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Resumen

Los medicamentos, cosméticos, alimentos y las sustancias que entran en contacto directo con el cuerpo deben ser
evaluadas para determinar si pueden causar efectos nocivos en humanos. Esta evaluacion comienza con estudios en
células en cultivo. Las sustancias tdxicas alteran el metabolismo celular y reducen la capacidad de reproduccidn de las
células. La dosis que reduce en un 50% la poblacion de las células se denomina dosis citotxica 50 (Adan et al., 2016).
Otro parametro que se evalla en las células en cultivo es la capacidad de inducir dafio al ADN. Esta propiedad esta
directamente relacionada con la actividad mutagénica de las sustancias y por lo tanto con la posibilidad de inducir cancer
en humanos (Kirkland et al., 2019). El plomo es una sustancia probablemente carcindgenay esté presente en las pinturas,
baterias, tintes y barro vidriado. En este trabajo evaluamos la dosis citotoxica 50 en 2 lineas celulares: neuroblastos y
fibroblastos. Nuestros resultados demostraron que los neuroblastos son mas sensibles que los fibroblastos, a la exposicion
durante 24 horas de plomo, y explica los efectos neurotdxicos del plomo. Sin embargo, nuestros experimentos no pueden
explicar la causa de esta mayor sensibilidad.
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Introduccion

La evaluacion de las sustancias comienza con estudios en lineas celulares. En estos estudios se evalla la capacidad de las
sustancias de reducir la capacidad de reproduccion de las células. Esta propiedad se determina haciendo crecer las células
en presencia de la sustancia a evaluar. Si la presencia de la sustancia reduce la capacidad de reproduccion de las células,
es probable que pueda causar efectos adversos en las personas. La dosis que reduce en un 50% la capacidad de
reproduccion de las células se denomina dosis citotoxica 50 (Adan et al., 2016).

Otro parametro que se evalla en las células en cultivo es la capacidad de inducir dafio al ADN. Esta propiedad esta
directamente relacionada con la actividad mutagénica de las sustancias y por lo tanto con la posibilidad de inducir cancer
en humanos (Kirkland et al., 2019).

La concentracion citotdxica 50 es la concentracidn de una sustancia que reduce la viabilidad de las células expuestas al
50% en comparacion con células no expuestas a esta sustancia. La evaluacion de la concentracion citotdxica es uno de
los parametros de evaluacion toxicolégica que nos permite determinar si una sustancia es adecuada para su uso en
humanos. Las sustancias muy toxicas tienen concentraciones citotdxicas muy pequefias del orden de los micromoles.

Otro de los parametros evaluados es la genotoxicidad de las sustancias. Este parametro evalGa la capacidad de dafiar al
ADN de las células. El dafio al ADN puede desencadenar cancer.

Estos dos pardmetros se evallan de manera rutinaria para determinar la toxicidad de sustancias como medicamentos,
alimentos o insecticidas que estardn en contacto con humanos. En este trabajo evaluaremos si la dosis citotoxica es
diferente entre 2 lineas celulares.
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Figura 1. Iméagenes

microscépicas de células SH-SY5Y neuroblastos (izquierda) y L929 fibroblastos (derecha) cultivadas en condiciones normales. SH-SY5Y muestran una
morfologia caracteristica con cuerpos celulares redondeados y prolongaciones neuronales. L929 presentan una forma mas alargada y adherente.

Metodologia

Se utilizaron células de la linea SH-SY5Y y L929, medio de cultivo medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich: R8758)
adicionado con rojo de fenol suplementado con suero bovino fetal al 10 %, acetato de plomo trihidratado (Sigma-Aldrich:
915440), kit CyQUANT™ XTT Cell Viability Assay Invitrogen™ (X12223).

Preparacion de las Soluciones de Plomo

Un stock de acetato de plomo de 100 mM se prepar6 disolviendo la cantidad adecuada del compuesto en agua destilada
estéril. Para generar la serie de concentraciones utilizadas en los experimentos, se prepard una solucion intermedia de 5
mM disolviendo un volumen especifico del stock de 100 mM con medio de cultivo. A partir de esta solucion de 5 mM,
se realizaron diluciones seriadas para obtener las concentraciones finales de 4, 3, 2.25, 1.5, 1, 0.75, 0.5, 0.25 y 0.125 mM.
Todas las soluciones se prepararon y almacenaron bajo condiciones estériles para evitar la contaminacion.

Siembra y exposicion a plomo

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, se sembré en medio de cultivo completo y mantenidos a una
temperatura de 37 °C bajo una atmosfera humidificada de 95 % aire y 5% CO2 [5]. Mantener y cultivar las células SH-
SY5Y y L929 en sus respectivos medios de cultivo hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Tripsinizar y contar las
células utilizando un hemocitémetro para tener una suspension celular con concentracion de 100,000 celulas/mL.
Sembrar 100 pL de suspension celular por pocillo en una placa de 96 pocillos. Incubar las placas durante 24 horas para
permitir la adherencia y el crecimiento de las células. La exposicion a plomo se realiza retirando el medio de cultivo a
las células y afiadiendo medio de cultivo con distintas concentraciones de plomo. Se incubaron las células con las
soluciones de plomo durante 24 horas en la incubadora de CO..

Ensayo de viabilidad célular

Se preparo el reactivo de trabajo de acuerdo con las instrucciones del fabricante, afiadiendo 70 pL a toda la placa. Se
incubaron las placas durante 4 horas en la incubadora de CO-. Se midi6 la absorbancia a 450 nm y 660 nm utilizando un
espectrofotdmetro de microplacas.
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Resultados

En este estudio, se evalug la citotoxicidad del plomo en dos lineas celulares distintas: SH-SY5Y (neuroblastoma humano)
y L929 (fibroblasto de ratén). Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de plomo para determinar su
viabilidad celular utilizando el ensayo CyQUANT™ XTT. Este ensayo mide la actividad metabdlica celular, permitiendo
calcular la concentracién inhibitoria media (IC50) de plomo para cada linea celular. A continuacién, se presentan los
resultados obtenidos del espectrofotometro, los cuales proporcionan informacion crucial sobre la dosis citotoxica del
plomo en ambas lineas celulares.

Se realizo el calculo de la absorbancia especifica mediante la resta de la lectura a 660 nm a la de 450 nm. Con la
absorbancia especifica, se determind el promedio de las absorbancias y la desviacion estandar. Posteriormente, los
resultados se graficaron para visualizar la relacion entre la concentracion de plomo y la viabilidad celular en ambas lineas
celulares.
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Figura 2. IC50 de neuroblastos. Grafica que muestra la relacion entre la
viabilidad celular y la concentracion de plomo. Se ilustra como la viabilidad celular disminuye con el incremento de la concentracion de plomo,
reflejando el impacto del plomo en la actividad mitocondrial y la salud celular.
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Figura 2. IC50 Fibroblastos. Gréafica que muestra la relacion entre la viabilidad celular y la concentracion de plomo en células L929. A diferencia de las
células SH-SY5Y, las células L929 muestran una menor disminucion en la viabilidad celular con el aumento de la concentracion de plomo, reflejando su
mayor resistencia al estrés inducido por plomo.

Discusion
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El 6rgano mas afectado por la exposicion a plomo en los humanos es el cerebro. En nuestros experimentos hemos
demostrado que uno de los factores es una mayor susceptibilidad de los neuroblastos a los efectos toxicos del plomo, al
presentar una IC50 menor que la de fibroblastos. La dosis citotdxica 50 encontrada es aproximada a otra encontrada en
neuroblastos de raton de 50 uM en 24 hrs (Choi et al., 2011). El plomo estéa clasificado por la Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer como probable carcinogénico. En uno de nuestros trabajos anteriores demostramos que el
plomo es capaz de inducir ruptura del ADN en ratas expuestas a plomo (Alcaraz-Contreras et al., 2016; Martinez-Alfaro
et al., 2012). Se sabe que el plomo tiene varios mecanismos de toxicidad los mas documentados son la produccion de
estrés oxidativo, el desplazamiento de metales enddgenos y la produccion de inflamacién. Se piensa que el
desplazamiento de metales enddgenos es el responsable de la disminucion de la capacidad de reparacién del ADN lo que
resulta en un dafio al ADN que observamos en otro trabajo de nuestro grupo. También se tienen evidencias de que uno
de los mecanismos de toxicidad mitocondrial produce estrés oxidativo, esto se debe a que el plomo desplaza el calcio de
la mitocondria (Han et al., 2021).Al ser el plomo considerado actualmente entre los 10 téxicos mas peligrosos por sus
efectos a la salud (WHO, 2019). Consideramos necesario la realizacion de un manual y un cartel que puedan difundir a
la comunidad los efectos de la exposicion a este metal.

El plomo es conocido por inducir estrés oxidativo, un proceso que puede alterar la funcién mitocondrial. La generacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a la exposicidn al plomo puede llevar a la disfuncién mitocondrial,
afectando la capacidad de las mitocondrias para reducir el XTT. Esto podria resultar en una subestimacion de la viabilidad
celular si las células expuestas al plomo estén vivas, pero tienen una actividad mitocondrial comprometida. Por lo tanto,
es crucial considerar que la reduccidn del XTT mide principalmente la actividad mitocondrial y no necesariamente la
viabilidad celular en su totalidad. De esta forma, la interferencia de otros factores, como el estado redox de la célulay la
presencia de compuestos reductores u oxidantes, puede influir en los resultados del ensayo. En el contexto de estrés
oxidativo inducido por plomo, se podria observar una disminucion en la sefial del XTT no por muerte celular, sino por
una reduccion en la actividad mitocondrial que podria ser reversible si el estrés es removido o mitigado.

Sin embargo, el estrés oxidativo también puede afectar la reproduccion celular, resultando en una menor tasa de
crecimiento y confluencia celular. La técnica del ensayo de viabilidad, como el XTT, se limita a medir la viabilidad
celular basada en la actividad mitocondrial, sin proporcionar informacidn sobre la cantidad total de células presentes. Por
lo tanto, una reduccion en la actividad mitocondrial observada en el ensayo de XTT podria reflejar una disminucion en
la proliferacion celular y la confluencia, en lugar de una simple disminucion en la viabilidad celular.

El estrés oxidativo inducido por plomo podria alterar el equilibrio redox de la célula y afectar la presencia de compuestos
reductores u oxidantes, influenciando asi los resultados del ensayo de XTT. Es fundamental considerar que una reduccion
en la actividad mitocondrial no siempre equivale a una disminucién de la viabilidad celular. Las células expuestas al
plomo podrian adn estar vivas, pero con una funcién mitocondrial comprometida. Este compromiso podria ser reversible
si se eliminan o mitiguen las condiciones estresantes, sugiriendo que las observaciones de viabilidad celular deben
interpretarse con cautela en el contexto de la actividad mitocondrial y el estrés oxidativo.
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