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RESUMEN

El tiner es uno de los solventes organicos mas utilizados en la industria de las pinturas,
tintas y resinas. Se han realizado estudios que han relacionado la exposicion ocupacional
cronica a componentes del tiner como el benceno, xileno y tolueno con el desarrollo de
diversos tipos de cancer y enfermedades degenerativas, pero estudios sobre las
implicaciones del compuesto como tal son pocos o nulos. Las células presentan diversos
mecanismos como la apoptosis para contrarrestar los efectos adversos de este tipo de
sustancias. La muerte celular apoptética esta acompafiada por cambios en la estructura de
la membrana plasmatica como la exposicién en la superficie de fosfatidilserina (PS). La
exposicion en la superficie de PS puede ser detectada por su afinidad con la anexina V, una
proteina de unién a fosfolipidos. Se ha encontrado que la apoptosis es facilmente detectada
y cuantificada con Anexina V-FITC por medio de citometria de flujo. Por consiguiente, el
objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto apoptético inducido por el tiner en
linfocitos humanos de sangre periférica. La citotoxicidad se determind mediante la prueba
de indice mitético y la prueba de viabilidad celular durante 24 horas de tratamiento con
tiner a diferentes concentraciones. Se realiz6 la cinética de muerte celular en funcién del
tiempo de tratamiento, en cultivos de linfocitos tratados durante 0.5, 1, 4, 6 y 24 horas con
tiner a concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.4 uL/mL, mediante citometria de flujo basandose en
las propiedades de la dispersion de la luz de las células. Lo que permitio identificar en cual
de los diferentes tiempos se presentd un mayor porcentaje de muerte celular. El efecto
apoptotico se evaluo en cultivos tratados durante 24 horas con las concentraciones altas,
media y baja de tiner mediante el marcaje con anexina V' y yoduro de propidio a través de
citometria de flujo. Los resultados de citotoxicidad mostraron una disminucién en el indice
mitotico y en la viabilidad de los linfocitos, presentando un efecto dependiente de la
concentracion (R?=0,963, P<0.001 y R?= 0,927, P<0.001 respectivamente). La cinética de
muerte celular en funcién del tiempo de tratamiento al tiner, evidencié un incremento
significativo estadisticamente de muerte celular de linfocitos humanos aislados, con
respecto al control negativo (DMSO). Ademas, se deduce que la variabilidad del porcentaje
de muerte celular esta influenciado principalmente por el tiempo de exposicién (F=40.348;
P<0,001). Al evaluar el efecto apoptotico del tiner in vitro en linfocitos humanos aislados
se identificd una diferencia significativa estadisticamente (P<0,0001) en el porcentaje de
muerte celular apoptdtica de linfocitos tratados con tiner con respecto al control negativo
(DMSO), donde se concluye que a medida que aumenta la concentracion del tiner
incrementa el porcentaje de apoptosis en linfocitos. De igual forma, se establece una
asociacion lineal entre el porcentaje de apoptosis temprana (R=0.935), apoptosis tardia
(R=0.912), y la concentracion de tiner. Dicha asociacion se caracteriza por una relacion
concentracion-efecto positiva entre la muerte celular apoptotica y las concentraciones de
tiner. Lo anterior demuestra que el tiner interactia con estructuras celulares de los
linfocitos de importancia bioldgica para la homeostasis celular, como la membrana celular
y el DNA. En conclusion, los componentes del tiner inducen citotoxicidad y apoptosis en
linfocitos humanos aislados bajo las condiciones dadas en este estudio, posiblemente por
dafio oxidativo (especies reactivas de oxigeno Yy radicales libres) del material genético y/o



por desregulacion en la homeostasis de las concentraciones del calcio intracelular (Ca*?). El
incremento de la muerte celular apoptotica en los linfocitos humanos aislados de sangre
periférica encontrado en este estudio, se relaciona con una disminucion de la viabilidad de
estas células de gran importancia para la respuesta inmune, lo que permite alertar a las
personas que se encuentran constantemente expuestas a este tipo de mezclas complejas de
solventes. Se hace necesario realizar mas estudios sobre el efecto apoptético de mezclas
complejas de solventes orgénicos como el tiner, que permiten determinar el mecanismo de
activacion de la muerte celular apoptética inducida por este tipo de quimicos.

Palabras claves: tiner, in vitro, dafio citotoxico, muerte celular, apoptosis, citometria de
flujo.



INTRODUCCION

Los solventes orgénicos son hidrocarburos sencillos o una mezcla de estos, ampliamente
utilizados en el sector industrial principalmente para la disolucién de compuestos organicos
como las pinturas, tintas y resinas. Uno de los solventes organicos mas utilizados en la
industria y en el hogar es el tiner (mezcla compleja), que tiene como solvente principal al
tolueno, como cosolvente al benceno y como diluyente a una serie de solventes adjuntos
[119]. Una de las principales caracteristicas de los solventes es su volatilidad, razén por lo
cual existe generacién de emisiones difusas, no intencionales, de vapores de estas
sustancias durante las distintas aplicaciones. Al evaporarse rapidamente se concentran en
espacios confinados y son absorbidos por el ser humano a través de la piel y por inhalacion.
Debido a sus propiedades liposolubles, luego de ingresar al organismo se concentran en
tejidos grasos, acumulandose hasta alcanzar concentraciones que producen diversos efectos
negativos para la salud, inmediatos o de largo plazo [129]. La exposiciéon a solventes
organicos representa un importante problema de salud debido a la presencia de grandes
cantidades de estos quimicos en el ambiente. Se conoce que los solventes organicos son
depresores del sistema nervioso central, produciendo efectos tales como dolor de cabeza,
nausea, confusion, coma y hasta la muerte, dependiendo del nivel de exposicion [55, 72].

Existe un preocupacion creciente sobre los efectos adversos en el sistema inmune humano
provocados por la exposicion ambiental a bajas concentraciones de solventes organicos por
periodos prolongados de tiempo, aunque la informacion acerca de las alteraciones
inmunoldgicas inducidas por la exposicion a estos compuestos es muy limitada. Sin
embargo hay evidencia de los efectos inmunotdxicos en animales y humanos expuestos a
solventes organicos volatiles, asi como de estudios in vitro [47, 70, 122, 154, 163]. Las
células presentan diversos mecanismos de defensa, como la apoptdsis para minimizar los
efectos citotoxicos y genotoxicos generados por diversos xenobioticos. El proceso
apoptotico puede ser activado como respuesta a cambios en la homeostasis del individuo o
como meétodo de defensa ante dafios inducidos intracelular y extracelularmente,
convirtiéndose en un biomarcador de gran importancia para cuantificar el dafio causado en
las células o tejidos de un organismo, debido a que ofrece ventajas unicas en la
determinacion de los efectos de mezclas quimicas complejas y sus metabolitos en la salud
de los organismos.

Debido a que existen pocos estudios que evallen los efectos citotoxicos del tiner, tanto in
vivo como in vitro, este estudio respondio los siguientes interrogantes: ¢El tratamiento in
vitro con tiner de linfocitos humanos aislados, induce efecto citotoxico el cual se expresa en
una alteracion del indice mitotico? ¢Existe una relacion entre la concentracion del tiner, el
tiempo de tratamiento y la muerte celular (apoptética o necrotica) en linfocitos humanos
aislados? (EI tiner tiene la capacidad de inducir apoptosis in vitro en linfocitos humanos
aislados?

17



En este estudio se evaluo el efecto citotoxico del tiner mediante el registro del indice
mitotico, se investigd la cinética de la muerte celular en funcién del tiempo de tratamiento y
de la concentracion de tiner y se realizé la cuantificacion del efecto apoptético del tiner
mediante pruebas in vitro en linfocitos humanos aislados de sangre periférica de una
persona saludable (no fumador y no expuesto ocupacionalmente a solventes). Las células
fueron tratadas durante 24 horas con el tiner para la prueba de indice mitético (IM), durante
0.5,1, 4, 6y 24 horas para la determinacion de cinética de muerte celular, mediante analisis
de caracteristicas morfoldgicas de los linfocitos por citometria de flujo y durante 24 horas
para la cuantificacion de apoptosis temprana mediante el marcaje con anexina V.

La aplicacion de estas pruebas permitié alcanzar el objetivo de evaluar in vitro el efecto
apoptotico del tiner en linfocitos humanos aislados mediante el marcaje con anexina V-
FITC y yoduro de propidio (IP) por citometria de flujo. Esto alerta sobre la posible
alteracion de la homeostasis tisular en personas expuestas ocupacionalmente a este
solvente, y el riesgo de desarrollar diversos problemas de salud.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una preocupacion creciente en la comunidad cientifica y de las entidades que
manejan la salud publica, con respecto a los efectos en la salud causados por la exposicion
a quimicos en el ambiente. Los contaminantes a nivel ocupacional comprenden diferentes
clases de quimicos a los cuales los individuos estdn generalmente expuestos a bajas
concentraciones por periodos prolongados de tiempo. Entre estos quimicos los de mayor
preocupacion son los solventes organicos volatiles, que tienen como blanco principal los
sistemas nervioso e inmune de los humanos. Los solventes organicos son hidrocarburos
sencillos o una mezcla de estos, ampliamente utilizados en el sector industrial
principalmente para la disolucion de compuestos organicos como las pinturas, tintas y
resinas. La toxicidad de los solventes organicos en general y de los hidrocarburos
aromaticos en particular (tolueno, xileno y benceno) es ampliamente reconocida en la
literatura. Las razones de la toxicidad de estas sustancias y la diversidad de efectos
adversos sobre el organismo, tiene su explicacion en su gran afinidad por los tejidos ricos
en grasas, como el sistema nervioso central y en sus propiedades fisicoquimicas que
facilitan su absorcion [55, 72].

La exposicién a solventes organicos utilizados en numerosos procesos industriales, se
considera un riesgo ocupacional que confrontan millones de trabajadores en el mundo. La
problematica a escala mundial en relacion con la exposicion a estos solventes se ha
centralizado con mayor atencion en torno al benceno y sus derivados (Ej. tolueno), los
cuales se consideran peligrosos para la salud inclusive a bajas concentraciones.
Estimaciones hechas sobre la exposicion a solventes en Estados Unidos por el National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) ha sugerido que un gran nimero
de trabajadores han tenido algun grado de exposicidn a tolueno, y un nimero ain mayor
presentan potencial exposicion a xileno [11].

Existen evidencias epidemiologicas que relacionan la exposicion ambiental a solventes
organicos y problemas de salud como el cancer. En los afios ochenta, mas de un millén de
personas estaban potencialmente expuestas a algun solvente orgéanico especifico en los
Estados Unidos; en Canada el 40% de los pacientes masculinos con cancer habian estado
expuestos a solventes; y en la poblacion finlandesa un 1% estaba expuesto regularmente
[90]. En Italia se considera que entre el 10 y el 16% de los trabajadores se encuentran
expuestos a este tipo de sustancias. En Estados Unidos se calcula que cerca de cien mil
trabajadores tienen algun tipo de exposicién al tolueno y, aproximadamente, 140.000 al
xileno. En Suecia se llega a afirmar que entre el 3 y el 4% de la poblaciéon general se
encuentra expuesta a los solventes organicos [141].

Aungue en menor escala, en nuestro pais son muchas y variadas las empresas donde estan
incluidos estos solventes en sus procesos productivos. Entre ellas, la industria petroguimica,
pinturas y tintes, pegamentos, plaguicidas, papel, cueros y calzado, presentando un alto
riesgo carcinogénico [75, 76, 84, 144]. Igualmente, las realizadas en los salones de belleza
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(cosméticos), laboratorios, tintorerias y hogar (manualidades y limpieza), representando
todas fuentes de exposicion a: tolueno, xileno, dimetilcetona, metilisobutilcetona (MIC),
etanol, metanol, isobutanol, etc. [134].

En Colombia un gran porcentaje de la poblacion se encuentra expuesta a solventes
organicos tanto en la industria como a nivel domestico, sin tener en cuenta las normas de
seguridad necesarias para la manipulacion de este tipo de sustancias. Ademas, existen
pocos estudios que evalUen los posibles riesgos en la salud causados por la exposicion
ocupacional a los solventes organicos. El Instituto Nacional de Salud encontré en una
muestra de 190 trabajadores de fabricas de pinturas y pegantes en Bogota, niveles elevados
de metabolitos de solventes organicos en muestras de orina y se demostrd un uso
inadecuado e infrecuente de los elementos de proteccion personal [126]; y el Instituto de
Seguros Sociales de Colombia con la cooperacion del Centro de Neurociencias de Cuba,
valoré los efectos sobre el sistema nervioso por exposicién a solventes organicos o a sus
mezclas en 157 trabajadores potencialmente expuestos en industrias del Valle del Cauca, lo
que permitio detectar alteraciones funcidnales del sistema nervioso [98].

Los solventes organicos han sido estudiados extensamente como compuestos simples
(benceno, tolueno y xileno), para evaluar las asociaciones de exposicion y efectos
genotoxicos, neurotdxicos y carcinogénicos en poblaciones; pero muy pocos estudios se
han realizado con mezclas complejas de solventes, por lo que es pertinente evaluar el efecto
del tiner a nivel celular, debido a que se conoce que la exposicion a una “combinacion de
compuestos” es mas peligrosa por los efectos sinergisticos, aditivos y potenciadores de la
mezcla resultante [52]. Uno de los solventes utilizados frecuentemente es el tiner, mezcla
compleja de diferentes hidrocarburos, entre ellos el benceno, el tolueno y el xileno; los
cuales han sido estudiados ampliamente y se ha demostrado que estos solventes y sus
metabolitos causan dafio al material genético, produciendo alteraciones cromosomicas,
intercambio de cromatidas hermanas y microndcleos [128, 130, 168]. También, ha sido
asociada la exposicion ocupacional cronica a este tipo de solventes con el desarrollo de
enfermedades degenerativas [129] y diversos tipos de cancer como el de pulmoén, higado,
esofago, vejiga, prostata y leucemias [6, 18, 21, 132].

Para disminuir los efectos adversos en el organismo causados por la exposicion a un gran
namero de sustancias, las células inician el proceso de muerte celular apoptética como un
mecanismo modulatorio de los dafios inducidos por los xenobidticos. La apoptosis inducida
por muchos quimicos es consecuencia del bloqueo de la replicacion de ADN, lo que
conlleva a un colapso de la replicacion y formacién de rupturas de cadena doble [137]. Por
esta razon, en esta investigacion se evalud el efecto citotdxico del tiner y su capacidad
inductora de muerte celular, principalmente el efecto apoptdtico in vitro en linfocitos
humanos aislados, para identificar una posible interaccion entre los componentes activos
de la muestra compleja del tiner con estructuras celulares y/o el ADN, y predecir el posible
riesgo de producir efectos secundarios como enfermedades en individuos expuestos.

Debido a que en Colombia y en el departamento del Cauca, la exposicion ocupacional a
solventes organicos, siendo el tiner el de mayor uso, presenta una asociacion directa con el
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incremento de alteraciones cromosomicas [68] y que ademas un estudio reciente
empleando el ensayo cometa, establece al tiner como inductor de dafio genético de
linfocitos humanos tratados in vitro [65], es pertinente responder los siguientes
interrogantes: ¢El tratamiento de linfocitos humanos in vitro con diferentes concentraciones
de tiner induce efecto citotoxico el cual se refleja en una alteracion del indice mit6tico?
¢Existe una relacion entre la concentracién del tiner (concentracién alta, media y baja), el
tiempo de tratamiento y la muerte celular (apoptética o necrética) en linfocitos humanos
aislados? ¢El tiner tiene la capacidad de inducir apoptésis in vitro en linfocitos humanos
aislados?
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2. HIPOTESIS

Si el tratamiento con tiner de linfocitos humanos aislados, en cultivos in vitro, tiene efecto
citotoxico, se espera que el indice mitético (IM) disminuya (Hi) del registrado en los
linfocitos no tratados con tiner (control negativo), de lo contrario el IM seréa igual o incluso
mayor (Ho).

Si el tiempo de tratamiento con tiner de linfocitos humanos aislados, en cultivos in vitro,
influye en la muerte celular, se espera un incremento directamente proporcional entre la
frecuencia de células muertas, la concentracién del tiner y el tiempo de exposicion (Hi), de
lo contrario la frecuencia sera igual o incluso menor (Ho).

Si el tratamiento con tiner de linfocitos humanos aislados, en cultivos in vitro, tiene efecto
apoptotico, se espera gque la frecuencia de células apoptoticas se incremente respecto a la
frecuencia registrada en los linfocitos no tratados con tiner (control negativo) (Hi), de lo
contrario esa frecuencia sera igual o incluso menor (Ho).
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3. JUSTIFICACION

El uso de solventes organicos en multiples aplicaciones industriales y algunas domésticas,
representa un importante riesgo para la salud de los trabajadores, para la salud publica y
para el medio ambiente. Los problemas en la salud ocasionados por los solventes organicos
se conocen desde hace mas de un siglo y han sido descritos recientemente en muchos
estudios [17, 23, 103]. A bajas o moderadas concentraciones en el aire, los solventes
organicos pueden causar diversos sintomas como euforia, dolor de cabeza y vértigo,
mientras que a altas concentraciones, se puede presentar anestesia, enfermedades
cardiovasculares y respiratorias y eventualmente llevar a la muerte [12, 160]. Ademas de
estos efectos agudos, se sabe que los solventes organicos pueden provocar desordenes en el
sistema nervioso, como déficits cognitivos y emocionales, tras exposiciones a largo plazo.

El National Institute for Occupational Safety and Health's (NIOSH), estimd que
aproximadamente 10 millones de trabajadores en Estados Unidos estdn potencialmente
expuestos a solventes organicos. Muchos trabajadores se encuentran en riesgo de
exposicion porque los solventes orgénicos son ampliamente usados en la actualidad
(NIOSH). El benceno, el tolueno y el xileno son los solventes organicos de mayor uso en la
industria. La problematica a escala mundial en relacion con la exposicion a los
hidrocarburos aromaticos se ha centralizado con mayor atencién en torno al benceno, el
cual se considera peligroso para la salud, aun en concentraciones bajas. Otros solventes a
los que muchos trabajadores estan expuestos incluyen los hidrocarburos halogenados como:
Tetracloroetileno, tricloetileno y tetracloruro de carbono [149].

Los solventes pueden actuar como reguladores de la expresion de algunos genes
aumentando o disminuyendo la sintesis o actividad de algunas proteinas o modificando la
velocidad de las actividades metabdlicas. El contacto permanente y prolongado con estos
agentes quimicos, puede provocar diversas e irreversibles mutaciones al ADN de estos
individuos, las cuales se veran reflejadas en las alteraciones del metabolismo o
funcionamiento del organismo, produciendo asi graves repercusiones clinicas, efectos
mutagénicos y carcinogénicos [26].

Muchos trabajadores colombianos, en su cotidianidad laboral y tal vez sin saberlo, estan
expuestos o en contacto con solventes organicos como el benceno, tolueno y xileno, lo cual
puede terminar ocasionando graves dafios a la salud del mismo y de su familia. En nuestro
pais, la exposicion a solventes organicos se ha caracterizado como un problema de salud
publica, por la gran utilizacion en la industria, por las formas inapropiadas de manipulacion
y por la disposicion de estos productos que son causantes de contaminacion ambiental y
laboral. EI tiner es una mezcla compleja de diferentes solventes organicos, ampliamente
usado en el pais para diluir o disolver sustancias insolubles en agua. Se han realizado
estudios que han relacionado la exposicion ocupacional cronica a componentes del tiner
como el benceno, xileno y tolueno con el desarrollo de diversos tipos de cancer y
enfermedades neurologicas [61, 130].
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Por lo tanto, se hace necesario realizar pruebas que permitan evaluar los efectos citotoxicos
y mecanismos de respuesta celular desencadenados por esta mezcla, debido a que existen
pocas referencias bibliograficas sobre los efectos del tiner en modelos tanto in vitro como
in vivo. De ahi que la finalidad de esta investigacion es realizar un estudio experimental in
vitro, ya que estos proveen informacion importante que permite incrementar el
conocimiento de los efectos adversos originados por algunos quimicos. EIl uso de un
método in vitro es conveniente, debido a los problemas éticos y econémicos asociados con
los experimentos en animales lo que ha hecho que se aumenten los esfuerzos para
reemplazarlos por ensayos de toxicidad in vitro de rutina [36, 166]. Ademas las pruebas de
toxicidad in vitro permiten reducir el nimero de variables y proporcionan condiciones de
tratamiento definidas [54] permitiendo obtener resultados de los efectos adversos de la
exposicion al tiner a nivel celular.

Las células presentan diversos mecanismos como la muerte celular (el proceso mas
importante es la apoptdsis) para reducir los riesgos en los organismos por los efectos
citotoxicos y genotoxicos de los xenobidticos. La muerte celular apoptotica no es utilizada
Unicamente para remover células en circunstancias fisiologicas, como se observa durante el
desarrollo [159], sino que el proceso apoptético puede ser activado como respuesta a
cambios en la homeostasis del individuo o como método de defensa ante dafios inducidos
intracelular y extracelularmente, convirtiéndose en un biomarcador de gran importancia
para cuantificar el dafio causado en las células o tejidos de un organismo. De esta forma
muchas células detectaran el dafio o mal funcionamiento de procesos metabdlicos vitales, y
generaran sefiales que llevan a la activacion de la muerte celular apoptotica.

Existe suficiente evidencia sobre el papel que juega la apoptosis en la patogénesis de un
gran numero de enfermedades humanas. En este contexto es Util considerar desérdenes
como el sida, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades hematoldgicas que estan
asociados con el incremento en los niveles de apoptdsis causando exceso de muerte celular
y aquellos que estan asociados con la disminucion de dichos niveles (cancer, enfermedades
inflamatorias y enfermedades autoinmunes) provocando una supervivencia celular
prolongada [48]. Alteraciones en los mecanismos internos que controlan la apoptdsis
pueden llevar a un exceso de eliminacion de células o a un incremento de acumulacién
celular, que contribuye al desarrollo de tumores permitiendo el incremento de mutaciones
en los genes e inestabilidad genética [71].

La alteracién del proceso apoptotico por accion de quimicos se ha caracterizado como un
biomarcador de respuesta no especifico, debido a que se presenta como respuesta a la
accién de una gran variedad de compuestos xenobidticos inductores de genotdxicidad y
citotoxicidad [8]. Se puede argumentar que marcadores bioguimicos no especificos, como
la apoptosis, ofrecen ventajas Unicas en el establecimiento de los efectos de mezclas
quimicas complejas y metabolitos en la salud de los organismos y en el monitoreo
ambiental incluyendo mayor sensibilidad, menor variabilidad y alta conservacién en las
diferentes especies [44, 102, 124].
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En general, la apoptosis ha servido como marcador en células, tejidos y 6rganos y puede ser
usada en modelos animales para determinar potenciales riesgos en los humanos. También
es importante considerar la validez de la apoptdsis como biomarcador de respuesta de
efectos toxicos provocados por solventes organicos. Su validez puede ser mayor cuando
sea necesario tener una vision de los eventos bioquimicos tempranos y los efectos de la
exposicion quimica a toxicos genéticos e inmunoldgicos. Se ha demostrado que un evento
temprano del proceso apoptético, es la pérdida en la asimetria de los fosfolipidos que
conlleva a la externalizacion de fosfatidilserina (PS) en la membrana plasmatica. La
anexina V es una proteina que interactla fuerte y especificamente con PS y puede ser usada
para detectar apoptosis, teniendo como blanco la pérdida de la asimetria en la membrana
plasmatica [19, 64, 157, 162]. Koopman y colaboradores encontraron que la apoptdsis
podria ser facilmente detectada y cuantificada con anexina V-FITC por medio de
citometria de flujo [85].

En conclusion fue prioritario y pertinente realizar este estudio porque la problemética de
exposicion al tiner es motivo de preocupacion, debido a su gran uso en los hogares y por el
gran numero de personas expuestas en Colombia de una forma aguda o crénica; y de igual
forma, debido a que existe poca evidencia bibliogréafica sobre el estudio de los efectos
toxicos de mezclas complejas de hidrocarburos como el tiner y los riesgos en la salud por
exposicion a este tipo de compuesto.
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4. ANTECEDENTES

Existen pocos estudios que establezcan relaciones entre la exposicion al tiner o mezclas de
solventes organicos que incluyan benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos, componentes
principales del tiner, con efectos en la homeostasis celular y problemas de salud en
humanos. Sin embargo se encontraron algunas evidencias cientificas que soportan la
posible alteracion de la homeostasis celular por parte del tiner. La bdsqueda de referencias
bibliograficas se llevd a cabo en las siguientes bases de datos: Pubmed, Science Direct,
Hinari, ISI web of Knowledge, Springer y Proquest.

4.1 ESTUDIOS TOXICOLOGICOS DE ALGUNOS SOLVENTES ORGANICOS

Se ha establecido el potencial hematotéxico de algunos de los solventes organicos de mayor
uso en las industrias y productos de uso comun en los hogares. EI mejor ejemplo es el
benceno, que produce neoplasias en varios tejidos (higado, sangre y medula 6sea) en
animales experimentales [165]. También se ha reportado que individuos expuestos
ocupacionalmente al benceno, experimentan un incremento en el riesgo de desarrollar
diversos tipos de neoplasias hematoldgicas, como linfomas malignos, y tipos de cancer
epitelial como el cancer de pulmoén [61].

La carcinogenicidad de solventes similares, como el tolueno, xileno y “white spirits”
(mezcla compleja de solventes orgénicos), es mas controversial, ya que la IARC concluyé
que habia evidencia inadecuada para demostrar la carcinogenicidad de estos quimicos tanto
en humanos como en modelos animales [74]. Sin embargo, algunos estudios recientes han
encontrado un incremento en el riesgo de linfoma de Hodgking en trabajadores expuestos
a una mezcla de estos solventes [90], aunque la mayoria de estos estudios presentan un
numero bajo de casos expuestos. De igual forma, la exposicion en humanos a una mezcla
de benceno, tolueno, etilbenceno y xileno puede producir dafios neurolégicos y el benceno
puede causar adicionalmente dafios hematoldgicos que pueden llevar en dltima instancia al
desarrollo de leucemia mielitica aguda, asi como también existe evidencia de la
carcinogenicidad del etilbenceno [67].

El benceno ha sido catalogado como carcindgeno humano por the National Toxicology
Program (NTP) [116], U.S. Environmental Protection agency (EPA) [73] e Internacional
Agency for Research on Cancer (IARC) [77]. El etilbenceno es un quimico posiblemente
carcinogénico para humanos segun estudios recientes de la IARC [73], basados en estudios
con animales, mas no es catalogado carcindgeno humano por NTP [116]. El tolueno y los
xilenos han sido catalogados como no carcinégenos humanos por EPA [73] e IARC [78,
80], lo que demuestra la falta de evidencia para la carcinogenicidad de estos dos quimicos.

Se han realizado estudios para determinar las posibles interacciones de mezclas de benceno,

tolueno y xileno usando un ensayo in vitro del desarrollo embrionario de ratones, donde se
observo que la respuesta a esta mezcla de quimicos (determinada por el grado de retraso en

26



el crecimiento y desarrollo del embrion), fue similar a las respuestas obtenidas con los
componentes de forma individual, sugiriendo que el benceno, tolueno vy xileno actlan
conjuntamente de forma aditiva [22].

4.2 SOLVENTES ORGANICOS Y MUERTE CELULAR

Existe una gran cantidad de agentes tdxicos capaces de inducir muerte celular,
principalmente por el mecanismo apoptético, entre los cuales se encuentran el etanol,
especies reactivas de oxigeno, las radiaciones ionizantes y drogas quimioterapeuticas. A
pesar que se ha demostrado que biomarcadores no especificos como la apoptdsis ofrecen
ventajas Unicas en el establecimiento de los efectos toxicos de mezclas quimicas complejas
y de sus metabolitos en los organismos, existen pocos estudios que relacionen la exposicion
a solventes organicos y la apoptosis.

Uno de los solventes organicos méas estudiados es el benceno; Sin embargo, gran parte de
los estudios han sido dirigidos a establecer el potencial genotdxico de este compuesto, y en
menor proporcién a determinar su citotoxicidad. El efecto carcinogénico de este quimico
es atribuido a la capacidad que tienen sus metabolitos para producir especies reactivas de
oxigeno que interaccionan con el DNA, inhibiendo la apoptdsis o permitiendo una
prolongacion aberrante de la supervivencia celular, que puede contribuir al desarrollo de
cancer al facilitar la presencia de mutaciones [71].

Los metabolitos del benceno han mostrado un efecto tdxico bien marcado a bajas
concentraciones, mientras que otros solventes como el tolueno, el xileno y una mezcla de
los tres, presenta un efecto toxico pequefio o casi nulo aun a grandes concentraciones [109].
Dentro de los metabolitos derivados del benceno, el acido mucordnico tiene la capacidad
de inducir apoptosis en linfocitos humanos y de ratones [93], la p-benzoquinona y las
hidroquinonas fueron capaces de inducir apoptosis a bajas concentraciones (100 uM) en
células premielociticas HL-60, debido a su habilidad de inducir fuertes dafios en el DNA
[66]. Otros metabolitos del benceno como el catecol, fenol y 1,2,4 bencenotriol mostraron
una gran capacidad de inducir apoptosis en células madre de médula dsea a muy bajas
concentraciones [106].

4.3 CARCINOGENICIDAD DE LOS SOLVENTES ORGANICOS

Muchos solventes han mostrado algunos efectos citotoxicos en estudios de corto plazo. Se
ha encontrado un incremento de alteraciones cromosomicas en linfocitos de sangre
periférica de trabajadores expuestos a benceno, cloruro de metileno y estireno [1, 2, 125] y
un incremento en el intercambio de cromatidas hermanas en células de mamiferos tratadas
con clorometano y 1,2- dicloroetano [3, 4].

4.3.1 Tolueno. Son pocos los estudios realizados sobre los efectos toxicos in vitro del
tolueno, sin embargo existen investigaciones que incluyen el analisis de la respuesta de
modelos animales frente a la exposicion al tolueno y diversos estudios con poblaciones
expuestas. Dobrokhotov expuso ratones machos a tolueno a una concentracion de 610
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mg/m? por 4 horas diarias durante 4 meses, y reportaron un incremento reversible en gaps y
rupturas cromosomicos en células de médula 6sea [40].

La mayoria de los estudios con trabajadores expuestos al tolueno no han reportado
diferencias en la incidencia de aberraciones cromosomicas entre trabajadores expuestos al
tolueno e individuos control [49, 50, 92]. De igual forma las personas expuestas al tolueno
no han demostrado un incremento en el intercambio de cromatidas hermanas (ICHs) [50,
58, 135], dafio genético mediante analisis con la prueba cometa [130] o retraso en el ciclo
celular [135]. Sin embargo, algunos estudios con trabajadores expuestos han encontrado un
aumento en las rupturas cromosémicas, ICHs y gaps en comparacién con los controles [14].
En otros estudios se ha encontrado un incremento en el indice de microndcleos, mas no de
ICHs, en cultivos de linfocitos de sangre periférica en una poblacién de trabajadores de una
fabrica de zapatos [130].

4.3.2 Etilbenceno. Este compuesto no presentd actividad genotdxica en la mayoria de los
estudios. Trabajadores expuestos a niveles bajos de etilbenceno en una planta de estireno
no mostraron aumento formacion de aductos, en ICHs o micronucleos en linfocitos de
sangre periférica [67]. Se observd una ligera respuesta positiva en linfocitos humanos
tratados in Vitro con etilbenceno, manifestada en ICHs, pero solo a concentraciones que
fueron tdxicas para la célula [120].

4.3.3 Xileno. La genotdxicidad de los xilenos comerciales y de los tres isdmeros
individuales ha sido estudiada, y los resultados son, para la mayoria negativos [81]. Todos
los estudios citados en la base de datos GENE-TOX son negativos con la excepcion de un
estudio en el cual la conclusion era confusa. Los xilenos no inducen alteraciones
cromosomicas o intercambio de cromatidas hermanas en células de ovario de hamster chino
[9] o en cultivos de linfocitos humanos [51], alteraciones cromosdmicas en medula 0sea de
rata, micronucleos en medula 6sea de raton [104], o anormalidades en la cabeza de los
espermatozoides en ratas [161]. No se encontré un incremento en la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas observadas en linfocitos periféricos de individuos
expuestos a xilenos ocupacionalmente [123] o en estudios experimentales [135].

De acuerdo con la revision bibliografica realizada hasta el momento, se puede asegurar que
la informacion disponible acerca de los efectos apoptéticos inducidos por el tiner, como
mezcla compleja de solventes es insuficiente. Por lo tanto se hace conveniente desarrollar
nuevos métodos de estudio que permitan la evaluacion de mezclas complejas como el tiner.
Razén por la cual, este estudio brinda un importante aporte en el conocimiento cientifico
sobre la toxicologia de mezclas complejas; y del efecto inducido de manera conjunta,
posiblemente por el efecto sinergistico, aditivo o potenciador de la mezcla resultante.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro el efecto apoptético inducido por el tiner en linfocitos humanos de sangre
periférica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar el efecto citotoxico inducido por el tiner en linfocitos humanos aislados,
mediante la prueba citogenética de indice mitdtico.

Establecer in vitro la cinética de muerte celular (apopt6tica y necrética) en funcion de la
concentracion de tiner y el tiempo de tratamiento en linfocitos humanos aislados, mediante
caracteristicas morfoldgicas por citometria de flujo.

Evaluar in vitro el efecto apoptotico del tiner en linfocitos humanos, por citometria de flujo
mediante marcaje con anexina V-FITC y yoduro de propidio.
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6. MARCO TEORICO

6.1 SOLVENTES ORGANICOS

Los solventes son compuestos de naturaleza organica, utilizados para disolver y diluir
sustancias insolubles en agua, como las pinturas, los aceites o las grasas. Generalmente,
estan constituidos por un solvente activo, un cosolvente y un diluyente. El solvente activo
es el que tendra un efecto directo sobre lo que se esta disolviendo, el cosolvente potenciara
el efecto del solvente activo y el diluyente dard volumen al compuesto [119]. Las
propiedades de cada solvente, relacionadas estrictamente con su estructura quimica,
determinan sus aplicaciones, el grado de dispersion en el ambiente y el perfil toxicolégico
para los sujetos expuestos [149].

Las caracteristicas de los solventes organicos permiten que sean utilizados para lavar y
desengrasar muchos materiales, para la extraccion y sintesis de productos quimicos y para
la produccion de una variedad de productos usados en la vida diaria [30, 37]. La produccion
y el uso de pinturas y colorantes representa la fuente principal de exposicion ocupacional a
solventes organicos en la actualidad. De hecho, cerca del 50% de los solventes sintetizados
son empleados para la produccién de pinturas y adelgazantes, donde el papel especifico de
los solventes es evaporarse después de haber solubilizado y diluido la pintura, la cual, la
mayoria de las veces es aplicada por spray.

6.2 TINER

Se considera al tiner como sinénimo de disolvente, aunque en realidad es una mezcla
balanceada de varias sustancias organicas volatiles. En la industria se emplea para la
elaboracion de pegamentos, pinturas, lacas, barnices, tintes y productos relacionados; con el
fin de reducir su viscosidad, disminuir los costos y controlar la velocidad de evaporacion
[56].

6.2.1 Componentes basicos del tiner

6.2.1.1 Solventes activos o disolventes: Son liquidos volatiles altamente polares, capaces
de disolver la nitrocelulosa y otras resinas sintéticas a cualquier concentracion y que son
dificiles de ser puestas en solucion. En este grupo se encuentran esteres, cetonas y éteres de
glicol, los de uso mas comun son: acetato de etilo, acetato de amilo, acetato de propilo,
acetona, metil etilcetona (MEK) y metil isobutil cetona (MIBK) [119].

6.2.1.2 Cosolventes, no solventes o solventes latentes: Se encuentran los alcoholes. Se

utilizan cominmente el alcohol isopropilico, el alcohol n-propilico, el isobutanol, el n-
butanol, el alcohol metilico, el alcohol amilico y el alcohol etilico.
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6.2.1.3 Diluyentes, base o soporte: Son los hidrocarburos y parafinas, los cuales no tienen
ningun poder disolvente sobre algunas resinas sintéticas pero en cambio disuelven las
resinas naturales casi sin excepcion. Los diluyentes utilizados en el thiner son el tolueno y
xilenos, los cuales dan una buena relacién de dilucion de acuerdo al solvente activo que
esté en uso.

6.2.1.4 Retardadores: Estos constituyentes inciden directamente sobre la velocidad de
evaporacion, evitando los problemas en la aplicacién de pinturas. Contienen dos grupos
activos dentro de la molécula (alcohol y éter), los cuales actian como acopladores para
compuestos semejantes.

Los rangos de utilizacion de los componentes en la fabricacidn de tiner para la fabricacion
de pinturas basadas en nitrocelulosa, son los siguientes: Disolvente activo, 16-22%;
Cosolvente, 12-16%; Retardador 3 -9% Diluyente 55 -60%. [119]

A continuacion se muestra los principales hidrocarburos encontrados en el tiner.

Tabla 1. Componentes del tiner seguin ECOPETROL, analizadas por cromatografia de
gases mediante la prueba del piano [68].

Componentes Tiner 0.14 (%) Tiner corriente (%)
Tolueno 23.68 1.31
m-xileno 16.87 22.07
p-xileno 6.89 9.20
o-xileno 1.58 2.77
Hexano 12.55

2,3 dimetilhexano 7.86
Noveno 9.68
Isobutano 23.55
Octano 4.65
Etilbenceno 7.03

~ 50 compuestos mas con una masa < 1%

6.3 MODELOS EXPERIMENTALES DE TOXICIDAD IN VITRO

Los modelos experimentales empleados in vitro para valorar la toxicidad de los compuestos
quimicos se fundamentan en dos pilares basicos, que son el sustrato biologico y los
indicadores de toxicidad. El sustrato bioldgico es el material generalmente organico, vivo o
no, sobre el que se aplica in vitro el xenobidtico, y cuyas reacciones ante tal estimulo se
quieren extrapolar al hombre. Estas alteraciones se valoran mediante los indicadores de
toxicidad, que son los parametros que determinamos para cuantificar las modificaciones
producidas en la estructura o fisiologia de los componentes del sustrato del ensayo. El valor
predictivo del modelo experimental in vitro dependerd de la buena conjuncion entre el
sustrato bioldgico y los indicadores de toxicidad aplicados, aunque también presentan gran
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trascendencia el protocolo utilizado para la exposicion al téxico y el procedimiento
empleado para evaluar la significacion estadistica de los resultados. El disefio de un modelo
experimental in vitro supone la asociacién armonica de cada uno de estos factores para
obtener un sistema a microescala que permita predecir un determinado tipo de efecto
toxico. En este tipo de estudios es posible minimizar la ocurrencia de sesgos para garantizar
la comparabilidad de las variables de interés, controlando los tratamientos de los cultivos
[63].

6.4 BIOMARCADOR

Los biomarcadores pueden ser definidos como las alteraciones homeostéaticas inducidas por
quimicos o por el ambiente a nivel molecular, bioquimico o celular. Son de gran
importancia por su uso y aplicacion para la identificacion de la naturaleza y cuantificacion
de la exposicion quimica a nivel ambiental y ocupacional. Pueden ser aplicados en estudios
experimentales o en el campo de monitoreo; y pueden ser destructivos o no destructivos al
organismo de estudio [105]. Los biomarcadores moleculares son tipicos indicadores de
exposicion, efecto, susceptibilidad y respuesta [114, 115]. Un biomarcador de exposicion
indica la presencia de una exposicion previa a un agente ambiental; un biomarcador de
efecto indica la presencia (y magnitud) de una respuesta biologica a la exposicion a un
agente ambiental; un biomarcador de susceptibilidad indica una elevada sensibilidad a los
efectos de los agentes ambientales y por ultimo un biomarcador de respuesta supervisa
cuantitativa y cualitativamente la sucesion de cambios asociados con el stress celular
inducido por xenobioticos y la toxicidad en multiples tejidos [152]. Es importante
considerar la validez de la apoptosis como un biomarcador de respuesta, ya que provee
informacidn sobre los eventos bioguimicos tempranos y los efectos de la exposicion a
agentes quimicos inmunotdxicos, genotdxicos entre otros [8].

6.5 MUERTE CELULAR

La muerte celular es un fendmeno que puede ser resultado de mecanismos como la necrosis
y la apoptoésis. La necrosis es el proceso de muerte que se da cuando una célula presenta un
dafo severo y pierde, entre otras cosas, la integridad de su membrana que la lleva a muerte
por lisis. En estas circunstancias se libera el contenido celular, lo que in vivo favorece la
aparicion de procesos inflamatorios. Por otra parte, la muerte celular por apoptésis es una
muerte fisioldgica, que se puede presentar, ya sea porque el organismo requiere para su
desarrollo de la muerte en particular de esa célula, o bien porque la célula sufrié un dafio
irreparable y muere en beneficio del organismo. En este caso, la célula muere por la
activacion de una serie de mecanismos que provocan gue la célula no pierda la integridad
de su membrana, y sélo va a presentar pérdida de dicha integridad hacia el final del
proceso. Esto no se observa in vivo ya que las células apoptéticas son eliminadas por
fagocitosis antes de perder la integridad de la membrana [108].

6.5.1 Apoptdsis. La apoptdsis fue descrita por primera vez durante los afios 70 y se baso en
las caracteristicas morfologicas que presentan las células tales como la organizacién de la
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membrana citoplasmatica y condensacion de la cromatina, entre otras [108]. Debido a que
la apoptosis es un proceso dindmico, se presentaran diferentes caracteristicas dependiendo
del momento en el que se encuentre la célula. Esto permite disponer de diferentes
marcadores de la apoptdsis. Cabe considerar que no todos los marcadores estan presentes
en todas las células, ni todos los marcadores de apoptdsis son exclusivos de este proceso.
Por esto es importante considerar algunos aspectos de la apoptosis que ocurren tanto in
vivo, como in vitro, tales como el momento en el que aparece un evento determinado, la
duracion de los procesos relacionados, asi como el proceso de eliminacion de la célula
apoptética por fagocitosis. Otro factor importante es que a pesar de que se induzca
apoptosis en células que se encuentran en la misma fase del ciclo celular, el proceso de
muerte no es sincrénico, por lo que la busqueda de un marcador tanto in vivo como in vitro
es representativo de un momento especifico.

Durante la apoptésis, ocurren cambios coordinados en el nucleo, citoplasma y la superficie
celular. Una de las primeras manifestaciones morfoldgicas de la presencia de muerte celular
por apoptdsis es la pérdida de la union celular, asi como cambios en la presencia de
estructuras especializadas, como lo son las microvellosidades. Al mismo tiempo se
observan cambios en la organizacion de la membrana citoplasmatica y la aparicion de
condensacion de la cromatina. Conforme el proceso avanza se puede observar la aparicion
de fragmentacion nuclear. También se presentan cambios en el reticulo endoplasmico, en
donde se observan fusiones con la membrana citoplasmatica.

Figura 1. Mecanismos de muerte celular
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6.5.1.1 Cambios celulares en muerte apoptotica. Existen 5 metodos utilizados para la

deteccion de la apoptdsis: Los cambios morfoldgicos presentes en la muerte celular, la
deteccion de degradacion de DNA, la deteccion de degradacion de DNA en células
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individuales por medio de marcaje de DNA, la deteccion de la activacion de caspasas y la
evaluacion de la asimetria de la membrana celular.

Un evento temprano presente en la apoptésis es la pérdida de la asimetria de la membrana
citoplasmatica [46]. Se conoce que la apoptdsis es un proceso de muerte en el que la
integridad de la membrana se mantiene, lo cual significa que la caracteristica de ser
semipermeable esta presente, sin embargo se presentan cambios en su asimetria. Tal es el
caso de la distribucién de la fosfatidilserina (PS), la cual es una molécula que se encuentra
orientada hacia el interior de la célula, y cuando una célula entra en el proceso de muerte
por apoptosis, uno de los eventos tempranos es la exposicion de fosfatidilserina hacia el
exterior de la membrana celular [46, 85]. Debido a este cambio en la asimetria se han
desarrollado métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidilserina en el exterior de
la membrana celular, al agregar anexina V en presencia de Ca*™, la cual es una molécula
que no es capaz de difundir a través de la membrana, y que tiene una alta afinidad por la
fosfatidilserina, por lo que aquellas células que se encuentran marcadas con anexina V, son
aquellas que se encuentran en apoptdsis [85].

La deteccion de anexina V se puede acompafiar de una tincion con yoduro de propidio, lo
cual permite saber si la integridad de la membrana se ha perdido ya que marca &cido
nucleicos. Esto permite conocer si la célula se encuentra en una etapa temprana de la
muerte celular, o si se encuentra en una etapa tardia en la cual ya se encuentra presente la
necrosis secundaria [143].

Figura 2. Representacion esquematica del ensayo de Anexina V
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Fuente: Modificado de BD Biosciences.

Desde que la externalizacion de la PS ocurre en las etapas tempranas de la apoptdsis, la
anexina V-FITC puede identificar apoptdsis en una etapa temprana basando los ensayos en
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cambios nucleares como la fragmentacion de DNA. La anexina V-FITC precede la pérdida
de la integridad de la membrana el cual acompafa los estados tardios de la muerte celular
siendo el resultado de la apoptoésis. El uso de la anexina V-FITC y el yoduro de propidio
(IP) permiten la identificacién de apoptosis temprana (Anexina V-FITC positivo y IP
negativo: células que no absorben el colorante), la apoptdsis tardia (Anexina V-FITC y IP
positivo) y las células viables (Anexina V-FITC y IP negativo) [85]. Esta técnica requiere
de la utilizacién de células integras, por lo que su uso se recomienda para estudios in vitro.

6.6 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una tecnologia que mide simultaneamente y luego analiza
multiples caracteristicas fisicas de particulas simples, usualmente células, que se encuentran
suspendidas en un fluido y que luego pasan a través de un haz de luz. Las propiedades
medidas incluyen el tamafio relativo de la particula, la granularidad relativa o complejidad
interna, y la intensidad relativa de fluorescencia. Estas caracteristicas son determinadas
usando un sistema éptico acoplado a uno electrénico que muestra como la célula o particula
esparce la luz incidente del laser y emite fluorescencia [138].

Para la determinacion de las caracteristicas anteriormente mencionadas se necesita un
sistema combinado de flujo, éptica y electrénica. El sistema de flujo introduce y restringe a
las células para su analisis individual, el sistema Optico excita la muestra y colecta las
sefiales de luz provenientes de la mismay el sistema electronico convierte la sefial 6ptica en
una sefial electronica y la digitaliza para el analisis en computador [15].

6.6.1 Generacion de dispersion y fluorescencia. La suspension celular es inyectada al
flujo laminar, permitiendo el paso de las células una después de la otra a través de un
capilar y llegan hasta un rayo laser. Cuando el rayo incide en la célula, la luz de excitacion
sale hacia delante y hacia los lados de la célula, generando informacion. La luz dispersada
hacia delante (FSC) provee informacion sobre el tamafio de la célula. La luz dispersada
hacia los lados (SSC) provee informacion sobre la granularidad, tamafio y morfologia
celular. Si la célula va marcada con un fluoréforo, la luz fluorescente se procesa, a traves
del fotomultiplicador, en el sistema procesador de datos y los resultados son analizados por
el software del citometro [138].

Figura 3. Propiedades de la dispersion de la luz de una célula
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Fuente: Modificado de BD Biosciences.
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Un componente fluorescente absorbe energia de la luz en un rango de longitudes de onda
caracteristicas del compuesto. Esta absorcion de luz provoca que un electrén en el
compuesto fluorescente suba a un nivel de energia més alto. El electron excitado decae
rapidamente a su nivel de energia basal, emitiendo la energia en exceso como un fotén de
luz. Esta transicion de energia se conoce como fluorescencia [138].

Figura 4. Espectro de absorcion de cuatro fluorocromos comunes
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Figura 5. Espectro de emision de los fluorocromos mostrados en la anterior figura
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Fuente: Modificado de BD Biosciences.

El rango en el que un compuesto fluorescente puede ser excitado se conoce como espectro
de absorcion. Cuando mas energia se consume en las transiciones de absorcion que se
emite en las transiciones fluorescentes, las longitudes de onda emitidas seran mas largas
que las absorbidas. El rango de longitudes de onda emitidas para un compuesto particular

36



se conoce como espectro de emision. El laser de ion de argon es usado comiUnmente en
citometria de flujo porque la longitud de onda de luz que emite de 488nm, excita a méas de
un fluorocromo. Uno de estos fluorocromos es el isotiocianato de fluoresceina (FITC, por
sus siglas en inglés), cuyo espectro de absorcion maximo esta cercano a la longitud de onda
emitida por el laser de argon. Cuando un colorante fluorescente es conjugado con una
molécula biol6gica como una proteina o un anticuerpo, este puede ser usado para identificar
un tipo celular en particular, basado en la capacidad de la célula para interactuar con la
molécula bioldgica.

Tabla 2. Fluorocromos mas utilizados en FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting).

Fluorocromo Longitud de excitacion Longitud de emision Aplicacion principal
BCECF-AM 503 528 pH intracelular
DAPI 345 455 Acidos nucleicos
DioC6 484 501 Potencial de membrana
EGFP 489 508 Productos intracelulares
FITC 495 519 Deteccion de proteinas
Hoechst33342 343 483 Acidos nucleicos
Nile red 540 610 Lipidos
PerCP 490 675 Conjugado de anticuerpos
Yoduro de propidio 536 617 Acidos nucleicos

Fuente: http://www.icnet.uk/axp/facs/davies/multi.html

6.6.2 Obtencidn de los datos e interpretacion. El citometro de flujo va acompafiado por
un computador que adquiere los datos proporcionados por el sistema eléctrico y hace una
presentacion grafica. El computador produce un grafico a partir de la luz dispersada por las
células o a partir de la fluorescencia (ver figura 6).

Figura 6. Representaciones graficas de los datos obtenidos en el FACS.
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En la interpretacion de estos resultados, el establecimiento de controles negativos y
positivos es critico, ya que definirdn la localizacion de la poblacion de interés. Por ejemplo,
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si se quiere distinguir una poblacion de células positiva para cierta fluorescencia, el limite
minimo del area de interés debera definirse de manera que incluya Unicamente a ese tipo de
células. Para lograr esto, es necesario tener un control positivo que sirva como base para la
definicion del area positiva. Si el limite minimo se establece cerca de la zona donde se
encuentran las células negativas, la frecuencia de las positivas podria sobreestimarse o
subestimarse dependiendo de la sefial de fondo que den los marcadores.

6.6.3 Propiedades de dispersion de la luz de las células muertas. EIl analisis de la
dispersion de la luz brinda informacion acerca del tamafio y estructura celular. La
intensidad de la luz dispersada hacia delante se correlaciona con el tamafio celular y la
intensidad de la luz dispersada hacia los lados da informacion sobre la granularidad y la
presencia de estructuras intracelulares que pueden reflejar luz [139]. Se espera que la
habilidad de dispersion de la luz de las células se vea alterada durante la muerte celular,
reflejando cambios morfolégicos como hinchazén o encogimiento celular, ruptura de la
membrana plasmatica, y en el caso de apoptdsis, condensacion de la cromatina,
fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptoticos.

Figura 7. Analisis mediante citometria de flujo de las caracteristicas morfoldgicas de las
células muertas. Los linfocitos en proceso de muerte celular generan una poblacion celular
con disminucién del FSC y SSC en comparacion con los linfocitos viables. Poblacion A:
Linfocitos viables, poblacion B: linfocitos muertos.
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La necrosis celular estd asociada con un incremento inicial y luego una rapida disminucion
de la habilidad de la célula para dispersar la luz tanto hacia delante como a los lados
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(disminucion de FSC y SSC respectivamente). Esto se relaciona con una hinchazén inicial
de las células, seguida por la ruptura de la membrana plasmatica y el esparcimiento de los
constituyentes celulares. Por el contrario, durante la apoptosis, se presenta la disminucién
de la dispersion de la luz hacia delante como resultado del encogimiento celular sin una
disminucion de la luz dispersada hacia los lados, 1o que puede reflejar un incremento de la
luz dispersada por la cromatina condensada y la fragmentacion del nicleo. Sin embargo, en
etapas tardias de la apopt6sis, la intensidad de la luz dispersada tanto hacia delante como a
los lados se ve disminuida [121, 151] (Figura 7).

6.6.4 Anexina V y citometria de flujo. La anexina V-FITC es usada para la cuantificacién
del porcentaje de células en el proceso apoptético. Se basa en la propiedad que tienen las
células de perder la asimetria de la membrana celular en las etapas tempranas de la
apoptésis. En estas células, el fosfolipido de membrana, fosfatidilserina (PS) es translocada
de la cara interna de la membrana a la cara externa de la misma.

El yoduro de propidio (P1) es un colorante utilizado frecuentemente en citometria de flujo y
permite distinguir entre células viables y no viables. Las células viables, con membrana
intacta, excluyen el PI, mientras que las membranas de células muertas o de células
dafadas, son permeables para el Pl. Las células que se tifien positivas para Anexina V-
FITC y negativas para Pl, estan en etapas tempranas de apoptdsis. Las células que se tifien
positivas para ambos colorantes estan en etapas tardias de apoptosis, son necroticas o
muertas. Las células negativas para ambos colorantes son viables y no estan en proceso
apoptotico [85] (Figura 8).

Figura 8. Analisis mediante citometria de flujo de células apoptdticas utilizando Anexina
V-FITC
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6.6.5 Aplicaciones e importancia. En general, el citometro de flujo (FACS) se utiliza para
analizar y separar células segun caracteristicas definidas como los linfocitos. En los Gltimos
tiempos el FACS se ha convertido en una herramienta importante en la farmacologia,
toxicologia, bacteriologia, virologia, ciencias ambientales y en el monitoreo de bioprocesos,
debido a que a través de la dispersion de la luz, la fluorescencia y la absorbancia de las
células tefiidas o no tefiidas, se pueden medir un gran ndmero de parametros celulares
[138].

De 1968 (nacimiento del FACS) a la fecha, el FACS ha crecido como instrumento y como
método gracias al impulso que han dado los usuarios de esta tecnologia. Este aparato, que
media solo tres pardmetros y era usado sélo en la inmunologia, ahora ha llegado a niveles
de complejidad que parecen dificiles de superar, ya que pueden medirse hasta 13
parametros diferentes y ha encontrado aplicaciones en casi todas las areas de la
biotecnologia. De hecho, las nuevas aplicaciones estan limitadas por el desarrollo de
nuevos anticuerpos, fluoroforos y sustratos fluorescentes que permitan detectar nuevos
componentes celulares.

40



7. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

La sustancia evaluada en este estudio fue el tiner 0.14 comercial, con las caracteristicas
previamente descritas, el cual después de ser esterilizado por filtracibn (Membrana de
nylon con porosidad 0,221 y didmetro de 25mm), se almacené a temperatura ambiente en
un recipiente hermético de vidrio para evitar su volatilizacion.

7.1 TIPO DE ESTUDIO

El estudio es de tipo experimental in vitro. Se emplearon linfocitos humanos de sangre
periférica aislados los cuales fueron tratados con tiner a diferentes concentraciones (alta,
media, baja) con su respectivo control negativo (dimetilsulféxido) y positivo (peroxido de
hidrogeno), y se evalud el efecto apoptdtico mediante el marcaje con anexina V — FITC y
yoduro de propidio por citometria de flujo. Se llevé a cabo este tipo de disefio debido a que
se tiene control sobre la asignacion de los tratamientos mediante un proceso aleatorio y
porque es posible prevenir la introduccion de sesgos y lograr altos indices de validez. Se
realizd un disefio de bloques aleatorizados, agrupando las unidades experimentales en
bloques y determinando la distribucién de los tratamientos en cada uno. Se estableci6 al
cultivo celular como unidad de analisis experimental y de muestreo.

7.2 SELECCION DE CONTROLES

Debido a la baja hidrosolubilidad que presenta el tiner, se hace necesario utilizar un
cosolvente para lograr la dilucién del mismo, por lo que se uso el dimetilsulféxido, DMSO
(D-8779 sigma) como su vehiculo. La presencia del DMSO en los cultivos fue del 1% ya
que estudios publicados indican que a esta concentracion no se presentan modificaciones en
la integridad de las membranas celulares [131, 101]. Por esta razdén el DMSO fue utilizado
como control negativo de los experimentos realizados.

Se conoce que el peroxido de hidrogeno, H202 (No. CAS: 7722-84-1) tiene la capacidad de
inducir muerte celular tanto apoptdtica como necrética [89]. Es importante considerar que
la concentracion del H20: influye en el tipo de muerte celular; a una baja concentracion (40
M) se presenta bajo porcentaje de apoptosis y de necrosis, a una concentracion media (80
HMM) se incrementa tanto la apoptosis como la necrosis y a altas concentraciones (>176
puM) hay mayor necrosis que apoptdsis [146]; debido a lo anterior, se tomé a H202 40 uM
como la concentracion ideal para el control positivo. Ademas, diversos estudios muestran
que la capacidad de inducir apoptosis del H202 no es solo atribuible a la concentracion a la
que este se encuentre sino también al tiempo de tratamiento [164].
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7.3 AISLAMIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES

Para cada experimento: prueba de indice mitético, cinética de muerte celular en funcion del
tiempo de tratamiento y prueba de apoptdsis, se realizd el aislamiento de linfocitos. La
muestra de sangre fue tomada del antebrazo de una persona de sexo masculino saludable de
21 afios de edad, que no consumia bebidas alcohdlicas, cigarrillo o sustancias psicoactivas
ni sustancias quimicas especificas, durante los cuatro meses previos a la toma de muestras
con el fin de disminuir posibles sesgos en los resultados.

Se realiz6 el aislamiento de células mononucleares de sangre total mediante gradiente de
densidad con Ficoll-hipaque, histopaque (1077-1 Sigma). Para la muestra de sangre se
tomaron de 20 — 21 mL de histopaque y se depositaron en tubos de centrifuga de 50 ml, se
le agreg6 igual cantidad de sangre y se centrifug6 a 2600 r.p.m. por 30 minutos. Con una
pipeta se removieron las células mononucleadas y posteriormente se realizaron dos lavados
con Buffer Salino Fosfato estéril, PBS (P-3813-10 Sigma) libre de Ca?* y Mg?"
centrifugando a 2600 r.p.m. por 15 minutos.

7.4 CONTEO CELULAR

Para establecer el nimero de células mononucleares vivas en el volumen obtenido y asi
cultivar el volumen de células requeridas para cada cultivo, se realiz6 el conteo celular
mediante la prueba de exclusion del azul de tripano, el cual se basa en que las células vivas
no absorben este colorante y por el contrario las células no viables si lo ingieren debido a
que la membrana pierde su integridad y funcionalidad.

Se tomaron 30uL del azul de tripano (T-6146 Sigma) en un tubo plastico, se agregaron
30uL de células mononucleares previamente aisladas y se mezclaron bien. Se cargd la
camara del hemocitometro con pipeta pasteur y en un microscopio (Nikon), con el objetivo
de 40X y ocular 10X se realiz6 el conteo de las células en cada uno de los 25 cuadrantes.
Las células vivas lucieron transparentes y las células muertas tomaron el color azul. Para
calcular el namero de células/mL se multiplico el nimero de células mononucleares en el
cuadrado del hemocitometro por 10000 y para calcular el porcentaje de células vivas se
dividié el ndmero de células no coloreadas (vivas) sobre la sumatoria de celulas no
coloreadas (vivas) y coloreadas (muertas), y se multiplicé finalmente este resultado por
100.

7.5 CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES

Normalmente los linfocitos se encuentran en un estado GO o de no division celular. Los
linfocitos son inducidos a entrar en el ciclo de division celular por medio del estimulo con
fitohemaglutinina, presentando en promedio un ciclo celular de 24 horas, por lo que
después de ese tiempo se procede a tratarlos con las diferentes concentraciones del quimico,
para que mediante la maquinaria de la fase de sintesis, los dafios ocasionados en el ADN, se
vean reflejados como rupturas de cadena doble.
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En tubos eppendorf estériles de 2 mL, con tapa rosca y cierre hermético, se realizd el
cultivo de células mononucleares bajo condiciones de esterilidad en camara de flujo
laminar; cada tubo de cultivo contenia medio RPMI 1640 completo, asi: medio RPMI 1640
simple pH 7.2 + 0.2 (R-8758 Sigma), suero bovino fetal (16000-044 Invitrogen) 10%,
penicilina-streptomicina (A-5955 Sigma) al 1%, L-glutamina (G-3126 Sigma) 1% del
volumen final (concentracién final en el cultivo 2mM); y se agregaron posteriormente las
células mononucleares aisladas (1.2 x 10° células para la prueba de indice mitético, y
300.000 células para las pruebas de cinética de muerte celular en funcion del tiempo y
apoptdésis) y fitohemaglutinina (L-8754 Sigma) (2% del volumen final) a cada tubo de
cultivo.

7.6 TRATAMIENTOS

Las soluciones Stock de cada concentracion experimental, fueron preparadas justo antes de
aplicarse a los cultivos. Los tratamientos fueron aplicados en camara de flujo laminar en
condiciones de esterilidad 24 horas después de haber sido establecido el cultivo, tanto para
la prueba de indice mitético (volumen de 13 uL por cultivo) como para las pruebas de
viabilidad celular, cinética de muerte celular en funcién del tiempo y de apoptdsis temprana
(volumen 5 pL por cultivo). Para la preparacion de las concentraciones experimentales de
tiner se realizaron las diluciones en DMSO y cada uno de los tratamientos tuvo un volumen
final en el cultivo del 1% de DMSO. Para la determinacién del rango de concentraciones
de tiner a utilizar, se tom6 como base los ensayos realizados por Hidalgo y Londofio en
linfocitos de sangre total [64], quienes utilizaron un rango de concentraciones finales en
cultivo de 0,025-1,200uL/mL. En este estudio se utilizaron rangos de concentracion del
tiner de 0,05-1,00pL/mL, para linfocitos humanos aislados.

7.7 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD
7.7.1 PRUEBA DE INDICE MITOTICO

Para la prueba de citotoxicidad, se establecieron los cultivos celulares en las condiciones
antes mencionadas, en tubos de tapa rosca (2mL) a un volumen final de 1.3 mL y se
colocaron a incubar por 48 horas a 37°C. Transcurridas 24 horas de iniciado el cultivo se
aplicaron los diferentes tratamientos, el grupo control positivo (peréxido de hidrégeno, a
una concentracion de 40uM), el control negativo (dimetilsulfoxido) y para el grupo
experimental ocho concentraciones de tiner (1.00, 0.80, 0.60, 0.40, 0.30, 0.20, 0.10, 0.05
puL/mL). Se trataron de la siguiente manera: 1000 a 1066uL de medio, 200-210uL de
suspension celular (1.2x10° células/mL) mas 13uL de tratamiento. Transcurridas 46 horas
de iniciado el cultivo, se adicion6 colcemid y a las 48 horas se realiz6 el lavado y cosecha
de las células [69]. Luego se realizaron las preparaciones citogenéticas para la prueba de
indice mitdtico (IM) con el fin de evaluar citotoxicidad y determinar las concentraciones
baja, media y alta (0,10; 0,20 y 0,40 uL/mL respectivamente) para la evaluacion de la
apoptosis.
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7.7.1.1 Cosecha del cultivo celular. Protocolo modificado de Henegariu, et al., [62].
Después de haber transcurrido las 48 horas de iniciado el cultivo de células mononucleares
aisladas para IM se procedio a realizar la cosecha.

Se centrifugd el cultivo celular a 1000 rpm durante 10 minutos y se desechd el
sobrenadante. Se adiciond solucién hipotonica (KCI 0,075M) y se incub6 de 10 a 20
minutos a 37 °C. Se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm, se desechd sobrenadante;
posteriormente se realizaron 3 fijaciones con Carnoy’s (metanol: acido acético, 3:1) y se
centrifugd a 3500 r.p.m. de 1 a 2 minutos. Después de la tercera fijacion se descartd
sobrenadante y se gotearon las placas para el extendido celular. EI goteo se realiz6 en
portaobjetos limpios colocados a vapor de agua en bafio Maria. Se colocé una suspensién
celular de 25 a 35 pL y de 1 a 3 segundos se sometieron a vapor de agua. Posteriormente, se
colocaron a secar en la plancha a 65°C y después de haber transcurrido 3 dias, se procedio
a la tincion con Giemsa al 10%.

El IM se calcul6 mediante la proporcion de células en metafase, en un minimo de 4000
células/concentracion. Se realizaron 6 repeticiones de cada experimento y para cada
repeticion se establecieron dos cultivos por concentracion (incluidos el control positivo y
negativo), de cada cultivo se obtuvieron 2 preparaciones citogenéticas. Las preparaciones
se analizaron al microscopio 6ptico con objetivo de 40X. De cada preparacion se analizaron
1000 células. En este estudio el dato se expresé como el numero de metafases registradas
en un minimo de 4000 células (no. Metafases/4000 células). En total, se analizaron 24000
células por tratamiento.

Figura 9. Protocolo de siembra de linfocitos aislados para la prueba de indice mitético

Oh 24 h 46h 48h
Cultivo de células Aplicacién Tto Colcemid Cosecha
Monondcleares

7.7.1.2 Seleccion de tratamientos experimentales. La seleccion de los tratamientos
experimentales para la evaluacién del efecto apoptético del tiner en los linfocitos humanos
se baso en los siguientes criterios. Se selecciono como concentracion baja (0.10 pL/mL),
aquella que no induce una disminucion significativa respecto al control negativo; como
concentracion media (0.20 uL./mL), la concentracion que induce una disminucién del IM en
un 50% respecto al control negativo y como concentracion alta (0.40 pL/mL), la
concentracion que representa un 20% del IM encontrado en el control negativo [69].

78 CINETICA DE MUERTE CELULAR EN FUNCION DEL TIEMPO DE
TRATAMIENTO

Se realizo el aislamiento y establecimiento de los cultivos de células mononucleares como
se menciond anteriormente con un volumen final de 500 uL, ya que para esta prueba se
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necesita una menor cantidad de células para realizar el analisis: 300 a 315uL de medio, 180
a 190pL de suspension celular (3x10° células/mL) mas 5uL de tratamiento.

Transcurridas 24 horas de iniciado el cultivo, se aplicaron los 3 tratamientos de tiner
(concentracion alta, media y baja) y dos controles (positivo y negativo), estableciendo dos
cultivos por tratamiento, y se realizaron los respectivos lavados de los diferentes cultivos
tras 0.5, 1, 4, 6 y 24 horas de tratamiento. El lavado de los tratamientos se realizd
centrifugando a 1600 rpm durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendio
con PBS, se centrifugd nuevamente a 1600 rpm durante 5 minutos y sin retirar el
sobrenadante se centrifugd a 1600 rpm durante 2 minutos. Los botones celulares se
depositaron en tubos de citometria de flujo que contenian 400 pL de PBS +
paraformaldehido 1% frio y posteriormente, se realiz6 la lectura en el citometro de flujo de
10000 eventos por cultivo. Se realizaron 7 repeticiones de cada experimento, por cada
tiempo de tratamiento se realizaron dos cultivos por concentracién (incluidos el control
positivo y negativo), para un total de 14 cultivos y 140000 células analizadas por
concentracion.

Para la determinacion de la cinética de muerte celular en funcién del tiempo se tuvieron en
cuenta las caracteristicas de dispersion de la luz de las células que se encuentran en
procesos de muerte celular. La adquisicion de datos se hizo mediante el Software
CellQuest. El analisis de las imagenes obtenidas en el citometro se realizé con ayuda del
Software WinMDI version 2.8.

Figura 10. Protocolo de siembra de linfocitos aislados para la determinacion de la cinética
de muerte celular.
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7.9 PRUEBA DE APOPTOSIS MEDIANTE MARCAJE CON ANNEXINA V-FITC
Y YODURO DE PROPIDIO (IP)

Para la evaluacion del efecto apoptético, se realizd primero el aislamiento de células
mononucleares, el conteo celular y posteriormente se establecieron los cultivos celulares
como se menciond anteriormente, a un volumen final de 500 pL: 300 a 315uL de medio,
180 a 190uL de suspension celular (3x10° células/mL) mas 5uL de tratamiento. Se
aplicaron los tratamientos a las 24 horas de iniciado el cultivo (fase S del ciclo celular). Se
realizaron dos cultivos de linfocitos aislados por tratamientos, control positivo, control
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negativo y grupo experimental (baja, media, alta). Se realizaron tres lavados con PBS
estéril de la suspension celular con el fin de retirar los tratamientos y se procedio6 al marcaje
con anexina V-FITC y yoduro de propidio (annexin V-FITC apoptosis detection Kit I1)
para la evaluacion de células apoptéticas. Se analizaron por citometria de flujo 10000
eventos por cultivo para un total de 20000 eventos por concentracion en cada uno de los
experimentos.

Luego de realizar la cosecha celular se resuspendieron las células en buffer de union 1X a
una concentracion de 1.2 x 10° células/mL. Se transfirieron 100uL de la solucion (2 x 10° a
3 x 10° células) a un tubo de citometria de 5mL. Posteriormente se adicionaron en
oscuridad, 3uL de anexina V-FITC y 3uL de yoduro de propidio (IP). Las células se
mezclaron bien utilizando vortex y se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente en
la oscuridad. Se adicionaron 400uL de buffer de union a cada tubo, obteniendo 500uL de
suspension celular, y se analizaron por citometria de flujo en un periodo de tiempo maximo
de una hora.

Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson,
San José, CA) equipado con un laser de argon de 488nm 15 mW. Segun los datos arrojados
por tamafio y complejidad de las células mononucleares a estudiar se realiz6 la separacion
de la poblacion de linfocitos humanos. La adquisicion de datos (10* eventos por cada
muestra) se hizo utilizando el Software CellQuest. EIl analisis de los datos se realiz6 con el
Software WinMDI. La fluorescencia verde (FL1) fue colectada por medio de un filtro
530/30. La fluorescencia roja (FL2) fue colectada por medio de un filtro 585/42. El voltaje
del fotomultiplicador (hecho de modo lineal para la dispersion de la luz y en un modo
logaritmico con estos voltajes tipicos FL1=600, FL2=550) y la compensacién de la
fluorescencia (FL1= Anexina V-FITC, FL2= PI) fueron realizadas paso a paso, analizando
las células individualmente para optimizar los resultados de las muestras.

Las células viables fueron negativas tanto para la anexina V-FITC como para el yoduro de
propidio (IP), las células en apoptésis temprana fueron positivas para anexina V-FITC y
negativas para IP y las células en apoptosis tardia o necroticas positivas para anexina V-
FITCelP.

Figura 11. Protocolo de siembra para la evaluacién de apoptosis mediante citometria de
flujo.
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Cuadro 1. Disefio experimental prueba citotoxicidad mediante indice mitdtico

PRUEBA DE INDICE MITOTICO (IM)

Grupos Tratamientos | Concentracién | Vol. | No. De cultivos No. Células Anadlisis Estadistico
Final en el Ttos. por placas | analizadas No. de
cultivo (uL) experimento por por experimentos
(uL/mL) cultivo | tratamiento
Control
negativo DMSO 1% 13 2 2 4000 6
0.05 13 2 2 4000 6
Distribucion normal de
0.10 13 2 2 4000 6 datos (Shapiro-WilKk).
0.20 13 2 2 4000 6
Homogeneidad de
Experimental Tiner 0.40 13 2 2 4000 6 varianzas (Levene)
0.60 13 2 2 4000 6 )
Paramétrico:  ANOVA
0.80 13 2 2 4000 6 univariada
1.00 13 2 2 4000 6 Correlacién: Pearson
Control
positivo H20; 0.4 uM 13 2 2 4000 6
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Cuadro 2. Disefio experimental prueba cinética de muerte celular en funcion del tiempo de tratamiento

CINETICA DE MUERTE CELULAR

Tiempo de Grupos Tratamiento | Concentracion | Volumen No. N° células Repeticiones Andlisis Estadistico
tratamiento Final en el Tto. Cultivos | analizadas del
(horas) cultivo (uL) por Tto. | por cultivo | experimento
(uL/mL)
C. Negativo DMSO 1%
Baja (0,10)
0.5 Experimental Tiner Media (0,20) S 2 10000 7
Alta (0,40)
C. Positivo H>0, 0.4 uM
C. Negativo DMSO 1%
Baja (0,10)
1 Experimental Tiner Media (0,20) 5 2 10000 7 Distribucion normal de
Alta (0,40) datos (Shapiro-Wilk).
C. Positivo H.0, 0.4 uM
C. Negativo DMSO 1%
Baja (0,10) Homogeneidad de
4 Experimental Tiner Media (0,20) 5 2 10000 7 varianzas (Levene)
Alta (0,40)
C. Posm_vo H20, 0.4 uM No paramétrico:
C. Negativo DMSO 1% Kruskal-Wallis
Baja (0,10)
6 Experimental Tiner Media (0,20) 5 2 10000 7
Alta (0,40)
C. Positivo H,0, 0.4 uM
C. Negativo DMSO 1%
Baja (0,10)
24 Experimental Tiner Media (0,20) 5 2 10000 7
Alta (0,40)
C. Positivo H,0, 0.4 uM

C. Negativo: Control negativo; C. Positivo: Control positivo
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Cuadro 3. Disefio experimental prueba de apoptosis

PRUEBA DE APOPTOSIS Y PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR

Grupos Tto Concentracion | Vol. No. Ne° células NUmero de Analisis
Final en el Tto. | Cultivos | Analizadas | experimentos Estadistico
cultivo (nL) por cultivo
(uL/mL)
Control Paramétrico:
negativo DMSO 1% 5 2 10.000 5 anova
Baja multivariada.
(0,10) 5 2 10.000 5
Experimental | Tiner Media No
(0,20) 5 2 10.000 5 parametrico:
Alta Kruskal-Wallis
(0,40) 5 2 10.000 5 y Spearman
Control 0.4 uM
positivo H.0O, 5 2 10.000 5

Tto: tratamiento
7.10 ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro 4. Descripcion de las variables

Variables Tipo de variable Naturaleza Nivel de
medicién
DMSO
5 pL/mL
10 uL/mL
20 pL/mL Independiente Cuantitativa Nominal
Tratamiento Tiner 30 uL/mL
40 uL/mL
60 uL/mL
80 ulL/mL
100 uL/mL
H20, (40uM)
Tiempo de tratamiento Independiente Cuantitativa Razbn
indice Mitdtico Dependiente Cuantitativa Razon
Viabilidad Celular Dependiente Cuantitativa Razon
Apoptosis Dependiente Cuantitativa Razon

Para el analisis estadistico, los resultados obtenidos se sometieron a pruebas de estadistica
descriptiva como la distribucion normal de los datos (Shapiro-Wilk) y la homogeneidad de
varianzas (Levene) e independencia de datos, donde se tuvo en cuenta medidas de
tendencia central (promedio, mediana y moda) y de variabilidad (desviacion estandar y
varianza). Estas pruebas son necesarias para determinar el tipo de pruebas estadisticas a
emplear.

Los resultados de la prueba de indice mitdtico y de apoptosis, indicaron que los datos se

ajustan significativamente a una distribucion normal, por lo que se asumié una prueba
paramétrica, como la mas adecuada para su utilizacion en el analisis de estos datos.
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Finalmente, se uso la prueba de correlacion de Pearson para determinar si existe algun tipo
de asociacion entre el indice mitético y las concentraciones de tiner evaluadas. Mediante
este andlisis se identifico la ecuacién de regresion respectiva y el coeficiente de
determinacidn. Para el andlisis estadistico de la prueba de cinética de muerte celular en
funcion del tiempo de tratamiento y de viabilidad celular, los datos se apartaron
significativamente de una distribucion normal, por lo que se asumieron pruebas no
paramétricas para el analisis.

Todos los datos obtenidos en las pruebas de indice mitético, cinética de muerte celular,
viabilidad celular y apoptosis, se analizaron usando las funciones estadisticas y graficas del
paquete estadistico SPSS version 13.0 para Windows (Statistical Package for the Social
Sciences), con un nivel maximo de significancia de 0,05.
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8. RESULTADOS
8.1 ENSAYOS PRELIMINARES Y COMPENSACION

Para la determinacién del rango de concentraciones de tiner a utilizar, se tomé como base
los ensayos realizados por Hidalgo y Londofio en linfocitos de sangre total [65], quienes
utilizaron un rango de concentraciones finales en cultivo de 0,025-1,200pL/mL, y
evaluaron la citotoxicidad mediante la prueba de exclusion con azul de tripano. En este
estudio se utilizaron rangos de concentracion del tiner de 0,05-1,00uL/mL, ya que los
linfocitos humanos aislados son mas susceptibles a la accion de los quimicos. La
citotoxicidad fue evaluada mediante la prueba de indice mitético, estableciendo ensayos
preliminares para el correcto funcionamiento de la prueba (2 experimentos preliminares).

También se establecieron pruebas preliminares de la prueba de cinética de muerte celular
en funcion del tiempo de tratamiento, para comprobar el 6ptimo funcionamiento del equipo
y el buen estado de los reactivos, lo que sirvié ademas para corregir problemas técnicos y
de manipulacion durante el establecimiento de las pruebas, tales como, la correcta
separacion de la poblacién de interés, en este caso lo linfocitos humanos, ajuste de los
voltajes de adquisicion, apropiado funcionamiento mecanico del citometro de flujo y
adquirir destreza en el manejo del software de adquisicién y analisis de los datos arrojados
por el citbmetro (2 experimentos preliminares).

Para la prueba de apoptosis temprana mediante coloracion con anexina V-FITC y yoduro
de propidio, se realizd la compensacion del citometro de flujo cada semana, antes de
realizar el andlisis de los linfocitos, con el fin de optimizar la adquisicion de datos
provenientes de los fluorocromos. De igual forma se hizo el ajuste de los voltajes de
adquisicion de las fluorescencias con el fin de evitar solapamientos en las poblaciones de
linfocitos marcadas con los dos fluorocromos (2 experimentos preliminares).

8.2 EFECTO CITOTOXICO
8.2.1 Indice mitético

En la tabla 3 se reporta el registro del IM de linfocitos humanos aislados tratados in vitro
durante 24 horas con diferentes concentraciones de tiner, al analizar 4000 células por
tratamiento. El indice mitético (IM) obtenido para las diferentes concentraciones de tiner,
se ajusta a la distribucién normal (segun prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, P>0.05),
por lo que se procedid a emplear pruebas de significancia estadistica de caracter
paramétrico. Mediante la prueba comparaciones multiples T3 de Dunnet, para varianzas no
homogéneas, se logro establecer que el efecto de la concentracion 0,80 puL/mL, es tan
drastico en la depresion del IM, que difiere significativamente del resto de las
concentraciones, mientras que con la concentracion més alta (1,00 pL/mL) no hubo
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proliferacion celular; por otra parte, las concentraciones mas bajas del tiner (0,05 uL/mL y
0,10 uL/mL) no presentaron diferencia significativa con respecto al control negativo.

Tabla 3. Indice mitético de linfocitos humanos aislados tratados in vitro con diferentes
concentraciones de tiner durante 24 horas.

indice mitético

Concentracion Repeticiones _

pL/mL 1 2 3 4 5 6 X +EE*
0,00 2600 2550 2575 2,650 2550 2,600 2,587 + 0,030
0,05 2550 2,525 2500 2,300 2450 2,350 2,445 + 0,049
0,10 2250 2,000 2,275 2,250 2,000 2,000 2,129 + 0,050
0,20 1.025 1,125 1,025 1,450 1,125 1,100 1,141 + 0,054°
0,40 0,775 0,825 0,750 0,700 0,775 0,750 0,770 £ 0,021%
0,60 0,325 0,250 0,275 0,250 0,300 0,275 0,279 + 0,021°
0,80 0,050 0,100 0,50 0,050 0,075 0,100 0,087 +0,010*"
1,00 0 0 0 0 0 0 0,0+0,0°

*[ndice mitotico promedio * error estandar, al analizar 24000 células por concentracion

@ Tratamientos que difieren significativamente del control negativo, segun prueba T3 de Dunnet (P<0.05).

b Tratamientos con los valores mas bajos de IM que difieren significativamente del control negativo, segin
prueba T3 de Dunnet (P<0.05).

¢No hubo proliferacion celular

Mediante el analisis de correlacién de Pearson (R= -0,926, P<0.01) se evidencia una
asociacion negativa estadisticamente significativa entre las concentraciones del tiner (0,10
—1,00 pL/mL) vy el indice mitético, indicando una disminucion en el namero de células en
mitosis al aumentar la concentracion del tiner en un periodo de tratamiento de 24 horas
(relacion concentracion-efecto). Por otra parte, al realizar el analisis de regresion simple, se
observa una aproximacién curvilinea cuadratica, con un coeficiente de determinacion
(R?=0,963), infiriéndose que el 96,3 % de la variacion en el indice mitdtico puede
explicarse mediante la variabilidad en la concentracion del tiner (figura 12), subsistiendo un
3,7 % de variabilidad no explicada, debida posiblemente a factores no incluidos en el
modelo de regresion, tales como manipulacion, reactivos y variacion en la temperatura.

La ecuacion cuadratica [y = bo + (b1 * X) + (b2 * x?)] que describe la relacion entre el indice
mitdtico y la concentracion del tiner es la siguiente:

indice mitdtico = 2,601 — (6,163 * concentracion tiner uL/mL) + (3,638 * (concentracion
tiner uL/mL)?)
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Figura 12. Asociacion cuadratica negativa entre el IM de linfocitos humanos aislados
tratados in vitro y las diferentes concentraciones de tiner durante 24 horas.
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Mediante el andlisis de varianza (ANOVA), se identificO una diferencia significativa
estadisticamente entre las diferentes concentraciones del tiner (P<0.001). Los indices
mitéticos mas altos se presentaron en el control negativo (2,587 + 0,030) y en las
concentraciones de 0,05y 0,10 pL/mL (2,445 £ 0,049 y 2,129 + 0,050 respectivamente) y
los porcentajes mas bajos en las concentraciones de 0,80 y 1,00 pL/mL (0,087 + 0,010 y
0,0 £ 0,0 respectivamente).

La concentracion que disminuyd al IM en un 50% fue 0,20 pL/mL vy la que disminuy0 al
IM en aproximadamente un 30 % fue 0,40 pL/mL. De acuerdo a los resultados obtenidos
en esta prueba, se realizé la seleccion de las concentraciones empleadas para evaluar el
efecto apoptotico in vitro de los linfocitos humanos tratados con tiner. Por lo tanto, las
concentraciones del solvente organico seleccionadas como baja, media y alta para la
prueba de apoptdsis fueron 0,10; 0,20 y 0,40 pL/mL, respectivamente.

8.3 CINETICA DE MUERTE CELULAR EN FUNCION DEL TIEMPO DE
TRATAMIENTO POR CITOMETRIA DE FLUJO

En el cuadro 5 se muestran los valores promedio de muerte celular de linfocitos humanos
aislados, tratados in vitro con DMSO (control negativo), las concentraciones baja, media y
alta de tiner (0,10; 0,20; 0,40 pL/mL respectivamente) y peroxido de hidrogeno (control
positivo) durante 0,5; 1; 4; 6 y 24 horas. Debido a que los datos no cumplen con el
supuesto de normalidad e igualdad de varianzas, se analizaron mediante pruebas no
paramétricas con un nivel maximo de significancia de P=0.05, complementado con una
prueba de comparaciones maltiples para varianzas desiguales (T3 de Dunnet).
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Mediante el andlisis de Kruskal-Wallis se evidencié una diferencia significativa
estadisticamente (X?= 99.929; P< 0.0001) en el porcentaje de muerte celular de los
linfocitos humanos aislados, tratados con tiner. De igual manera se observa una diferencia
significativa estadisticamente (X?= 100.845; P<0.0001) en el porcentaje de muerte celular a
diferentes tiempos de tratamiento. Por lo anterior se deduce que la concentracion del tiner y
el tiempo de tratamiento influyen en la variabilidad del porcentaje de muerte celular.

Para saber si existe una interaccion entre las concentraciones del tiner y el tiempo de
tratamiento, se determind el efecto combinado de las dos variables en la induccion de
muerte celular, encontrandose que la concentracion de tiner influye en la variabilidad del
porcentaje de muerte celular, aumentando, dependiendo del tiempo de tratamiento
(X?=214.537; P<0.0001).

Al tratar los linfocitos con las diferentes concentraciones del tiner, el control positivo y el
control negativo durante 0,5; 1; 4; 6 y 24 horas, se observo la formacion de dos poblaciones
de linfocitos: La poblacién A, en la que se encuentran los linfocitos viables y la poblacion
B con células que presentaron una disminucién del tamafio (disminucién de FSC) y de la
granularidad celular (disminucién de SSC), caracteristico del proceso de muerte celular. A
medida que el tiempo de tratamiento y la concentracion del tiner aumentan, se presenta una
disminucion en la proporcion de células de la poblacion A, mientras que la proporcion de
celulas en la poblacion B aumenta (Figura 13).

Mediante el analisis de comparaciones multiples T3 de Dunnet se establecio que después de
0,5 horas de tratamiento, solamente el control positivo (H202) difiere significativamente
(P<0.05) de las concentraciones de tiner, incluido el control negativo (DMSQ). Despues de
1 hora de tratamiento, las concentraciones media y alta del tiner y el control positivo
presentaron un aumento significativo (P<0.05) de muerte celular con respecto al control
negativo; tras 4 horas de tratamiento el control positivo presentd un aumento significativo
de muerte celular con respecto a los demas tratamientos (P<0.05); transcurridas 6 horas de
tratamiento la concentracion alta del tiner y el control positivo mostraron un aumento
significativo en el porcentaje de muerte celular con respecto al control negativo (P<0.05) ;
y tras 24 horas de tratamiento la concentracion alta del tiner fue la Gnica en presentar un
aumento significativo de muerte celular (P<0.05).
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Cuadro 5. Muerte celular (%) de linfocitos humanos aislados cultivados in vitro y tratados con diferentes concentraciones del
tiner, evaluado mediante citometria de flujo por medio de caracteristicas morfoldgicas. Se reporta el resultado obtenido en 7
repeticiones, con su respectiva media (X) y error estandar (EE).

Muerte celular (%)

Concentracion Tiempo de tratamiento (horas) X+ EE*

Tratamientos (UL/mL) 0,5 1 4 6 24 P<0.00012
DMSO 1% 11,406 £0,778 9,629+0,778 10,809 +0,778 11,142+0,778 16,199+0,778 | 11,837 + 0,401
BAJA 0,10 11,521 +0,778 10,234+0,778 11,436+0,778 13,576+0,778 19,325+0,778 | 13,218 + 0,539¢
MEDIA 0,20 11,570 +0,778 12,740 +£0,778" 10,949+0,778 15,139+0,778 19,670+ 0,778 | 14,013 + 0,492°
ALTA 0,40 14,968 + 0,778 15,180 +0,778" 13,104 +0,778 17,465 +0,778" 24,177 +0,778" | 16,978 + 0,565°
H202 40 uM 17,034 +0,778" 16,844 +0,778" 16,614 +0,778" 18,999 +0,778" 21,761 +0,778" | 18,250 + 0,444°

X+ EE** 13,299 +0,390 12,925+0,435 12,582+ 0,404 15,264 +0,470¢ 20,226 + 0,560
P< 0,0001° P<0.0001¢

*Los datos corresponden al promedio de muerte celular+ error estandar para los tratamientos

**os datos corresponden al promedio de muerte celular+ error estandar para el tiempo de tratamiento

2 Significancia estadistica entre los tratamientos. Prueba de Kruskal-Wallis

b Significancia estadistica entre los tiempos de tratamiento. Prueba de Kruskal-Wallis

¢ Significancia estadistica de la interaccion entre los tratamientos y el tiempo. Prueba de Kruskal-Wallis

4 Tiempos de tratamiento con los valores mas altos de muerte celular, que difieren del resto, segin prueba T3 de Dunnet (P<0.05)

¢ Tratamientos que difieren significativamente del control negativo (DMSO), segln prueba T3 de Dunnet (P<0.05)

fValores de muerte celular que difieren significativamente del tratamiento control negativo (DMSO) y los distintos tiempos. segln prueba T3 de Dunnet
(P<0.05)
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Figura 13. Analisis de muerte celular de linfocitos humanos aislados cultivados y tratados in vitro con el tiner por medio de
citometria de flujo. Se presenta el analisis de las caracteristicas morfoldgicas de las células a través del FSC y SSC. Las
poblaciones celulares son indicadas: A células viables y B células muertas, tras 1, 6 y 24 horas de tratamiento con el control
negativo (DMSO), las concentraciones media (0,20 puL/mL) y alta (0,40 uL/mL) del tiner y el control positivo (H202). Las
imagenes son representativas de 7 experimentos.
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En la figura 14 se puede apreciar que a al tratar los linfocitos humanos durante 24 horas con
el tiner, se induce un porcentaje maximo de muerte celular con los diferentes tratamientos;
los valores promedio de muerte celular de los linfocitos tratados con las concentraciones
baja (19,325 + 0,778) y media (19,670 £ 0,778) en este periodo de tiempo son muy
semejantes, mientras que los tratados con la concentracion alta (24,177 + 0,778) presentan
el mayor porcentaje de muerte celular con respecto a las diferentes concentraciones de
tiner, aun por encima del porcentaje de muerte celular encontrado para el control positivo
(21,761 £ 0,778).

Figura 14. Cinética de la muerte celular de linfocitos humanos aislados, tratados in vitro
con tiner a diferentes tiempos.
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8.4 EFECTO APOPTOTICO MEDIANTE MARCAJE CON ANEXINA V-FITC Y
YODURO DE PROPIDIO (IP) EVALUADO POR CITOMETRIA DE FLUJO

Teniendo en cuenta que a medida que aumenta el tiempo de tratamiento y la concentracién
del tiner, se presenta un incremento en el porcentaje de muerte celular de los linfocitos
humanos aislados, se identificd la naturaleza de la muerte celular (apoptética o necrética)
inducida por este quimico, mediante el marcaje con Anexina V y Yoduro de propidio
evaluado por citometria de flujo. Para este proposito se seleccioné el tiempo de tratamiento
en el cual se present6 el mayor porcentaje de muerte celular (24 horas).

El porcentaje de muerte celular apoptdtica para las diferentes concentraciones del tiner, se
ajusta a la distribucion normal (segin prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, P>0,05),
debido a esto se procedié a emplear pruebas de significancia estadistica de caracter
paramétrico. La tabla 4 resume los valores promedio del efecto apoptético inducido por el
tiner en linfocitos humanos aislados, in vitro, después de 24 horas de tratamiento. Se
evidencio una diferencia significativa estadisticamente (ANOVA multivariada, P<0,001) en
el porcentaje de muerte celular apoptotica temprana y tardia de linfocitos tratados con tiner.
Mediante el analisis de comparaciones mdltiples de Duncan se establece que las
concentraciones de tiner (0,10, 0,20 y 0,40 upL/mL) y el control positivo (H202),
incrementan la muerte celular apoptética temprana y apoptotica tardia y/o necrética de
linfocitos humanos aislados.

Se observa que al tratar los linfocitos humanos aislados, con la concentracion alta del tiner
(0,40 pL/mL), el porcentaje de células en apoptdsis temprana (36,1550 + 0,27483%)
aumento significativamente (P<0.05) con respecto al control negativo (DMSO= 14,5180 +
0,34181); mientras que en la concentracion baja (0,10 puL/mL) que fue de 26,5370 +
0,21723) y en la concentracion media (0,20 pL/mL) que fue de 27,0800 + 0,30294) no se
presentd diferencia significativa entre ellas, pero si con respecto al control negativo; el
control positivo (H202) fue el que presento el mayor porcentaje de células en apoptosis
temprana (59,1860 * 0,30776) comparado con el resto de los tratamientos. Por otra parte, al
analizar el porcentaje de células apoptdticas tardias o necroticas, se observa que todos los
tratamientos difieren significativamente del control negativo (4,2600 + 0,18731) y que el
tratamiento con el valor mas alto que difiere significativamente del resto, es la
concentracion de 0,40 pL/mL (31,4540 + 0,36591), aun por encima del control positivo
(24,9820 + 0,18543) (Figura 15).

Mediante el analisis de correlacion de Pearson se establece una asociacion lineal entre el
porcentaje de apoptosis temprana (R=0.935), apoptosis tardia (R=0.912), y la concentracion
del tiner. Dicha asociacion se caracteriza por una relacion concentracion-efecto positiva
entre la muerte celular apoptotica y las concentraciones del tiner. De igual forma, al
evaluar el coeficiente de determinacion de apoptosis temprana (R?= 0,875) y apoptdsis
tardia o necrosis (R?= 0,832), se deduce que la variabilidad observada correspondiente al
87.5% y 83.17% respectivamente, es consecuencia del tratamiento con diferentes
concentraciones del tiner (Figura 16).
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Las ecuaciones lineales (y = a + bx) que describen la relacion entre la muerte celular
apoptotica y la concentracion del tiner son las siguientes:

Apoptosis Temprana = 17,511 + (48,925 * concentracion tiner pL/mL)
Apoptdsis Tardia y/o Necrosis = 9,242 + (61,011 * concentracion tiner puL/mL)

Tabla 4. Apoptdsis en linfocitos humanos in vitro inducida por el tiner durante 24 horas de
tratamiento, evaluada a través de citometria de flujo mediante el marcaje con anexina V' y
yoduro de propidio.

Prueba de apoptosis

Tratamientos  Concentracion Apoptoésis temprana Apoptosis tardia y/o necrosis
(ML/mL) — () — (%)
X + EE* X + EE*
DMSO 0,00 14,5180 + 0,34181 4,2600 + 0,18731
Baja 0,10 26,5370 £ 0,21723° 20,9220 £ 0,16710°
Media 0,20 27,0800 + 0,30294% 23,0380 + 0,275072
Alta 0,40 36,1550 £ 0,274832 31,4540 + 0,36591°
H20, 40 uM 59,1860 + 0,30776° 24,9820 + 0,18543°
Anadlisis Estadistico** F =3267,303; P < 0,001 F =1667,652; P < 0,001

*Los datos corresponden al promedio de las medias + error estandar (EE) obtenidas del andlisis de 10000
células por cultivo (20000 células por tratamiento) y 5 repeticiones del experimento.
**La comparacion de los tratamientos se realizd mediante ANOVA multivariada (P <0,001).

4 Corresponde a los tratamientos que difieren significativamente del control negativo segin la prueba de
comparaciones maltiples Duncan (P<0.05)

Figura 15. Efecto apoptético en linfocitos humanos aislados de sangre periférica tratados
con diferentes concentraciones de tiner durante 24 horas.
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Figura 16. Asociacion lineal positiva entre la muerte celular apoptética en linfocitos
humanos aislados tratados in vitro durante 24 horas y la concentracion de tiner. (A) y (B)
Se observa que el porcentaje de apoptdsis temprana y apoptosis tardia o necrosis aumenta a
medida que la concentracién es mayor.

A B

4000 R2=0,872 _ R2= 0,828
= P<0.001 P<0.001 8
e\, 35.00 0804
e S
©  z000- g
g' g % 20.00—

[+] -

O 2500 ©
= —
L %)
v 2000 ‘D
2 ‘§ 1000
o Q.
S 15008 8
< 8 < 8

10004 0.00—

I T T I I T T T T T
0.00 010 0.20 0.30 0.40 0.00 010 020 0.30 0.40
Concentracion de tiner Concentracion de tiner
(UL/mL) (uL/mL)

En la figura 17 se observan cuatro poblaciones diferentes de linfocitos que fueron
detectadas. En la region A se encuentran las células que son negativas para anexina V' y
yoduro de propidio, consideradas como células viables; en la region B las células en
apoptosis temprana, positivas para anexina V pero negativas para IP; la region C con
células en apoptosis tardia o necrosis, positivas para anexina V' y IP; y en la regién D las
células con dafio en la membrana, negativas para anexina V y positivas para IP. Para el
analisis del efecto apoptotico se tuvieron en cuenta las regiones By C.

Por otra parte, para determinar si la disminucién observada en el indice mitotico inducida
por el tiner en linfocitos humanos aislados estaba asociada con muerte celular, se establecio
la viabilidad celular mediante el marcaje con anexina V' y yoduro de propidio evaluado por
citometria de flujo, tras 24 horas de tratamiento con las concentraciones baja, media y alta
del tiner. Debido a que los datos no cumplen con la asuncién de normalidad y
homogeneidad de varianza, se analizaron mediante prueba de significancia estadistica no
paramétrica, con un nivel maximo de significancia de 0,05. En la tabla 4 se muestra el
porcentaje de viabilidad celular de linfocitos humanos aislados tratados in vitro con el tiner
durante 24 horas. Se evidencio una diferencia significativa estadisticamente (Kruskal-
Wallis, P<0,0001) en la viabilidad celular de los linfocitos aislados tratados con el tiner.
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Figura 17. Anélisis de apoptdsis de linfocitos humanos aislados cultivados y tratados in
vitro con el tiner por medio de citometria de flujo. Se presenta el analisis de la apoptosis
por medio del marcaje de anexina V y IP. Las poblaciones celulares son indicadas: A
células viables; B apoptdsis temprana, C apoptosis tardia o necrosis y D dafio en la
membrana celular, después de 24 horas de tratamiento con el control negativo (DMSO), las
concentraciones baja (0,10 pL/mL), media (0,20 pL/mL) y alta (0,40 uL/mL) del tiner y al
control positivo (H202). Las imagenes son representativas de 5 experimentos.
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Mediante la prueba de comparaciones multiples de Duncan se establece que las
concentraciones de tiner (0,10, 0,20 y 0,40 pL/mL) y el control positivo (H202),
disminuyen significativamente (P<0.05) la viabilidad celular de linfocitos humanos
aislados, con respecto al control negativo (DMSO). Se observa que al tratar los linfocitos
humanos aislados con la concentracion alta del tiner (0,40 puL/mL) la viabilidad celular
disminuyé significativamente (26,460 + 0,194) respecto del porcentaje de viabilidad celular
del resto de concentraciones (control negativo= 78,504 + 0,140%, baja= 35,618 + 0,194% y
media= 32,052 + 0,428%; P<0,0001). El control positivo (H202) fue el que present6 la
mayor disminucion en el porcentaje de viabilidad celular (11,156 + 0,341%; P<0.0001)
comparado con el resto de los tratamientos (Tabla 4).

En la figura 18 se puede apreciar que al tratar los linfocitos con la concentracion alta del
tiner (0.40 pL/mL), la viabilidad celular disminuyd a un 33% respecto del control negativo,
mientras que con las concentraciones baja (0.10 pL/mL) y media (0.20 pL/mL) la
viabilidad disminuyd a un 45 y 44% respectivamente con respecto al control negativo
(DMSO0), por lo que se infiere que la disminucion de la viabilidad celular es dependiente de
la concentracion del tiner, tras 24 horas de tratamiento.
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Tabla 5. Viabilidad celular (%) de linfocitos humanos (aislados) después de 24 horas de
tratamiento in vitro con tiner. Se reporta el resultado obtenido en 5 repeticiones, con su
respectiva media () y error estandar (EE).

Prueba de viabilidad celular

Tratamientos Concentracion Viables (%0)
(uL/mL) X + EE*
Control negativo (DMSO) 1% 78,5040 £ 0,14034
Baja 0,10 35,6180 + 0,19491%
Media 0,20 32,0520 + 0,42885%
Alta 0,40 26,4600 + 0,19439°
Control positivo (H20;) 40 uM 11,1560 + 0,34105*°
Total 43,1585 * 3,31167
Anélisis Estadistico** X?=47,183; P < 0,0001

*Los datos corresponden al promedio del porcentaje de viabilidad celular £ error estandar (EE) obtenidas del
analisis de 100000 células por tratamiento.

**L_a comparacion de los tratamientos se realizd mediante la prueba de Kruskal-Wallis (P <0,0001).

@ Tratamientos que difieren significativamente del control negativo, segin prueba de Duncan (P<0.05)

® Tratamiento con el valor mas bajo de viabilidad celular, que difiere significativamente del control negativo
segln prueba de Duncan (P<0.05).

Figura 18. Viabilidad celular (%) de linfocitos humanos (aislados) después de 24 horas de
tratamiento in vitro al tiner. El porcentaje de células viables en los cultivos disminuye a
medida que la concentracion aumenta.
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Mediante el analisis de correlacion se puede observar una aproximaciéon curvilinea
cuadratica (R>= 0,927) y una asociacion negativa al relacionar las células viables vy las
concentraciones del tiner (R= -0.789) (Figura 19). Por lo anterior se infiere que la
disminucion de la viabilidad celular en los linfocitos humanos aislados, depende en un 92,7
% de la concentracion del tiner. La ecuacion cuadratica [y = bo + (b1 * X) + (b2 * x?)] que
describe la relacion entre la viabilidad celular y la concentracion del tiner es la siguiente:

Células Viables (%)= 75,329 — (376,745 * concentracion tiner puL/mL) + (643,045 *
(concentracion tiner pL/mL)?).

Figura 19. Asociacion cuadrética entre las concentraciones del tiner y la viabilidad celular
(%) de linfocitos humanos (aislados) después de 24 horas de tratamiento in vitro.
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9. DISCUSION

En Colombia muchas personas estan en continua exposicion a los solventes organicos sin
tener en cuenta las normas de bioseguridad adecuadas para su manipulacién y los efectos
que a largo plazo puedan provocar en la salud, debido a que los vapores de estos productos
pasan al ambiente y llegan a las personas por las distintas vias de absorcidn, ocasionando
irritacion de las vias respiratorias superiores y afectando la nariz, la garganta y los
pulmones. Varios estudios han sefialado que la exposicion cronica a solventes organicos
puede provocar disfuncion en el sistema nervioso central (SNC) [10, 31, 82], sin embargo,
no se conocen los mecanismos que provocan esta disfuncion. De igual forma, se ha
demostrado que personas expuestas ocupacionalmente a tolueno y a mezclas de solventes
organicos presentan perdidas en las funciones auditivas [107, 118] y visuales [142, 167].
Ademas, se ha reportado una asociacion entre la exposicion a solventes organicos y el
desarrollo de diversas enfermedades como Alzheimer’s [86], esclerosis multiple [88] y
Parkinson [57, 147, 158].

La citotoxicidad es considerada como un componente principal para la induccién de muerte
celular. Las pruebas de citotoxicidad in vitro son utiles y necesarias para identificar la
habilidad y el rango de concentracion de un compuesto en el cual induce muerte celular
como consecuencia de dafios en las funciones celulares basicas [44]. La mayoria de pruebas
citotoxicas in vitro para la determinacion de muerte celular,miden la necrosis, sin embargo,
en la actualidad la apoptosis es ampliamente evaluada por diversos métodos. No se conocen
los efectos del tiner en el proceso apoptotico o la concentracion en la que induce este
proceso; por lo que fue importante, evaluar a nivel celular los efectos del tiner por medio de
un biomarcador de respuesta como la apoptosis que monitorea de forma ideal la secuencia
de cambios asociados con el stress celular inducido por xenobiéticos.

Estudios han demostrado que el uso de diversos métodos in vitro pueden predecir bien los
efectos toxicos de diferentes sustancias en humanos [27, 45], para lo cual es importante que
el método presente un facil funcionamiento y un alto rendimiento. Estas ventajas las
presenta la citometria de flujo ya que ofrece la posibilidad de ensayos multiparamétricos de
una gran cantidad de células en un periodo de tiempo corto, convirtiéndose en una
herramienta valiosa para la investigacion de la citotoxicidad in vitro, con énfasis especial en
los mecanismos de toxicidad quimica, tanto en células adherentes como en células en
suspension [59, 155].

Los linfocitos humanos de sangre periférica (LSP) han sido utilizados para el monitoreo de
dafio genético inducido ambientalmente a través de una variedad de métodos, incluyendo
alteraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, microndcleos [127] y
mutaciones somaticas [28], por lo que en este estudio se decidié trabajar con los LSP. Sin
embargo, se ha demostrado en estudios in vitro que las diferentes células presentes en la
sangre total causan dafio oxidativo en el DNA de los linfocitos, debido a la liberacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) por los neutrofilos, y la
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liberacion de hemoglobina y H202 por los eritrocitos [113]. Por lo que se determino el uso
de linfocitos humanos aislados, para evitar el sesgo de los datos por la presencia de
variables diferentes a los tratamientos de tiner.

9.1 CITOTOXICIDAD EN LINFOCITOS HUMANOS AISLADOS TRATADOS
CON TINER

El indice mitético como biomarcador de proliferacion celular, ha sido ampliamente
utilizado para evaluar citotoxicidad midiendo la proporcién de células en la fase M del ciclo
celular. En este estudio, el andlisis de la citotoxicidad del tiner realizado mediante la prueba
de indice mitdtico, mostr6 un efecto significativo concentracion — respuesta negativo (R= -
0,986, P<0,001), presentando una disminucién significativa del indice mitdtico a medida
que los linfocitos eran tratados con concentraciones mayores de tiner; el IM fue reducido en
un 50% a una concentracion de 0,20 puL/mL, en un 30% a una concentracion de 0,40
puL/mL con respecto al control negativo y no presento disminucion significativa a las
concentraciones de 0,05y 0,10 pL/mL.

El efecto depresor del nimero de metafases inducido por el aumento en la concentracion
del tiner, indica un efecto citotdxico premitotico, presumiblemente en etapas de la interfase
(G1, S, G2), ya que se ha restringido la cantidad de células que pasan a la fase M; es decir,
la disminucidn del IM refleja una inhibicion del proceso del ciclo celular y/o pérdida de la
capacidad proliferativa, fendmeno posiblemente causado por muerte celular necrética y/o
apoptotica [136]. Estos resultados sugieren que la reduccién del indice mitotico puede ser
consecuencia del efecto de este solvente sobre la fase S del ciclo celular, ya que se conoce
que en dicha fase actuan la gran mayoria de agentes clastogénicos, catalogados como S —
dependientes [16].

De igual forma se investigo la viabilidad de los LSP tratados durante 24 horas con las
concentraciones alta (0,40 pL/mL), media (0,20 puL/mL) y baja (0,10 pL/mL) del tiner,
determinadas mediante la prueba de indice mitotico. Este analisis se realizé mediante el uso
de citometria de flujo y el kit de anexina V (Células negativas para yoduro de propidio y
anexina V). Observandose una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad
celular a medida que la concentracion del tiner aumentaba (R= -0.789, P<0,001). La
reduccién en la viabilidad celular, puede ser causada por una interaccién directa de este
quimico con estructuras celulares principales como la membrana celular o por la induccion
de dafios estructurales y alteraciones en las funciones basicas celulares, que conducen a la
muerte celular por apoptdsis 0 necrosis, posiblemente por el tratamiento con tiner en las
condiciones evaluadas. Se conoce que mantener la integridad de la membrana es esencial
para la homeostasis celular y diversos estudios han indicado que los solventes organicos
dafian la membrana y alteran la funcion de proteinas membranales [43, 145, 156], con una
correlacion entre la toxicidad de los diferentes compuestos, su concentracion e
hidrofobicidad [42]. La funcionalidad de la membrana como barrera selectiva de iones y
moléculas hidrofilicas, es fuertemente afectada por la acumulacion de hidrocarburos, como
los solventes organicos, en la bicapa lipidica y los cambios consecuentes en la estructura
membranal debido a la disrupcion de las interacciones lipido — proteinas y/o cambios en la
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fluidez y aumento evidente en el area superficial de la membrana, debido a la hinchazon
por la acumulacion de compuestos lipofilicos [145].

Los resultados de viabilidad celular obtenidos en este estudio se relacionan con los
encontrados por Hidalgo y Londofio en el 2007 [65], utilizando la prueba de exclusién
celular con azul de tripano, donde se evidencio una disminucién dosis-dependiente de la
viabilidad celular de los linfocitos humanos de sangre periférica al ser expuestos in vitro
durante 4 horas a concentraciones de tiner incrementadas. Ademas, de revelar que la
membrana celular es el blanco primario de los solventes organicos contenidos en el tiner.

Mc Dermott, et al, 2007 [99], mediante pruebas de integridad membranal, demostraron que
los dafios en la membrana de lineas celulares Jurkat T y SH-SY5Y (linea celular de
neuroblastoma) expuestas durante 5 dias a tolueno, n-hexano y metil-etil-cetona (MEK) se
presentan de forma dependiente de la concentracion y ademas se observa un incremento
potenciado por la hidrofobicidad del solvente (hexano>tolueno>MEK). Los efectos de los
solventes organicos en las membranas han sido investigados en lineas celulares LLC-PK1
[5] y en células granulares del cerebelo de ratas [42], después de una exposicion aguda a
tolueno y p-xileno, mediante la cuantificacion de Lactato deshidrogenasa (LDH),
mostrando una induccion de pérdida de la integridad de la membrana. Ademas de otros
estudios que han identificado una disminucién de la viabilidad de lineas celulares derivadas
de humanos [13, 30, 32], lo que muestra que la membrana celular es uno de los blancos
principales de estos compuestos.

El resultado del efecto citotdxico del tiner al parecer esta mediado por un efecto sinérgico
de los componentes activos del tiner, que incluyen tolueno, o-xileno, m-xileno, p-xileno,
hexano, 2,3-dimetilhexano, nonano, isobutano, octano y etilbenceno entre otros [68]. Lo
anterior, es soportado por estudios realizados por McDermott y colaboradores, quienes
evaluaron la exposicion al tolueno y n-hexano de manera individual y como mezcla binaria,
en lineas celulares Jurkat T y concluyeron que la mezcla de solventes organicos es mas
toxica aun a bajas concentraciones por su efecto sinérgico [100]. En otro estudio realizado
en lineas celulares humanas normales expuestas a benceno, tolueno, etilbenceno y xileno se
encontrd un efecto sinergistico al evaluar los solventes organicos de manera individual y
como mezcla compleja [32], debido a que se presentd una alta citotoxicidad celular.

Los resultados de este estudio muestran que el tiner, bajo las condiciones experimentales,
presentd efecto citotoxico en linfocitos humanos aislados de sangre periférica in vitro. Al
parecer, la mezcla compleja de solventes organicos, a las concentraciones valoradas,
interacta con estructuras celulares de los linfocitos de importancia bioldgica para la
homeostasis celular, siendo el blanco principal la membrana celular, la cual puede ser
alterada en su funcionalidad, estructura y permeabilidad. Con el fin de determinar si la
inhibicion del progreso del ciclo celular y/o perdida de la capacidad proliferativa, es
causado por muerte celular apoptética o por necrosis se llevd a cabo la prueba de
cuantificacion de apoptosis mediante marcaje de las células con el kit de anexina V — FITC
y se analiz6 mediante citometria de flujo.
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9.2 CINETICA DE MUERTE CELULAR EN FUNCION DEL TIEMPO DE
TRATAMIENTO CON TINER

Se estudié la cinética de la muerte celular (apoptdtica y necrética) de los linfocitos
humanos aislados, tratados in vitro, con las concentraciones baja, media y alta del tiner
mediante citometria de flujo, con el fin de determinar la influencia de este quimico en el
porcentaje de células muertas tras diferentes tiempos de tratamiento. El analisis se realizé
partiendo de la habilidad que presentan las células para dispersar la luz, que es alterada
durante el proceso de muerte celular, reflejando cambios morfol6gicos como hinchamiento
y disrupciéon de la membrana celular, y en el caso de la apoptdsis, condensacion de la
cromatina, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptoticos.

El anélisis de la cinética de muerte celular de los linfocitos humanos aislados de sangre
periférica se realizd por medio de citometria de flujo de acuerdo a las caracteristicas
morfolégicas que presentan las células y de sus propiedades de dispersion de la luz:
Forward Scatter (FSC) y Side Scatter (SSC). Se observo un incremento significativo
(P<0.001) de muerte celular de linfocitos humanos aislados tratados con tres
concentraciones del tiner (alta, media y baja), con respecto al control negativo (DMSO). Lo
que indica que el tiner presenta efecto directo sobre estructuras basicas de la célula.

La citometria de flujo es una técnica ampliamente usada para la investigacion de muerte
celular de linfocitos humanos, uno de los métodos mas sencillos es analizar los cambios
morfologicos que acompafian este proceso (el tamafio celular y la granularidad o
complejidad celular), los cuales pueden ser detectados por las propiedades de dispersion de
la luz [25]. Los cambios de la dispersion de la luz pueden ser considerados informacion
importante para determinar la muerte celular, y esto va a variar para cada tipo de célula
dependiendo de su organizacion nucleoplasmatica y otras caracteristicas. EI forward scatter
(FSC) describe el diametro de la célula y el side scatter (SSC) describe la conformacion de
estructuras intracelulares. Durante estados iniciales de la apoptdsis la célula se encoge, pero
la membrana permanece intacta. Durante la necrosis ocurre un hinchamiento de la célula
que resulta, en etapas tempranas, en el rompimiento de la integridad de la membrana. Una
consecuencia de estos cambios celulares es la disminucion del FSC y de SSC durante
etapas iniciales de la apoptosis [35, 151], durante la necrosis ocurre un aumento inmediato
del FSC y disminuciéon del SSC [39].

En los datos obtenidos en esta investigacion se observd una disminucion significativa en el
tamafio y complejidad celular al someter los linfocitos humanos in vitro a las
concentraciones del tiner (0.10, 0.20 y 0.40 pL/mL) durante 0.5, 1, 4, 6 y 24 horas; la
concentracion alta indujo un mayor porcentaje de muerte celular a las 24 horas de
tratamiento, aun por encima del control positivo (H202). De igual forma, permiten inferir
que el porcentaje de muerte celular estd influenciado principalmente por la concentracion
del tiner la cual es dependiente del tiempo de tratamiento debido a que se obtuvo a las 24
horas los porcentajes mas significativos en las diferentes concentraciones de compuesto.
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Una investigacion realizada para determinar el dafio genético y citotoxico en linfocitos
humanos después de una hora de exposicion con tres concentraciones de tiner (0.05, 0.1y
0.2 pL/mL) sugirio que los componentes de esta mezcla de solventes, alteran la estructura
de la membrana celular y del ADN generando lesiones primarias (rupturas de cadena y
sitios labiles al alcali) de una forma dosis-dependiente, lo cual posiblemente puede estar
asociado con procesos de estrés oxidativo o alquilacion del ADN [65]. De esta forma se
establece que el incremento en el porcentaje de células muertas a medida que aumenta el
tiempo de tratamiento y la concentracion del tiner puede estar relacionado con un aumento
de dafios en el ADN, producidos posiblemente por procesos de estrés oxidativo o
alquilacién del ADN.

El incremento de la muerte celular dependiente de la concentracion y del tiempo de
tratamiento de los linfocitos al tiner puede explicarse por un aumento de las especies
reactivas de oxigeno formadas por los diferentes quimicos presentes en esta mezcla
compleja. Un estudio realizado por Dreiem y colaboradores en el 2002 [41], utilizando
lineas celulares de cerebelo de ratas, demostré que existe una relacién directamente
proporcional entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y el tiempo de
exposicion a diversos solventes organicos presentes en el tiner, encontrando que a medida
que aumenta el tiempo de tratamiento también hay un incremento de especies reactivas de
oxigeno en el medio de cultivo.

9.3 EFECTO APOPTOTICO EN LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS CON
TINER

Es de gran interés conocer la relacion existente entre el dafio en el DNA, la apoptdsis y la
carcinogenesis. Los dafios en el DNA inducen la activacion de la proteina p53, activacion
de endonucleasas, fragmentacion del DNA y otros cambios morfol6gicos y bioguimicos
qgue conducen a la apoptosis. La célula tiene dos caminos que puede tomar cuando ha
sufrido dafio en su DNA, el primero es la apoptosis y el segundo la reparacion del dafio en
el DNA, que si no se realiza correctamente produce mutaciones que conducen a la
carcinogénesis. Las células que presentan un gran dafio en el DNA y siguen el proceso
apoptotico, no son capaces de iniciar un proceso carcinogenico pero si de causar disfuncién
en los diferentes tejidos que presenten un exceso de muerte celular por este mecanismo. En
cambio cuando el dafio inducido en el DNA es débil, la respuesta celular permite la
reparacion del mismo. Sin embargo, si el dafio no es eficientemente reparado, las lesiones
mutagénicas podrian propagarse y consecuentemente llevar a un proceso de carcinogénesis.
Teniendo en cuenta lo anterior, la respuesta celular dependera de la intensidad del dafio en
el DNA 'y de la habilidad de repararlo.

La apoptosis contribuye en la patogénesis de un gran nimero de enfermedades, incluyendo
el cancer. La muerte celular se da como respuesta a dafios en el DNA y se ha demostrado
que el tipo de muerte que prevalece es la apoptdsis [150]. La apoptdsis es inducida por
muchos toéxicos y se caracteriza por cambios morfolégicos y bioquimicos como la
condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y formacion de cuerpos apoptoticos.
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Las pruebas para la determinacion de muerte celular apoptotica son ampliamente utilizadas
para evaluar los efectos citotoxicos causados por quimicos como los solventes organicos.
En el presente estudio se empled el marcaje con anexina V y yoduro de propidio evaluado a
través de citometria de flujo para determinar el efecto apoptotico inducido por el tiner en
linfocitos humanos aislados de sangre periférica. EI método usado es basado en la union de
la anexina V-FITC a la fosfatidilserina, la cual se encuentra en la superficie externa de la
membrana en células apoptéticas pero no en células viables. Esta metodologia ha sido
empleada extensamente debido a la facil discriminacion entre las células en apoptésis
temprana (anexina V+; IP-) y células en apoptosis tardia (anexina V+; PI+). El marcaje con
anexina V puede ser usado tanto en citometria de flujo como en microscopia de
fluorescencia, y con algunas precauciones, tanto en células fijadas como vivas [85, 140,
157].

El tiner, compuesto por una mezcla compleja de diversos hidrocarburos alifaticos (hexano,
2,3-dimetilhexano, nonano, isobutano y octano) y aromaticos (tolueno, xilenos vy
etilbenceno), indujo muerte celular apoptética en linfocitos humanos de sangre periférica
tratados durante 24 horas. Se pudo establecer en este estudio una diferencia significativa
estadisticamente de muerte celular apoptotica entre las concentraciones del tiner evaluadas
y el control negativo (DMSO). Esto puede ser debido a la interaccion de los diferentes
compuestos del tiner con distintas estructuras celulares como el DNA o la alteracion de
funciones basicas. Al exponer los linfocitos a las concentraciones media (0.2 /mL) y baja
(0.1 /mL) del tiner, se observo un incremento estadisticamente significativo del porcentaje
de apoptosis con respecto al control negativo. Este aumento puede presentarse como
respuesta de las células a cambios en las concentraciones internas de calcio si el estimulo es
suficientemente fuerte [117] o a un dafio oxidativo producido por un incremento en los
niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) [94].

Los compuestos quimicos ampliamente utilizados en las industrias y hogares producen
especies reactivas de oxigeno (ROS), que debido a su gran reactividad quimica son capaces
de interactuar de una forma negativa con el DNA, proteinas, carbohidratos y lipidos. Se ha
establecido que la generacion o adicion de ROS puede causar muerte celular necrotica o
apoptotica, dependiendo de la concentracion de estos en el ambiente celular [33]. El stress
oxidativo, resultado de la alteracion de la homeostasis y saturacion de los sistemas de
defensa de la célula por la produccién excesiva de ROS, esta directamente implicado en la
patogénesis de una gran variedad de enfermedades incluyendo el SIDA, Parkinson,
Alzheimer y desordenes degenerativos en distintos o6rganos [33]; de igual forma hay una
clara relacion entre el desarrollo de diversas enfermedades como las mencionadas
anteriormente y desordenes en los procesos de muerte celular [83], lo que permite
establecer un vinculo entre la produccion de ROS, stress oxidativo y la apoptosis [7, 34,
38, 153].

Estudios recientes han sugerido que la formacion de ROS puede ser una parte importante
del mecanismo de toxicidad inducido por solventes organicos; encontrando que algunos
compuestos alifaticos y aromaticos presentes en el tiner inducen individualmente la
formacion de ROS in vitro en células del cerebelo de ratas y que el incremento de la
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formacion de ROS depende de la concentracion e hidrofobicidad de los solventes [41].
También se concluye que los solventes alifaticos presentan una mayor formacion de ROS
en comparacion con los aromaticos, sugiriendo que la toxicidad de los hidrocarburos
aromaticos no reside principalmente en su habilidad para inducir ROS. Ademas se ha
reportado la formacién de ROS vy radicales libres en neutrofilos granulocitos humanos
después de exposicién in vitro a algunos solventes organicos [110, 111].

Algunos estudios han demostrado ampliamente la relacion existente entre la generacién de
ROS producidas por los metabolitos del benceno, uno de los componentes principales del
tiner, con su citotoxicidad y genotoxicidad. Se ha encontrado que estos metabolitos generan
perdxidos intracelulares, principalmente H202, causando rupturas en la cadena de DNA,
fragmentacion del DNA internucleosomal por endonucleasas y finalmente muerte celular
apoptética [66]. También se ha reportado la produccion de radicales hidroxilo en medula
Osea de ratones [83] por parte del benceno, y que altas concentraciones de tolueno
incrementan la formacion de ROS en higado, pulmén, rifidén y cerebro en ratas [95, 96, 97],
ademas de los efectos in vitro del tolueno y sus derivados metilados m-, o-, y p-xileno en la
generacion de ROS, peroxidacion lipidica [24, 29, 97, 112] y defectos en la estructura de la
mitocondria [87].

Las ROS vy los radicales libres son potencialmente dafiinos para las células, ya que son
altamente reactivos y pueden oxidar macromoléculas celulares. Estudios recientes sugieren
que la formacion de ROS y el estrés oxidativo estan involucrados en la muerte celular
inducida por solventes [5, 42], pero diferencias en los efectos de los tres tipos de
hidrocarburos (alifaticos, aliciclicos y aromaticos) demuestran que los niveles generales de
produccion de ROS no predicen completamente su toxicidad. Los tres tipos de solventes
inducen ROS en el mismo rango de concentracién [41]; sin embargo, los hidrocarburos
alifaticos no inducen muerte celular. Si los efectos de ROS fueran causados solamente por
reacciones con proteinas, lipidos y DNA entonces los compuestos alifaticos deberian ser
igualmente toxicos que los aliciclicos y aromaticos. Es posible que las diferencias en la
localizacion subcelular de ROS, cinética o diferencias en el tipo de especies reactivas
formadas puedan ser criticas para determinar la toxicidad de los solventes orgénicos [42].
De esta forma la respuesta celular dependera de diferencias en la intensidad y duracion del
estrés oxidativo.

Un estudio realizado por Al-Ghamdi y colaboradores en el 2003 [5] en lineas celulares
LLC-PK1 asume que la exposicion in vitro a tolueno y p-xileno induce muerte celular
apoptotica mediante la expresion de las proteinas pro-apoptoticas caspasa 9 y Bax (via
mitocondrial). Ademas de sugerir en otro estudio que la exposicién in vitro a niveles
elevados de estres oxidativo, producidos por el metabolismo del tolueno y p-xileno, induce
muerte celular necrotica en lineas celulares LLC-PK1, involucrando la activaciéon del
CYP2EL, que participa en el estres oxidativo como mediador de este proceso, ademas de
evidenciar que estos compuestos inhiben la activacién del CYP2EL [5]; lo que puede
explicar los datos obtenidos en este estudio, ya que la concentracion alta del tiner (0.40
/mL) presentd un incremento marcado en el porcentaje de células apopt6ticas tardias y/o
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necroticas, con respecto a las demas concentraciones del compuesto, aun por encima del
control positivo (H202).

El incremento en el porcentaje de muerte celular apoptotica, encontrado en este estudio
puede estar también relacionado con un aumento en las lesiones del DNA ocasionadas por
el tiner, ya que se conoce que el DNA es el blanco principal de los genotéxicos ambientales
(compuestos alquilantes, hidrocarburos aromaticos policiclicos, bifenoles y aminas
heterociclicas). Después de un dafio inducido en el DNA, la principal ruta de inactivacion
celular es la apoptosis. Durante los Gltimos afios, se han identificado lesiones especificas
del DNA que son capaces de inducir muerte celular apoptética. Estas lesiones incluyen Os-
metilguanina, N-alquilaciones de bases, aductos del DNA, entrecruzamientos de DNA y
rupturas de cadena doble (DSBs) [137]. La reparacion de estas lesiones son importantes
para prevenir el proceso apoptoético. La apoptosis inducida por muchos quimicos
genotoxicos es la consecuencia del blogueo de la replicacion del DNA, lo cual conlleva a
un colapso en la horquilla de replicacion y formacién de DSBs. Se cree que estos DSBs
son cruciales en el desencadenamiento del proceso apoptoético. Por lo argumentado
anteriormente, se puede establecer una relacion entre el dafio genético inducido por el
tratamiento con el tiner [65], y el desencadenamiento del proceso de muerte celular
apoptética como mecanismo de respuesta celular ante estos dafios.

Por otra parte, algunos estudios han evidenciado que la desregulacién en la homeostasis de
las concentraciones del calcio intracelular (Ca*?), esta fuertemente relacionada con el dafio
en las celulas y posiblemente muerte celular [117]. La elevacion en los niveles
intracelulares de calcio acompafiado con la generacion de estrés oxidativo puede inducir la
activacion de procesos de muerte celular en linfocitos humanos [91]. De esta forma la
muerte celular inducida por solventes organicos puede estar relacionada con la capacidad
que tienen estos compuestos de incrementar la concentracion de Ca* intracelular y de
producir ROS como se ha observado en lineas celulares Jurkat T y SH-SY5Y [99].

Es importante tener en cuenta las caracteristicas genotipicas de los linfocitos del donante,
ya que se conoce que la influencia de los polimorfismos genéticos de enzimas involucradas
en la biotransformacidn de xenobioticos y reparacion del DNA, pueden ayudar a determinar
la susceptibilidad individual asociada con la exposicion a xenobioticos, en este caso el
tiner. Mediante un estudio previo de variabilidad individual determinada por los
polimorfismos, utilizando técnicas de PCR multiplex y PCR/RFLPs, el donante de los
linfocitos aislados evaluado en este estudio, resulto ser positivo para GSTT1 y GSTML1,;
silvestre (codones 194 y 280) y heterocigoto (codon 399) para XRCC1; silvestre (codon
241) para XRCC3 y silvestre para CYP2E1.

Teniendo en cuenta que en este estudio se controlo la influencia de diversos factores
externos en la respuesta de los linfocitos al tratamiento con tiner, tales como: estilo de vida
(consumo de cigarrillo, drogas psicoactivas, alcohol, etc.), antecedentes familiares de
cancer y enfermedades hereditarias, exposicion a radiaciones ionizantes y otros agentes
ambientales nocivos que son capaces de inducir dafios a nivel celular, se puede concluir,
que el tiner tiene un impacto directo sobre la homeostasis celular e independiente de los
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factores mencionados. De esta forma se concluye que existe un riesgo incrementado de
dafo genético y alteracion homeostatica al presentarse la combinacion de factores como el
estilo de vida y la exposicion ocupacional de manera continua y constante a este tipo de
mezcla de solventes organicos.

Los resultados de este estudio muestran que el tiner induce efecto apoptético en forma
concentracion — dependiente en linfocitos humanos aislados de sangre periférica tratados in
vitro a las concentraciones evaluadas. Por lo que se sugiere que los componentes del tiner
alteran estructuras y funciones basicas de los linfocitos humanos aislados, principalmente
por las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo el papel del estrés oxidativo necesita ser
aclarado, con la aplicacion de pruebas mas especificas que permitan evaluar
especificamente el dafio oxidativo en los efectos toxicos del tiner. El incremento de la
muerte celular apoptdtica en los linfocitos humanos aislados de sangre periférica
encontrado en este estudio, se relaciona con una disminucion de la viabilidad de estas
células de gran importancia para la respuesta inmune, lo que permite alertar a las personas
gue se encuentran constantemente expuestas a este tipo de mezclas complejas de solventes,
debido a que se conoce que un incremento de muerte celular apoptotica puede llevar al
desarrollo de diversas enfermedades.
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo con la revision bibliografica realizada hasta el momento, se puede asegurar que
este estudio es el Unico que evalla el efecto apoptético del tiner en linfocitos humanos
aislados in vitro mediante el marcaje con anexina V-FITC y yoduro de propidio (IP) por
citometria de flujo, que se caracteriza por ser una metodologia rapida, muy sensible y de
bajo costo.

Los resultados de este estudio relacionan al tiner como una mezcla de agentes inductores de
dafio citotoxico (reduccion del indice mitético y de la viabilidad celular) y de muerte
celular apoptotica de linfocitos humanos aislados in vitro a diferentes concentraciones,
mostrando una relacion concentracion-dependiente.

La reduccion en el indice mitético (IM) refleja una inhibicidn del proceso del ciclo celular
ylo pérdida de la capacidad proliferativa, fendmeno posiblemente causado por muerte
celular o apoptosis. La reduccién en la viabilidad celular sugiere que la mezcla compleja de
solventes organicos contenida en el tiner, a las concentraciones evaluadas en este estudio,
interactia con estructuras celulares de los linfocitos de importancia bioldgica para la
homeostasis celular, siendo el blanco principal la membrana celular, la cual puede ser
alterada en su funcionalidad, estructura y permeabilidad.

El incremento de la muerte celular (apoptdtica y necrética) dependiente de la concentracion
y del tiempo de tratamiento de los linfocitos al tiner puede explicarse por un aumento de las
especies reactivas de oxigeno formadas por los diferentes quimicos presentes en esta
mezcla compleja. Mientras que el efecto apoptético inducido, posiblemente esta asociado
con dafio oxidativo (especies reactivas de oxigeno y radicales libres) del material genético
ylo por desregulacion en la homeostasis de las concentraciones del calcio intracelular
(Ca*?).
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11. IMPACTO

Al divulgar estos resultados se busca alertar a la comunidad sobre los efectos adversos que
se pueden presentar por el uso continuo e inadecuado de este solvente y motivar a la
prevencién por medio de la implementacion de medidas de proteccion personal y/o
reduccidn del uso del tiner. Con los resultados obtenidos en este estudio, se espera hacer un
aporte importante al conocimiento cientifico del efecto citotdxico y apoptético del tiner
debido a su gran uso en los hogares y por trabajadores del sector informal de pinturas sin
ningun tipo de normas de bioseguridad.
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12. RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran una interaccion directa de los
componentes del tiner con estructuras basicas de los linfocitos humanos, se hace necesario
realizar mas estudios sobre el efecto apoptético de mezclas complejas de solventes
organicos como el tiner, que permiten determinar el mecanismo de activacion de la muerte
celular apoptética inducida por este tipo de quimicos.

Seria conveniente realizar estudios del efecto apoptético de cada uno de los componentes
del tiner por separado, para identificar cuales son los inductores del proceso apoptotico que
interactUan principalmente con proteinas especificas de membrana y de esta forma
identificar los mecanismos especificos de toxicidad.

Para futuros estudios, seria pertinente evaluar el efecto apoptético del tiner en lineas
celulares provenientes del cerebro, higado y rifién ya que diversos estudios demuestran que
las células de estos drganos son el blanco principal de los solventes organicos.

Debido a que existe una estrecha relacion entre el desencadenamiento del proceso
apoptético y fallas en el proceso de reparacion de los dafios inducidos en el DNA, seria
conveniente direccionar futuros estudios sobre la respuesta apoptética de linfocitos
polimoérficos para las diferentes enzimas de reparacion y biotransformacion de
xenobioticos.
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