénico ya que, en general, el raton
tiene una alta frecuencia metabdlica en comparacién con otras especies, lo que resulta
en un incremento o disminucion de la toxicidad dependiendo del mecanismo de
intoxicacion. Ademas debido a su tamano, las dosis que se requieren son usualmente
proporcionales a su peso corporal (OPS/OMS 1980; Rodriguez, 2007; Nowrouzi et al.,
2013; Andrees, 1992; Hwang et al., 2014).
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Il. Justificacién

La creciente demanda de indio para la produccion de semiconductores utilizados en
aparatos electronicos de ultima generacién ha provocado que los trabajadores de la
industria microelectréonica estén en contacto con diversos compuestos de este
elemento, hasta el afio 2010 se habia reportado 10 casos de dafo pulmonar a nivel

mundial por este tipo de exposicioén laboral.

La toxicidad por inhalacién de particulas de In ha sido confirmada en varios
experimentos utilizando ratones, ratas y hamsteres, donde se demuestra que el In
afecta el pulmén provocando inflamacién, fibrosis y carcinogénesis, razén por la cual la
Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC, 2006) lo ha clasificado como
posible carcinégeno en humano en el grupo 2A. Sin embargo los efectos de la
ingestion de particulas de In, la cual es la segunda fuente importante de entrada al

organismo por parte de este elemento no han sido reportados.

Debido a lo anterior y a que el In es utilizado en material odontolégico, en la
produccion de aparatos de ultima generaciéon como son televisores, computadoras,
teléfonos y reproductores de musica, los cuales tienen en sus componentes
semiconductores fabricados a base de fosfuro de indio; esto sumando sus usos en
medicina como radioisétopo para detectar tumores y ademas de la presencia de
particulas de In en la atmosfera de la ciudad de México hace necesario ampliar el
conocimiento de los efectos toxicos de este metal y sus compuestos.

Por lo tanto con la finalidad de evidenciar los efectos del indio in vivo, se decidi
administrar InP a ratones macho de la cepa CD-1 para evaluar la viabilidad y el dano
al ADN en células de diferentes tejidos afectados por el compuesto al administrarse
por via oral mediante una sonda gastrica.

12



lll. Hipotesis

Los compuestos de In provocaron dano severo en pulmones de trabajadores
expuestos y en algunos experimentos con animales de laboratorio se observaron
efectos toxicos, inflamacion pulmonar e indicios de carcinogénesis. En un trabajo
realizado anteriormente en el laboratorio de Teratogénesis se encontré que la
administracion via sonda gastrica de las dosis 5, 10 y 20 mg de fosfuro de In a ratones
macho de la cepa CD-1, no provoco efectos toxicos ni citotoxicos y al utilizar la técnica
de electroforesis unicelular, el nUmero de érganos que mostraron células con dafo al
ADN se incrementd conforme lo hacia la dosis (2 érganos en la dosis de 5 mg, 3 en la

de 10 mg y 4 en la de 20 mg).

Por lo tanto se espera que al administrar fosfuro de In en dosis de 500, 1000 y 2000
mg/kg, se incremente la toxicidad celular, disminuya la viabilidad y se incremente el

numero de células con dafio al ADN en los 6rganos evaluados.
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IV Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la viabilidad y el dafio al ADN en células de distintos tejidos de ratones macho
de la cepa CD-1 tratados con diferentes dosis de fosfuro de In (InP), administrado via

sonda gastrica en un tratamiento de 24 horas.
4.2 Objetivos particulares:

e Evaluar la viabilidad con la técnica descrita por Strauss en 1991 en las células
de pulmon, testiculo, corazén, estomago, higado, sangre y rifidén de los ratones

tratados con diferentes dosis de InP.

e Evaluar el dafio al ADN mediante la técnica de electroforesis unicelular alcalina
en células de pulmodn, testiculo, corazén, estomago, higado, sangre y rindn de

los ratones tratados con diferentes dosis de InP.
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V. Material y métodos

5.1 Reactivos
Se aplicé fosfuro de In (InP, Cas: 22398-80-7 del Laboratorio Sigma-Aldrich Co. St
Louis MO, EUA, pureza: 99.998%) el cual se macerd finamente con ayuda de una
varilla de vidrio en un tubo de ensayo y se utilizé aceite de maiz vegetal como vehiculo
para poder realizar una suspension que arrastrar a el compuesto a la hora de la
administracion ya que el InP no es soluble en agua. Administrandose tres diferentes

dosis: 500, 1000 y 2000 mg/kg de peso corporal de este compuesto.

Todos los reactivos utilizados en la técnica de electroforesis unicelular alcalina fueron
comprados de Sigma-Aldrich Co. St Louis MO, EUA, con excepcién del perdoxido de
hidrogeno proveniente de Riedel de Hién; y el cloruro de sodio y etanol, de Baker de

México.
5.2 Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 obtenidos del bioterio de la FES
Zaragoza UNAM, de dos a tres meses de edad con un promedio de peso de 38
gramos, mantenidos en condiciones controladas de: luz/oscuridad (12:12), humedad al
45% vy temperatura en la sala de 22 °C; con libre acceso a agua y alimento (Harlan
Laboratories 2018S). Durante el transcurso del trabajo los animales fueron pesados
antes y después del tratamiento en una balanza digital (Ohaus modelo SC2020) y
revisados en su apariencia externa es decir buena textura del pelo, ausencia de

protuberancias, etc.
5.3 Hemicastracion

Previo a la hemicastracion el ratdon se peso y se le tomd una muestra de sangre de la
cola, la cual fue colocada en un tubo eppendorf heparinizado, de este tubo se tomé 40
pl para realizar una prueba de viabilidad y 10 yl para realizar las laminas de

electroforesis.

Los ratones de todos los grupos fueron sometidos a una operacion quirdrgica entre las
11 y las 13 hrs, la cual consistio en extraer uno de los testiculos del animal
(hemicastracion) con la finalidad de utilizarlo como testigo negativo y compararlo con

el restante después del tratamiento.

En todos los ratones hemicastrados siempre se removié el testiculo derecho, se peso

en una balanza digital, se macero en un tubo con 3 ml de PBS a 37 °C con el fin de
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obtener una suspension celular para realizar pruebas de viabilidad y electroforesis;

después de la operacién quirdrgica el ratdbn se mantuvo en reposo durante 24 horas.
5.4 Tratamientos

En el cuadro 1 se observan los distintos tratamientos a los cuales fueron sometidos los

grupos de ratones

Cuadrol.- Administracion de los distintos grupos de ratones

Tratamiento en mg/kg Vehiculo Tratamiento
0 (Testigo -

(Testigo -) Tratamiento agudo de 24
500 InP 0.6 ml de aceite de maiz hrs.
1000 InP Una sola aplicacion via
2000 InP sonda gastrica
32 CdCl, (Testigo +) 0.6 ml de agua

El numero de ratones administrados fue de 5 animales por grupo. La administracion de los diferentes
grupos se realizé a las 13hrs.

Se eligié al cloruro de cadmio (CdCl,) como testigo positivo ya que su actividad
mutagénica ha sido demostrada en células V79 de hamster chino y en células L5178Y
de linfoma de ratén. Ademas han sido reportados rompimientos de una sola hebra de
ADN en células de hamster chino tratadas con este compuesto (Ochi & Ohsawa,
1983). También se han observado rompimientos en el ADN en diferentes tejidos de
ratas tratadas con CdCl, (Saplakoglu & Iscan, 1997). Y existen reportes de que el
CdCl, induce un dafio genotéxico en varios érganos de raton de la cepa CD-1 cuando
se administra por via inhalada (Valverde et al., 2000). Y en pruebas donde el CdCl, se
ha administrado de forma oral a roedores ha demostrado causar rompimientos de
cadena sencilla evaluados por el método de electroforesis unicelular alcalina (Devi et
al., 2001).

5.5 Obtencion de las células
Se registré el peso corporal del ratdon para posteriormente sacrificarlo por dislocacion
cervical y obtener los siguientes d6rganos: pulmoén, testiculo, corazén, estomago,
higado vy rifdn; estos fueron pesados con excepcién del estbmago en una balanza

analitica para posteriormente obtener el peso relativo de cada érgano con la formula

Peso relativo=(peso del 6érgano/peso del ratén)x100.

Después de registrar su peso, los 6rganos se maceraron individualmente en frascos

con 3 ml. de PBS (Buffer salino de fosfatos). Se dejaron reposar durante 5 minutos
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aproximadamente, se tomé 1 ml. del sobrenadante de cada frasco y se colocaron en
dos tubos eppendorf diferentes. Posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm durante 6
minutos, para obtener un boton celular, y se procedié a realizar las técnicas de

viabilidad y electroforesis.

5.6 Viabilidad
A uno de los tubos eppendorf antes obtenidos de cada érgano se les agregé 20 pl de
una mezcla 1:1 de bromuro de etidio [0.125 upg/ml] con 5-6 diacetato de
carboxifluoresceina [0.025 pg/ml]. Se dejé incubar el colorante durante 10 min
protegido de la luz, pasados los 10 min se agregé 1 ml de PBS a cada tubo, y se
colocaron en un agitador de toque vértex, posteriormente se centrifugaron a 7000 rpm
durante 6 minutos y se realizaron 2 lavados mas con PBS. Una vez completados los 3
lavados se tomaron 20ul del botdon celular y se coloraron en un portaobjetos, se les
coloco encima un cubreobjetos y se observaron en el microscopio de fluorescencia.
Se revisaron 100 células determinando si eran viables (color verde), no viables (color

rojo) o células comprometidas (anaranjadas) a un aumento de 400 X.

5.7 Electroforesis unicelular en gel (alcalina)

Se tomaron 75 ul de agarosa de bajo punto de fusion y se mezclaron con 10 ul de
preparacion celular (boton obtenido de la centrifugacion previa) y se deposité la
mezcla sobre un portaobjetos previamente cubierto con una capa de agarosa de punto
normal de fusion al 1%. Se cubrié la preparacion con un cubreobjetos y se coloco
sobre una placa de hielo, hasta que la agarosa se solidifico. Se retird el cubreobjetos y
se aplicé una tercera capa de agarosa (75 ul); una vez seca la tercera capa, se retird
el portaobjetos y se colocd en una caja con solucion de lisis fria (6.5 ml de DMSO,
0.65 ml triton x-100, 58.85 ml de solucion stock de lisis). Se dejé a una temperatura de
4 °C y protegido de la luz durante una hora como minimo.

Después del tiempo de reposo se removieron las laminas con cuidado de la solucion

de lisis y se enjuagaron con agua destilada durante 5 minutos en una caja coplin.

Se colocaron en la camara de electroforesis las laminas lado con lado lo mas cerca
posible de forma horizontal entre las lineas rojas de la caja con el esmeril hacia arriba
y de lado izquierdo; y su repeticion enfrente de esta entre las lineas rojas. Siempre se
coloco un testigo positivo realizado con 40 yl de sangre y 50 yl de una solucion stock
de peroxido de hidrogeno 100 M, con la finalidad de asegurar el correcto
funcionamiento de la camara de electroforesis. Se rellend la caja de electroforesis con
solucioén buffer (60 ml NaOH 10 N, 10 ml EDTA 200 mM aforados a 2000 ml) recién
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preparada hasta cubrir las [aminas. Dejandose en la solucion durante 20 minutos para

el desenrollamiento de la molécula de ADN.

Se encendio la fuente de poder y se regulo a 25 Voltios y 300 miliamperios. Se dejo
pasar corriente durante 20 min. Posteriormente se apagé la fuente de poder y se
retiraron cuidadosamente las laminas del buffer y se colocaron en las cajas coplin con
solucion de neutralizacion (Tris 0.4 M a pH 7.5) durante 5 min y se realizaron otros 2
lavados mas con esta solucion. Se realizaron 2 fijaciones de 5 min en alcohol del 70%
y alcohol 100% respectivamente. Finalmente se dejaron secar y se almacenaron hasta

el momento de su lectura al microscopio.

Al momento de revisar las laminas en el microscopio de fluorescencia se agregé 50 pl
de Bromuro de Etidio y se observaron a 400x y con filtro de excitacién de 515-560 nm
(Rodamina). Se revisaron 100 células por érgano (50 células por lamina) y se registré
cuantas de ellas presentaban dano o no. Las células que no presentaron cometa (no
migraron) unicamente se les tomo la medida de sus didmetros en tanto que a las
células que presentaron formas de cometa se les midié la longitud de la cola y el

diametro de su cabeza, asi como su longitud total.

5.8 Grados de dano
Se realiz6 una categorizacién de los grados de dafio la cual es una forma de
representar el nivel de dafo producido después de la prueba de electroforesis, esta
clasificaciéon se realizé con la relacién de la longitud de la cola entre la longitud de la
cabeza, ubicando en el grado 0 (sin dafo) a aquellas que no presentaban cola, en el
grado 1 (dafo bajo) aquellas cuyas colas midieran hasta 1 cabeza, en el grado 2 (dafio
medio) aquellas colas que midieran hasta 2 cabezas y en el grado 3 (dafio alto) mas

de 3 cabezas.

5.9 Estadistica
Para conocer las diferencias significativas al peso de los ratones y el de los érganos se

les aplico la prueba de “t de Student”. La viabilidad y los grados de clasificaciéon de
dafno de los cometas fue analizada con la prueba de Z de diferencia de proporciones,
mientras que para la longitud total del cometa se utilizé un analisis de varianza seguida
de la prueba de Dunett. El nUmero de animales fue de 5 por grupo. Los resultados
estan representados por la media * la desviacion estandar. Se leyeron en total 100

células por 6rgano por animal en cada uno de los grupos.

18



5.10Diagrama de Flujo

Ratones macho de la cepa CD-1,
hemicastrados v en reposo por 24hrs

Viabilidad y electroforesis
del testiculo y sangre de la
hemicastracion

v

Administracion

|

v

v

Grupos testigo

Grupos tratados con InP en dosis de 500, 1000

0 2000 mg/kg de peso corporal

Grupos testigo positivo
tratado con 32 mg/kg de
Cdci2

v

Sacrificio por dislocacion cervical

v

Extraccidn de sangre, corazon, pulmén, rifidn,

higado, estdmago y testiculo.

Viabilidad

Macerado de los érganos en 3ml
de PBS para la obtencién de las

muestras.

Ensayo cometa

Tincion dual con bromuro de
etidio y diacetato de
carboxifluoresceina 1:1

\Z

Lavados con PBS para
eliminar el exceso de
colorante

v

Células embebidas en agarosa
emparedadas en dos capas del
mismo gel sobre portaobjetos.

\4

Lisis: (6.5 ml de DMSO, 0.65 ml Triton
x-100, 58.85 ml de solucidn stock de
lisis)

Evaluacién de 100 células por
muestra:

-Viables (verdes)
-No viables (rojas)
-Comprometidas (naranjas)

Observacién al microscopio a 40X.

\4

Electroforesis pH>13:
20 min. de desenrrollamiento
20 min. A 20V y 300 mA

1%

Neutralizacion: (Tris 0.4 M a pH

7.5)
v

Deshidratacién: alcohol 70% y
alcohol 100%

N

Tincidn con bromuro de etidio y
andlisis al microscopio a 40X
Evaluacién de 50 cometas por ldmina

19




VI. Resultados

6.1 Peso corporal de los animales y peso relativo de los 6rganos

En el cuadro 2 se muestra el promedio del peso de los animales en los grupos antes y
después del tratamiento, asi como la media de los pesos relativos de los testiculos,
donde se puede observar que no existe variacion en ninguno de los dos parametros

después del tratamiento de 24 horas con InP con respecto al grupo testigo.

En el cuadro 3, se muestran los pesos relativos de corazén, pulmédn, rifiidn e higado de
los grupos tratados, donde se observa que no existen cambios en la mayoria de los
organos, sin embargo disminuyo el peso del higado en la dosis de 1000 y de pulmdn y

corazon en la dosis de 2000 mg/kg.

6.2 Viabilidad Celular
En el cuadro 4, se muestra el promedio del porcentaje de células viables para cada

uno de los grupos tanto antes como después del tratamiento con InP. Se puede
observar que en todos los grupos el promedio fue mayor a 80% de células vivas. Para
sangre y testiculo la estadistica se realiz6 comparando el grupo de antes vs el grupo

de después del tratamiento.

La viabilidad de los demas érganos de los grupos tratados se compard con los datos
del grupo testigo. Se puede observar que en pulmén la viabilidad disminuyo
significativamente en la dosis de 2000 mg/kg, aunque sigue conservandose por arriba
del 80% de viabilidad celular.
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Cuadro 2. Peso corporal de los animales y peso relativo del testiculo antes y
después del tratamiento con fosfuro de In

Peso en gramos

Grupo Pre-tratamiento Post-tratamiento

Ratén Testiculo Ratén ?I'estllculo
derecho izquierdo

Testigo 38.38 £5.10 0.29 £0.06 37.36 £4.24 0.27 £0.04

Tratados con InP

500 mg/kg 38.78 £4.37 0.30 £0.05 38.46 £4.10 0.25 £0.02

1000 mg/kg 35.00 + 3.81 0.32 £0.02 33.90 £ 3.61 0.28 £0.03

2000 mg/kg 4150+ 2.42 0.27 £0.04 39.88 £2.85 0.27 £0.02

Tratado con CdCl,

32 mg/kg 37.0+7.29 0.38 £0.02 36.23+£7.11 0.33+£0.04

5 ratones en cada grupo.
Datos: Medias + desviacion estandar.

Cuadro 3. Peso relativo de los 6rganos después del tratamiento con fosfuro de

In
Peso de los distintos 6rganos en gramos

Grupos

Corazon Pulmén Rifon Higado
Testigo 0.53 £0.11 0.88 £ 0.05 0.73 £ 0.1 5.32 £ 0.47
Tratados con InP
500 mg/kg 0.43 £0.07 0.78 £0.18 0.66 £ 0.07 5.05 £ 0.57
1000 mg/kg 0.42 £0.04 0.93+0.14 0.71 £ 0.1 455 +0.47*
2000 mg/kg 0.41 £0.03* 0.76 + 0.06* 0.76 £ 0.04 4.92 +£0.41
Tratado con CdCl,
32 mg/kg 0.47 £0.05 0.75+£0.16 0.67 £0.11 5.09 +1.23

* P< 0.05, comparado con el grupo testigo, prueba de t de student.
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6.2 Viabilidad celular de los distintos grupos

Cuadro 4. Viabilidad celular antes y después del tratamiento agudo con InP.

Pre-tratamiento

Post-tratamiento

Grupo
Sangre Testiculo Sangre Testiculo Corazoén Pulmoén Rifén Higado Estomago

Testigo 97.82+0.83 95.60 +2.29 97.82 +1.27 98.01+1.39 9453+3.61 9821+130 94.05+287 92.06+3.87 93.03+5.53
Tratados con InP
500 mg/kg  96.61+2.85 97.04 +1.36 96.41 £ 2.84 9441+1.79 96.20+1.09 9537+1.50 90.57+4.86 89.39+4.57 91.05+4.57
1000 mg/kg 97.82+1.78 96.23 + 2.58 96.23 £ 2.23 95.04 +2.66 96.80+1.64 93.63+2.83 9246+3.34 92.03+4.31 90.50 + 5.27
2000 mg/kg 98.21+£0.82 95.45+4.51 95.86 + 1.46 93.23+1.28 95.62+1.81 88.49+6.96* 93.29+1.89 89.60 + 4.61 88.74 £ 5.52
Tratado con CdCl,
32 mg/kg 99.00+ 1.00 98.80 + 1.30 86.51 £+ 9.27*° 84.77 + 11.62*° 87.50+9.37 83.27 +9.83* 87.80+4.55 85.86+10.29 78.57 +12.51*

* P< 0.05, en comparacion con el grupo testigo, prueba de Z de diferencia de proporciones.

° P< 0.05 en comparacion con los datos obtenidos antes del tratamiento, prueba de Z de diferencia de proporciones.*
Datos: Medias + desviacién estandar.
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6.3 Electroforesis unicelular alcalina

En los cuados 5, 6 y 7 se pueden observar los datos obtenidos después de someter a
las células a la prueba de electroforesis, en estos se muestran la longitud total del
cometa, la cabeza mas la cola, ademas del porcentaje de células con dafio para cada

uno de los grupos.

En el cuadro 5 se muestran los datos de las células sanguineas de los ratones
tratados, como se puede observar existe un aumento significativo en la longitud total
del cometa y en el porcentaje de células con dano, al comparar los grupos antes y
después del tratamiento. También se puede apreciar diferencias estadisticas al
comparar Unicamente los grupos post-tratamiento con su testigo. Cabe mencionar que
la dosis de 1000 mg/kg fue la que presentd cometas con mayor longitud total y un

mayor porcentaje de células con dafo con respecto a los demas grupos.

En el cuadro 6 se muestran los datos obtenidos de las células testiculares, pequenas y
grandes, se puede observar que los datos del testiculo derecho el cual fue removido al
momento de la hemicastracion no difieren significativamente entre grupos del pre-
tratamiento. Sin embargo después del tratamiento con InP las células testiculares
presentan un aumento, tanto en la longitud del cometa como en el porcentaje de
células con dafno. También se pueden ver diferencias estadisticas al comprar

unicamente los grupos post-tratamiento con su testigo.

En el cuadro 7 se muestran los datos de los demas érganos analizados, se puede
observar el incremento en ambos parametros después del tratamiento agudo con InP.
Ademas los distintos 6rganos responden diferente a las dosis administradas siendo
corazoén, rifidn y estomago los que presentan mayor longitud de cometa asi como un
aumento en el porcentaje de células con dafo en la dosis de 1000 mg/kg, mientras

qgue en la dosis de 2000 mg/kg fueron higado y pulmén.
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Cuadro 5. Longitud total del cometa y porcentaje de células sanguineas con dafio
antes y después del tratamiento con InP

Longitud en pym (células con dano en %)

Grupos - .
Pre-tratamiento Post-tratamiento
Testigo 2492+ 7.58 (10.4) 29.84+ 17.52(9.2)
Tratados con InP
500 mg/kg 24.73+ 6.58(10) 45.14+ 35.55 (58.6)*°
1000 mg/kg 25.60+ 11.64(9.4) 61.26+ 43.49 (71.6)*°
2000 mg/kg 24 .48+ 14.41(11.4) 37.20+ 35.60 (39.6)*°

Tratado con CdCl,
32 mg/kg 26.34+ 8.04(14) 59.48+ 42.83 (77)*°

*P <0.05 en comparacion con el grupo testigo post-tratamiento
° P<0.05 en comparacion con los datos obtenidos en el pre- tratamiento con un andlisis de varianza y una
prueba de Dunnett.
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Cuadro 6. Longitud del cometa y porcentaje de células testiculares con dafio antes y después del tratamiento con InP

Longitud en um (% de células con dafio)

Grupo Pre-tratamiento: testiculo derecho

Post-tratamiento: testiculo izquierdo

Células pequenas

Células grandes

Células pequefias

Células grandes

Testigo 28.77 + 7.27 (5.8)

Tratados con InP

500 mg/kg 27.57 + 7.63 (3.6)
1000 mg/kg 26.79 + 3.46 (2.0)
2000 mg/kg 28.10 + 7.77 (9.0)

Tratado con CdCl,
32 mg/kg 30.35+15.18 (14.8)

39.20 + 6.62 (5.4)

39.59 + 7.13 (2.8)
38.70 + 3.94 (0.8)
40.08 + 8.54 (7.2)

45.14 + 14.93 (20.6)*

30.71 + 10.38 (26.8)
46.95 + 36.39 (53.8)*°
46.28 £ 22.06 (72.6)*°

43.89 + 36.52 (34.8)*°

47.96 + 24.29 (74.2)*

44.04 + 11.55 (31.8)
67.61 % 40.30 (64.6)*
73.00 £ 43.29 (73.2)*

52.95 + 31.99 (31.2)*

65.91 + 28.50 (77.4)*°

* P<0.05 en comparacion con el grupo testigo post-tratamiento

° P<0.05 en comparacion con los datos obtenidos antes del tratamiento con un andlisis de varianza y una prueba de Dunnett.
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Cuadro 7. Longitud del cometa y porcentaje de células con dafio en los 6rganos de los ratones tratados con InP.

Grupo

Testigo

Tratados con InP

500 mg/kg

1000 mg/kg

2000 mg/kg

Tratado con CdCl,

32 mg/kg

Longitud en um(% de células con dafo)

Corazon

Pulmon

Rifion

Higado

Estomago

39.48 + 14.15(8.8)

48.16 + 28.96 (45.0)*

56.39 + 42.21 (54.2)*

48.31 £ 35.93 (25.2)*

65.67 + 59.95 (40.8)*

33.30 + 15.64 (14.8)

52.15 + 35.13 (50.6)*

48.68 + 41.72 (30.2)*

65.58 + 47.92 (56.0)*

81.81 + 55.05 (78.6)*

33.08 + 8.72(9.8)

61.75 + 44.03 (52.2)*

59.50 + 40.82 (55.8)*

46.31 + 30.85 (37.6)*

86.56 + 47.85 (70.8)*

39.55 + 7.60(4.2)

47.87 + 26.63 (18.8)*

44.66 £ 22.46 (12.4)

51.62 + 33.41 (19.0)*

71.23 + 46.85 (40.8)*

30.07 + 28.30(14)

49.82 + 56.50 (22.6)*

62.64 + 62.87 (36.2)*

43.91 £ 54.63 (16.4)*

60.96 + 56.99 (38.0)*

*P<0.05 en comparacion con el grupo testigo con un analisis de varianza y una prueba de Dunnett.
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6.4Grados de daiio

En figura 2 se muestra la distribucion del grado de dafio para células sanguineas antes
y después del tratamiento con InP, en donde se observa un incremento en los grados

de dafio al comparar los datos obtenidos de los grupos pre-tratados y post-tratados.

En las figuras 3 y 4 se muestra la distribucion del grado de dano para el caso de
células pequenas y grandes de testiculo. Donde se puede observar un incremento
estadisticamente significativo en el porcentaje de células que presentan distintos
grados de dafio después del tratamiento con InP asi como una disminucion de las

células que no presentan dafio.

En los demas drganos (figuras 5-9), las células con diferentes grados de dafio fueron

comparados con el grupo testigo.

Todos los drganos muestran un incremento en el porcentaje de células que presentan
distintos grados de dafo después del tratamiento, también existe una disminucion en

el porcentaje de células sin-dafo.

Comparacion de grados de dafio para células sanguineas entre grupos
pre y post-tramaiento

100

Tratamiento

0InP

m 500 InP

% de celulas

1000 InP

W 2000 InP

Grados de daio Grados de dano
(Pre-tratamiento) (Post-tratamiento)

Figura 2. Distribucion del grado de dafio en células sanguineas de ratones pre-tratados y post-tratados con 500, 1000
0 2000 mg/kg de InP. La comparacion de los datos de los grupos tratados se realiz6é con los datos obtenidos de los
ratones de los grupos pre-tratados. Donde la clasificacion de dafio es: 0 = sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 =
dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de proporciones.
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Comparacion de grados de dafio para células pequeiias
de testiculo entre grupos pre y post-tramaiento

120
100
‘_.,,‘ 80 - * . Tratamiento
3
s 0InP
S
° W 500 InP
1000 InP
m 2000 InP
pre-tratamiento | post-tratamiento
Grados de daiio

Figura 3. Distribucion del grado de dafio en células pequefias de testiculo de ratones tratados con 500, 1000 o
2000mg/kg de InP. La comparacion de los datos de los grupos tratados se realizé con los datos obtenidos de los
ratones de los grupos pre-tratados. Donde la clasificacion de dafio es: 0 = sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 =
dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de proporciones.

Comparacion de grados de daiio para células grandes de
testiculo entre grupos pre y post-tramaiento

120
100
v 80 - % * Tratamiento
]
8 0InP
3
© W 500 InP
1000 InP
= 2000 InP

pre-tratamiento | post-tratamiento
Grados de dafio

Figura 4. Distribucion del grado de dafio en células grandes de testiculo de ratones tratados con 500, 1000 o
2000mg/kg de InP. La comparacion de los datos de los grupos tratados se realizé con los datos obtenidos de los
ratones de los grupos pre-tratados. Donde la clasificacion de dafio es: 0 = sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 =
dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de proporciones.
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Figura 5. Distribucion del grado de dafio en células de corazén de ratones tratados con 500, 1000 o 2000mg/kg de InP.
La comparacioén se realizé con los datos obtenidos en el grupo testigo (0 InP). Donde la clasificaciéon de dafio es: 0 =
sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 = dafo alto.* p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de

proporciones.
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Figura 6.Distribucion del grado de dafio en células de pulmén de ratones tratados con 500, 1000 o 2000mg/kg de InP.
La comparacion se realizé con los datos obtenidos en el grupo testigo (0 InP). Donde la clasificacion de dafio es: 0 =
sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 = dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de

proporciones.
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OInP 500 InP 1000 InP 2000 InP
Tratamiento

Figura 7. Distribuciéon del grado de dafio en células de rifién de ratones tratados con 500, 1000 o 2000mg/kg de InP. La
comparacion se realizé con los datos obtenidos en el grupo testigo (0 InP). Donde la clasificacion de dafio es: 0 = sin
dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 = dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de
proporciones.
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Figura 8.Distribucion del grado de dafio en células de higado de ratones tratados con 500, 1000 o 2000mg/kg de InP.
La comparacion se realiz6 con los datos obtenidos en el grupo testigo (0 InP). Donde la clasificacion de dafio es: 0 =sin
dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 = dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de

proporciones.
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Estomago
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Figura 9.Distribucion del grado de dafio en células de estémago de ratones tratados con 500, 1000 o 2000mg/kg de
InP. La comparacion se realizé con los datos obtenidos en el grupo testigo (0 InP). Donde la clasificacién de dafio es: 0
= sin dafio, 1 = dafio bajo, 2 = dafio medio, 3 = dafio alto. * p<0.05 evaluado con la prueba de Z de diferencia de

proporciones.

31



VII Discusion

En los ultimos veinte afios, la demanda de In se ha incrementado, a causa de su uso
en la fabricacion de semiconductores y como sustituto de diversos materiales. Debido
a esto el riesgo de que este elemento se convierta en un contaminante antropogénico
es muy alto (Lim et al., 2014), por ello es necesario conocer mas sobre este elemento

y sus interacciones con los seres vivos.
7.1 Peso corporal y peso relativo de los 6rganos

La variacion en el peso de los animales después de un tratamiento ha sido aceptada
como uno de los criterios para determinar toxicidad cuando se emplean modelos in
vivo, puesto que se reconoce generalmente como sefial de perjuicio en el organismo.
La comparacion entre animales tratados y no tratados, proporciona los datos para
determinar si el compuesto produce variacién en el peso del organismo, que antecede
a posibles cambios en el peso de los érganos blanco (Feron et al. 1973; Anderser et
al. 1999; Wolfsegger et al. 2009), donde el peso de los 6rganos generalmente se
expresa como la razén del peso del 6rgano entre el peso del corporal a la hora de la
necropsia (Feron et al. 1973).

En el presente estudio no se registraron cambios significativos en el peso de los
organismos ni en el peso de los testiculos. Lo anterior concuerda con los datos de la
literatura (Yu, 1998) donde se considera que el testiculo derecho es mas pesado que
el testiculo izquierdo, sin una diferencia biolégicamente relevante. Ademas, de que no
hay diferencia significativa entre el peso de los testiculos antes y después de la
hemicastracion, ni tampoco desarrollo de hipertrofia compensatoria después de la
extirpacién testicular (Fawke et al. 1972).

Sin embargo, en los animales a los que se les administro InP se observé disminucion
en el peso relativo de algunos érganos, tal como el higado en la dosis de 1000 y
pulmén o corazoén en la dosis de 2000 mg/kg, lo que por un lado revela toxicidad y por
otro indica posibles érgano blanco del In, tal como otros autores lo han reportado
(Fowler, 1986; Flora, 2000).

En relacién al efecto sobre peso, la via de administracion del compuesto es un factor
importante esto se puede observar en experimentos como los de Kabe (1996) que al
aplicar InP en dosis de 1000, 3000 y 5000 mg/kg por via sonda gastrica o via
intraperitoneal a ratones ICR, encontraron diferentes resultados, en el primer caso no

encontraron variacion en los pesos de los organismos y de los érganos con respecto al
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grupo control, sin embargo en el segundo experimento los ratones presentaron

diferencias estadisticas en el peso de pulmon, bazo y rifdn.

Otro factor importante que se ha observado que influye sobre el peso, es forma
quimica del compuesto administrado, por ejemplo Tanaka en el 2004 encontrd
disminucion en el peso de los animales al administrar 6 mg/kg de InP via intratraqueal
a hamster (una vez por semana durante 16 semanas), pero no observaron cambios
cuando utilizaron ITO. Resultados similares se han encontrado en modelos murinos, al
administrar In metalico, InCl; 0 In(NO3); via intragastrica o intraperitoneal (Asakura et
al., 2008; Takagi et al., 2011; Maghraoui et al., 2011).

Lo anterior confirma que la forma quimica del compuesto, la via de administracion, el
tiempo de exposicion y el numero de dosis, son decisivos para producir un efecto en el
peso del organismo. En este trabajo con las dosis y el tiempo aqui empleadas se pudo
observar que el peso de los organismos no se veia afectado, no obstante el peso

relativo de corazén, pulmén e higado disminuyo significativamente.

7.2Viabilidad celular
Asi como es importante monitorear el peso de los érganos, también es relevante

conocer la viabilidad de las células. Una de las formas mas eficaces para determinar
muerte celular es evaluar fallas en los procesos metabdlicos y alteraciones en la
membrana de la célula, ya que muchos agentes citotdxicos son capaces de bloquear
procesos bioquimicos como la glucolisis o la respiracién, asi como inducir cambios en
la permeabilidad celular ocasionando la aparicidon de huecos en la membrana celular
que finalmente pueden conducir a la muerte de la célula (Strauss, 1991; Hartmann &
Speit 1997).

En este estudio se utilizd6 una mezcla de colorantes fluorescentes, bromuro de etidio
(Br-et) y diacetato de carboxifluoresceina (CFDA), la cual tife de forma diferencial las
células. El Br-et es impermeable a la membrana celular y unicamente puede
atravesarla cuando hay perforaciones en la misma, al ingresar tifie el niucleo de un
color rojizo; por otro lado el CFDA si es permeable a la membrana y cuando se
metaboliza se forma un compuesto esterificado que emite una fluorescencia de color
verde, de esta forma se puede discriminar entre células vivas (verdes) o muertas
(rojas)(Rowland-Jones & McMichael 2000; Greim & Snyder 2008).

De manera general, en los grupos tratados con InP la viabilidad se mantiene arriba del

80% lo cual nos indica que el compuesto no induce una toxicidad celular acentuada.
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Solamente en el caso de pulmén en la dosis mas alta se observé diferencia

estadistica, aunque esta se mantiene en el rango del 80%.

El In y sus compuestos no se consideran agentes que induzcan marcada citotoxicidad
in vitro e in vivo, por ejemplo Bustamante y colaboradores (1997) no encontraron
efectos citotdxicos al evaluar la viabilidad mediante la técnica de exclusién de azul de
tripano en cultivos de células T de rata tratadas con InClsz(en concentraciones de 10,
100 y 1000 uM), al registrar una viabilidad mayor al 86%, del mismo modo en un
estudio de tesis realizado en el laboratorio por Beltran (2011), utilizando el método de
tincién dual (Br-et y CFDA) se encontré que al administrar de 5, 10 0 20 mg de InP via
intragastrica en ratones macho de la cepa CD-1, la viabilidad se mantiene arriba del
80%.

Por lo que en este trabajo las dosis de 500, 1000 y 2000 mg/kg de InP, no afectan la
viabilidad significativamente en las células de los diferentes 6rganos evaluados. Estos
datos de viabilidad celular son relevantes porque el ensayo cometa, al igual que otras
pruebas de genotoxicidad, puede ser sujeto a errores de interpretacion, ya que en
algunos casos se ha encontrado toxicidad celular la cual conduce a dafio al ADN, y lo
que se quiere es conocer si el agente quimico es capaz de inducir genotoxicidad en
dosis en la que no genere citotoxicidad. Por ello es importante realizar pruebas de
viabilidad junto con el ensayo cometa para evitar falsos positivos (Hartmann & Speit,
1997; Henderson et al., 1998).

7 .3Electroforesis unicelular alcalina

El principio basico del ensayo cometa, es mezclar células individuales en agarosa y
posteriormente someterlas a un proceso de lisis removiendo todo el contenido celular
excepto el ADN para finalmente someterlas a un proceso de separacién por
diferenciacion de cargas eléctricas. El proceso de lisis incluye la remocién de todas las
proteinas histonas, el ADN permanece super enrollado y probablemente aun unido a la
matriz nuclear. En los sitios en donde hay rupturas en el ADN el superenrrollamiento
se pierde y el ADN queda relajado (ADN dafado), el cual es arrastrado fuera de la
matriz nuclear por accion de la electroforesis hasta el anodo provocando una figura
extendida con forma de cola de cometa, mientras que el ADN no dafado se queda
confinado en la regién que forma la cabeza del cometa (Collins, 2004; Cigerci et al.,
2013).

La electroforesis unicelular alcalina es ampliamente utilizada en sistemas in vivo ya

que es muy util para las pruebas 6rganos-blanco/6rgano, donde es posible analizar el
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dafio primario al ADN. Unas de las ventajas de esta técnica es que la genotoxicidad de
cada organo de mamifero puede ser detectada de forma individual (Sekihashi, 2002;
Sharma, 2012). Cabe sefialar que al utilizar ratones hemicastrados se obtiene una
ventaja a la hora de analizar el comportamiento de un agente xenobibtico ya que
pueden observarse los efectos que este causa comparando al mismo organismo antes
y después de la administracion (Fawke et al. 1972) como se hizo en el caso de

testiculo y sangre.

La sangre es un tejido cuya funcién es transportar oxigeno y nutrientes a todos los
componentes del cuerpo, estd formada por una solucion acuosa de moléculas
organicas, proteinas y sales llamada plasma ademas de plaquetas, células rojas, y
blancas. Los leucocitos son considerados buenos bioindicadores de dafo por
exposicion a metales (Bazkurt, 2003) y la longitud del cometa o niumero de células con
dafo obtenidas con el ensayo cometa es un buen parametro de efecto genotdxico
(Altamirano-Lozano et al. 1999).

La administracion de InP en los ratones de la cepa CD-1 incrementa tanto la longitud
total del cometa como el porcentaje de células sanguineas con dafno de manera
significativa al comparar el grupo pre-tratado contra el post-tratado, asi como al
comparar el grupo tratado contra su grupo testigo post-tratado. Lo anterior concuerda
con lo reportado por Beltran en 2011, quien administro InP por via intragastrica a
ratones macho CD-1, encontrando un aumento en el porcentaje de células con dafo
asi como un aumento en la longitud de las colas de los cometas en las dosis mas altas

de su tratamiento (10 y 20 mg de InP).

Si comparamos el porcentaje de células sanguineas con dafio en el trabajo de Beltran
contra el nuestro se puede observar un aumento de 15 veces registrandose valores de
4.6% vs 39.6% cuando se comparan los resultados de las dosis mas altas de ambos
estudios 20mg VS 2000 mg/kg (96.14 mg).

El In establece enlaces con la transferrina del suero sanguineo probablemente
utilizando la maquinaria bioquimica del hierro incluyendo los receptores de membrana
lo que conlleva a su almacenamiento en el interior de la célula (Castronovo & Wagner,
1973; Harris & Messori, 2002; Gomme & McCann, 2005). Lo que podria explicar por
un lado el dafio genético encontrado en células sanguineas y por otro la distribucion

del metal en los demas tejidos.

Una vez en torrente sanguineo, el In puede llegar a cualquier parte del organismo

incluyendo 6rganos que poseen barreras biolégicas como la barrera hemotesticular. Al
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respecto, algunos autores encontraron que la administracion intratraqueal de InP e
InAs afecta la funcion y la estructura del tejido testicular (Omura et al. 2000; Tanaka
2004), asi como su acumulacion en células de Sertoli y de Leydig cuando es
administrado In metalico via intraperitoneal (Maghraoui et al., 2011).

El testiculo posee dos funciones basicas, pues se encarga de la produccién de ciertas
hormonas asi como de la produccién de espermatozoides. Entre el 85 y 90% del
interior del volumen testicular esta constituido por tubulos seminiferos y su epitelio
germinal, lugar de produccion de los espermatozoides, células que son haploides y
cuya funcién es la formacién de un cigoto totipotente al fusionar su nucleo con el del
gameto femenino, fendbmeno que posteriormente dara lugar al desarrollo de un nuevo
individuo (Hall, 2011).

La hemicastracién de los ratones macho de la cepa CD-1 antes del tratamiento,
representa una ventaja a la hora de analizar el comportamiento de un agente
xenobidtico debido a que es posible observar el efecto de dicho agente en un sistema
in vivo, tanto su genotoxicidad como su citotoxicidad, comparando al mismo organismo

antes y después de la administracion (Fawke et al., 1972).

En el presente estudio, los datos obtenidos al evaluar el dano al ADN de las células
testiculares concuerdan con algunos obtenidos en el laboratorio (Beltran, 2011), donde
dosis de 20 mg de InP inducen mas dafo sobre las células testiculares grandes en

comparacion con las células testiculares pequefias.

Cabe recalcar que los datos del testiculo derecho (el cual fue removido al momento de
la hemicastracion) no difieren significativamente entre grupos antes del tratamiento.
Sin embargo después de la administracion, las células testiculares muestran aumento
tanto en la longitud del cometa como en el porcentaje de células con dano, del mismo
modo se observan diferencias significativas al comparar Unicamente los grupos post-
tratamiento con su testigo, con lo cual se puede decir que el compuesto esta
produciendo dafio al ADN en las células testiculares; lo anterior muestra que el

testiculo es un érgano susceptible de ser dafiado por la exposicion a In.

El estémago es una cavidad donde se almacena temporalmente los alimentos, en él
se llevaba a cabo reacciones catabdlicas que permitiran la absorcién de nutrientes,
iones y diversas moléculas. Por su funcién también puede intervenir en el metabolismo
de xenobidticos. Es uno de los primeros 6rganos que estan expuestos por la ingestion
de alimentos contaminados o bien cuando en modelos experimentales (como el raton)

se administran substancias via intragastrica. Se conoce que el In en forma de InP es
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pobremente absorbido por el tracto gastrointestinal cuando se administran por esta
ruta dosis bajas (10 mg/kg) en ratas (Zheng et al. 1994). En este estudio una de las
razones de administrar dosis de 500 mg/kg de InP fue por un lado su baja absorcion y
por el otro que dosis de 10 mg no mostraron efectos citotdxicos y genotdxico (Beltran,
2011).

Al administrar 500, 1000 y 2000 mg/kg de InP se observaron cambios significativos
sobre la longitud total del cometa y el numero de nucleos con dafio en las células de
estdmago. Estos datos muestran el estdmago también es susceptible a los efectos

perjudiciales de In a pesar de que el InP es pobremente absorbido.

La mayoria de los metales al igual que otras substancias, después de ser absorbidos
por el tracto gastrointestinal, pasan a torrente sanguineo y el corazén es el musculo
encargado de bombear esa sangre a todo el cuerpo atreves de los vasos sanguineos.
La accién del corazén es proveer al cuerpo de oxigeno y nutrientes aunque también
ayuda en la remocioén de desechos metabdlicos (Taber & Venes, 2009; Hall, 2011). Lo
que lo hace que el corazén este en contacto con todas las sustancias administradas
como el caso del InP. Al respecto el corazén presento un aumento de dano al ADN.
Datos en el laboratorio muestran que el InP no induce efectos genotdxico
considerables en dosis de >20 mg, sin embargo la inhalacion prolongada del
compuesto produce inflamacion de las arterias coronarias de ratones B6C3F1 (Moyer
et al., 2002).

La cardiotoxicidad del In se conoce muy poco, se ha propuesto que algunos
compuestos metalicos tienen un efecto secundario en este érgano, el mecanismo de
toxicidad estudiado tanto in vitro como in vivo esencialmente consiste en la formacion
de radicales libres que conduce a un estrés oxidante (Lamberti et al., 2014) y

consecuentemente dano al ADN.

Una vez bombeada la sangre por el corazén hasta llega a pulmdén. La principal
funcién de los pulmones es el intercambio gaseoso, subministrando oxigeno a los
tejidos y removiendo el CO,; el intercambio gaseoso tiene lugar en los alveolos.
Debido a que el pulmén tiene una amplia superficie y realiza intercambio de sustancias
considerable, el pulmdén es la mayor interface entre el organismo y el medio ambiente

y cualquier toxico que pudiera estar presente (Hodgson 2004).

La variacién en el peso, la viabilidad, la longitud del cometa y el numero de células
danadas para el caso de pulmén reafirman que este érgano es un 6rgano blanco del

InP, lo anterior esta respaldado por estudios como los de Blazka et al., (1994),
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Gottschling y colaboradores (2001) y Tanaka y col. (2002), quienes han encontrado
efectos marcados en pulmén cuando se administra In de forma inhalada. Ademas,
otros compuestos como [In(SO,);] también inducen dafio pulmonar cuando se

administran por rutas distintas como la subcutanea (Fowler, 1986).

Independientemente de la ruta de exposicién el In provoca dafios en pulmén. Lo
anterior puede deberse a que el pulmén es un érgano de excrecion y el In es llevado
por el torrente sanguineo a los alveolos donde ejerce su toxicidad. Este 6rgano es
especialmente susceptible por naturaleza debido a que es altamente irrigado
haciéndolo blanco del In y de otros xenobibticos (Gottschling et al., 2001; Hodgson
2004)

Al respecto, el pulmén puede también ser blanco debido a que es uno de los
compartimentos que acumulan In, se ha descrito que los macrofagos secuestran
particulas con este metal en el lumen intersticial del pulmén Gottschling et al. (2001)
encontraron en ratas, que la inhalacién de 0.3 mg/m® de InP por 6 horas al dia durante
21 semanas provoca la acumulacién del compuesto en alveolos y en el epitelio
pulmonar, seguida de procesos inflamatorios con aumento de EROs y disminucion de
moléculas antioxidantes, lo cual desencadeno hiperplasia alveolar, adenoma vy

finalmente carcinoma metaplasico en el pulmén.

Recientemente Gwinn et al. (2013) sugieren que la captacion de particulas de In
insolubles se da por medio de los macréfagos y posteriormente es seguida por una
acidificacion fagolisosomal, lo cual resulta en la solubilizacién de dichas particulas en
iones de In, los cuales son citotoxicos. Los estudios de Gottschling et al. (2001) y
Gwinn et al. (2013) concuerdan con lo descrito por Maghraoui et al. (2013) quienes
observaron que el In, al igual que Al (ambos elementos del grupo IlIA), producen
estrés oxidante causado por la sobreproduccién de EROs, en particular radicales

libres, inducidos por accién indirecta de dichos metales.

El higado desempefa un papel importante en la regulaciéon del metabolismo de
hidratos de carbono y lipidos, en el metabolismo de los aminoacidos, en la sintesis y
degradaciéon de proteinas plasmaticas, en el almacenamiento de vitaminas y metales
esenciales; también tiene la capacidad de metabolizar y desintoxicar una variedad

amplia de xenobidticos (Baynes & Domiczak, 2006).

El higado ademas tiene funcién excretora, por lo que los productos de desecho
metabodlico son secretados a un sistema de conductos ramificados conocidos como

arbol biliar, que a su vez drena en el intestino delgado; los constituyentes de la bilis se
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excretan posteriormente en las heces (Baynes & Domiczak, 2006).Cabe sefalar que
algunos acidos organicos y farmacos activos se secretan en la bilis contra un gradiente
de concentracion elevado (Harrison 1986), y se conoce que el In se solubiliza en
acidos organicos (Jorgenson y George 2005), por lo cual puede estar biodisponible
como ion metalico y ejercer dafo en el ADN de las células de los diferentes tejidos

como las de higado de los ratones tratados con el InP.

El In ejerce diversos efectos en higado, se ha demostrado que en ratas al administrar
oxido de In coloidal dihidratado via intravenosa, en concentracién de 20-25 mg/kg,
produce necrosis en células de higado y bazo (Castronovo y Wagner, 1971).
Maghraoui et al. (2011) al administrar intraperitonealmente In metalico observaron que
se concentraba selectivamente en los lisosomas de hepatocitos y se conoce que los
lisosomas son fuente de estrés por radicales libres, si esto sucede en el modelo
empleado de ratdn de este trabajo entonces se podria explicar el dafio encontrado en
el ADN en las células del higado.

En las células hepaticas se llevan a cabo multiples reacciones metabdlicas, no se
conoce si el In es transformado en el interior de los mamiferos por la misma accion
del metabolismo provocando reacciones de Oxido-reduccion, sin embargo muchos
xenobidticos son transformados a sustancias solubles que puedan ser excretadas por

el sistema renal (Rodriguez 1994).

La eliminacidon de los agentes toxicos del organismo es un factor importante en
relacion con los efectos biolégicos que sean capaces de producir. La eliminacion
rapida de los agentes externos reduce los riesgos y en muchos casos la toxicidad. La
ruta mas importante de eliminacion es a través del sistema renal. Los sistemas renal y
urinario estan constituidos por un grupo complejo de 6rganos que en conjunto se
encargan de filtrar los productos residuales de la sangre y de fabricar, almacenar y
eliminar la orina. Durante el proceso los rifflones pueden exponerse a concentraciones
elevadas de sustancias toxicas enddgenas y exogenas, de este modo algunas células
renales estan expuestas a concentraciones mil veces superiores a las sanguineas
(Rodriguez R., 1994).

El In suele acumularse en este 6rgano pues Kan y Miyamae en 1997 reportaron que el
In se acumula en rifiones y otros érganos cuando es administrado en forma de InCls;
de igual forma Maghraoui et al. en 2011 encontraron que cuando se administra In por
via i.p. el In se concentra en algunas células incluyendo las células contorneadas de
los tubulos proximales de los rifiones. A su vez al ser acumulado en estas zonas suele

provocar efectos adversos como los descritos por Azakura et al. (2008) quienes tras
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hacer una revision patolégica e histopatolégica encontraron cambios en ratas tratadas
con 1000 mg/kg de In metdlico, en los que se observaron basofilia renal tubular,
quistes renales, algunas gotas hialinas en el tubulo proximal epitelial e infiltracién de

células inflamatorias en los rifones.

En nuestro estudio el rifién también muestra ser un érgano sensible a los efectos del In
debido a que en todas las dosis empleadas se incrementa el dafio al ADN y el nUmero
de células dafiadas. Lo anteriormente descrito concuerda con el hecho de que los
rinones son un sitio comun de toxicidad quimica ya que las nefronas sirven para
concentrar los agentes toxicos incrementando los niveles de exposicion, esta
exposicion puede resultar en una toxicidad de los tubulos de los rifiones. Esto también
puede ocurrir por una concentracion dentro de las nefronas cuando un quimico es
capaz de utilizar una proteina de transporte (Hodgson, 2004).Como es el caso del In
que se une a transferrina, y es transportado desde el lumen de los tubulos hasta las

células renales, las cuales pueden reabsorber el complejo metal-transferrina.

Finalmente es importante mencionar que en todos los tejidos tanto la longitud del
cometa como el numero de células con dafo se incrementa después del tratamiento,
donde la intensidad del efecto producido para cada tejido es diferente, es decir, para el
caso del porcentaje de células con dafo la dosis de 1000 mg/kg fue la que registro los
valores mas altos en sangre (71.6%), testiculo (72.6 y 73.2%), rifion (55.8%), corazon
(54.2%), estomago (36.2%).en tanto que el incremento en el numero de células con
dano para pulmén (56%) e higado (19%) registro su valor mas en la dosis de 2000

mg/kg

Maghraoui et al. (2011) tras una administracién de In metalico por via intragastrica
observaron que el In se precipito en los lisosomas en forma de sales de fosfato
insolubles, esto debido a la accidbn de una enzima intralisosomal conocida como
fosfatasa acida. Lo anterior podria explicar el hecho de que en érganos encargados de
la detoxificacion en el cuerpo sean los principales afectados por InP administrado en el
presente trabajo. Ademas, los resultados obtenidos en el numero de células con dafio
en los diferentes 6rganos evaluados pueden explicarse como consecuencia de la
union del In con la transferrina, pues todos las células de los tejidos y 6rganos de los
mamiferos tienen receptores de membrana para esta proteina, aunque los receptores
varian considerablemente de un tipo celular a otro, se puede encontrar principalmente
en hepatocitos, precursores de eritrocitos y placenta, aunque también se encuentran
en cantidades significativas en drganos como pulmén, rifién e intestino delgado (Harris
& Messori, 2002)
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VIl Conclusiones

No se observaron cambios significativos en el peso de los ratones tratados con 500,

1000 y 2000 mg/kg de InP administrado de forma aguda por via intragastrica,

No se observaron cambios significativos en el peso de testiculo y rindn de ratones
tratados con 500, 1000 y 2000 mg/kg administrado de forma aguda por via
intragastrica. Sin embargo se presenta una disminucion del peso del higado en la

dosis de 1000 asi como corazén y pulmén en la dosis de 2000 mg/kg.

No se observaron cambios significativos en la viabilidad de los ratones tratados con
500, 1000 y 2000 mg/kg de InP administrado de forma aguda por via intragastrica,

Excepto en el caso del pulmodn.

La administracion de InP produjo un aumento tanto en la longitud total de los cometas
como en el porcentaje de células con dafo en cada uno de los d6rganos, en las

concentraciones administradas a los ratones.

Los 6rganos que presentan valores mas altos en el porcentaje de células con dafo en
la dosis de 1000 mg/kg son: sangre (71.6%), testiculo (72.6 y 73.2%), corazon
(54.2%), rifdn (55.8%), estomago (36.2%).

Los 6rganos que presentan valores mas altos en el porcentaje de células con dafio en
la dosis de2000 mg/kg son: pulmén (56%) e higado (19%).

Los grados de dafio muestran una disminucién de las células sin dafio y un aumento
en los distintos grados de dafio de forma dosis-respuesta al administrar 500, 1000 o
2000 mg/kg de InP

Con todo lo anterior se puede concluir que el InP es un agente genotoxico debido a
que produjo dafio al ADN en los 6rganos evaluados con las dosis aplicadas en este

trabajo.
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