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RESUMEN

El dio es un el que se ha lado gradualmente en el ambi y en los

organismos, sus comp tienen actividad fisiol6gica cuando se presentan como V**, V¥ y V¥,

Se puede detectar en el aire, suelo y agua. Su amplio uso y liberacién, ha recibido la atencién como
contaminante ambiental, y ha permitido clasificar a este metal y algunos de sus compuestos como

1 1 4 s a0 s ld o

pelig por su P 8!

La informacién relacionada con la toxicidad de sus compuestos y en particular los de
valencia 4+ y 3+ es limitada, por eso en el presente estudio se evalilo el efecto citotéxico y

genotéxico de dos sales, el tetrafliioruro de vanadio y ¢l tricloruro de vanadio (VF; y VCL3), en

de linfocitos h p in vitro.

Cuando los cultivos fueron tratados con 2, 4, 8 y 16 pg/ml, ambas sales disminuyen el
indice mitdtico (IM). El VF, abate el IM de 1.80% del testigo a 1.23% y 1.13% en las
concentraciones de 8 y 16 ug (P<0.05), mientras que el VCl, lo modifica en todas sus aplicaciones
de 2.18% de su testigo a 1.61% para 2 ug (P<0.05), 1.37% para 4 pg, 1.35% para 8 ug y 1.08%
para 16 pg (P<0.01). Los resultados en la fi ia de i bio de cromatidas h

(ICH’s) por célula muestran un incremento en el grupo tratado con el VF4 en las dosis de 2,4, 8 y
16 pug con valores promedio de 5.88, 6.03, 5.93 y 6.12, respectivamente (P<0.05 para 2 pug; P<0.01
para 4, 8 y 16 ug), en comparacién a 533 del testigo, en tanto que el VCl; no modifico

significati este pard 0 y sin tampoco una diferencia en la distribucién de

ICH’s para ambos compuestos. Ademds se observé que tanto el VF; como el VCl; alargan el

tiempo pr di ional (TPG) en las concentraciones de 8 y 16 ug con una diferencia en

horas de 3.33 y 6.73 para el VF, y de 3.13 y 4.48 para el VCl; de acuerdo a cada concentracién y
comparado con su testigo, de manera que sélo el VF, en la dosis més alta resulto significativo
(P<0.01). Con respecto a la respuesta dosis-efecto no se observo una correlacion lineal, para ambos

Nad

compuestos en ninguno de los pardmetros evaluados. Estos r »s indican que las sales de

vanadio tetravalente y trivalente son citot6xicas y modifican el proceso normal de divisi6n celular,

y el vanadio en forma de VF, puede ser considerado como un agente potencialmente genotéxico.



INTRODUCCION

Contaminacion y su Impacto en la Salud, .
Les isi de sut ias y particulas liberadas sobre el ambiente, por la
gran actividad pogénica y el uso de bustibles como fuente de energfa en la vida cotidiana
y en la industria, asf como sus residuos sélidos, liguidos o gaseosos, y en menor grado la actividad
biana y en g I la natural, ind a que h p s reb el limite tolerabl
sobre los it convirtiéndose en i biental
Actual la i i6n de estos contaminantes, los cuales pueden pertenecer a
di 2 biol6gi fisicos y sustancias quimicas, con la flora y fauna, y en particular con

el humano, ha adquirido una gran importancia en el terreno de la salud, debido a que numerosas

ponen en evidencia una gran cantidad de sustancias que son téxicas y producen

4

dafio en los organismos.

Algunos de los dafios dos por i bi les son: efe teratogénicos,
génicos y géni afecciones que inciden en la reproduccién, en el si nervioso,
aparato respil io, tejido teg tario, si urogenital y si cardio lar, ademas de

provocar abortos espontineos, muerte fetal, muerte nconatal y anormalidades en el desarrollo.

Entre los agentes que pueden causar ¢ste tipo de all i a los plaguicidas, asbestos,
benceno, arsénico, hidrocarburos, metales pesados, luz ultravioleta y micotoxinas, etc., como los de
mayor incidencia en las poblaciones humanas (Bravo, 1987; Friberg & Nordberg, 1986; Ortiz
Monasterios ¢t al., 1987).

De do a la leza del inante, las ias toxicas al > con los

organismos pasan por un proceso icolégi En los organismos superiores éste proceso
principia con la exposicién a un agente, delimitado por la ruta de ingreso inmediata al interior ya
sea via respiratoria, gastrointestinal o por piel y mucosas. Seguida por la absorcion, que equivale

al paso del agente a través de las t lul (favorecida por la solubilidad de las

sustancias en los lipidos y fluidos celulares) y a la circulacion sistémica, donde se puede unir a

élulas y/o proteinas sangui y distribuirse a los tejidos corporales por la circulacion tisular,




donde puede ser metabolizado y/o biotransformado, para de esta manera tender a una acumulacién

en un tejido u drgano especifico, y finalizar con la eliminacién de la ia (Duffus, 1983; Ortiz
Monasterios gt al., 1987; Frazier, 1992).
Las i bolizadas, pueden formar bolitos cuyos efi dafiinos pueden ser

dos, o bién, pueden convertirse en productos altamente téxicos que a su vez tienen la

2

la blanco y ocasi una p baci la cual puede

14,

idad de i con alguna

3

ser oir ible. La ion entre las macromoléculas y el téxico fijan una secuencia de

eventos que inicia con una respuesta molecular, celular, de érganos, de organismo y hasta de una
de poblacién (Figura 1) (Frazier, 1992).

FIGURA 1. PROCESO TOXICOLOGICO.
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SALUD S PATOLOGIA
TOXCOCNENCA INICIACION TOXCODINAMICA
Featler, 1992
Particularmente en el h varios ag 50N pc ial toxicos y pueden producir

lesiones en el 4cido desoxirribonucleico (ADN). Si la lesién es visible (macrolesiones) puede
determinarse mediante el anilisis citogenético de los cromosomas, y si es no visible
{microlesiones), el cual ocurre a nivel de nucledtidos por una substitucién, adicidn, delesién o
algin cambio en la secuencia lincal de pares de bascs, puede determinarse por andlisis bioquimicos
y moleculares (Brusick, 1984; Brusick, 1987). Sin embargo, todas las células desde procariontes

hasta eucariontes tienen la capacidad de reparar el dafio causado en el ADN por los agentes



biolégicos, fisicos o quimicos (Zamb 1982; Brusick, 1984), pero si la lesion se fija, se produce

una mutacion que altera el orden correcto de las bases y conduce a una deficiencia en la lectura de

la informacién y a una incorrecta expresion de las isticas individuales (Brusick, 1984;

Altamirano, 1992).

d h 1

se iten a las gener

Las i si no son re
la division celular, y si son letales, producen la muerte celular y/o del organismo. Si la mutacién

ocurre en células somiticas la alteracién puede manifestarse como envejecimiento celular, cancer o

malformaci énitas, que pueden ser o no compatibles con la vida y conducir a abortos

espontdneos, y si ocurre en células germinales, el dafio g ! te se manifiesta en la
descendencia con la aparicion de enfermedades hereditarias, malformaciones congénitas, abortos
ponta y probl en la reproduccion (Figura 2) (Brusick, 1984; Brusick, 1987; Altamirano,

1992).

FIGURA 2. POSIBLES CONSECUENCIAS DE DANO AL ADN.
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CONGENIZS TRANSMISIBLES
SINDROMES
ABORTOS
ESPONTANEOS
Altamirano, 1992

Genética Toxicoldgica.

La importancia de elucidar el daiio que puedan causar los agentes ambientales sobre el

ADN, y las consecuencias derivadas para el futuro inmediato de las células y en general de la



especie, es estudiado por la Genética Toxicolégica (Moutschen. 1985; Brusick. 1987). El hecho de

que la naturaleza del material genético sea esencialmente la misma en todos los organismos, ha

permitido el uso de modelos bioldgicos de prueba para ob informacién del pc ial

y carcinogénico que puedan tener dichos agentes, para de esta manera dar un

pardmetro de evaluacién de riesgo a las poblaciones humanas (Prival, 1980: Hoffman, 1981:

Moutschen, 1985).

Los modelos bioldgicos son nimerosos, abarcan una gran diversidad de organismos, se

1 M. h

utilizan desde una célula, un érgano o si hasta el org . Segiin

(1985), en base a su potencial y tipo de dafio,que sean capaces de expresar en ¢l material genético,

{os modelos se separan en cuatro grupos:

Grupa I: Son pruebas diseffadas para detectar lesiones en el ADN a nivel molecular.

Permiten clasificar a los como mutdg P ial

Grupo II: Pruebas que detectan mutaciones a nivel celular, de manera directa o

indirecta, ya sea in vivo o in vitro.

Grupo HI: Incluye todos aquellos sistemas que permiten estimar el dafio causado

sobre los cr fe énicos y cl énicos, yasea in vivo o in vitro.

Grupo IV: Son sistemas a largo plazo que permiten observar el efecto en los

organi cC s y en sud

s

Entre los diferentes sistemas de prueba utilizados, los sitemas in vitro ocupan el eje central
en ¢l proceso toxicolégico (indicado por el recuadro en la figura 1) ( Frazier, 1992). Las fallas en
los componentes moleculares y celulares, pueden ser estudiados con sistemas ideales como el

cuitivo de células'de mamifero, en donde se pueden evaluar efectos citogenéticos de

1

qufmicas de actividad mutagénica o carcinogénica (Maher & McCormick, 1982; Natarajan & Obe,
1982).



De los sistemas in vitro, los linfocitos humanos son uno de los mds usados tanto para
estudios citogenéticos como estudios de diagnostico genético clinico (Lerner & Dixon, 1973), y
por las bondades que presentan al cultivo al ser estimulados con un mitdgeno como la
fitohemaglutinina (mucoproteina de origen vegetal, PHA-M) (Natarajan & Obe, 1982; Klein,
1990).

Los linfocitos son parte del si h poyético. 1 l6gi nacen a partir de

una célula plurip ial p i de la médula dsea, la ciial da origen a dos linajes, la linea de

células linfoides y la de célul teloides. La linea linfoide origina a los linfocitos tipo T (timo-

di di ), bles de la inmunidad celular, a los linfocitos tipo B (dependientes de la

P P

édula 6sea) r bles de la i idad humoral y a las célul i de defe lo

'+

viral. La linea mieloide origina a los neutrofilos, eosindfilos, bas6filos, monocitos y plaquetas

(Boggs & Winkelstein, 1985; Abbas et al., 1991; Burrell et al., 1992).

En individuos normales la concentracién de linfocitos por mm’ varia con respecto a la
edad. En adultos de 21 afios se estima que el promedio de linfocitos en sangre periférica es de
2500/mm®, con valores mdximos en recien nacidos que es mas del doble, 5500/mm°, y en nifios
que es superior a 7300/mm’ (Natarajan & Obe, 1982; Boggs & Winkelstein, 1985; Carrano &
Natarajan, 1988). En adultos, cerca del 60-70% de los linfocitos son de tipo Ty del 10-15%

pertenecen al tipo B (Carrano & Natarajan, 1988), con aproximad: 10" linfocitos totales y
una tasa de produccién de 10° linfocitos generados en la médula ésea y cerca del mismo nimero de

linfocitos muertos dfa a dfa (Klein, 1990).

Para la evaluacion de mutig el st in vitro de linfocitos humanos ofrece grandes
jas como: rep una parte del cuerpo en exposicién; el nicleo ocupa el 90% del
1 celular; p una vida media de 2-4 aiios , lo que permite observar lesiones en su

ADN por exposiciones crénicas a bajas dosis (Latt gt al., 1981; Carrano & Moore, 1982; Natarajan
& Obe, 1982; Boggs & Winkelstein, 1985; Klein, 1990); presentan una actividad de reparacién
baja en comparacion con otras que ciclan normalmente; la mayoria de los linfocitos estén en fase
de G, del ciclo celular, y en cultivo estimulados con un mitdgeno con o sin activaciéon metabdlica,
permite analizar aberraciones cromosémicas de G, 6 G, y aberraciones cromatidicas de S 6 G, del

ciclo celular, intercambio de cromatidas hermanas (ICH's), cinética de ciclo celular (CCC) y



asociaciones de satélites en células en mitosis, y microniicleos en células en interfase (Latt ef al.,
1981; Ivett & Tice, 1982; Natarajan & Obe, 1982; Moutschen, 1985; Carrano & Natarajan 1988),
as{ como modificaciones en nimero de células que pasan por mitosis (Sharma & Talukder, 1987),

les e infidelidad en 1a sintesis de ADN (Prival, 1980; Natarajan & Obe, 1982;

P

Moutschen, 1985).

De los parametros arriba mencionados, uno de los mas empleados para detectar dailo en

los cromosomas es el intercambio de crométidas hermanas, los cuales pueden ser observados

di fa té de tincidn dife ial, en cultivos de linfocitos humanos de sangre periférica,

por ser un indicad i ible para esti dafio inducido al ADN por los agentes

o

quimicos y su posible impacto biolégico en el hombre.

Intercambio de Cromdtidas Hermanas (ICH 's).

Como su nombre lo indica, los intercambios de cromatidas hermanas (ICH's) son
transposiciones simétricas y equivalentes del ADN entre las cromatidas de un mismo cromosoma,
involucran rupturas de doble cadena en locus homélogos de ambas crométidas con su posterior
unién y reparacion, las rupturas tienen una nucva localizacién dentro del cromosoma en las que
se mantienen su polaridad sin alterar la morfologia cromosémica (Taylor, 1958; Latt, 1979; Latt ¢t
al., 1981; Mudry et al., 1981; WHO, 1985).

La ocurrencia de este fendmeno, fue reportada después de tener las primeras evidencias de
la estructura molecular del ADN propuesta por Watson y Crick (1953). Taylor (1958), demostré
que las células en cultivo de Bellevalia romana mediante el analisis autorradiografico en presencia
de timidina tritiada CHAT) durante ¢l primero de dos ciclos de replicacién continuos, sélo una de

h 3

¥y que is habia inter bios de seg s entre las cromdtidas

las crc

s€
hermanas. Sin embargo, a causa de la poca resolucion de los métodos autorradiograficos y la

nuevas técni En la década de

necesidad de un analisis inequivoco, s¢

los 70°s se describieron técnicas basadas en la incorporacién de un anilogo de base como lo es la

5-bromo-2'-desoxiurudina (BrdU), la cual sustituye a la timina dentro del ADN y, revelados ya sea

por el método de florocromo Hoechst 33258 (Latt, 1973), por combinacién de flua ia mas
Giemsa (Wolff & Perry, 1974) o unicamente con Giemsa. Asf el patrén de tincién diferencial



”

btenido, nos ite d fos ICH's sin el uso de isétopos ivos tanto en si in

P

‘vitro como sistemas in vivo (Latt, 1973; Latt, 1974; Wolff & Perry, 1974; Morales, 1980; Latt gt
al., 1981; Perry & Thomsom, 1984).

Actualmente la técnica empleada en el cultivo de linfocitos h iste en la

licacién de BrdU d al menos dos ciclos de sintesis y division, revelado por fotélisis con luz

{4

ultravioleta y tefiidos con Giemsa (Altamirano, 1987). De la misma manera las células que

incorporen BrdU por un primer ciclo de sintesis, qued con itidas monofilarmente
idas y p ymas con una tincién homogénea de color obscuro, mientras las
que pasen por un segundo ciclo de replicacién, dran una dtida monofilarmente
ida y otra bifil 1t ituida, sus p la tincién diferencial de
crométidas hermanas, con la primera crométida ob y la sigui clara, y en donde pueden

observarse o no los ICH's (Figura 3) (Perry & Wolff, 1974). Las células que pasan por un tercer

FIGURA 3. INCORPORACION DE BdrU EN LA TINCION
DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS CON

INTERCAMBIOS.
PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO TERCER CICLO
's-»sz e sy ™ sl | s™er
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a los de seg ciclo y

Pag

‘ciclo (0 més) de divisién, contendran en partte crc
atidas  bifil ituidas y/o con segmentos monofilarmente

con

sustituidos, con una tincién en gran parte clara y/o seg| obscuros (Sch & Tice, 1982)
que expresan un cambio entre las crométidas (Figura 3). El origen de los cambios en células que
y iste en la incorp ién de BrdU

1

pasan por tres o més ciclos se puede pi
plicada en dift iempos (Morales, 1988).

E! revelado de Ia tincién dife ial permite eval p genotoxicos expresados

como ICH's, asf como también, determinar los efectos citostaticos y citotéxicos (tiempo promedio

generacional TPG, cinética de ciclo celular CCC), de los agentes quimicos a partir del andlisis de

élulas en primera, segunda y tercera o sucesivas divisiones (Ivett & Tice, 1982).

Los ICH's son inducidos por ias que f : co con el ADN o
precursores metabdlicos o de reparacién que interfieren con el material genético, (WHO, 1985).
Son formados durante la fase de sintesis “S” (Wolff gt al., 1974), y se producen durante o
inmediatamente después de que se ha formado Ia horquilla de replicacién del ADN (Kato, 1980), la

frecuencia de aparicion de los ICH's se incrementa en S y decrece rdpidamente conforme progresa
este perfodo (Schvartzman & Gutiérrez, 1980). Se sugiere que la sintesis de] ADN sigue el
delo de replicacién H vativa e involucra cambios de doble hebra de ADN (Latt, 1973;

P

Latt & Schreck, 1980), la unién de las sub-unidades cromatidicas no es al azar por lo que se

mantiene su polaridad en el proceso de cambio (Kato, 1977; WHO, 1985).

El promedio de induccidn de los ICH's difiere del de mutaciones, por cada agente, se
sugiere que cada tipo de lesién formada es procesada de diferente manera por la célula, una
formando ICH's u otra formando mutaciones (WHO, 1985), o que la lesidn esté formando una

i6n y después las i formen ICH's (Schvartzman & Gutiérrez, 1980; WHO; 1985),

El mecanismo de intercambio ain no es conocido, pero, se sabe que pueden ocurrir en
forma 4 indi di del si de prueba usado (Kato, 1974; Tice & Schneider, 1976;

P P

Gutiérrez ¢t al., 1983), ademds de que no hay una correlacién entre la localizacién de ICH's y de

los agrupamientos de bases adenina-timina (A-T) en los cuales existe una mayor incorporacién de

BrdU por lo que su distribucion es més al azar que selectiva (Thus & Ronne, 1982).



leado  d, 2

Los valores basales de ICH's son difi p al si p p
directamente del tipo celular, de las condiciones del medio, la realizacion det experimento ya sea in

vivo o in vitro, el tamafio del g fa p ia de virus, de la concentracién y forma de
administracién de la BrdU (Kato, 1974; Tice & Schneider, 1976; Kato, 1977, Gutiérrez gt al.,
1983; Schvartzman & Tice 1982: Perry & Thomson, 1984). En pobl I

espontdneos de ICH's en linfocitos d den ademds de la edad, el sexo, la raza y el estilo de vida

(Waksvik et al., 1981; Margolin & Shelby, 1985).

h

los

Los ICH's son muy utiles para evaluar agentes genotdxicos puesto que: se utilizan
concentraciones de 10-100 veces menores que las usadas para detectar aberraciones cromosdmicas,

1

g que prod aductos en el ADN, se pueden emplear tanto en células sométicas

como germinales, requiere o no activacién metabélica por lo que puede usarse tanto in vivo como
in vitro, el conteo es relativamente rapido y se puede usar en ¢l monitoreo de agentes genotoxicos
ambientales en una gran variedad de organismos (Latt, 1974; Latt ¢t al., 1981; Perry & Thomson,
1984; WHO, 1985).

Metales.

De los 109 elementos quimicos cerca de 80 son considerados como metales. Los metales se

definen de acuerdo a sus propiedades fisicas en estado sélido, como la refleccién, conductividad

eléctrica, conductividad térmica, sus propiedad ani gnéticas y su estructura cristalina
(Vercruysse, 1984; Vouk, 1986), Sus propiedades quimicas dependen de su configuracién
electrénica que origina diferentes estados de oxidacion, los cuales le permiten formar una gran
variedad de compuestos, entre los que encontramos compuestos inorgénicos (p.e. sales), orgdnicos

y complejos (Vouk, 1986).

Entre las propiedades quimicas de més importancia tenemos la solubilidad y densidad.
Desde el punto de vista toxicolégico, la solubilidad de los compuestos metéalicos esta en relacién a
la presencia de iones H en los solventes que generalmente son agua, Jipidos u otro tipo de fluido
biolégico, que transportan los jones y favorecen la at ién de estos el tos ¢n los tejidos

(Duffus 1983; Vercruysse, 1984; Vouk, 1986). De do a su densidad los met.

se ‘clasifican




d

son el cuya densidad es por lo menos cinco veces mayor

en pesados y ligeros, los p
a la del agua, es decir mayora 5§ g/cm®, mientras los ligeros presentan densidades menores (Duffus,

1983; Bolafios, 1990).

Muchos metales son iales para ef¢ funciones bioquimicas y fisidlogi vitales,
formando general plejos con otras moléculas. Por ejemplo, ! io en la moléculad
clorofila, el cobalto en [a técula de la ci balami (vitamina B12), el zinc y el

cobre en las metaloenzimas que incorporan uno o més stomos de estos elementos en su estructura
(Lenhinger, 1980; Vouk, 1986), o el vanadio necesario para la fijacién de nitrégeno en bacterias
Azotobacter sp. (Rehder, 1991). Sin embargo, un gran nimero de metales y en particular los

tal dos son iderados como los de mayor probabifidad de causar dafio conforme a su
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propiedades, tanto para la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA), el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), la Organizacién de la Naci Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO), como por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), y

entre los que figuran el cobre, cadmio, mercurio, zine, estafio, arsénico, plomo, vanadio, litio,
selenio, telurio, cromo, molibdeno, magnesio, cobalto, y niquel, ya que la mayoria en ciertas
concentraciones son téxicos (Ortiz Monasterios et al., 1987, Sharma & Talukder, 1987; Bolailos,
1990; Friber & Nordberg, 1986).

Vanadio (V).

1 n

en el ambi y en los org:

1
> gr
es el vanadio. Su amplio uso y liberacidn ha recibido la atencién como contaminante ambiental, y

Uno de los les que se ha

por su elevado potencial toxicoldgico ha sido considerado como peligroso (Baroch, 1983; Phillips
st al., 1983; Lagerkvist ¢t al., 1986; Carson ¢t al., 1987; Alessio et al., 1988; Elinder et al., 1988;
WHO, 1988; Léonard & Gerber, 1993).

El vanadio es micmbro del grupo V-B y primer elemento de la serie de transicién de la
tabla periddica, seguido del niobio y el tintalo. Es un metal de color grisdceo, con densidad de 6.11
g/em® (Baroch, 1983), ocurre en dos formas en la naturaleza como isétopo *°V y *'V, sus estados
de oxidacion van de V', V%, V¥, v**, v™* y V**, de estos, los tres ultimos son los mas comunes y el

4
V* es su forma maés estable y el V** en forma de sales es fuertemente reductor. Se disuelve en



agua, acidos y forma vanadatos con bases (Lagerkvist gt al., 1986; Carson ¢t al., 1987; WHO,
1988).

El dio se pli distribuido en 1a corteza terrestre con una abundancia

de 0.014% (Rehder, 1991), y con cerca de 0.07% en la {itésfera. Se conocen cerca de 70 aleaciones

con otros metales principalmente con fierro, uranio, titanio y aluminio. Se fc d
parte de materiales de tipo fsil, en roca bituminosa, en sedimentos de roca caliza, en minerales
como roscoelita, vanadita, descolozita, cupradescolozita, carnotita y titanoferromagnetita (Baroch,

1983; WHO, 1988).

Entre los usos de vanadio, encontramos que en }a metalurgia del fierro de un 75 a 85% es
usado como aditivo en aleaciones en varios tipos de acero. En la industria .quimica orgénica e
inorgénica, es usado como catalizador, donde el pentéxido de vanadio y los metavanadatos son de
ial en fa produccion de 4cido sulfiirico, plasticos y en la oxidacién de compuestos

P

orgénicos (Stokinger, 1981; Baroch, 1983; Carson gt al., 1987; WHO, 1988).

Se utiliza en fa preparacién de vidrio, de bamices, esmaltes para porcelana y alfareria. Es
usado en la produccién de lacas, pi reveladores, sensibilizadores, agentes colorantes en

fotografia y cinematografia, como mordiente en Ja coloracién e impresién de algoddn, para fijar
anilina negra sobre la seda y en la elaboracién de fungicidas e insecticidas. Es importante en la
industria de la energla atdmica, como modesador de neutrones en reactores atdmiicos, y en la
construccién de maquinar(a aérea, tecnologia espacial (Stokinger, 1981; Baroch, 1983; Carson ¢t
al., 1987; WHO, 1988) y como elemento en materiales de super-conductividad (Kawai ¢t al.,

1989), asi como también, es empleado en menor cantidad en otras industrias.

Recientemente el uso de} vanadio se ha dido. En la medicina ha adquirido una
importancia en la aplicacié péutica en el { de la diab tipo I (Heylinger, ot al.,
1985; Mongoid, gt al., 1990), por su d] con el ismo de la insulina en la que se
obtiene un mejc iento en la hc is de la gl (Brichard ¢t al., 1988; Strout ¢t al.,

1989).



Es un elemento traza esencial, importante en el metabolismo del hueso, cartilago y en el

proceso de crecimiento de mamiferos y aves. Juega un papel importante en la nutricion de varias

formas de vida, y a pesar de que no existen datos de all iones producidas por deficiencia en
humano, se piensa que puede estar involucrado en la regulacién de procesos fisiologicos por su
gran actividad bioquimica y farmacolégica (Phillips et al., 1982; Sabbioni g al., 1983; Canalis,

1985; French & Jones 1993). Es necesario en clevadas i para el imiento,
desarrollo y reproduccién de organi: marinos de género Ascidias sp. y de setas terrestres del
género A fta sp., e indisp bie para las pl. verdes dentro de 1a produccién de oxigeno en

la fotosintesis 1 y en la catélisis enzim4tica para la sintesis de clorofila i1. Se acumula en grandes
idades en hal idasa i dio-d di y Fisiolégi activas en

P P

liquenes, algas y bacterias (Rehder, 1991; Michibata gt al., 1992).

Desde el punto de vista de cc inacio biental, se ha estimado que cerca de 280
toneladas de vanadio son emitidas anualmente al medio. De las cuales 70 toneladas son de origen
natural (erosién y emisi volcdnicas), 100 toneladas emitidas por la industria y 110 por la

quema de combustible f6sil (petréleo y carbén) y de algunos de sus productos (aceites) (Léonard &
Gerber, 1994). Los principales paises productores de vanadio en orden de importancia son: Africa

del Sur, Ex-Unién de Repiblicas Sovieticas Socialistas, Estados Unidos de Norte América,
Finlandia, China y Australia, con un consumo anual de 2.9 x 10° toneladas métricas en todo el
mundo (Baroch, 1983; Léonard & Gerber, 1994).

La concentracién de vanadio en el ambiente depende de la posicion geogrifica, el grado de
urbanizacién y cstacion del afo. En aire la concentracién va de 0.5 a 24 ng/m’, detectandose
valores de hasta 75 ng/mJ en areas rurales, mientras que en dreas urbanas superan los 450 ng/m’, de
los cuales se considera que la industria de la metaturgfa es 1a que libera mas vanadio a la atmésfera
con 30 kg de vanadio por tonelada de vanadio producida. Estudios en diferentes suelos muestran
que las concentraciones varfan en un espacio de 5 a 140 mg/kg y en suelos contaminados con
cenizas alcanzan valores arriba de 400 mg/kg. En agua para beber se reportan valores promedio de
4.3 ug/l con un méximo que no rebasa los 10 pg/t (Phillips et al., 1983; Lagerkvist et al., 1986;
WHO, 1988).



La idad de dio en p! d den de las iones en el suelo. En

| P
m

li se f en estado de V** y V**. Algunos ali ricos en

son setas, perejil y eneldo, otros como las frutas frescas, bebidas, cereales y productos del mar

s g0 8 1, ')

contienen cantidades més bajas. En ali finados las
notablemente, 1a leche de vaca contiene un promedio de 1.1 pg/kg y la leche en polvo supera los 25
ng/kg, los granos de trigo contienen 3.6 pg/kg y trigo procesado en harina alcanza los 40 pg/kg
{Tabla 1) (WHO, 1988; Roldan, 1992; French & Jones, 1993). '

TABLA 1. CONCENTRACIONES DE VANADIO EN ALGUNOS ALIMENTOS
(1e/kg peso himedo).

Setas 2000.0 (p. seco)
Fécula 330
Arroz blanco 123-210
Cercales 93.0
Fresa 31.4 (p. seco)
Ribano . 520
Lechuga 21.0
Perejil 790.0; 1800.0 (p. seco)
Encido 40.0-431.0
Pollo y pescado 1.7-38.0
Langosta 5.0-43.0
Bacalao 280
Cervezn 32-110
Vino 3.2-11.0
Crema de cacahuate 4.0
Leche 1
Leche en polvo 25.0 (p. seco)
Hueva 02-36
Trigo 36
Harina de trigo 40.0 {p. seco}
Papas 1.0-6.0

m— v e
Madificado de: WHO, 1988; Roldén, 1992, French & Jones, 1993.

El vanadio puede penetrar en los tejidos del cuerpo por dos vias, ya mencionados, el
medio y la dieta. EI medio incluye la absorcién cuténea y transpulmonar la cual contribuye a la
mayor parte de entrada, y en la dieta la ruta de absorcién es por medio de la ingesta de nutrientes

esenciales.



La cantidad de vanadio quc se absorbe por piel o via pulmén es directamente proporcional

ala i6n en el ambi Se estima que cerca de 25% del vanadio soluble ¢ inhalado

se absorbe a través de pulmdn, y del 5 a 10% de vanadio ingerido se absorbe por el tracto

g i inal, aun que al i que es el 1 a 2% y el restante es eliminado con

las heces (Figura 4) (Elinder et al., 1988; French & Jones, 1993).

FIGURA 4, CINETICA DEL VANADIO.

ABS%IEEION INHALACION INGESTION
TRACIO

~ .-} GASIRO-

INTESTINAL

Madificado de Elinder cf al., 1988

El metabolismo del vanadio no esta del todo claro, se sabe que el tamaiio de la particula y
la solubilidad de sus compuestos determinan Ia entrada al organismo y que tiempo después de la

" Yy

se puede distribuido uniformemente en la mayorfa de los tejidos blandos y en

sitios blanco de almacenamiento a largo plazo como hueso, misculo y pulmén (Figura 4, Tabla 2)
(Sharma ¢t al., 1987; Alessio et al., 1988; Elinder et al., 1988; French & Jones 1993),

El vanadio absorbido es transportado en el suero unido a la albimina y mds efici
a la transferrina: los érganos blanco inmediatos de gran acumulacién son higado, rifién y hueso. La

disminucién de este el en sangre y tejido graso se debe a que es rdpidamente transferido a




los sitios de al, iento y el resto do por la bilis, ¢ pelo y principalmente por ia orina
(Figura 4, Tabla 2) (Byre & Kosta 1978; Sharma ¢t al., 1987; Elinder ¢t al., 1988; Rehdner, 1991;
French & Jones, 1993). Ademas la cantidad que se la no se ve afectada por fa valencia de sus
compuestos ni por el ion acompatiante (Witkowska et al., 1986; Sharma et al., 1987).

TABLA 2. NIVELES DE VANADIO EN TEJIDOS BLANCO
{peso himedo).
Nivel relativo Humano'™" Diferentes Ratal" 4" 4™
0.4-40 ug/kg ) mamiferos™ *(1-2194 ng/g)
(1-40 ug/g) *4(0.01-14 ng/g)
Alto Pulmén/Higado Hueso © Hueso
Rifidn Rifén Rifién corteza
Cercbro Pulmén Rifién médula
Tiroides Higado Higado/Pulmon
Corazén Miusculo Bazo
Masculo esquelético Musculo
Grasa Plasma Testiculo
Corazén Corazén
Grasa Sangre/Plasma
Bajo Médula 6sca Cerebra

Elaborado de: (1) Byme & Kosta, 1978; (2) Myron &1 al, 1977; (3) Bogden &1 al, 1982;
(4) Sharma et a]., 1987; (5) Mongold et al., 1990,

Se ha d do li que el dio pentavalente ( dato, VO;5') es reducido

en el interior de la célula, in vitro e in vivo, a su estado tetravalente (como vanadilo, VO"). La
reduccién del vanadato se lleva acabo por el glutatién y en menor grado por otros agentes como el

&cido ascorbico, el equilibrio entre ambos (VO;" = VO?) esta en relacion al potencial de éxido

reduccién intracelular que a su vez se determina por el p ial de 6xido reduccién del glutatién y
de los otros agentes {Sakurai gt al., 1980; Nechay gt al., 1986; Retder, 1991; Sakurai, 1994).

Se piensa que las uniones de dtomos alrededor de vanadio en su estado reducido son
oxigenos, caracteristica que le permite unirse primordialmente a los fosfatos (ATP, ADP, AMP,
CP y P;). proteinas como transferrina (lactotransferrina en leche y ovotransferrina en huevo),
albimina y ferritina, asi como carbopeptidasas y anhidrasa carbonica, en las que puede

almacenarse temporalmente, o bien unirse a vitaminas (Sakurai ¢f al., 1980; Neclay et al., 1986;



Rehder, 1991). La preferencia del vanadilo por los ligandos i lul predomi los
" fosfatos, es un factor de entrada del vanadato a la célula (Nechay et al., 1986).

Por otro lado ¢l vanadio divalente puede oxidarse a estado trivalente o tetravalente por la
trancferencia de 1 6 2 clectrones en forma paralela por cistina (Kalatzis et al., 1988) y el vanadio
trivalente como sales puede reducir lentamente la molécula de agua y liberar iones H” y producir
asi vanadio tetravalente (Migliore et al., 1993), ademis la presencia de oxigeno libre en sangre

puede reoxidar parte de vanadilo a vanadato (Cams gt al., 1990).

La icidad del dio d de de la ruta de entrada, absorcion, distribucidon y
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solubilidad de sus compuestos. Sus sales son las mas usadas y las menos toxicas, la dosis letal
media (DLso) en ratén es de 130 pg/g para el tridxido de vanadio (V,0;), de 23 ug/g para el
tricloruro (VCly) y el pentéxido de vanadio (V,0s) y de 954 y 36.33 ug/g para el sulfato de
vanadilo (VSOs) y el metavanadato de sodio (NaVO;) respectivamante, mientras que la
concentracién téxica media (CTsp) en células de hamster Chino del triéxido de vanadio, sulfato de
vanadilo y metavanadato de amonio (NH;VO;) ¢s de 25, 23 y 16 ug/ml respectivamente (Jones &
Basinger 1983; Carson ¢t al., 1987; WHO, 1988; Owusu Yan ¢f al., 1990; Léonard & Gerber,
1994).

Algunos estudios reportan envenenamiento en roedores por vanadio trivalente (V05 y

VCl3) y pentavalente (V,05 y NH;VO;) por inhalacién o administracién oral, con cambios en la

concentracion de albimina, globulina, cloro sanguineo y en los aminoicidos cisteina, arginina e
histidina; irritacién en mucosa intestinal, sangrados nasales, abscesos pulmonares,
bronconeumonfa, congestionamiento capilar, pequefias hemotragias internas, necrosis celular de
higado y efectos neurofisiol6gicos en conejo y perros (WHO, 1988). Otros estudios mostraron que
el vanadio tetravalente (VSOs) esta relacionado con la aparicion de tumores benignos y malignos
en pulmén, higado, y gléndula mamaria de ratén (Stokinger, 1981). /n vitro 6xidos de vandio
alteran la integridad y funcién de macréfagos alveolares de conejos e incrementan su toxicidad

conforme a la valencia de los compuestos (V05 > V203 > VO,) (Waters gt al., 1974).

Personas expuestas a 6xidos y otro tipo dc sales en el ambiente laboral presentan irritacién

en ojos, nariz, mucosa oral, piel, y enfermedades como  dermatitis, conjuntivitis, tos y bronquitis



crénica, bronconeumonia, traqueobronquitis, bronquiectasia, rinitis, laringitis, asma y enfisema, asi

como también anemia y necrosis puimonar (Lagerkvist et af., 1981; Carson ¢t al., 1987, WHO,
1988).

dio sobre la

Son pocos los reportes de los efi dos por los P de
reproduccion. En ratas, el metavanadato reduce los niveles de glutatién en higado y en testiculo, e
incrementa gradualinente la peroxidacién de lipidos de ambos tejidos, efecto que se ve contrastado
dmini: idn de ferol (vitamina E) (Sheriff, 1991). Por su parte el ortovanadato

con la
{Na;VO,) mostré inhibir la induccion de la h luteini por la accién del AMPc in vitro y
el pentdxido de vanadio en ratas recién nacidas y hembras prepub es capaz de incrementar el
peso de vesicul inales, de las gléndul bmandibulares y del timo (Altamirano et al., 1991),

hos i la lidad espermitica y en hembras prefiadas

asf como al admini loen
se la en pl y gitndula mamarfa (WHO, 1988).

P

Los efectos embriotoxicos, fetotéxicos y de toxicidad materna inducidos por este
y sus diferentes compuestos (NaVQ;, V;0s, NHVO; y VSQOs) son muy similares. Estudios en
ratén, rata, himster y cerdo por administracidn intraperitoneal u oral reportan, una disminucién del

peso fetal ¢ incr en el nimero de reabsorciones, muerte fetal y en la incidencia de paladar
hendido y micrognati en el pc je de fetos con dedos cortos, alteraciones en la
osificacidn de fa esternebra y de las idades y lesi en el si nervioso central

(Villalobos, 1987; Gémez ¢t al, 1992; Bosque et al., 1993; Altamirano ¢t al., 1993; Léonard &
Gerber, 1994).

Bioquimicamente, se ha comprobado que e} dio p ! y tienen una

accién multiple en las células tanto in vitro como in vivo. Se conoce que es capaz de inhibir o

estimular la actividad de enzimas, entre las que se incluyen las ATPasas de Na*, K* y Ca® de
varios sistemas de membranas (Cantley ¢t al., 1977 y 1978; Phillips et al., 1982; Fuhrmann et al.,
1984; Mousek, 1987), la 2,6-biofosfatasa y 6-fosfofructuo-2-cinasa importantes en el metabolismo
de la glucosa (Gil et al,, 1988), las fosfatasas y cinasas de tirosina involucradas en la recepcion de
insulina y en ia transformacién y proliferacion celular (Inazu ¢t al., 1990), la fosfatasa alcalina la
cual hidroliza esteres monofosforicos (Lopez et al., 1976; Cantley ¢t al., 1977), 6-fosfogluconato
deshidr | 6-fosfato deshidrog la desoxinucleotidil transferasa, y ADN

B




polimerasa-a, enzimas claves en la sintesis de icidos nucléicos (Sabbioni ¢1 al.. 1983; Carns &

Scheble, 1990; Cams gt al, 1990), asi como adenil qui
liceraldehido-3-fosfato deshid co-enzima A, rit ! peroxidasas, etc., entre otras

muchas asociadas a ciclos vitales en las céiulas (Carson ¢t al., 1987; WHO, 1988). Ademis de

inhibir la sintesis de colesterol y aumentar la destruccion de cistina y cisteina de forma dosis

dependiente (Carson gt al., 1987).

Estas al i bioquimicas estan relacionadas con aspectos secundarios inducidos por
et dio. Los bi imaticos y en particular en las ATPasa, estimulan la fosforilacién, la
peroxidacién de los iipidos y la permeabilidad selectiva de K* (Siemon et al., 1982; Donalson gt
al., 1985), asi como provocan disminucién en la ién de acido ascorbico (Zaporowska,
1994) e inhibien la dimetilacidén oxidativa de ias dependi del ci > P-450 del

ist de monooxi (Heide et al., 1983).

e

La accién del vanadio no sélo se limita a inducir bios en la fu de pr

enzim#ticas, sino que puede intervenir en Ja composicién estructural de otras por medio de la

i6n de leucina (Bracken & Sharma, 1985) y prolina dentro de las

PRIy

en la incor
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proteinas escenciales (Canalis, 1985), asf como también puede inhibir la degradacion intracelular

de proteinas de vida corta como lo son la leucopeptina y pestantina (Vargas et al., 1989).

Por otro lado, desde el punto de vista mutagénico, el vanadio tiene un impacto bioldgico

' 1

importante en el banco genético de los individuos. Estudios mc es lan que este el to
en concentraciones micromolares (uM) inhibe o estimula la incorporacién de timidina dentro del

ADN, provoca bios en la reparacitn e induce fuer te infidelidad en la sintesis del

asi como modifica la actividad de la regulacién de la divisién celular de forma dosis dependiente

(Carp 1981; Jackson & Lins} 1982; Smith, 1983; Canalis, 1985).
En cultivos de fibrobl h s, en células inactivas 3T3 y 3T6 de ratén Suizo, y en
otros sistemas de prueba, el dato y dilo in la tasa de divisién celular en

concentraciones menores a 40 pM y concentraciontes superiores muestran efectos opuestos, de tal

manera que se bloguea la incorporacién de timidina y nucleétidos dentro del ADN de forma



irreversible (Carpenter, 1981; Sabbioni g al., 1983; Smith, 1983; Canalis, 1985; Bracken &
Sharma, 1985).

La actividad del vanadio sobre las enzimas y el poder modificar la sintesis de ADN, icido
ribonucleico (ARN) y proteinas tiene una relacién directa con la actividad de genes implicados en
la expresién mitética. A pesar de estas sospechas hay pocos estudios que confirman este hecho. E!
ion vanadato y vanadilo son capaces de inducir la conversién del gen mitético TRP® en células de
levadura Saccharomyces cereviciae (Gilli gt al., 1991) y en células C127 de ratén el vanadato
incrementa la transcripcion de los genes actina, c-Ha-ras y c-jun (este ultimo sélo con la adicién

de oxid: y red ), de los cuales los dos primeros son oncogenes que intervienen

en la respuesta mitogénica (Yin et al., 1992).

Estudios citogéneticos en células les como las de Allium cepa el vanadato provoco

alteracion en el huso mitético, picnosis, pérdida de cromatina (Singh & Sharma, 1980) e irhibicién
de en la formacién de la placa celular originando células binucieadas (Navas gt al., 1986). Del
mismo modo concentraciones menores a 100 pM  inhiben el movimiento de los cromosomas

durante la anafase y la el i6n del huso mitdtico en células epiteliales, PtK, de rata (Cande &

Wolniak, 1978), mientras que concentraciones de 0.17 a 6.4 ug/g en células de médula 6sea de

ratén y 2, 4 y 6 ug en cultivo de linfocitos humanos i la fr ia de microniicleos y
poliploidias respecti (WHO, 1988; Roldin & Altamirano, 1990) y en Saccharomyces
cereviciae en concentraciones de 4 a 10 mM el vanadato y vanadilo inducen aneuploidias (Gilli gt

al., 1991).

El hecho de que el vanadio origine al i en la segregacion de los cromosomas, ha
permitido determinar que actaa en la polimerizacién de los microtibulos por lo que es considerado

como un p itubulinico y ploidégeno (Cande & Wolniak, 1978; Roldin & Altamirano,
1990; Gilli et al., 1991; Zong et al., 1994).

Ensayos en procariontes, d que el dato y el dilo (V.0s, NH,VO; y
VOCl,), con la prueba rec en Bacillus subtilis fueron ligeramente positivos y con la prueba de
fl iones Sal lla thyph ium TA1535 el metavanadato mostrd ser fuertemente

P

mutagénico, pero el pentoxido, en las cepas TAIS35, TA1537, TA89 y TA90 dio resultados



negativos (WHO,1988; Léonard & Gerber 1994), En Saccharomyces cereviciae el vanadato induce
mutaciones puntuales revertantes, cfecto que se reduce por el tratamiento con la fraccion

microsémal hepética S9 o en cultivos con altos contenidos de citocromo P-450 (Gilli gt al., 1991).

En Drosophilla melanog , larvas transheterdcigas flrfmwh tratadas con V,;05 en
posicién aguda i la fi ia de has chicas y totales en la aplicacion de 32.63 y
125 ppm, en exposicidn subcronica sélo il fa fi ia de las has totales con 250 y

500 ppm y en tratamientos crénicos es altamente toxico (Abundis & Ramos, 1994).

En cultivos de células de ovario de ha Chino, el dato i ta la fi ia de
mutaciones en los locus hpst de la linea V79 y del gen bacterial gpt transgénico en células G12
(Cohen gt al., 1992). Otros estudios en el mismo sistema muestran que sales de este elemento de
valencia V**, V¥ y V** incrementan de forma dosis-dependiente las aberraciones cromosémicas
estructurales con o sin la adicién de Ia fraccién S9, en las concentraciones de 12-18 pg para el
V203, de 6-24 g para el SVO; y 4-16 ug para NHVO;, ¢ incrementan de forma independiente
fos intercambios de cromatidas hermanas en las concentraciones de 0.5-4, 0.5-6 y 0.1-1 pg
respectivamente (Owusu Yaw gt al., 1990), de! mismo modo el V,05 modifica significativamente

la fi ia de micronticleos con 3 pg y disminuye la fr ia de células binucleadas inducid
por citocalacina B al incr la acién del comp > desde | hasta 12 pg, sin
encontrar diferencia en el Indice de replicacion ni en la fi ia de i bios de atid,

hermanas (Zong ¢t al., 1994), micntras que en células de médula dsea de ratén no modifica la
fi ia de inte bio de cromiétidas hermanas ni el tiempo promedio generacional, pero si el

{ndice mitéticoen 11.5y 23.0 pg/g (Altamirano gt al., 1993).

Los resuitados de la genotoxicidad del vanadio son poco concluyentes y hasta cierto grado
contradictorios y los estudios en linfocitos humanos no excluyen esta ambigiledad. Linfocitos
humanos tratados in vitro con V,Os en concentraciones de 2, 4 y 6 pg, incrementan

significativamente la frecuencia de aberraciones cromosémicas numéricas (poliploidias) y la de

asociaciones de satélites por célula y por cromosoma, incr el tiempo g ional promedio
y disminuyen el indice mitdtico, pero no la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales

e intercambios de cromatidas hermanas (Roldan & Altamirano, 1990).
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J binacid feina, en difesentes ciclos de

Sin embargo, el V,0s apli en o i con
plicacion, las mi iones del pentéxido, i la fi ia de i bio
de atidag b do la cafeina es aplicada a las 24 y 48 horas de iniciados los cuitivos

en las concentraciones de 6 y 4-6 pg respectivamente (Rolddn, 1992), y en la concentracion de 6
do se aplica el ] a las 0 horas y cafeina a las 48 horas (Roldan ¢t al., 1994).

Otros estudios en linfocitos h que el Vzb, en 107 y 10°° M induce células

hiperploides con tres 0 més zonas de hibridacion en atcleos interfisicos (Ramirez gt al., 1994). El
vanadio como NHVO;, NaVO; y Na,VO, en tratamientos de 2.5-160 M no modifica la

fi ia de ab émicas estr les ni el indice de proliferacién pera en las
concentraciones de 40-80, 20-80 y 80 uM respecti § lafi ia de i bi
de cromitidas b de aberraci dmicas numéricas (hipoploidias), de

de satélites por célula y la de mi icleos con 6 positivo (Migliore gt al., 1993). Al
aplicar di } en este si en forma de SVOs de 40-80 uM se incrementa fa
fi iz de ini bio de atidas h de microngcel y de ab

cromosdmicas numéricas pero no {as estructurales, mientras que el V30, en concentraciones de 4,
6yBugi fa fi ia de rompimi sencillos y gaps, y ambos pueden acrecentas fas

asociaciones de satélites por célula y cromosoma (Migliore gt al., 1993; Roldén gt al., 1995).
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JUSTIFICACION

El vanadio, al igual que otros metales, ha adquirido una importancia especial como

contaminante por su amplio uso y liberacién en el ambiente. A pesar de que algunos metales son

1 £

traza iales, en elevad i tener adversos en la

salud. La exposicién a estos el tos en el medio, originan un contacto casi permanente con la
vida y favorece el poder ser absorbidos, metabolizados, y causar de esta manera dafios, los cuales si
no son reparados ponen en peligro Ia integridad de la célula, del érgano, del organismo o de una

poblacidn y a sus futuras generaciones.

El poder toxicolégico del vanadio esta bien documentado y ha permitido clasificar este
metal y al

£

de sus cc como pc ialmente peligroso. Sin embargo, los estudios de

-4 P

sus citotéxi y

son escasos y poco concluyentes, La informacién

relacionada con la genotoxicidad de sus compuestos de valencia 4+ y 3+ es limitada, por lo que en

Aamidid 1

la p i igacion se el cfecto de las sales, tetraflioruro de vanadio y

tricloruro de vanadio sobre los cromosomas de linfocitos humanos in vitro,
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HIPOTESIS

Los compuestos de vanadio tienen actividad fisiolégica cuando se presentan como v, v

T 14

toxicoldgica y geni (no asf

y V¥, sin embargo, su forma 5+ ha sido la més
los compuestos de valencia 4+ y 3+) por representar la fuente de mayor riesgo laboral y de
toxicidad para los organismos. Por lo tanto, si aplicamos tetrafliioruro de vanadio (VF,) .y tricloruro
de vanadio (VCl3) a linfocitos humanos in vifro, ambas sales alterardn el proceso de divisién

celular e inducirén daiio al ADN,
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OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto citotéxico y genotéxico del tetraflioruro de vanadio (V“) y tricloruro

de vanadio (V”) sobre los cromosomas de linfocitos humanos expuestos in vitro,

Particulares:

Evaluar el indice mitético en linfocitos humanos expuestos a las sales de vanadio in vitro.

Evaluar la cinética de ciclo celular, ¢l tiempo promedio g jonal, y la fr iay

distribucién de inter bio de crométidas hermanas, en cr de linfocitos hi

expuestos a las sales de vanadio /n vitro.

Establecer la relacién dosis-efecto de las sales de vanadio con respecto al indice mitdtico,

intercambios de cromatidas hermanas y tiempo promedio genesacional.
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MATERIAL Y METODO

Compuestos Quimicos:

Se utilizé tetrafliioruro de vanadio (VF, ), de valencia 4+, y tricloruro de vanadio (VCl;),
de valencia 3+ (Aldrich Chem. Co, Inc. USA), disueltos por separado en agua destilada y
esterilizados por filtracién con una membrana Millipore de 0.22 pum.

Cultivos:

A partir de donadores clinicamente sanos del sexo masculino, de entre 25-30 afios de edad,
so extrajeron 10 ml de sangre periférica, con una jeringa heparinizada. Se hicierén cultivos, con 0.5
ml de sangre en 5 ml de medio RPMI-1640 supl tado con L-glutamina y NaHCO; (SIGMA,
USA) y activado con 5§ pug/m!i de fitohemaglutinina (PHA-M) (SIGMA, USA), en tubos cénicos
para cultivo de polipropileno (de 15 ml. Nunc, Inc.), ¥ se incubarén durante 72 horas 8 37°C en la

obscuridad. A fas 24 horas después de ja siembra se adiciond, a cada cultivo, 5 pg/ml, de BrdU

{SIGMA, USA) y se realizaron los diferentes i con los p de di

Cumplidas las 71 horas, se agregd a cada cultivo, 4 yg/m! de Colchicina (GIBCO,USA) y

iones se ef en condici estériles.

se dejaron completar las 72 horas. Todas las
Una vez rido el tiempo de incubacidn, los cuitivos se centrifugaron a 1000 rpm durante §

se eliminé el sob d y e botén celular se sometié a un choque hipoténico con una

solucién 0.075 M de cloruro de potasio (KCI) y se dejo reposar 15 minutos a temperatura de
incubacion. Transcurrido este periodo se centrifugaron nuevamente y el botdn celular se fijo con

metanol-4cido acético fresco y frio, en una proporcion 3:1; se realizaron tres cambios de 15, 10y S

minutos, con centrifugacion y eliminacién del sob d: por bi pecti Al
terminar la fijacion se hicieron las preparaciones por goteo, las laminas se flamearon y el secado

se completo al aire.

Tratamientos:

f

on los dife tratamientos con el

A las 24 horas de iniciados los culitivos, se
tetrafliloruro y tricloruro de vanadio. En todos los casos por cada concentracién utilizada, los

cultivos se hicieron por duplicado y con tres repeticiones del mismo. Las concentraciones usadas se
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”

ensayos preelimi . Los grupos qued distribuidos de doala

determinaron

siguiente tabla;

TABLA 3. DISTRIBUCION DE GRUPOS DE LOS COMPUESTOS DE VANADIO EN ESTUDIO.

Grupo Concentracion VF, (ug/ml) Concentracién VCl; (ug/ml)
A 0 (Testigo) 0 (Testigo)
B 2 2
c 4 4
D 8 8
E 16 16
Tincién Diferencial:
Una vez idas fas pref iones, se irradi con luz ultra violeta y luz negra
It4 a una di ia de 15 centimetros, en medio acuoso, durante 20 minutos al

termino de los cuales se pasaron a un bafio de solucién citrato salina (2xSSC) a 60°C, en donde
20 mi més. Final las preparaci se enjuag con agua corriente y se

P

tifieron con una disolucién de Giemsa (SIGMA, México) en agua destilada (1:16), eliminando el

exceso de colorante al chorro de agua y se dejaron secar al aire.

Evaluaciones:
Para determinar el indice mit6tico (IM) se contaron 1000 células y se aplico la siguiente

férmula (Dean & Danford, 1984):

donde:
ncd = nimero de células en division.

nct = niimero de células totales.
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Para calcular la cinética de ciclo celular (CCC) se observaron un promedio de 100 células
en metafase, para lo cual se cuantificasén células en primera, segunda y tercera & sucesivas
divisiones. A partir de los datos de 1a CCC se calculé el tiempo promedio generacional (TI;G) de
acuerdo con fvett y Tice (1982), mediante la siguiente férmuia:

1(l) + 210 + 3310)

donde:
T BrdU= tiempo de permanencia de los cultivos en 5-bromo-2°-desoxiuridina (48 horas).

I, L y lil= nidmero de células en primera, segunda y tercera & sucesivas divisiones

respectivamante.
La fy ia de inter bio de crométidas hermanas (ICH’s) se determiné mediante e}
anAtisis de 50 células en fz de segundo ciclo de division, por un conteo de intercambios

terminales como uno e interticiales como dos (Catrano & Natarajan, 1988). Para la distribuci6n de
ICH’s se formaron grupos de dos en dos a partir de células con un intercambio hasta células con

mas de dieciséis intercambios.

En todos los casos las células analizadas se seleccionaron al azar y las evalvaciones se

hicieron por cultivo, en un microscopio ptico (NIKON), a doble ciego.

Andlisis Estadistico:

Se realizo mediante un andlisis de varianza de un factor seguido de una prueba de rangos
maltiples (ANDEVA-Tukey) para todos los parémetros, con el uso del programa Statgraphics
versién 5.0, pto en la paracion de distribucién de ICH’s por célula en la que se empleo la

prueba para diferencia de proporciones “Z” (Marques, 1988). En e! anslisis de la relacién dosis-

efecto se evaliio mediante una regresion lineal con el mismo programa.

Los resultados se expresan como el promedio mas-menos e! error estandar (0.00 + 0.00),
donde la significancia se da con P<0.05 6 P<0.01, segin sea el caso, haciéndose mencién en el

texto o en las figuras,
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cil icidad y g icidad de los comp que contienen iones metilicos dependen
de varios factores que determinan una resy final. La expresién de sus efe estdn relacionados
directamente con la dosis, la forma y vehiculo de admini i6n, de sus propiedades quimii el

pleado, su distribucién y i6n en cualquier tejido o célula de modo que pueda ser
bolizado e i con una molé blanco, y de esta i p baci a

diferentes niveles (Duffus, 1983; Sharma & Talukder, 1987; Scott et al., 1991).

La citotoxicidad se mide por cambios indirectos al ADN, es decir, sobre enzimas,

b estr protei li entre otros, que nos cond a una inhibicién del

crecimiento o alteracién de la actividad mitStica y muerte celular, Por otra parte la genotoxicidad se
da por cambios directos sobre la molécula de ADN, como el inducir rompimientos (efecto
clastogénico) o alterar 1a estructura de la moécula de ADN por medio de mutaciones, o bién por
cambios indirectos como son: el modificar la sintesis de protelnas (Sharma & Talukder, 1987; Scott
etal., 1991).

En mamiferos, alg de los p »s con iones de metales pesados provocan cn la
actividad mitdtica un abatimicnto, al incrementar el nimero de anormalidades cr dmi yla
actividad clastogénica g I se ve i da, de acuerdo con la tabla periédica y por

familia, por el peso atémico, electropositividad y solubilidad, asf como ambas se incrementan con la

1, 1ol

for i6n de enl coval y coval coordinados de los con las macr

biolégicas (Sharma & Talukder, 1987).

En el presente estudio se dan de evidencias del potencial citotéxico y genotéxico de

inorgdnicos de dio en el si de linfocitos h s in vitro, en

P

de 2 a 16 pg/ml. La citotoxicidad se evaliio medi el pol je de células que entran en mitosis

en base a el IM. Los resultados obtenidos al aplicar las sales de vanadio, tetravalente y trivalente
como tetrafliioruro y tricloruro de vanadio (VF; y VCl;), muestran que el V* 1o modifica e! IM en
las concentraciones de 2 y 4 ug con 1.70 + 0.13 % y 1.38 £ 0.16 % respectivamente, pero si lo
disminuye significativamente en las dosis ms altas,de 8 y 16 pgcon 1.23£0.06 % y 1.13 £ 0.16 %
con respecto a el testigo que fue 1,80 + 0.26 % (P< 0.05) (Figura 5).
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FIGURA 5. EFECTO DEL VF, SOBRE EL IM EN LINFOCITOS
HUMANQOS In vitro.

TESTIGO 2 4 ] 16
TRATAMIENTO (ug/ml)

¢ P<0.05; Con Prucba de ANDEVA-Tukey

En cuanto a los dstos observados con el V>* este abate el 1M en todas las concentraciones,
teniendo 1.61 % 0.13 % para 2 pg, mientras que en las concentraciones de 4,8 y 16 ug se abate
a 137£0.14%, 1.350.09 % y 1.08 + 0.02 %, respectivamente, contra 2.18 + 0.36 % del testigo,

do su signifi ia en las dosisde 8 y 16 ug (P <0.05 para 2 pg, P <0.01 para 4,8y 16 ug)
(Figura 6).

Aunque se puede apreciar una ligera tendencia a disminuir el IM conforme aumenta la dosis

(Figuras 5 y 6), la correlacién dosis-efecto para el IM en ambas sales de vanadio no muestra un
comportamiento lineal, donde el coeficiente de correlacién (r) para la VF, es r= -0.6593 y un
valorde Y = 1.6962 - 0.0410 X, y para el VCl; r=-0.6723 con Y = 1.9443 - 0.0633 X.

Las variaciones encontradas en el IM concuerdan con la mayoria de los reportes de
citotoxicidad dos en la lit Comp
vanadato (VO’;, vanadio 5+), vanadilo (VOZ’, vanadio 4+) y vanadico (VO®, dio 3+) t

ser citotdxicos e interferir con el proceso de division celular, Waters y sus colaboradores (1974), son

>s que contienen iones de vanadio en forma de

de los primeros en reportar que oxidos de vanadio reducen en un 50% la viabilidad de macrofagos
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alveolares de concjo tratados i vitro con 13 y 21 pg de V,05 y V,0; respectivamente, y sugirieron
que el daflo a la integridad y funcién celular puede inducir necrosis en el epitelio ajveolar por

exposiciones a polvos de estos compuestos.

FIGURA 6. EFECTO DE VCl, SOBRE EL IM EN LINFOCITOS
HUMANQOS in vitro,

25

2 4 ]
TRATAMIENTO (pg/ml}

*P<0,08; **P<0.01 Con Prucba de ANDEVA-Tukey

Recientemente Owusu Yan (1990), en cultivos de células de himster Chino (CHO),

obtuvieron una gran toxicidad por sales de vanadio, en iones de 4-6 ug para NH,VO;, 6-

24 pug para SVOs y de 12-1B pg V,0;. Sabbioni y colaboradores (1991), encontraron que el
NHVO;, NaVO; y VSO; inducen una disminucién en la proliferacién en la linea de células
BALB/3T3, en dosis de 5 x 10% a § x 107 M, de manera dosis-d. di con una d

1

toxicidad en los compuestos de valencia 5+,

Por otro lado, Zhong ¢t al., (1994) al aplicar V0O en Ja linea celutar V79 de hamster Chino,

observé que este compuesto disminuyé el numero de células binucleadas en p ia de

lacina B al incr ta dosis, de 1-12 pg, lo que indica que el vanadio inhibe el evento de la
mitosis a bajas dosis, mientras que, in vivo al aplicar el mismo compuesto, en tratamiento agudo en
ratones, dosis de 11.5 pg/g peso himedo estimula el IM y en dosis de 23.0 pg/g lo disminuye
{Altamirano et al., 1993).
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Estudi fi dos en ¢} modelo de cultivo de linfocitos } P un

en el IM, Roldén y Altami (1990) on que el V,0;5 en las concentraciones de 4'y 6 pg
disminuye el M, de igual manera se reporta que el vanadio aplicado como VO, modifica
fuer este parAmetro en iones de 4, 6 y 8 ug (Roldan et al., 1995).

Hay evidencias de que 1a toxicidad del vanadio depende del estado de oxidacién, donde a
mayor nimero de oxidacién del metal mayor efecto citotéxico (Waters gt al., 1974; Sharma &
Talukder, 1987; Sabbioni et al., 1991). Sin embargo nuestros resultados contrastan este hecho, ya
que se observo una alta positividad del VCl; a bajas dosis en comparacién al VF¢ que mostré ser més
tolerable por las células, E! efecto puede deberse a que el vanadio como VCl, es una especie mds
téxica, o que posibl el ion p (CF) ejerza un efecto sinérgico que ocasione cierta

toxicidad, o bien que el mecanismo de accién de induccion de citotoxicidad sea j al
producido por el vanadato o vanadilo, que son de los que se tienen algunos reportes, pero llevando su

efecto t6xico a un espectro més reducido y mds eficiente.

La toxicidad expresada por las sales de vanadio (VF; y VCl;) se encuentra relacionada
directamente por la distribucién y acumulacion de! vanadio en el interior de las células como es la
mitocondria y el nicleo (Sakurai, 1994) y por fa reduccion intracelular de VO3 a VO in vitro
(Sakurai ¢t al., 1980; Nechay gt al., 1986; Rheder, 1991) e in vivo (Sakurai, 1994). Sin encontrar
indicios de transformacién (oxidacién) a vanadilo cuando se aplica en forma trivalente como VCly
(Sakurai, 1994). Ademés si consideramos la preferencia del vanadilo por los enlaces de las
macromoléculas biocidgicas lo cual es un factor de entrada del vanadato a la célula que es el que se

da, en comparacién con ¢l vanadilo aplicado en el

sospecha que produce una toxicidad
mismo sistema y en las mismas concentraciones, motivo por el que se considera la forma
pentavalente como fa de mayo accién citotéxica (Nechay et al., 1986; Sabbioni gt al., 1991) y razén
que nos conduce a pensar que el vanadio como VCl; tiene un mecanismo de accién de citotoxicidad
mds especifico. Por otra parte, si comparamos la DLs; probadas en ratén de compuestos
pentavalentes, como el V,05 de 23 pg/g y NaVO; de 36.33 pg/g, tetravalentes, como SVQjs de 95.40
ug/e, y trivalentes, como el V,0; de 130 pg/g y el VCl; de 23 ug/g (Jones & Basinger, 1983; Carson
et al., 1987; WHO, 1988; Léonard & Gerber, 1994), observamos que se requiere una dosis menor de
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Lidad

tricloruro que de tetradxido de vanadio y a misma del pent6xido para producir la misma |

dios que respald! tra idea,
Se han i igad bién, los efe de alg tales en la division celular que
incluyen alteraciones en el huso, células ar fas en fase, que se prod un periodo estati
de divisién celular conocido como "stathmokinesis”, fc ion de dipl

rezagados y poliploidias (Sharma & Talukder, 1987). De aqui que el vanadio puede incluirse en la

lista de los metales que las al i anteriores. El en veg p
de la placa celular, picnosis y pérdida de tina (Sing & Sharma,

s g

| i en la fc
1980; Navas et al., 1986), en levaduras y células de mamifero intervicne en la elongacién y

limerizacién del huso tico lo que resulta en la induccién de microniicleos, aneuploidias
poliploidias, y diplo ¢ hiperploidias (Cande & Wolniak, 1978; Rolddn & Altamirano,

1990; Gilli et al., 1991; Migliori et al., 1993; Ramirez et al., 1994; Zhong ¢t al., 1994), y abate el IM
con varios de sus compuestos en los que incluimos ¢l VF, y VCI;. Algunas de estas respuestas son

atribuidas a la gran afinidad de los metales por los enlaces disuifuro y consecuentemente a las
proteinas del huso (Cherian 1985). Por tales motivos no puede descartarse esta otra posibilidad de

accién del vanadio sobre la divisién celular,

Si bien los efectos del vanadio son amplios el poder establecer un mecanismo de accién
sobre el indice mitético es muy dificil. Sin embargo otra posibilidad para esclarecer el mecanismo de
citotoxicidad se muestra en estudios realizados en los tiltimos aiios, en los cuales un blanco de

acumulacién inmediato de este metal es [a mitocondria (Sakurai, 1994), organelo en el que ejerce

grandes dafios. En 1988 se reporta que ¢l dio reduce fuer la sintesis de trigliceridos y
fosfolipidos precursores del acetil co-enzima A (WHO, 1988), indispensable en el metabolismo
oxidativo en la mitocondria, y en 1991 Younes y colaboradores, encuentran que hay una reduccién
en el consumo de oxigeno en las células de higado de rata, tratadas con vanadato, lo que indica que

hay un efecto téxico directo en la conservacién de la energfa y una muerte por hipéxia celular.

Dentro de los pardmetros para evaluar dafio cromosémico, se cuenta con la técnica de
tincién diferencial que muestra los intercambios de cromitidas hermanas (ICH's). Los ICH's son un
indicador altamente sensible para detectar dafio en el ADN. Un incremento en su frecuencia se ha

considerado como un hecho de persistencia de dafio sobre el material genético y puede determinar si
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"win 1, "

una sustancia es genotéxica o no. La induccién de ICH's por P S esta

documentada, pero los reportes de compuestos con iones de vanadio son limitados y poco
concluyentes. En la figura 7, se nota que el VF, es capaz de incrementar la frecuencia de ICH's por
c€lula en todos los tratamientos (2, 4, 8 y 16 ug), con una frecuencia 5.88 £ 0.17, 6.03 £ 0.19, 593 £
0.15 y 6.12 £ 0.20 en cada caso, en comparacién a 5.33 + 0.16 del testigo (P <0.05para2y 8 ug, y
P < 0.01 para 4 y 16 pg). Con respecto al VCl,, figura 8, en ninguna de las concentraciones
aplicadas se modificé significativamente la frecuencia de ICH's en base al testigo, ya que dio valores
de 6.02 + 0.17 para 2 pg, 6.38 + 0.25 para 4 ug, 6.29 + 0.20 para 8 ug y 6.36 + 0.23 para 16 ug,
contra 5.69 1 0.17 del grupo testigo.

FIGURA 7. FRECUENCIA DE ICH ‘s POR CELULA EN
CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANQOS In vitro
TRATADOS CON VF..

FRECUENCIA DE ICH's/CEL
-

2 4 8
TRATAMIENTO (ug/ml)

*P<0.05; **P<0.01 Con Prucba de ANDEVA-Tukey

El analisis de correlacion dosis-efecto de los datos de la frecuencia de ICH's no describe un
comportamiento lineal, lo que se esperaba de acuerdo a sus frecuencias, tanto para el tetrafliioruro
como para tricloriro de vanadio, con una pendienie cercana a cero y un valor de r muy bajo. Los
resultados son r=0.0672y Y = 5.6594 + 0.0353 X para al forma tetravalente, y r = 0.0639 con Y =
5.9299 + 0.0367 X para la forma trivalente.

33



Se ha reportado, que los iones de vanadio pentavalente son mis téxicos que los trivalentes, y
considerados como fos de mayor influencia genotoxica en mamiferos y otros animales, puesto que
estos iones entran con gran facilidad y répidamente en las células (Jhonson ¢f al., 1974; Sharma &
Talukder, 1987; WHO. 1988; Migliore gt al., 1993; Léonard & Gerber, 1994). Recientes

1

que la g icidad def vanadio no solo depende de su vatencia sino

del compuesto de €l que forme parte (Owusu Yaw gt al., 1990; Migliore ¢t al., 1993; Léonard &
Gerber, 1994).

FIGURA 8. FRECUENCIA DE ICH ‘s POR CELULA EN
CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANOS In vitro
TRATADOS CON VCl,

FRECUENCIA DE ICH's/CEL
-

TESTIGO 2 4 3
TRATAMIENTO (ug/mi)

Los resultados no obstante de que en ciertos casos parezcan contradictorios, nos dan pauta

para el p iento de este metal en los diferentes sistemas de prueba. Owusu Yaw y

4 4

colaboradores (1990), obtuvieron un incr de forma independiente de la dosis en la frecuencia

de ICH's al aplicar sales de vanadio en forma de VO3, VO¥' y VO' en presencia o ausencia de la
adicion de la fraccién hepética 89 en célutas CHO, donde el vanadio como NH,VO; con 0.1-1.0 pg, -

SVO; con 0.5-6.0 pg y V,0; 0.5-4.0 pg causaron un incremento en estas concentraciones, lo que
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muestra la sensibilidad de este si en comparacién al de linfocitos h S, y que
con Itados por el i to de ICH's en las diferentes aplicaciones del VF4 en

comparacién al SVOs, ambos con fa misma valencia. Por otro lado el VCly no modifico esta

frecuencia comparado con el V,0; el cual la i en cc i tan bajas como las que
induce el SVOs en las células CHO.

Estudios mds recientes in vivo, en células de médula ésea de ratén, no observaron
I i en la fi ia de ICH's al aplicar V,0s en tratamiento agudo (dosis de 5.75, 11.5 y

23.0 ug/g), resultados justificados primero por ¢l tiempo de exposicidn que posibl no fue ¢l
)suﬁciente para que el metal fuese transportado a la fraccién nuclear pues tarda ocho dias en migrar
(Altamil 1992; Altami et al., 1993) y segundo porque no hay evidencias que el vanadio
como pentéxido induzca ICH’s en otros sistemas como el cultivo de linfocitos humanos y células

V79 de hiamster Chino (Roldén & Altamirano, 1990; Zhong et al., 1994).

Otros estudios en cultivos de linfocitos humanos muestran que el V,Os tampoco induce
ICH's en concentraciones de 2, 4 y 6 pug (Rolddn & Altamirano, 1990). Sin embargo, en
binacién con feil inistrada en diferentes ciclos de replicacion, las mismas

concentraciones del pentéxido, incrementa la frecuencia de este pardmetro: especificamente al
suministrar la cafeina a 1a 24 y 48 horas de iniciados los cultivos en las dosis de 6 y 4-6 ug cuando
el vanadio se aplica a las 24 horas, respectivamente, y en fas dosis mds altas cuando el compuesto
bra y la cafeina a las 48 horas después, El uso de cafeina

metilico se aplica en el > de la si
que actiia como inhibidor de la i6 que el pentéxido ita al menos de un ciclo de

divisién para poder manifestar el dafio al ADN y lo coloca como un agente mutagénico débil
(Rolddn, 1992; Rolddn ¢t al., 1994).

Por su parte Migliore y colaboradores (1993), encc on que P »s de vanadio
tan la fi ia de i bios de cromatidas de dosis dependi d
como el NHVO;, NaVO; y NajVO, en las concentraciones de 40-80, 20-40-80 y 80 puM (que

equivalen a 4.68-9.36 ug NH;VOs/ml, 2.44-4.88-9.75 ug NaVOy/ml y 14.7] ug Na;VO,/ml), los dos

primeros i tan este pard o de forma independiente de la dosis, y el tercero de forma
dependiente, mientras que el vanadilo como SVO;s incrementa los ICH's en dosis que van de 40-80

MM también de forma dosis-dependiente (equivalente a 6.40-12.80 ug SVOs/ml), que coloca a los
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vanadatos de sodio y amonio, y al sulfato de vanadilo como agentes fuertemente genotéxicos, y
donde se nota que el vanadilo induce intercambio de cromdtidas a partir de dosis moderadamente
bajas de mancra semejante al VF, de nuestros resultados, a pesar de no mostrar tendencia a

incrementarse de acuerdo a la dosis (Figura 7).

De lo dicho anteri te, podemo: ir, que la g icidad de los P de

vanadio no sélo esta en relacién & la valencia del metal, sino también el efecto que puede estar

PPUT
)

el ion p y la valencia de cada uno de los componenes del ion, ya que el dafio
manifestado como ICH's se puede o disminuir dependiendo del conjunto de el >

quimicos que esten constituyendo al ion del que se trate. El caso particular del VF,, si observamos la
compasicién quimica, en peso, de cada elemento (Tabla 4), podemos percatamos que la

equivalencia en ug del metal es menor que la de! ion acompaiiante, por lo que el efecto genotdxico

TABLA 4. EQUIVALENCIA DE LOS IONES EN LOS COMPUESTOS DE VANADIO EN ESTUDIO,
Compuesto Concentracidn def compuesto y equivalencia Peso
y sus fones de iones (ug/ml) molecular
VF, 2.00 4.00 8.00 16.00 12694
v* 0.80 1.60 a2t 6.42 50.94
F 120 2.40 4.79 9.58 19.00
vCl, 200 4.00 8-00 16.00 157.30
v 0.65 1.30 2.59 5.18 50.94
cr 133 2.70 541 10.82 3545

manifestado nos conduce a pensar que el anion F~ intetvenga en ta induccién de ICH's por separado
o sinergicamente con ef V**, Aunque nuestro estudio no nos provee de informacion suficiente para
determinar e efecto del ion acompafante, en este caso el anion flior (F'), a continuacién {a discusion
Ia desviaremos a estudios realizados con flior con la finalidad de aceptar o descartar la posibilidad

de que ef halogeno este causando alteraciones en el ADN.

Es amplio el interés por establecer la genotoxicidad del flior. Estudios demuestran que el

NaF no fue mutagénico en Sal, lla tiphimurium con y sin activacién metabélica (Li ¢t al., 1987,

£ /f
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Sharma & Talukder 1987). En Baciflus subtilis los {tados son dictorios Matsui (1980)
encontrd efecto negativo con NaF y Kanematsu (1985) reporta a el NaF y KF como fuertemente
positivos (citados en Zeiger gt al., 1993); difi ias que p pueden deb al uso de los
diferentes protocolos. Y en Sacharomyces cereviciae ¢t NaF no es ind de mutaci p I

o conversién de genes (Zeiger ¢t al., 1993).

In vitro, en células de mamifero, el NaF y KF muestran ser mutagénicos y téxicos de entre
100-500 g con y sin fraccién §9 en linfoma L518Y TK* de ratén (Caspary et al., 1987; Cole gt al.,
1986). En linfocitos h el NaF prod i en el focus tk de 400-600 pug y en el hgprt

con 600 pg por 28 horas de exposicién y en el locus tk do las células son das por 20 dias
con 65 pg. En contraste, no se observé mutagenicidad en los locus hgprt en células epiteliales de
higado de rata con 160 pg durante 72 horas, o en el locus tk en la linea V79'de hdmster Chino en
concentraciones de 10-400 pg durante 24 horas por NaF (Zeiger gt al., 1993).

En cultivos de CHO y de embridon de hémster Sirio (SHE), el NaF incrementa las
b émicas (AC) de 25-100 pg (Aardema gt 2}, 1989) y de 12.6 g en células de
élulas de higado de hamster Chino en

venado rojo, pero no i to de aberraci en
dosis de 50 mg de NaF o por 500-4000 mg de Na,FPQ,. En cultivo de fibroblastos y linfocitos
humanos el NaF induce AC con 20-40 pg, y en leucocitos con 1-132 pg, principalmente

émicos, cromatidicos, gaps y delesiories. En contsaste se reporta que el KF no

L

induce AC en linfocitos humanos en dosis de hasta 193 ug. /n vivo, con 10-40 pg/g de NaF
incrementan las AC y microniclecos en médula dsea de raton (Zeiger gt al., 1993).

En cuanto a fos ICH’s, estos no se inducen por NaF en cultivos de células CHO en dosis de
§60-265 pg (Li gt al., 1987), pero si en células SHE con 20-80 pg sin fraccion 89, y con 160 pg en
¢lulas de do rojo. En células de linfocitos h in vitro no induce ICH’s como NaF con 2-

160 ug ni como KF con 4.2-420 ng (Zeiger gt al., 1993).

Conforme a la informacién anterior, se sugiere que e} flior puede ser genotdxico a
concentraciones mayores a 10 pg/ml. Sin embargo, in vitro, en ¢} sistema de linfocitos humanos no
es capaz de inducir ICH’s como NaF o como KF en aplicaciones de 20 pg, si consideramos que es la

dosis minima que s{ induce AC, y hasta 420 ug, equivalente de 9.05 a 190.04 ug del anion ¥ para el
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con el ¢

NaF y de 18.99 a 137.39 ug de F" como KF. Equivalencias que al ser
de flior del VF,, apenas al una j a lacc ion maxima aplicada (16 pg) el cual
tiene un contenido de 6.42 ug de V* y 9.58 ug de F (Tabla 4). Por estos motivos proponemos que el
efecto genotéxico expresado en fos cultivos de linfocitos humanos como ICH’s por el VF, puede

estar inducido principal por el dio, sin descartar el posible efecto sinergico del ion flior

debido a que tiene un gran espectro de accion.

Los ICH’s son una manifestacién citolégica de rompimi y ion, en sitios homdlogos

entre las dos crométidas de un mismo el pimiento involucra a las cuatro hebras del

ADN (2 dobles hélices) y se requiere que estos eventos ocurran simultdneamente. Para poder
precisar la formacién de ICH's es necesario suponer que el ADN duplex no contiene ningin
) y que su replicacién sea i vativa (Taylor, 1958; Latt, 1973; Latt, 1979;

Latt et al., 1981; Carrano & Natarajan, 1988).

La mayoria de los modelos prof para explicar la for i6n de los ICH s, relacionan de

manera directa el sitio de una lesién en el ADN y el sitio en que se produce un intercambio
{Schvatzman et. al., 1984). Algunos modelos proponen que la induccién de ICH's es por dafio
directo al ADN, otros por inhibicién del proceso de sintesis de ADN o inhibicién de enzimas

i enla
1984; Lindahl & Shall, 1984).

¢

o bien por enzi involucradas en la reparacién del mismo (Latt ¢t al.,

diad,

No obstante de ser uno de los grupos mis s, el i de is de los

les no esta pl dido. Se ha obscrvado como paso inicial la formacién de
enlaces covalentes de un catién metdlico a los sitios nucleofilicos del ADN, a las proteinas
cromosdémicas, a las ADN-polimerasas 6 a las moléculas precursoras de nucledtidos, interaccién que
puede afectar la fidelidad de la replicacién de material genético e inducir alteraciones en la
reparacion afectando de esta manera la expresién génica (Montaldi et al., 1985).

Estudios in vitro, revelan que el vanadio aplicado en su forma p ite o tetravalen

produce bios en las cc aciones de grupos sulfhidrilo y de cisteina, provoca aiteraciones en
la formacién de aminoicidos ricos en azufre e induce cambios en la sintesis de ADN, ARN y

proteinas, lo cual nos puede explicar la fuerte induccion de infidelidad en la replicacién del ADN
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encontrado en células de polen y los cambios en las actividades de enzimas cromosémicas

lucradas en la reparacién (Carp 1981; Jack & Linsk 1982; Smith, 1983; Sabbioni et
al., 1983; Bracken & Sharma, 1985; Canalis, 1985; WHO, 1988), que estdn dos con
lag icidad del metal y p de h ientas para dar una resg importante del papel del
dio en la expresién del to significativo de ICH’s inducidos por el VF,.

La distribucién de las fi de ICH’s en células de linfocitos h in vitro d
con VF, y VCl,, se describen en las figuras 9 y 10. El andlisis de la distribucién, ofrece otro
panorama de la accién de los p quimicos sobre los , P observar el

de las fi de ICH’s a lo largo de un plano horizontal, en donde la variable

L

ICH's se distribuid 1 En las figuras se parte de cero intercambios hasta un
intervalo final de 16 o mds intercambios por célula, y donde sc nota un porcentaje méximo de 4 a 6

intercambios, en ambas grificas; tanto para el testigo como para las diferentes concentraciones

aplicadas en cada grupo de acuerdo con la tabla 3.

FIGURA 9. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE [CH’s EN
LINFOCITOS HUMANOS In vitro TRATADOS CON VF.

50

PORCENTAJE

40

0

20

0 13 46 9 1012 13-15  l6omis

NUMERO DE ICH'S/CEL

Los resultados de las distribuciones de la frecuencia de ICH's no presentan diferencias, con

respecto al testigo, para ninguna de las dos sales. Sin embargo, las variaciones entre el testigo y los
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dife ; i no pueden excluir la posible accién genotéxica sobre las células de los

linfocitos expuestos, principalmente para el VF, (Figura 9), donde se nota un incremento marcado en

la seriede 7a 9 i bios y particul: en {as dosis de 8 y 16 ug lo cual puede explicar el
en la fi iade ICH's dos y descritos en la figura 7.

FIGURA 10, DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE ICH's EN
LINFOCITOS HUMANGOS In vitro TRATADOS CON VCi,

50

40

30

PORCENTAJE

0 1.3 46 -9 10-12 1315 l6omis
NUMERO DE ICH'S/CEL

A pesar de que los resultados de las distribuciones no son significativos, podemos advertir
que en la serie de 1 a 3 intercambios se presenta un fenémeno similar en las grificas de ambas sales,
donde a las concentraciones mas altas, de 8 y 16 pg, hay una disminucién en el porcentaje de células

y en donde ia i6n de 8 pg el menor valor, datos que posiblememte no son

compensados a {o largo de los otros valores en el resto de los intervalos, o cual puede tener una
relacion directa con la disminucion observada en las figuras 7 y 8 (frecuencia de ICH’s parael VF,y
VCI; respectivamente), y que por un lado nos da la disminucion en la significancia esperada en 8 pg

de acuerdo a las dosis de 4 y 16 pg en el caso de VE,, y por el otro nos puede estar indicando que el

vanadio es el que esta ejerciendo ¢l mayor efecto genotéxico, independi de la valencia y

del ion acompafiante.
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La cinética de proliferacién de células de cualquier Grgano o tejido, es una constante que nos

[ der la duracién en tiempo del ciclo celular, y es un punto alternativo para detectar
posibles alteraciones sobre el ADN do por bidti drogas o cualquier otro agente.
La exposicién a ag bientales, en particular a ias quimi y la evaluaci6n de

su accién genotéxica ha adquirido gran importancia en las dos ultimas décadas. El uso de
indicadores de crecimiento celular como la viabilidad o el IM dan informacién para determinar la
Sxica; y la idad de eval p citostiticos llevé a la determinacion de la

accién
cinética de ciclo celular (CCC), pardmetro genotéxico que permite detectar alteraciones en la
velocidad de replicacién de una célula. La CCC puede ser referida como tiempo promedio
generacional (TPG), el cual depende del nimero de células que se han dividido una, dos, tres o miés
veces, aunque también puede ser referida como indice de replicacién (IR) (Lazutka, 1991); la

diferencia radica en que este indice no se da en tiempo.

La CCC se analizé mediante el patrén de tincion diferencial (Figura 3), por medio del
porcentaje de células en metafase que se encontrarén en primera (Figura 11a), segunda (Figura 11b)
y terceras o subsecuentes divisiones (Figura 11c). A partir de los datos de este parametro se

determino el tiempo, en horas, requerido para que una poblacién de células pueda dividirse (TPG).

Las evaluaciones de TPG se aprecian en las figuras 12 y 13. Nuestros resultados muestran
que en los linfocitos tratados con las sales de vanadio, sélo se incrementa el TPG significativamente
en la dosis mds alta de 16 pg/m! del vanadio aplicado en forma de VF,, en el cual se precisa 29.28 +
1.77 horas para cumplir un ciclo celular completo, 6.73 horas mds comparado a su testigo que
requiere 22.55 044 (P< 0.01), mientras que en las dosis de 2, 4 y 8 ug los resultados son 22.32 +
0.56, 25.22 + 0.58 y 25.88 + 1.27 en cada caso y de acuerdo al testigo (Figura 12). Los datos de el
TPG para el VCIy que este puesto no modifica estadisticamente el tiempo de divisién
en ninguna de las aplicaciones dado por 22.55 + 0.71 para 2 pg, 23.10 + 1.10 para 4 pg, 26.05 + 1.08
para 8 ug y 27.50 £2.75 para 16 pg, contra 22.92 + 0.30 del testigo (Figura 13).

La respuesta dosis-efecto no observo una correlacion lineal en el TPG, para ninguna de las
sales, a pesar de describir una ligera tendencia a alargar el tiempo de divisién al aumentar la dosis

(Figura 12 y 13). Elvalorde r parael vanadio tetravalente es igual a 0.6463 y para el vanadio
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FIGURA 1la. FOTOMICROGRAFIA DE CROMOSOMAS DE
LINFOCITOS HUMANOS EN METAFASE, DE PRIMER CICLO
DE DIVISION (100 X).
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FIGURA 11b. FOTOMICROGRAFIA DE CROMOSOMAS DE
LINFOCITOS HUMANOS EN METAFASE, DE SEGUNDO
CICLO DE DIVISION (100 X).
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FIGURA 11c. FOTOMICROGRAFIA DE CROMOSOMAS DE
LINFOCITOS HUMANOS EN METAFASE, DE TERCER
CICLO DE DIVISION (100 X).



FIGURA 12. EFECTO DEL VE, SOBRE EL TPG EN LINFOCITOS
HUMANOS In vitro.

TPG (horas)
3o

TESTIGO 1 4 1]
TRATAMIENTO (ug/ml)

##p<0.01 Con Prucbs d¢ ANDEVA-Tukey

trivalente es de 0.4868, mientras que la ecuacién de la recta es de Y=22.4359 + 0.4353 X en el caso
del primero y de Y=22.4366 + 0.3335 X para el segundo

FIGURA 13. EFECTO DEL VCI,SOBRE EL TPG EN LINFOCITOS
HUMANGOS In vitro.

8 3
5N

TESTIGO 2 4 1
TRATAMIENTO (pg/ml)
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Investigaciones recientes observan que ¢! V205 no modifica el TPG en dosis de 5.75. 11.5 y
23.0 pg/g en células de médula dsea de ratdn (Altamirano et al., 1993), mientras in vitro en la lnea

de células V79 de hamster Chino el mismo p en i de 1, 2y 3 ug/ml reflejan
una tendencia a disminuir el IR pese a que los ltados no son significati dife , dando
valores de 1.75, 1.70 y 1.40, de do a cada i6n, contra 2.18 del testigo (Zhong ¢t al.,
19%4).

En cultivo de linfoci h Migliore y colaborad: {1993), que

vanadatos de sodio y amonio, y vanadilo como sulfato, disminuyen el IR de tal manera que
tiende a d conforme ta la dosis, a pesar de que no son disti te significativos,
en concentraciones que van de 5 a 80 uM para todos los compuestos y con una disminucion

tuada en las aplicaci de 40 a 80 uM; equivalencias de 4.68 a 9.36 g NH,VO;/mli, 4.88 a

9.75 ug NaVOy/ml, 7.36 a 14.71 pg Na,VO,/mi y 6.40 a 12.80 pg/ml para SVO;. Por otro lado el

V205 en el mismo sistema de linfocitos b modifica fi el TPG en concentraciones

de 4y 6 pg con una diferencia en horas con respecto al testigo de 6.68 para la primera y de 4.75 para
la segunda y en dosis de 2 ug no muestra ser genotéxico (Roldén & Altamirano 1990).

Retomando lo anterior, la posibilidad de dafio causado por et VF, en las concentraciones de 4

y 8 pg de nuestros resultados, no debe ser excluido, ya que la diferencia en horas, 2.67 y 3.33, es

suficiente para considesar un retraso en el ciclo pese a que no sean disti dife De
igual manera los valores en las aplicaciones de 8 y 16 pg del vanadio aplicado como tricloruro, los
cuales no son diferentes contra su testigo, tampoco deben ser apartados y no ser considerados como
no genotéxicos pués sus diferencia en horas son de 3.13 y 4.48, tiempo suficiente en ¢! cual las
células se ven parcialmente detenidas en alguna parte del ciclo.

Este aspecto es importante ya que en otros estudios se propuso una correlacién de los
efectos in vitro e in vivo de un compuesto de vanadio aplicado como VOj’ (V,0s), donde se observo
un TPG s largo, con un retraso de 3.74 y hasta 5.71 horas, en cultivo de linfocitos humanos, en
relacidn a una menor taila (en peso) de fetos de ratén al nacimiento, los cuales a su vez presentarén
acortamiento de miembros (fetos de hembras tratadas con 8.5 mg/g de peso, del dia 6 al 15 de
gestacion). En cstas investigacion se propone que los efectos in viro, de interferencia del vanadio

con ¢l huso mitético y retraso en el TPG, los cuales ocaciona que la divisién se efectue de manera
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mds lenta y de forma defectuosa, podria estar diendo in vivo, reflejando por una en

el nitmero celular y cosecuentemente un pesp mas bajo y un menor desarrollo de los miembros

(Roldén & Altamirano 1990; Roldin, 1992).

La expresién de la cinética de divisipn celular en los cultivos depende también, de la
de funci bioquimicas cruciales pdra las células. Se sabe que el vanadio tienc una gran

{

finidad por tos en) fosfato (Nechay et al., |1986) y puede inhibir o estimular las ATP-asas de
Na*, K"y Ca®* (Cantley et al., 1977 y 1978; Phillips et al., 1982; Fuhrmann ¢t al., 1984; Mourck,
1987), de la 2,6-biofosf: y 6-fosfofructuo-2-ci (Gil et al., 1988), e inhibir la sintesis de

colesterol (Carson gt al., 1987) y de otras mucha protefnas asociadas a ciclos importantes para

{a funcionalidad e integridad de las células y que de alguna permiten

dichos efectos con el retraso en la capacidad proliferativa det linfocito.

Oftros estudios revelan que tanto e} vanagdato como el vanadilo en cultivo de fibroblastos
humanos, cultivo de calvaria de rata, en células 3T3 y 3T6 de ratén Suizo y Madin Darby de rifién de
bovino, en i de 40 uM pueden inhibir la sintesis de ADN, d da por medio de la
incorporacién de [3H](imidinn (Caspenter, 1981; Smith, 1983; Bracken & Sharma, 1985; Canalis,

1985) y cantidades superiores bloq {a incorporacitn de timidina de forma irreversible. Por otro
lado, se ha demostrado que el vanadio inhibe la actividad catalitica de la ADN polimerasa-a de
mamiferos, y a bajas dosis, de entre 107 a 10 M, aumenta la incorporacion de nucleétidos dentro
del ADN vy dosis mayores, de 10 M, inhiben la actividad enzimética; de la misma manera bloquea
fuertemente la actividad de otras enzimas que modulan los requerimientos de otras enzimas
intermediarias pero iales en la sintesis de Acidos feicos (Sabbioni et al.,, 1983; Cams &

Schelble 1990; Carns g1 al., 1990). Investigaciongs que proveen de heramienta para dar una

explicacion parcial en el retraso en la divisién de log linfocitos expuestos a las sales de vanadio de

valencia 4+ y 3+, debido posibl te a su accion|de bloguéo enzimatico o por inibicién en la

sintesis de ADN, ARN o proteinas.



CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

Los ftados obtenid que el tricloruro de vanadio (VCl;) es mas citotéxico

que el tetraflioruro de vanadio (VF,), ya que disminuye el IM en todas Jas concentraciones

empleadas, mientras que el VF, solo en las concentraciones més altas.

El VF, aumento ia frecuencia de ICH’s por célula en todas las concentraciones usadas, sin
modificar su distribucién, lo que nos sugiere una accién genotdxica por parte de este compuesto.
Contrariamente ¢! VCl; no modifico las frecuencias ni su distribucién de ICH’s, en ninguna de las

dosis, por lo cual, podemos decir que no tiene efecto genotdxico expresado como ICH's.

Con base en nuestros datos y a los antecedentes citados para el flior, proponemos que la
accién genotéxica del VF, esta dada principalmente por el catién vanadio (V*"), sin descartar el

efecto sinérgico por parte del anién flior (F).

De las dos sales empleadas el VF, modifico el TPG, induciendo un retraso en el tiempo
normal de divisién, lo cual enfitiza por un lado su accién citotéxica y por otro su accién

genotdxica. Sin embargo no podemos descartar el retraso en el TPG inducido por el VCI; puesto

que éste es ble con otros dios (con V,0s) en los cuales se vio alterada la cinética de
division,
Con respecto a la resp dosis-efecto no se observo una correlacién lineal, para ambos
p s en ninguno de los para os evaluado!

48



ESTA TESIS NO DEDE
SALIR UE LA BIBLIOVECA

Aardema, M.J, D.P. Gibson & R.A. LeBoeuf (1989) Sodium fluoride-induced
chromosome aberrations in differents atages of the cell cycle: a proposed mechanism. Mutat. Res.
223:191-203,

REFERENCIAS.

Abbas, AK., Linctman, HA. & 1.S. Pober (1991) Celiujar and molecular
W.B, Saunders Company. Harcovit Brace Jovanovich, Inc. Philadeiphia, USA. Cap. 2.

Abundis, HM. & P. Ramos (1994) Efecto del tiempo de cxposwlén enla genutoxncndad del
pentdxido de vanadlo (VzO;) en células somaticas de Drosophllla lanag 2¢
icano de Genética y 3° de Mutagé Carcinogénesi y T génesi

Amblcntal Pto. Vallarta, Jalisco, México, No. 282.

Alessio, L., M. Marinoni & A. Dell'Orto (1988) Biological monitoring of vanadium. En:
Biological monitoring of toxic metals. (Eds) Clackson W. T., Friberg L. Nordberg F. & Sanger R.,
Plenum Press. NY, Pag. 427-436.

Altamirano, L.M. (1987) Tincién diferencial de dtidas h sin Hoechst 33258.
Memorias de la IV Reunién Anual de la Sciedad Mexicana de Genética. UNAM, México. Pag. 23-

26.

Altamirano, M., M. E. Ayala, A. Flores, L.Morales and R. Domi (1991) Sex
differences in the effects of dium pentoxide administration to prepubertal rats. Med. Sci. Res.
19:825-826

Altamirano, L.M. (1992) Efectos mutagénicos v alteraciones del siclo celular reproductive
del ratén producidos pol pentéxido de vanadia, Tesis Doctoral . UNAM, México.

Altamirano, LM., B.L. Ajvarez & E.R. Roldan (19b3) Cytogenetic and teratogenic effects
of vanadium pentoxide on mice. Med. Sci. Res. 21:711-713.

Baroch, E.F. (1983) Vanadium and vanadiun alloys. En: Engyclopedia or chemical
technology, Jhon Wiley & Sons, NY. Cap. 23.

Bogden, §.D., H. Higashino, M.A. Lavenhar, J.W. B n, F.W. Kemp & A. Aviv (1982)

&'

Balance and tissue distribution of vanadium after shori-term ingestion of vanadate. J. Nutr.
112:2279-2285.

Boggs, D.R. & A Winkelstein (1985) El leucocito, El manual Moderno, México, Cap 1,2y

Bolailos, F. (1990) E! impacto hiolégico: problems ambiental contemporineo, UNAM,
México, Cap. S5y 7.

Bosque, M.A., J. Domingo & J.M. Llobert (1993) Variability in the embryotoxicity and
fetotoxicity of vanadate with the day of exposure. Vet. Hum, Toxicol. 35:1-3.

49



Bracken. M.W. & P.R. Sharma (1985) Cytotoxicity-related alterations of selected celiular
functions after in vitro vanadate exposure. Biochem. Pharmacol. 34:2465-2470.

Bravo, A.H. (1987) La contaminagién del aire en México, Universo Veintiuno, México.
Cap.4y6.

Brichard, S.M., W, Okitolonda & C. Henquin (1988) Long term improvement of glucose
h is by d in diabetic rats. Endocrinology 123:2048-2053.

Brusick, D. (1984) Consequences of genotoxic effects. En: Carcinogenesis and
mutagenesis testing. (Eds) J.F, Duglas. Human Press, Inc. USA. Cap. 3.

Brusick, D. (1987) Principles of genetic toxicology. Plenum Press, NY. Cap. 1-3.

Burrell, R., & D.K. Flaherty & L.J. Savers (1992) Toxicology of the immung system: a
human approach, Van Nostrand Reinhold. NY. Cap. 2 y3 .

Byrne, A.R. & L. Costa (1978) Vanadium in foods and in human body fluid and tissue. Sci.
Total Environm. 10:17-30

Canalis. E. (1985) Effect of sodium vanadate on deoxyrib leic acid and protein
synthesis in cultured rat Calvarie. Endocrinology. 116:855-862.

Cande, W.Z. & S.M. Wolniak (1978} Chromosome movement in lysed mitotic cells
inhibited by vanadate, J. Cell. Biol. 79:573-580.

Cantley, L.C., L. Josephson, R. Wamer, M. Yanagisawa, C. Lechene & G. Guidotti (1977)
Vanadate is a potent (Na,K)-ATPase inhibitor found in ATP derived from muscle. J. Biol. Chem.
252:7421-7423.

Cantley, L.C., M.D. Resh & G. Guidotti {1978) Vanadate inhibits the red cell Na* K
ATPase from the citoplasmic side, Nature 272:552-554.

Carns, D.C. & S.M. Schelbie (1990) Vanadate dimer and tetramer both inhibit glucose-6-
phosphate dehydrogenase from Z oides. Biochemistry 29:6698-6706.

Carns, D.C., EM. Willging & S.R. Butler {(1990) Vanadate tetramer as the inhibiting
in enzy ions in vitro and in vivo. J, Am. Chem. Soc. 112:427-432.

Carrano, A.V. & D.H. Moore (1982) The rationale and methodology for cuantifing sister
chromatid exchange in humans. En: Mutagenicity;: New horizons in Genetic Toxicology. (Eds) J.A.
Heddle. Acad. Press. NY. Cap. 10.

Carrano, A.V, & A.T. N jan (1988) Considerations for population monitorig using
cytogenic techniques, Mutat. Res. 204:379-406.

Carpenter, G. (1981) Vanadate epidermal growth factor and the stimulation of DNA
sinthesis. Biochem. Biophy. Res. Common. 102:1115-1121.

50



Carson, B.L., H.V. Ellis & J.L. McCann (1987) Toxicology and biological monitoring of
metals in bumans, Lewis Publishers, Inc. Pag. 276-289.

Caspary, W.J., B. Myhr, L. Bowers, D. McGregor, C. Richar & A. Brown (i1987)
Mutagenic activity of fluorides in mouse lymphoma cells. Mutat. Res. 187:165-180.

Cherian, G. (1985) Metallothionein and metal toxicity, CRP Press, Boca Raton, FL.

Cohen, M.D., C.B. Klem & M. Costa (1992) Forward mutations and DNA-protein

links induced by metav in lian cells. Mutat. Res. 269:141-
148
Cole, J. W.J. Muriel & B.A. Bridges (1986) The mutagenicity of sodium fluoride to
L5178Y-TK"" mouse lymphoma cells. M is 1:157-167.

Dean, BJ. & N. Danford (1984) Assay for the d ion of chemically induced
h d in cul lian cell. En: Mutagenicity testing, (Eds) S. Venitt & J.M.
Parry. IRL Press, Oxford. Cap. 7.

Donalson, J., R. Hemming & F. LaBella (1985) Vanadium exposure ent lipid
peroxidation in the kidney of rats and mice. J. Physiol. Pharmacol. 63:196-199.

Duffus, J.H. (1983) Toxicologia ambiental, Omega, Barcelona Espaiia.

Elinder, C.G., L. Gerhard & G. Oberdoerster (1988) Biological monitoring of toxic
metals- overview. En: Biological monitoring of toxic metals, (Eds) Clarkson W. T., Friberg L.
Nordberg F. & Sanger R., Plenum Press. NY. pag. 1-72.

Frazicr, J.M. (1992) Scientific perspectivcs on the role of in vitro toxicity testing in
hemical safety evaluation. En: [n vitra methods in toxicology. (Eds) G. Jolles & A. Cordier.
Academic Press Ltd. Londres. Cap. 26.

French, R.J & J.H. Jones (1993) Role of vanadium in nutrition: metabolism, essentiality
and dietary considerations. Lif. Sci. 52:339-346.

Friberg, L. & G.F Nordberg (1986) En: Handbook on the toxicology of metals, (Eds) L.
Fribrg, G.F. Nordberg & V. Vouk. Elsevier Sci. Pub. Cap. 1.

Fuhrmann, G.F., J. Hittermann & P.A. Knauf (1984) The mechanism of vanadium action
on selective K'-permeability in human erythrocytes. Biochim. Biophys. Acta. 769:130-140.

Gil, J., M. Miralpeix, J. Carreras & R. Bartrons (1988) Insulin-like effects of vanadate on
glucokinase activity and fructose 2,6-biophosphate levels in the liver of diabetic rats. J. Biol.
Chem. 263:1868-1871.

Gilli, A., R. Vellosi, R. Ficrio, C. Della Croce, R. del Carratore, E. Morichetti, L

Giromini, D. Rosellini, & G. Bronzetti (1991) Genotoxicity of vanadium compouds in yeast and
cultured mammalian cell. Teratogen. Carcinogen. Mutagen. 11:175-183.

51



Goémez, M., DJ Sénchez,.lL Dommgo&.l Corbella (1992) Embryotoxic and teratogenic
effects of intrap Ily ad date in mice. J. Toxicol. Environm. Heaith

37:47-56.

Gutiémrez. C., G.G. Gonzilez & P. Hernandez (1983) Analysis of baseline and BdrU-
dependent SCEs at different BrdU concentrations. Exp. Cell. Res. 149:461-469.

Heide, M., W. Legrum, K.J. Netter & G.F. Fuhrmann (1983) Vanadium inhibits oxidative
drug demethylation in vivo in mice. Toxicology 26:63-71.

Heylinger, C.E., A.G. Tahiliani & J.H. McNeill (1985) Effec of vanadium on elevated
blood glucose and depressed cardiac performance of diabetic rats. Science 227:1474-1477.

Hoffman, G.R. (1981) Overview of genetic toxicology. En: Genetic toxXicology, Plenum
Press. NY.

Inazs, T, T. Taniguchi, S. Yanagi & H. Yamamura (1990) Protein-tyrosine
phosphorylation and aggregation of intact human platelets by vanadate with H,0,. Biochem.
Biophys. Res. Comm. 170:259-263.

Ivett, J.L. & R.R. Tice (1982) Average generation time: a new method of analysis and
quantitation of celiular proliferation kinetics. Environm. Mutagen. 4:358.

Jack J.F. & HF.Linsk (1982) Metal ion induced heduled DAN synthesis in
Petunia pollen. Mol. Gen. Genet. 187:112-115.

Jhonson, J.L., H.J. Choen & K.V.R 1] lan (1974) Studies of dium toxicity in the

rat lack of correlation whit molybdenum utilitation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 56:940-946.

Jones, M.M. & M.A. Basinger (1983) Chel, id for sodium vanadate and vanadyl
sulfate intoxication in mice, J. Toxicol. Environm. Health 12:749-756.

Kalatzis, G., D. Katakis, E. Vrach & J. Kc (1988) A hanistic study of the
reduction of cystine by vanadium(ll} in the pH range from 7.5 to 12, Inorg. Chim. Acta
151:191:195,

Kato, H. (1974) Spontaneous sister chromatid exchanges detect by a BUdR-labeling
method. Nature 251:70-73.

Kato, H. (1977) Spontaneous and induced sister cromatid exchanges as revelated by the
BUdR-labeling method. Rev. Cytology 49:55-97.

Kato, H. (1980) Evidence that the replication point is the site of sister chromatid exchange.
Cancer Genet. Cytogenet. 2:69-77,

Kawai, T., K. Seiji, T. Watanave, H. Nakatsuka & M. lkeda (1989) Urinary vanadium as a
biological indicator of exposure to vanadium. Int. Arch. Occup. Environ. Health 61:283-287.

Klein, J. (1990) Immunology blakswell, Scientific Publications. Gran Bretafia, Cap. 3y 11.

52



Lagerkvist, G., G.F, Nordberg & V. Vouk (1986) Vanadium. En: Handbook the toxicology
and metals. Elsevier Sci Publishing Co. Inc. Holanda. Vol II. Cap. 27.

Latt, SA (1973) Microfluorometric detection of deoxyribonucleic acid replication in

h I chr Proc. Nac. Acad. Sci. USA. 70:3395-3399.

Latt, S.A. (1974) Sister ch id h indices of human ch d and
repair: d ion by fl and induction by mytomicina C. Proc. Nac. Acad. Sci. "USA.
8:3162-3166.

Latt, S.A. (1979) Sister ch td exchanges. G ics 92:83-95.

Latt, S. & R.R. Schreck (1980) Sister chromatid exchange analysis. Am. J. Hum. Genet.
32:297-313.

Latt, S.A., J. Allen, S.E. Bloom, A. Carrano, E. Falke, D.Kram, E. Schneider, R. Schreck,
R. Tice, B. Whitfield & S. Wolff. (1981) Sister-cromatid exchanges: a report of the gene-tox
program. Mutat. Res. 87:17-62.

Latt, S.A,, R.R. Schreck, A. D’Andrea, TN Kaiser, F. Schlesmger, S. Lester & K. Sakai.
(1984) Detection, significance, and mechanism of sister ch formation: past
experi curent pts, future challenges. En: Sister chromatid exchanggs (Eds) Tice, R.R.

& A. Hollander. Plenum Pub. Co. NY. Pag. 11-39,

Lazutka, J.R. (1991) Replication index in cul d human lymphocytes: methods for
statistical analysis and possible role in genetic toxicology. Environm. Mol. Mutagen. 17:188-195.

Léonard, A. & G.B. Gerber (1994) Mutagenicity, inigenicity and teratc icity of
vanadium compounds. Mut. Res. 317:81-88. :

Lenhinger, A.L. (1980) Bioquimica, 2* ed. Omega, Barcelona Espafia. Cap. 8.

Lemer, R.A. & F.J. Dixon (1973) The human lymphocyte as an experimental animal. Sci.
Am, 228:82-91,

Li, Y., N.A. Heerema, A.J. Dunipace & G.K. Stockey (1987) Genotoxic effects of fluoride
evaluated by sister-chromatid exchange. Mutat. Res. 192:191-201.

Lindahl, K.K. & S. Shall (1984) DNA repair and sister chromatid exchanges. En: Sister
chromatid exchanges, (Eds) Tice, R.R. & A. Hollander. Plenum Pub. Co. NY. Pag. 305-311.

Lépez, V., T. Stevens & R.N. Lindquist (1976) Vanadium ion inhibition of alkaline

h talyzed phosphate ester hydrolysis. Arch, Biochem. Biophys. 175:31-38.

Maher, VM. & J.J. McCormick (1982) Measurement of mutations in somatic cell in

culture. En: Mutagenigity: New horizons in genetic toxicology. (Eds) J.A. Heddles. Acad. Press,
NY. Cap. 8.

53



Margolin, B.H. & M.D. Shelby (1985) Sister cromatid exch a ination of the
evidence for sex and race diferences in human. Environm, Mutagen. 4: 63-72

Marques, M.J. (1988) Probabilidad y estadistica, UNAM, México.

Michibata, H, J. Uchiyama, Y. Seki. T. Numakunai & T. Uyama (1992) Accumulation of
vanadium during embryogenesis in the dium-rich Ascidian, Ascidia g Biological
Trace Element Res. 34:219-223.

q

Migliore, L., R. Bocciardi, C. Macri & F, Lo Jacono (1993) Cytogenetic damag
in human lymphocytes by four di ds and 1 unalysls by fl in
situ hybridization with a ic probe. Mutat. Res. 319:205-213.

Mongold, JJ., GH. Cros, L. Vian, A, Tep, S. Ramanadham, G. Siou, J. Diaz & J.H.
McNelll (1990) Toxicological aspects of dy! sulphate on diabetic rats: effects on vanadium

les and p ic B-cell hology. Pharmacol. Toxicol. 67:192-198.
Montaldi, A., L. Zentilin, P. Venier, 1. Gula, V. Bianchi, S. Paglialunga & A.G. Levis
(1985) lnteracnon of nitrilotriacetic acid whit heavi metals in the induction of sister ch id
in |ian cell. Envirc | Mutag, is 7:381-390.

Morales, P.R. (1980) Analysis in vivo of sister chromatid cxchangc in mouse bone marrow
and salivary gland cells. Mutat. Res. 74:61-69.

Morales, R.P. (1988) El dafio a la informacién genéti 4 y los i bios de crométidas
hermanas. Ciencia y Desarrollo 14:65-72.

Mourek, J. (1987) Effect of vanadiun on (Na*-K")-stimulated ATPase activity in the brain
of rats of diferent ages. Physiol. Bohemoslov 36:341-346.

Moutschen, J. (1985) Intreduction to genetic toxicology, Jhon Wiley & Sons, NY. Cap. 1-
Mudry, M.D., M. Labal, I. Larripa, S. Bricux & O. Colillas (1981) Utllldad del método de

intercambio de crométidas hermanas en la d ion de posibles ag g Medici
(Buenos Aires) 41:173-176.

Myron, D.R., S.H. Givand & F.H, Nielsen (1977) Vanadium content of select food as
determined by flameless atomic absorption spectroscopy. J. Agric. Food Chem. 28:79-82.

Natarajan, A.T. & G. Obe (1982) Mutagenic testing with cultured mammalian cell.
Citogenetic assay. En: Mutagenicity: New horizons in genetic toxicology. (Eds) J.A. Heddle.
Acad. Press, NY. Cap. 7.

Navas, P., A. Hidalgo & G. Garcia Herdurgo (1986) Citokinesis in onion roots: inhibition
by vanadate and caffeine. Experientia 42:437-439,

54



Nechay, BR., L.B. Nanninga & S.E. Nechay (1986) Vanady! (VI) and vanadate (V)
bmdmg to selected endogenous phosphate, carboxyl, and amino ligand; calculations of celfufar
distribution. Arch. Biochem. Biophys. 251:128-138.

s

Ortiz Monasterios, P.F., C. Cortinas de Navas & Maffey Garcia (1987) Mangjo de los
desechos peligrosos industriajes en México. Universo Veitiuno, México. Cap. |-3.

Owusu Yaw, 1., M.D. Choen, S.Y. Fernando & C.I. Wei (1990) An assessment of the
genotixicity of vanadium. Toxicol. Lett. 50:327-336.

Perry, P. E. & E.F. Thomson (1984). The methodology of sister chromatid exchanges. En:
Handbook of mutagenicity test procedures, (Eds) B.J. Kilbey, M. Legator, W. Nichols & C. Ramel.
Elsevier Sci. Pub. Holanda. Cap. 24.

Perry, P. & S. Wolff (1974) New Giemsa method for the differential staining of sister
chromatids. Nature 251:156-158.

Phillips, T.D., B.R. Nechay & N.D. Heidelbaugh (1983) Vanadium: chemestry and the
kidney. Fed. Proc. 42:2969-2973.

Phillips, T.D., B.R. Nechay, S.L. Neldon, L.F. Kubena, N.D. Heidelbaugh, E.C. Shept
AF, Stein & A.W. Hayes (1982) Vanadium-induced inhibition of renal Na*, K*-adenosinetri-
phosphatase in the chiken afier chronic dietary exposure. J. Toxicol. Environm. Health 9:651-661.

Prival, M.J. (1980) Genetic toxicologic: regulatory aspects. J. Environm, Patol. Toxicol.
3:99-111.

Ramirez, L., L. Vega, M.E. Gonsebatt & W.P. Ostrosky (1994) Estudios de la actividad
aneuploidogenica del pentéxido de vanadio y arsenito de sodio por hibridizaci6n fluorecente in situ
(FISH) en nicleos interfasico. Resumenes, 2° Congreso Latinoamericano de Genética y 3° de
M énesis, Carcinogénesis y Tt énesis Ambiental. Pto. Vallarta, Jalisco, México. No.58.

& &

Rehder, D. (1991) The bioinorganic chemestry of vanadium. Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
30: 148-167.

Rolddn, R.E. (1992) Efecto mutagénico y teratogénico del pentdxido de vanadio, Tesis de
Maestria, UNAM, México.

Roldén R.E., C. Aguilar & L.M. Altamirano (1994) Efecto de la cafeina y el pentéxido de

ticado en dife ciclos de replicacién sobre el indice mitético, intercambio de
crométidas hermanas y ciclo cefular en linfocitos humanos m vitro. Resumenes, 2° Congreso
Lati icano de Genéti y3°de“ uz s C . q. }'T ut is Ambi I, Pto.

Vallarta, Jalisco, México. No. 250.

Roldin, R.E. & L.M. Altamirano (1990) Chromosoma!l Aberrations, sister chromatid
exchanges, cell-cicle kinetics and satellites association in human lymphocytes culture exposed to
vanadium pentoxide. Mutat. Res. 245:61-65.

55



Roldén, R.E., S.H. Hemindez & L.M. Altamirano (1995) G icity of di
tetraoxide (V,04) in human lymphocyte cultures. Environm. Molec. Mutagen. Suplemento, 25:45.

Sabbioni, E., A. Brazzelli, & L. Clerici (1983) Dife effects of dium ions on some
DNA-metabolizing enzymes. J. Toxicol. Environm. Health 12:737-748.

Sabbioni, E., G. Pozzi, A. Pintar, L. Casella & S. Garattini (1991) Cellular retention,
cy ity and hological transft ion by dium(IV) and dium(V) in BALB/3T3
cell lines. Carclmgenexls 12 47-52,

Sakurai, H. (1994) Vanadium distribution in rats and ADN cleavage by vanadyl complex:
implication for vanadium toxicity and biological effects. Environ. Health Perspect. 102:35-36.

Sakurai, H. , S. Shi K. Fukuzawa & K. Ishizu (1980) D: ion of o: di
(IV) and characterization of its ligand environment in subcellular fractions of the liver of rats
tréated with pentavalent vanadium (V). Biochem. Biophys. Res. Commun. 96:293-298.

Schvartzman, J.B., V.J. Goyanes & R.R. Tice (1984) DAN damage persistence and site
specificity in SCE fonnanon En: Smg: chromatid exchanges. (Eds) Tice, R.R., & A. Hollaender.
Plenum Pub. Co. NY.

Schvartzmnn, J.B. & C. Gutiérrez (|980) The relationship between the cell time available
for repair and the effecti ofad g in provoking the formation of sister-
cromatid exchanges. Mutat, Res. 72: 483-489

Schvartzman, J.B. & R.R. Tice (1982) 5-Bromodeoxyuridine and its role in the production
of sister chromatid exchanges, En: Sister chromatid exchange. (Eds) Alan R. Liss, Inc. NY. 8:123-
134.

Scott, D., S.M. Galloway, R.R. Marshall, M. Ishidate, D. Brusick, J. Ashby & B.C. Myhr
(1991) Genotoxicity under extreme culture conditions. Mutat. Res. 257.147-204,

Sharma, R.P.,, J.S. Flora, D.B. Drown & S.G. Oberg (1987) Persistence of vanadium
compunds in tungs after intracheal instillation in rats. Toxicol. Industrial Health 3:321-329.

Sharma, A. & G. Talukder (1987) Effects of metals on chromosomes of higher organisms.
Environm. Mutagen. 9:191-226.

Sheriff, D.S. (1991) Effect of vanadium on rat liver and testicular glutathione (GSH) and
lipid peroxide levels. Reprod. Toxicol. 5:513-515.

Siemon, H., H, Schneider & G.F. Fuhrmann (1982) Vanadium increases selective
K* permeability in human erythrocytes. Toxicology 22:271-278.

Singh, O.P. & A. Sharma (1980) Effecs of certain metallic pollutants in plants genetic
systems: a reviw. Nucleus 23:15-19.

Smith, J.B. (1983) Vanadium ions stimulate DNA synthesis in Swiss mouse 3T3 and 3T6
cell. Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 8:6162-6166.

56



Stokinger, H.E. (1981) The metals. En : Patty’s industrial hygienc and toxicofogy, 3* Ed.
Vol. lIA. Clayton, G.D. & Clayton, F.E. Eds, Jhon Wiley and Sons, NY.Cap. 29

Strout, H.V., P.P. Vicario, R. Saperstein & E.E. Slater (1989) The insulin-mimetic effect of
vanadate is not correlated with insulin receptor tyrosine kinase activity nor phosphorylation in
mouse diaphragm /n vivo. Endocrinology 123:1918-1924.

Taylor, H.J. (1958) Sister ch tid exch in tritum-labeled crc G
43:515-529.

Thus, R. & M. Ronne (1982) Localization of SCEs and their possible relationship to dA-dT
of dG-dC clusters, respectively, in Chinese h V79-E ch Hereditas 96:295-298.

(! 3

Tice, R. & E.L. Schneider (1976) D ion of sp sister
exchanges in vivo, Exp. Cell. Res. 102:426-429.

Vargss, J.L., F. Anieto, J. Cervera & E. Knecht (1989) Vanadate inhibits degradation of
shon-hved but not of long-lived, proteins in L-132 human cells. Biochem.J. 258: 33-40

Ven:ruyssc, A. (1984) Metals in human toxicology. En: Hazardous metals in human
toxicology. (Eds) A. Vercruysse. Elsevier Sci. Pub, Parte B. Holanda. pag. 3-15.

Villalobos, H.E.A. (1987) Vanadium’s teratogenic effects in pig. Rev. Latin. Genet. 1:54-
58.

Vouk, V. (1986) General chemistry of metals. En: Handbook on the toxicology of metals,
(Eds) L. Fribrg, G.F. Nordberg & V. Vouk. Elsevier Sci. Pub. Cap. 1.

Waksvik, H., P. Magnus & K. Berg (1981) Effects of age, sex and genes on sister
chromatid exchange. Clin. Genet. 20:449-454,

Waters, M.D., D.E. Gardner & D.L. Coffin (1974) Cytotoxic effects of vanadium on rabbit
alveolar macrophages in vitro. Toxicol. Appl. Pharmacol. 28:253-263.

Watson. J.D. & F.H.C. Crick (1953) Moleculas structure of nucleic acids. Nature 171:737-

738.

WHO. (1985) Guidelines for the study of genetic effects in human populations. IPCS.
Environmental Health Criteria. No. 46, World Health Organization, Génova.

WHO. (1988) Enviromental Health Criteria, No. 81. Yanadium. Génova.

Witkowska, D., R. Oledzka & B. Pietrzyk (1986) Influence of intoxication with vanadium
compounds on the intestinal absorption of calcium in the rat. Bull. Environm, Contam. Toxicol.
37:899-906.

Wolff, S., J. Bodycote & R. B, Painter (1974) Sister chromatid exchanges induced in
Chinese hamster cells to pass through S. Mutat. Res. 25:73-81,

57



Wolff, S. & P. Perry (1974) Differential Glemsa staining of sister chromatids and the study

of sister ch id ges without autoradiography. C: 48:341-363.
Yin, X., A.J. Davison & Siu-Sing-Tang (1992) Vanadate-induced in

mouse C127 cells: roles of oxygen derived active species. Molec. Cell, Blochem llS 85 96.
Younes, M., E. Kayser & O. Strubelt (1991) Effect of id on date-induced

toxicity towards isolated perfused rat livers. Toxicology 70:141-149,

Zambrano, A F. (1982) Reparacién del ADN: dafios por ag fisicos y quimi Ser.
Biol. 1:163-175.

Zaporowska, H. (1994) Effects of vanadium on L-ascorbic acid concentration in rat tissues.
Gen, Pharmacol, 25:467-470,

Zeiger, E., M.D, Shelby & K.L. Witt (1993) Genetic toxicity of fluoride. Mutat. Res.
21:309-318.

Zhong, B.Z,, Z.W. Gu, W.E. Wallace, W.Z. Whong & T. Ong (1994) Genotoxicity of
vanadium pentoxide in Chinese hamster V79 cells. Mutat. Res. 321:35-42.

58



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones y Comentarios
	Referencias



