=26 2

2«0 ~
=, sco UNNERSIAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXIGO ~J

ESCUELA NACIONAL DE ESTUDIOS PROFESIONALES
"ZARAGOZA"

EFECTOS MUTAGENICO Y TERATOGENICO
DEL PENTOXIDO DE VANADIO

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN [INVESTIGACION EN
BIOLOGIA DE LOS SISTEMAS HUMANOS

P R E S E N T A

BIOLOGA ELIA ROLDAN REYES

DIRECTOR DE TESIS:
M. EN C, MARIO A. ALTAMIRANO LOZANO

MEXICO, D, F. 1992



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS ST
RESUMEN . iii-
CAPITULO X
1.~ INTRODUCCIOR 1
1.1) CONTAMINACION Y ENFERMEDAD 1
1.2) GENETICA TOXICOLOGICA 4
1.3) INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH'’Ss) 8
1.4) CINETICA DE LA DIVISION CELULAR (C.D.C.) - ‘9
1.5) MECANISMOS DE REPARACION . o 10
1.5.1) Fotorreactivacién ) i )
1.5.2) Reparacién por escisién . ‘13
1.5.3) Reparacién postreplicativa o :
por recombinacién - : s :1j5 .
Reparacién por recombinacién en .
mamiferos . 15
1.5.4) Reparacién S.0.S. s 15
1.5.5) Reparacién y mutagénesis ) 16
1.5.6) Inhibidores de la reparacién o7
1.6} TOXICOLOGIA REPRODUCTIVA ) ‘2‘2
1.6.1) Pruebas utilizadas en Toxicologia . . .
Reproductiva 27
1.6.2) Exposicién durante todo '
el cicleo reproductivo 28

1.6,3) Exposicién durante partes .
del ciclo reproductivo el 28



1.7): EL RATON COMO MODELO DE ESTUDIO EN TERATOGENESIS 3

1.7. 1) Embrlogénesis‘
1.7.2) organogénesip

1.3) METALES

1.8.1) Vanadio e ’ i s

1.8.2) cinética del vanadio

JUSTIFICACION
HIPOTESIS
OBJETIVOS

CAPITULO TII

2.— MATERTAL Y METODOS
2.1) MUTAGENESIS

2.1.1) cCultivos

2.1.2) Tratamientos

a) Lotes

2.1.3) Andlisis estadistico
2.2) TERATOGENESIS

2.2,1) Animales

2.2.2) Analisis estadistico
CAPITULO IXX

— RESULTADOS Y DISCUSION
3.1) MUTAGENESIS

3.2) EFECTOS SOBRE LA GESTACION

30

32

133~
"35-7
1238

a3,

48

50

51

.52
52

537

53

53

'56: 7“-

56-
56
57

S9
59

78



3.3) ANOMALIAS ESQUELETICAS
3.4) COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

CAPITULO XV

4 .- REFPERENCIAS

PUBLICACIONES

84
as

90"~

110



FIGURA 1
Incorporacién de BrdU.en. cro
dos ciclos de replicaciéh.

EIGURA 2
Fotomicrografias de cromosomas:.de
de primer, sequndo y terce; cicl

EIGURA 3 y
Estructura quimica de la ca

EIGURA 4

Proceso reproductivo.

FIGURA 5
Periodos de tratamiento ‘en
Reproductiva.

FIGURA 6
Embriogénesis en ratén.

FIGURA 7
Cinética del wvanadio.

FIGURA 8
Protocolos de aplicacisdn de la cafeina.

FIGURA 8
Frecuencia de ICH’s en Jlnfocitos humanos. tr

a diferentes concontracicnes.

10

las 0 horas.

FIGURA 12 ;
Distribucién de ICH’s/cé&lula.en culti
las 24 horas.

ratados con'cafeina a

67

FIGURA 13
s ‘tratados’ con cafeina a

Distribucién de ICH’s/célula en culti
las 48 horas.




FIGURA 14 :
Efecto de la cafefna (0 H) sobre la cinética de‘divi i
linfocitos humanos tratados jin v1tgo con V205.

FIGURA 15

Efecto de la cafeina (24 H) sobre la cinética”d
linfocitos humanos tratados in vitre con Vy0g5.:7

FIGURA 16
Efecto de la cafefna (48 li) sobre la cinética.'de’div

linfocitos humanos tratados in wvitro econ Vy05.
TABLA 21

Compuestos quimicos capaces de alterar el proceso reproductiv
el desarroclllo de los organismos.

TABLA 2 Cdon

concentraciones de vanadio en el ambiente y en algunos alxmentos. 5

TABLA 3 62’
Cinética del ciclo celular, tasa de proliferacién (TPL) Yy
frecuencia de ICH’s en cultivos de linfocitos humanos tratados

con cafeina a las 24 horas.

TABLA 4 79

Efectc embriotéxico del pentéxido de vanadio en ratones hembra
tratados durante la gestacién (dia 6 al 15).

TABLA 5 82
Anomalias presentes e los fetos de ratones hembra tratados con
pentéxido de vanadio durante la gestacién (dfa € al 18},

TABLA & 86
Efecto del pentéxido de vanadio sobre el proceso de osificacién
en fetos de ratones hembra tratados durante la gestacién (dia 6
al 15).



RESUMEN

En la Qltima d&cada el vanadio ha destacado, debido al
amplio uso que se le da en las industrias y a su acumulacioén
gradual en el aire, el suelo, el agua 'y los organismos. Este
metal se encuentra dentro de los grupos de elementos peligrosos
para la salud.

Resultados previos mostraron que el pentdxido de vanadio
(V,05) aplicado a cultivo de lifocitos humanos in vitro en
concentraciones de 2,4 y 6 ug/ml no incrementa la frecuencia de
aberracicones cromosdmicas estructurales (ACE) ni la de
intercambio de cromdtidas hermanas (ICH’s), sin embargo es capaz
de alterar el aparato mitetico, lo cual se muestra en el
incremento en la proporcién de células poliploides, modifica la
distribucidn de ICH’s por célula y la duracidn del ciclo celular
(TDL) .

La posibilidad de que éste compuesto produzca lesiones que
al ser reparadas no se puedan expresar como ICH’s fue
considerada, por lo que en la presente investigacidn se utilizd
cafeina (en combinacién con el vanadioc), como inhibidor de 1la
reparacion, porgue se sabe que la cafeina es capaz de interferir
con &ste proceso en el Acido desoxirribonucléico (ADN), ya que
potencializa los efectos genotdoxicos de otros agentes como las
radiaciones y los agentes alquilantes. Los resultados obtenidos
son, en los cultivos tratados con las miswas concentraciones
mencionadas de V,0g5 o cafeina (20 ug/ml aplicada a las 0, 24 & 48
horas), la frecuencia de ICH’s no se modificd. Cuando el vanadio
se combind con la cafeina, y se aplicdé a las cero horas, la
frecuencia de ICH’s no se modificé, sin embargo, a las 24 y 48
horas de cultivo hubo un aumento en las frecuencias de ICH’s a
las concentraciones de 6 ug/ml (7.64 * 0.59), para el primer caso
Y para 4 ug/ml (/.oU r 0.46) y & ug/ml {3.5C * 0.2} para el
segundo, (vs 5.88 * 0.21, P< 0.05, 0.01 y 0.001,).

Con respecto a la TDL, se modificd en las concentraciones de
4 y 6 ug/ml de pentéxido de vanadio (30.15 y 22.38 vs 25.26 P<
0.05 y 001). Cuando se aplicé cafeina a las 24 horas la TRL
disminuyé (23.55 vs 25,26); y cuando se adiciond a las 48 horas
este parametro se incrementd (29.0 vs 25.26, P< 0.05). En los
tratamientos con vanadio en combinacién con cafeina se encontré
que a las cero y 48 horas de aplicada la cafeina la TDIL aumentd
(30.77 y 30.97 vs 25.26, P< 0.01), a las concentraciones de 6 y 4
ug/ml respectivamente.

Por otro lado, durante esta investigacién a ratones hembras
gestantes se les inyectd intraperitonealmente pentéxido de
vanadio en una concentracién de 8.5 mg/Kg de peso, del dia 6 al
15 de gestacidon. Los resultados mostraron que el compuesto
gquimico utilizado causo: disminucidn en el peso fetal (1.04 %
1.05 vs 1.39 *+ 0.05 g P< 0.001), aumento del porcentaje de
camadas con fetos anormales (23.07 vs 60.0 % P< 0.05,), y también



un incremento en el porcentaje de fetos anormales (10.07 vs 2.42,
P< 0.05). La proporcidn de sexos se modificd (62.41 9% / 37.59 44
vs 44.35 92 / 55.65 84, P< 0.05). De las malformaciones observadas
el acortamiento de miembros se incremento significativa en el
lote tratado (5.36 vs 0.0%, P<0.0l1). A nivel de sistema oséo se
observd una reduccidn en el nimero de centros de osificacidn de
miembros superiores e inferjores (8.95 * 0.33 vs 13.45 % 0.07 y
6.25 % 0.41 vs 14.66 t 0.52 P< 0.005) respectivamente; vy
alteraciones en la morfologia de las costillas (4/101 vs 0/80).

Los resultados muestran que el pentéxido de vanadic es un

agente mutagénico y teratogénico y gue existe una correlacién
entre ambos efectos. !

iv



1.—~ INTRODUCCION

1.1) CONTAMINACION Y ENFERMEDAD

En el planeta se conocen cerca. de 6 millonesb dg‘elementés
quimicos, tanto naturales como sintéticos, . de“los cuale#ieht?e
70,000 y 80,000 son de uso cotidiano, aumentando anualmente’entre
500 y 1000 compuestos difcrentes (IRPTC,1985).

Una de las preocupaciones de hoy dia es la interaccién. de
estas sustancias con el hombre y su posible repercusién sobre
la salud, debido a gue existen numerosas evidencias que han
mostrado gue son muchas las sustancias que pueden producir dafio
en el organismo (Carson et al.,1987; ECETOC,1983). Ademds del
poder téxico de estos compuestos, algunos son capaces de alterar
de manera importante el material genético, originando mutaciones
que dan lugar al desarrollo del cancer o la aparicién de
malformaciones (Kallén, 1987).

Diversos estudios han mostrado que las alteraciones
cromosémicas son una de las causas mas importantes de la
morbilidad y mortalidad en el hombre , alteraciones que se
acocian en gran proporcién a muchas de las muertes fetales
tempranas, de la muerte de algunos recién nacides, de la mayoria
de los casos de retraso mental, de algunas malformaciones
congénitas. Se asocian también problemas de fertilidad y muchas
otras enfermedades (Hook, 1981; Smithells, 1987).

En las Gltimas décadas un sintmero de reportes cientificos y

de divulgacién han mostrado su creciente preocupacién por la



elevada freduencia de caso con problemas eproductivos en el

hombre y al aumento en el indxce .de malfcrmac1ones congénitas

{Houge, 1984).

En" muchos péiéés,t ;las malformaciones
congénitas constituye 4s’ frecuente de morbi-

mortalidaad infant11 (MutCh nick g& Ql.,lsss) Los estudios

epidemiolégicos real;zados uestran que ‘la frecuencia de estas
unomalfas varia ente el s y el 7 %, aunque se sabe que estas
cifras no reflejan la realidad del problema, debido en gran
medida a que existen algunas alteracicnes que no son detectadas
al nacimiento, por 1lec que estas escapan a las estadisticas
(Guzman-Toledano, 1986)

Entre 1978 y 1985 el Programa Mexicano de Registro y
vigilancia Epidemiol6gica de Malformaciones Congénitas Externas
registré 248,934 nacimientos de nifios vivos, de los cuales 4,701
presentaban alguna malformacién, mientras gque mismo

se

periodo, de 4480 casos de nacimientoc de ni
encontrd que 504 estaban malformados (Mutchinick et al,. 1988).
Dentrs de los factores que juegan un papel importante en la
etiologia de las malformaciones podemes mencionar: la edad
materna, la nutricién, las enfermedades, las alteraciones
cromos6micas o genéticas y a la exposicién a agentes quimicos.
Este Gltimo merece especial atencién ya que los compuestos
quimicos se encuentran presentes en el medio en gue se
desenvuelve la mujer fértil y la embarazada (ECETOC,1983;

Houge, 1984)



Junto con las malformacipnes congénitas se'han podido
enconirar diversas alteraciones relacionadas con -las exposiciones
a_estoé Eibds de agentes. Se puede mencionar como ejemplo la
teratsspérmia, la infertilidad, el aumento en la frecuencia de
abortos espontineos y 1los nacimientos prewmaturos, todas ellas
juegan un papel importante en la alteracién del proceso normal
reproductivo (ECETOC, 1983; Hogue, 1984; Palmer, 1980).

Al conocer el problema que implican los efectos de los
agentes quimicos, en muchos paises, las Agencias de Proteccién
Ambiental, antes de autorizar la utilizacién de alguna sustancia
de uso humano, recomiendan que ademds de las pruebas de an8lisis
mutagénico se realicen una serie de ensayos para poder detectar
los posibles efectos que, sobre la reproduccién y el desarrollo,
pudieran tener estos compuestos.

En la actualidad, la mayoria de estos protocolos, también
oo emplean para evaluar el efecto de los contaminantes
ambientales sobre el desarrollo humano.

Por tales motivos la Agencia de Proteccidén Ambiental (US-
EPA), al igual que otros de los organismos encargados de la
seguridad ambiental, han impulsado a la Toxicologia Reproductiva,
&rea responsable de realizar las evaluaciones de los efectos
reproductivos y teratogénicos de los agentes quimicos, fisicos y
biolégicos. .

La Teratologia como rama de la Toxicologia. Reproductiva
se encarga de estudiar los efectos de la exposicién a f;btéies

intrinsecos (por ejemplo, desbalance hquonal,

'desnuﬁriciéﬁ,

A R ;j i



etc. ) AR, exttinse‘os (por ejempla 1a exPOC1c16n a agentes
‘quimicos),’en relacién a 1a aparicién ‘de las malformaclones
congénltas. Todos aquellos agentes gue son capaces de inducxr o
incrementar la. incidencia  de algtn tipo de malformacién congénita
jse le conoce como teratégeno (Dupplessis,1973;‘Fieshbein,1976;
Erik¥on,1984). Se ha definido a las malformaciones congénités
como un defecto permanente anatémico, histoldgico o quimico qﬁe
no puede ser reparado por el crecimiento o desarrollo del
organisme (Langhman,1976; Fieshbein,1976,Navarrete,1981).

En la actualidad, con el uso de modelos biolégicos de prueba
la relacién entre las malformaciones congénitas y los eventos
mutagénicos inducidos por agentes quimicos es uno de los puntos
de mayor interés debido a la poca informacién en la gque se
correlacionan estos dos procesos, ademd&s gque en la mayoria de
los casos estos fendmenos se estudian de manera excluyente uno

del otro (ECETOC, 1983; WHO, 1985).

1.2) GENETICA TOXICOLOGICA

La Genética Toxicolégica es el estudio sistematico de los
efectos de los agentes fisicos, quimicos y biolégicos presentes
en el ambiente, sobre el sistema genético de los organismos, asi
como las  consecuencias de tipo genético para el futﬁro de las
especies (Prival, 1980, Moutschen, 1985).

La Genética Toxicolégica permite evaluar la habilidad de las
sustancias quimicas para inducir cambios en el material

hereditario de los organimos, mediante una gran variedad de



tipos celulares. Estos incluyen bacterias,'

células de mamifero,  células sométic‘s

superiores y animales, y en’ algun s’
organismos completos .

El hecho de que la natuféleza‘delv

&cido desoxirribonucleico (ADN), sea esencialmen

todos los organismos ha permitido utilizar una seri de modelos:"

biolégicos de prueba. para obtener informaclbn tll'sobre:el,,
potencial de los agentes gquimicos-‘que inducen cambios
hereditarios (Prival, 1980, Moutschen, 1985). : ‘ :
Con base en el nivel de deteccién del dafio geﬁétiéo,blos
diferentes sistemas biolégicos de prueba se pueden separar'en
cuatro grupos:
Grupo I: Son todas aquellas pruebas que detectan el posible dafio
al ADN a nivel molecular, dan informacién suficiente para
clasificar a los agentes como mutdgenos potenciales.
Grupo II: Incluye las pruebas que detectan mutaciones a nivel
celular, ya sea de una manera directa o indirecta, mediante el
empleo de microorganismos, plantas superiores, cé&lulas en cultive
o mamiferos completos, lo que permite tener un mayor poder de
resolucién.
Grupo III: Son todos aguallos sistemas gue permiten ostablecer
los efectos directos de los agentes mutagénicos sobre los
cromosomas.
Grupo IV: Recopila una serie de ensayos a largo plazo, que

hacen evidente el efecto de los agentes sobre la descendencia de




culti&o~da'ééluias~deﬁm'mife:d s ‘co ¢ 3
{stemas ‘yalﬁhfilés'éfectosfcitégénéticégidg_
Qna éfan‘cahéidéé ée aééntes ﬂhtagénibﬁs, ‘donde elycultivo de
linfﬁci;osres uno‘de los ﬁés usados para este fin {Maher y
HCCOEmiék, 1982; Natarajan y Obe, 1982}.

Los linfocitos humanos representan una poblacién de células
que se encuentran en el estado de Go presintético del ciclo
celular, en el cual su actividad bioquimica y fisiolégica esta
muy deprimida, tanto que sélo el 2% de los linfocitos periféricos
muestran actividad replicativa del ADN (Natarajan y Obe, 1982), y
que probablemente provienen de un grupo de células linfoides del
tipo de los linfocitos T estimulados o de algGn tipo de células
plasmdticas inmaduras, las cuales representan linfocitos B
estimulados también (Ling y XKay, 127S).

Nowell en 1960 mostrd que existia la posibilidad de
estimulacién de los leucocitos humanos, y lograr su divisiéh
mitética in vitro, por la adicién de una sustancia llamada
fitohemaglutinina (PHA). En 1962 Carstairs determiné que las
células blanco de la PHA eran los linfocitos, y establecié gque
estos no son células en un estado total de diferenciacién y que
conservan su pluripotencialidad, (Natarajan y Obe, 1982).

En la sangre de las personas sanas, las concentraciones de
linfocitos varian mucho con la edad, encontraindose por ejemplo en

un adulto de 21 afos el nimero de estas cé&lulas es de 2500/mm3,



nientras que en los recién ‘nacidos 1a cantiaad'es,més'dél doble

(5500 /mm3) (Natarajan'y Obe, 1982).

En el hombre, el aot de los linfocitos periférlcos son

pequeﬁos, el 5% son: medlanos NA un 15% de es

células grandes 11amadas 1infoides (Natarajan v Obe, isazi

En los adultos el 70% de.los linfocitos son de tipo T, ‘mientras
gue el 30% restante corresponden al tipo de 1os 1infoc1tos B,
estas proporciones varian con la'edad (Smith gg'g;., 1974, Steel
et al., 1975). L ’

Desde el punto de vista mutagénico el linfocito ofrece una
serie de vantajas que lo hacen muy interesante, como el hecho de
presentar una vida media de 2 a 4 afios, lo gue permite que
acumule lesiones en su ADN, ademds de encontrarse en un estado
definido del ciclo celular (Go), y mediante la adicién de agentes
mitogénicos como la fitohemaglutinina puede ser inducide a la
divisién en condiciones controlables, y por dltimo, estas cé&lulas
han demostrado poseer una baja actividad de reparacién, por leo
que durante mucho tiempo ha sido uno de los sistemas ideales para
el estudio del efecto de la exposicién crénica a bajas
concentraciones de mutigenos, y realizar una gran variedad de
andlisis como 1) Aberraciones cromosémicas (AC), en metafase, 2)
Intercambio de cromitidas hermanas (ICH), 3) Asociaciones de
satélites (AS), 4) Cinética de la divisién celular (Cbc), 5)
Micronicleos (MCN), en interfase, 6) Mutaciones puntuales
dominantes (MPD), e 7) Infidelidad en la sintesis del ADN (Evans

b4 O’Riordan, 1978, Natarjan y Obe, 1982, Albertini et al., 1982,



Mcutschen, 1985). ) i

: Hasta hace algunos afios la mayoria de las ténxcas empleadas

‘xen citogenética para detectdr el efecto’ mutagénico de agentes
quinicos, fisicos y biolégicos en 1os cromosomas se utilizaban -
las tinciones convencionales por ejemploc Giemsa, lo gque no
permitia una clara observacién de estoso efectos por lo que
se buscaron metodologias mAs sensibles que pudieran detectar
estos dafios no observable con éstas técnicas. En 1974 Latt, y
Perry y Wolff de manera independiente implementaron una técnica
de tincién diferencial de cromitidas hermanas que ha aportado
valiosos datos acerca del efecto de las sustancias quimicas en el
ADN. La técnica se ha desarrollado ampliamente hasta la fecha, ya
que ha demostrado ser altamente sensible, ya gque se pueden
detectar lesiones en el ADN, aidn a concentraciones de 10 a 100
veces menores gque las usadas comUnmente para producir
aberraciones cromosémicas incluso en el humano (Wolff, 1977),
{Morimoto y Wolff, 1980, Waksvik et al., 1981, Schneider et al.,
1984) .
1.3) INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICI’S)

La técnica de intercambio de cromatidas hermanas se basa en
la incorporacién de S5-bromodesoxiuridina (BrdU) al ADN durante
dos ciclos de replicacién continuos (Figura 1A) y su posterior
revelado mediante el uso de un colorante fluorocromado Hoechst-
33258 en combinacién con la luz ultravioleta y colorantes como el
Giemsa, de tal modo que las células cuyo ADN ha incorporado Brdu

por un ciclo de duplicacién (monofilarmente sustituidas) tefiiran



de una manera homogénea (Figura 1A) }amient?as,qu 5 céll
que ya han pasado por dos ciclos de'réﬁiiéééiﬁnﬂy,éuyoé
cromosomas muestran una cromdtida monafi;étﬁente'Sustituidé“y la
otra bifilarmente sustituida, teﬁi;én'dé pna’mahéra'diferencial,
obscura la primera y palidad la segunda (Figﬁra 1B) (Pérry Y
Wolff, 1974). De esta manera se pueden evidenciar 1los
intercambios entre las cromitidas hermanas. Los intercambios
involucran la ruptura de cadenas dobles del ADN en ambos brazos
del cromosoma (Figura 1C) y su posterior reubicacién, sin llegar

a alterarse la morfologia del cromosoma (Perry y Evans, 1975).

1.4) CINETICA DE LA DIVISIOR CELULAR (C.D.C.)

El hecho de gue la técnica de tincién diferencial de
crométidas hermanas se base en la incorporacién de un . anédlogo de
la timidina como es la bromodesoxiuridina durante dos ciclos de
divisién, da la posibilidad de estudiar la cinética de
proliferacién de los linfocitos, ya Ju&é sScgtn @1 patrdn de
tincién se puede determinar , el nGmero de veces gue se ha
dividido una célula. Las células gque se han dividido una sola
vez, muestran por lo tanto una tincién homogénea en ambas
cromsétidas (Figura 2A), mientras que las que se han dividido dos
veces presentan la tincién diferencial de cromatidas hermanas,
donde una de ellas es clara, mientras que la otra es obscura
(Figura 2B), y las células que ya pasaron por tres o mas ciclos
muestran una tincién mezclada, se observan cromosomas con ambas

cromitidas pédlidas, con porciones de cromatidas obscura y lo que



resta palido (Figura 2C) .

El analisis de’ la frecuencia de células ‘ meéafase[las”

cuales se han repllcado_

inférmacién sobrelos efectos citos C to qbs»delios

agentes quimicos (Ivett'y Tice; : :

Las lesiones inducidasﬁén/v,' nfdcitos'por
agentes mutagénicos, pueden esﬁarLsdjétas en'glbﬁnos de los casos
a la reparacién, a pesar de la baja ééliQidad; (éerry y Thomson,
1984), lo gue conduce a que las lesiones no reparadas o mal
reparadas formen mutaciones puntuales y aberraciones cromosémicas
importantes. Los efectos primarios de los mutdgenos en el ADN
generalmente pueden ser evaluados por diferentes vias, como por

ejemplo las bioguimicas, o con el emplec de algunos métodos

citolégicos y microfluorométricos (Natarajan y Obe, 1982).

1.5) MECANISHOS DE REPARACION

La evolucién orgé&nica ha generado el establecimiento de
ciertos tipos de mecanismos que permitan la supervivencia de los
seres vivos. En general se puede decir que todas las células,
desde los procariontes hasta las de los mamiferos (Rommelaere et
al., 1974), tienen la capacidad de reparar el dafio causado al
ADN, tanto por agentes fisicos (Hetzel et al.,1976; Waldstein y
Setlow, 1976) como quimicos (Bordin et al., 1976; Cradoock et
al., 1976; Rydberg, 1977). Sin embargo, en algunas células como
las Clamydomonas y enh las mitocondrias humanas no se han

evidenciado estos mecanismos (Swinton, 1975; Clayton et al.,
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PRIMER
CICLO

SEGUNDO
CICLO

A

SEGUNDO
CICLO

FIG.1 Incorporacién de BrdU (

) en cromosomas de linfocitos humsnos durante dos ciclos de

replicacién: (A) Primer ciclo, (B) Segundo ciclo, (C) Segundo ciclo mostrando un intercambio

terminal {T) y uno intersticial {I).
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Figura 2A.- Fotomicrografia de cromosomas de linfocitos i
humanos en metafase de primer ciclo de division.
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Figura 2B.- Fotomicrografia de cromosomas de linfocitos
humanos en metafase de segundo ciclo de divisidnm.
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Figura 2C.- Fotomicrogratia de cromosomas de linfocitos
humanos en metafase de tercer ciclo de divisidn.
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1976) .
Sa conocen en’ la actualidad cuatro tipos prlnCLpales de
mecanismos de reparacién: 1) Fotorreactivacién, ‘2) Reparaciﬁn

por escicién, el cual actua antes de ‘la duplicacién del ADN (o

fase de sintesis); 3) Reparacién postreplicatlva”
recombinacién, repara el dafio gque persiste aGn después de 5, 4)
Reparacién S0S. ‘ : :

1.5.1) Fotorreactivacidn.-Albert Kelner descubrié ‘en 1949 que
la sobrevivencia de bacterias irradiadas éon luz ultravioleta se
veia aumentada cuando eran expuestas subsecuentemente a una
fuente intensa de luz azGl. Las bases moleculares de estos
efectos permanecieron sin aclarar por muchos afos, Como podia la
luz azGl (un guantum de energia de 3 eV), revertir el dafo
producido por la luz UV (5eV) ? Actualmente se sabe que in situ
es relativamente simple y requiere de una enzima fotorreactivante
liamada ADN fotoliasa que cataliza el rompimiento de enlaces
covalentes enlre el anillc ciclobutann de los dimeros de
pirimidina (timinas). Tiene una eficiencia del 80% al 90% de los
productos totales de la UV, utiliza la luz visible como fuente de
energia.

1.5.2) Reparacién por esicidn.~Requiere la presencia de tres
tipos de enzimas diferentes, endonucleasas, ADN polimerasas y
polinucleétido ligasas. La primera enzima cataliza 1la hidrélisis
del enlace fosfodiéster cercano al extremo 5’ del dimeroc de
Timina (T) de un ADN irradiado y su actividad depende del ATP

presente en el medio. La ADN polimerasa I tiene actividad 5’

13
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exonucleasa, ademas de polimerasa,,léjé t 'glldimero

juhto,cgn otros nucleétidos édyacentesf lo‘ gue:resulta eén un

hueco en la molécula de ADN, este hqego géVpéste;iormenteyl;enado
por -polimerizacidén. Finalmente 1a‘polinu$ié§£155'1i§as$, une él
_fihalvde 1a nueva cadena de nucledtido cen el extremo
preexistente. Esta enzima también participa de una manera
iﬁportante en la reparacidén por recombinacién. Tanto la
fotorreactivacién como la reparacién por escicién, son mecanismos
de reparacién prerreplicativos, actuan antes de la fase S.

1.5.3) Reparacién postreplicativa o por recombinacién.- Fue
descubierta por Rupp y Howard-Flanders (1968). Debido a que al
momento de la sintesis de nuevas moléculas de ADN, los dimeros de
timina no tienen nucledtidos complementarios, gquedan huecos
cpuestos a cada dimero (Buhl y Reagan, 1975), los cuales son
reparados por recombinacién. Se han propuesto varios modelos para
tratar de explicar los complejos mecanismos de la recombinacién
genética (Meselson y Radding, 1975; pPotier y Dreccler, 1976;
Wagner y Radam, 1976). Ya que varias de las moléculas de ADN
permanecen con cierto nimero de dimercs, el resultado final es
que algunas de éstas son "sacrificadas" al guedarse con el
dafio para que otras sean reparadas por miltiples intercambios
entre las moléculas. Algunos autores no estin de acuerdo con el
hecho de que se encuentran huecos en el ADN opuestos a cada
dimero (Menighini y Hanawalth, 1975). La presencia de los
dimeros de pirimidinas reduce la velocidad de replicacién del ADN

(Hewitt y Meyn, 1975) y es causa de la recombinacién que se
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pfesenta durante y/o después de la replicacién de éste "(Lin 'y

Howard-~Flanders, 1976).

Reparacién por recombinaci6én en mamiferos

Se ha observado que en células de mamiferos, las radiaciones
aumentan la frecuencia de recombinacién, lo éual puaiéra ge; la
concecuencia de fenémenos de reparacién por que se presentaran
en el momento de la replicacién del ADN o dgspﬁés de la misma
{Radman y Herrera, 1970) .

Mediante técnicas autorradiogradficas , se ha demostrado,
{(Rommelaere et al., 1973), gque en cé&lulas de criceto (hamster
Chino) la frecuencia de recombinaciédn aumenta después de la
irradiacién con luz UV. También se ha observado un incremento en
la recombinacién cuando se dafia el ADN con agentes quimicos como
el N-acetoxi-acetilaminofluoreno (D’Ambrosio y Setlow, 1976),
dimetilnitrosamina y metilmetanosulfonato (Craddock et al.,
1976} . La metilacién del ADN es necesaria para la reparacién de
los linfocitos expuestos a la mostaza nitrogenada (DrahovsKky et
al., 1976).

1.4.4) Reparacién S0S.- Es un sistema inducible y mutagénico
(Caillet~Fauquet, 1976; Radman, 1975). En E. coli se requiere de
sintesis de proteinas y de la presencia de los genes rec y lex.
En este sistema se observa que la supervivencia del fage Lamda
irradiado es mayor cuando el hospederoc (E. coli) ha sido también
irradiado. La hip6tesis propone que al irradiar al hospedero se

induce un sistema de reparacién en las bacterias, gue tienen
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ahora mayor capacidad para reparar el ADN daﬁado,del,fago;:,

con un incremento en la frecuencia de mutacién debido a'la acé;éﬁ‘

de una "polimerasa infiel" (Radmam, 1975).

Los requerimientos fisiclégicos y éenétiéés paralli
expresién de la reparacién SOS son parecidos awloé‘qﬁé'sg
necesitan para la induccién del préfago.

La sefial que induce a los genes reprimidos para gue el
sistema opere, es probablemente un bloqueo temporal de la
replicacién del ADN o la presencia de lesiones en el mismo. El
hecho de que la nutagénesis aumente como resultado de este
proceso, puede ser consecuencia secundaria de las condiciones
fisiolégicas de ensayo-error bajo las cuales opera el sistema
S50S. Devoret et al., (1975) reporta gue en condiciones de maxima
homologia entre el fago Lamda infectante y las bacterias
lisogénicas infectadas, eliminan aparentemente la posibilidad de
que la reparacidén SOS sea el resultado de un incremento en la
recombinacién.

Es notable la similitud existente entre la reparacién por el
sistema SOS y la transformacién oncogénica en cultivos de células
de mamiferos. Para que la "transformacidén" se presente en ambos
casos sSc requiere una respuesta celular activa al agente
inductor. Ademds, Ames et al., (1973), demostraron que la

mayoria de los carcindgenos son mutagenos potentes.

1.5.5) Reparacién y mutagénesis

Segn Witkin (1975), en las células genéticamente dafadas,
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los medins usados para 1a supervivencia como son la mutagénesxs y
la repara016n, son xnseparables. Las mutaciones en el ADN daﬁado;
se pueden oriqinar por lesiones que no puedeﬁ ser reparadas o

“gue”

bien por errores producidos por el szstema de”
cambi& la secuencia de bases en el momento de la reparac16n

(reparacibn por recombinacién, reparacién sos).

varios autores han sefialado que existen sistemas de

reparacién "exactos y mutagénicos". La reparacién por escisién
es un mecanismo exacto (Witkin, 1968) gue elimina 1as 1esiones,
premutacionales en el ADN, mientras gue la reparacién: por

recombinaciéon es mutagénica.

1.5.6) Inhibidores de la reparacién

Actualmente se conocen una gran cantidad de agenﬁés quimicos
que son capaces de inhibir la reparacién, ya sea por: mecanismos
directos o bloqueando el funcionamiento de las enzimas encargadas
de este proceso.

Algunos de los inhibidores se utilizan en la terapéutica
como la cloroguina (LSpez-Zumel et al., 1975) que se usa contra
la malaria, o la prednisolona y la flufenaminacida que son
antirreumd&ticos (Dunky gt al., 1975). Ciertos esteroides como la
cortisona (Ivanova-Glavanakova et al., 1975} y andlogos de bases
nitrogenadas como el bromouracilo (Myers et al., 1%77),
incrementa la sensibilidad de las células a las radiaciones
ionizantes y a la UV.

Dentro de la gran diversidad de substancias quimicas que
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invaden constantemente el medio ambiente, algunas,sop‘prodﬁ?tdiﬁe‘
la ﬁecnologia desarrollada por el hombre, pero otras,éé originan
como productos naturales provenientes de ciértos §1igan'i§mps;', éoﬁlo ;
2 por- ejemplo esta la luteosquirina,‘originada po? hﬁpé@s»de; arroz ..
Y que es un antirreparador muy eficienﬁe (ﬁduto;'yzFfoﬁééeoﬁ,
1871) -y la cafeina gque es un inhibidor asp"e'cifico de la
reparacién-del dafio.provocado. por la radiacién Uvr(Ehﬁann et al.,
1976; Fujiwara y Tarsumi, 1976; Lung, 1975, Tondeur y Rommelaere,
1977) .

La cafeina es el principal componente del café&, té&, y muchos
refrescos principalmente los de cola, chocolates, analgésicos y
otras drogas, (Pollard et al., 1987) Y Su consumo es
significativo entre gran nimero de personas. Es probable que
sirva como fungicida, herbicida, e insecticida, paré las plantas
que lo producen (Shin et al., 1990}.

El contenido de cafefna varia segfin el producto del que se
trate. En café encontramos desde 170 mg/tasa de 180 ml en el
expreso, 110 mg/tasa en el filtrado, 75 mg/tasa en el instaté&neo
y 1 mg/tasa en el descafeinado. En el té de bolsa 50 mg/tasa y en
el de hojas y el intanténeo 30 mg/tasa. En chocolate tenemos 40
mg/barra de 40 g. Los refrescos de cola dietéticos o regulares
contienen 45 mg/180 ml. Estos valores permiten establecer el
célculo total del consumo de cafeina al sumar la ingesta de café,
té, refrescos de cola y chocolate (Beaulac-Baillargeon y
Desrosiers, 1987).

Por otra parte, en reportes recientes (Sharma, 1987),
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donde utlllzan un sxstema de prueba vegetal ﬂ ggeum _g;gg;g L

(cebada var., IB-65), proponen:a la cafeina como un rad&oprotector,;,

de la radiadicién de tipo ionizante. ; :
Estud1os teratolégicos sobre 1a cafeina y susg- metabolltos LL
donde  se utilizaron dosis altas mostraron que.: este compuesto7
induce malformaciones embrionarias extensivas y retraso en eL
desarrollo en varias especies de animales-de laboratorio (Tafka,
1982) . Sin embargo cuando se utilizan dosis gue van de 30.a. 60
ng/Kg de peso los efectos de la cafeina son controvertidos

1980; Nolen, 1981; Butcher et al., 1984;

{Reschbacher et al.
Dunlop y Court, 1981).
Por otro lado, se ha establecido también que la cafeina
tiene efectos mutagénicos en bacterias, hongos, plantas y cultivo
de células humanas (Ostertag et al., 1965), sin embargo estos
efectos en animales y humanos son inciertos (Epstein, 19%70).
La cafeina potencializa los efectos mutagénicos y letales de
agentes genctSitices. Se sabe que esto se debe al menos en
algunos organismos, a la inhibicién de la reparacion del ADN
(Selby y Sancar, 1990). En E. celi la cafeina (10 a 100 mM),
inhibe los mecanismos de reparacién de fotorreactivacién y

escicién de nucleétidos in vivo (Witkin, 1969) y en el sistema de

células permeabilizadas. También se ha demoslrado gue la cafeina
(10 mM), inhibe el proceso de reparacidn por esciciébn de
nucleétidos en células HeLa (Selby y Sancar, 1990).

Asimismo la cafeina tiene una estructura quimica (Figura

3), similar a las purinas que constituyen al ADN y, por lo tanto,
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" FIGURA 3 ESTRUCTURA QUINICA DE LA CAFEINAY DE LAS PURINAS |
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el potenéia”‘ 1yisién'y5e1?ﬁetabq;ismq

celular (Alder, 1970)

PorAQtroilado, el: desarrollo normal de 1os organlsmos esté"

'determinado pcrylnteracciones de factores qenéticos Y ambientale

que pueden conjugarse Y prcvocar en. el individuo alteraciones,
que originan malformaciones facilmente recono:ibles al nac1miento
‘o defectos durante el desarrollo, Las causas de 10s. efectos«
adversos sobre la reproducciédn humana son mﬂltlplES y noE
facilmente comprendidos (Inger-Lise et al; 19;7), lo cual ‘ha
provocado que se desarrolle una nueva &drea del conocimiehtpv
encaminada al estudio de tales problemas, la Toxicolﬁéia
Reproductiva. '
1.6) TOXICOLOGIA REPRODUCTIVA

La Toxicologia Reproductiva es una rama de la Toxicologia
relacionada con los efectos adversos producidos por agentes exé-—
genos sobre el proceso de reproduccién (Figura 4) (ECETOC,1983).

Dentro del proceso reproductivo se han podido identificar
varios estados vulnerables a los agentes guimicos, los cuales
comprenden la gametogénesis, el comportamiento sexual
{(copulacién), la fertilizacién, el periodo de preimplantacién, la
implantacién, la embriogénesis, la fetogénesis, la relacién
materno-placento-fetales, el parto, la lactancia, el desarrollo
postnatal y la pubertad (ECETOC, 1983; Palmer, 1980). bonde 1la
gametogénesis, la gestacién (blastogénesis, implantacién,
embriogénesis y fetogénesis), y el desarrollo postnatal son las

mis sensibles.
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FIGURA 4.- CICLO REPRODUCTIVO

HATTISOK, 1981

23



Las alteraciones ocurfidas dentro del periodo de ‘la
gametogénesis se pueden manifestar en ‘la poblacién como:

reducpién ‘en’‘la fertxlidad,,esteril;dad produclda por

alteraéionés‘morfoléglcas, bioquimxcas ‘0~ flsiolégicas, reduc;iéni_r
en el nimero de espermatozoides; cambios en 1la morfologia,
motilidad y maduracidén del espermatozoldey falias’enilag
ovulacién; mutaciones en la células germinales qde'originan}‘lf,
esterilidad, 2) muerte del embrién |y 3) aparicién"'dgy
malformaciones congénitas.

Los efectos de los agentes guimicos sobre el pefiodo‘de
gestacién se pueden evidenciar tomando en cuenta: '
~El alargamiento o acortamiento del mismo periodo, pude conducir
a aborciones e~ipcrementar la probabilidad de encontrar productos
muertos al nacimiento.

-Destruccion del blastocito.

-Dafio al feto o alguna alteracién que provoca un desarrollo
ancrmal en el periodo de post-implantacién.

-Bloqueo de la implantacidén o desprendimiento del blastocito.

-Interferencia con el desarrollo durante la fetcgénes;s,
que origine cambios morfolégicos.

-Retraso en el crecimiento y alteraciones funcionales.
-Blogueo o dificultad en el parto.
~Variaciones en el tiempo del parto.

Por Gltimo, las alteraciones del crecimiento 'y desarrollo
pueden manifestarse de la siguiente forma:
~Alteraciones del comportamiento materno.
-Cambios en los concentraciones hormonales o en la nutricién, que

resultan en un desarrollo fisico y funcional anormales, y
disminuya la probabilidad de sobrevivencia de los recién nacidos.
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~Presencia de agentes quimicos en la leche, oﬁSecﬁentemen;e

originan una exposicién directa del recxen hacido.

~Alteraciones en la maduracién determinad s

1,- Alteraciones orgéanicas
2.- Cambios enzimaticos

3.~ Trastornos endécrinos
4.~ Trastornos inmunolégicos

Algunas de las sustancias que provocan lnfertilidad tanto

masculina como femenina son el benceno, el disulfuro de carbcno,
el cloropropanc, el dinitrotolueno (DDT), el dibromcetileno;’ etc.
{Ortiz-Monasterio et al; 1987), mientras que agentes - como las
radiaciones ionizantes, los hidrocarburocs arométicos, los
aldehidos alcalinos y las nitrosaminas, son capaces de producir
lesiones en el ovario, necrosis de 1los ovocitos y atresia,
mientras que agentes como el DDT y algunos andlogos de este
insecticida inducen cistitis folicular y una reduccién en el
nGmero de cuerpos liteos (Marenport, 1987). En la <tabla 1 se
presenta la lista de los agentes mejor conocidos, capaces de
alterar el proceso reproductive v el desarrollo de los
organismos.

Estudios realizados en animales de laboratorio demostraron
que agentes como la acrilamida y sus ' andlogos inducen dafio
testicular, elevan 1la frecuencia de reabsorciones fetales,
disminuye el recuento espermatico, y se manifiestan wuna alta
incidencia de anormalidades morfolégicas en los espermatozoides

(Sakamoto y Hashimoto, 1985).
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... COMPUESTOS QUIHICOS-ChFACES DE ALTERAR EL PROCESO

MUTACIONES EN CELULAS GERMINALES

Cloruro de vinilo

ABORTOS ESPONTANEOS Y MUERTE FETAL

Cloropreno
Dibromeocloropropano
Dioxinas

Cadmio

Plomo

Mercurio

TABLA %

SHET REPRODUCTIVO: Y :EL. DESARROLLO . DE LOS ORGANISMOS.
EMBRIOTOXICIDAD MUERTE NEONATAL

Benceno

PBC cadmio

Plomo Plomo

Arsénico Mercurio

Mercurio

TERATOGENESIS BAJO PESO AL NACIMIENTO
Aldin Cloropreno

Plaguicidas Percloroetileno
Dimetil-sulfoxido cadmio

Dioxinas Plomo

Hexaclorofeno Mercurio

PBC

CANCER EN LA DESCENDENCIA ANOMALIAS EN EL DESARROLLO
Hidrocarburos PBC

Plomo Cadmio

Estrégenos Plomo

Mercurio

(ortiz-Monasterio gt al., '1987).
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Investigaciones realizadas en 270 casos de intoxiéé@iénfde;‘j

mujeres embarazadas mostraron que el 45% de estos:sﬁfrigronw

ademds una intoxicacién del embrién, el feto .o-la, pla ent
mientras que en el 40% de los embarazos: se alters-de ,
significativa el funcionamiento del eje hipotélémc-hipéfisié

ovario (Maronport, 1987).

A partir de la tragedia de la talidomida en los afios 60’s se
vié la necesidad de proponer y desarrollar sistemas de evaluacidn
especificos para todas las sustancias de uso y consumo humano,
con el objeto de reducir el riesgo de dafic y evitar otro desastre

como el acontecido (Montgomery y Reinhardt, 1980).

1.6.1) Pruebas utilizadas en Toxigologia Reproductiva

Varias organizaciones legisladoras internacionales como la
Agencla de Pruleccldn Awblental (EPA-USA), la administracidn de
Alimentos y Farmacos (FDA-USA), el Ministerio de Agricultura,
Bosques y Pesca (MAFF-Japén) y la Organizacién Mundial de 1la
Salud (WHO), han desarrollado diversas pruebas para evaluar los
2fectos de los agentes quimicos sobre la reproduccién usando

mamiferos como wmodelo.

De acuerdo al pericdo de exposicién, las pruebas pueden ser

divididas en dos grupos:
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1.6.2) Exposicién durante todo el ciclo teproductivdy

“Los agentes quimicos son administrado desde” al’ menos un

ciclo espermatogénico y en el Gltimo: estadordé 1a maduracxén del
‘ovoc;to antes de que los animales de 1a generacién progenitora (4
5 Fo) sean apareados. La exposicién de’las hembras se continGa
después del apareamientc hasta el final 'de la lactancia (Figura
$). Se recomienda que algunas de las hembras séan examinadas por
operacién cesarea antes del parto, ya sea a la mitad de 1la
gestacién (FDA, 1966) o justo antes de que termine (CSM, 1974).
Se requiere que la exposicién se extienda desde la primera
generacién (F1) hasta la lactancia de la segunda generacidn (F2).
Todos estos estudios permiten detectar los efectos adversos sobre
la fertilidad y capacidad reproductiva de mas de una generacién

(ECETOC, 1983).

1.6.3) Exposicién durante partes del ciclo reproduciivo

Estudios convencionales en esta categoria son usualmente
llamados estudios de "teratogenicidad" y "peri y postnatales" y
requieren que las hembras estén expuestas al agente quimico
durante la organodgénesis (Figura 5). En los estudios
teratogénicos, los animales gestantes son operados por cesAarea
antes del dia del nacimiento, y se registra el namero de crias y
la incidencia de alteraciones morfolégicas en el feto (ECETOC,
1983) .

El procedimiento anterior permite la deteccién de los

efectos embriotéxicos y fetotéxicos, come por ejemplo, retraso en
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el crecimiento, variaciones anatémicas, teratogenicidad vy
letalidad. Adem&s, las crias dar&n informacidn acerca de la
saobrevivencia y desarrollo posnatal, Asi como de las anormalidades
funcionales. El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) y
la diferenciacisn del sistema urogenital pueden ser evaluados en
las etapas peri y postnatales, también la sobrevivencia y
maduracién fisica y funcional de las crias y lds efectos sobre el

parto, la lactancia y el comportamiento de las hembras.

1.7) EL RATON COMO MODELO DE ESTUDIO EN TERATOGENESIS

Para estudios en Toxicologia, el ratdén y la rata son los
modelos que se utilizan con mayor frecuencia por sus
»caracteristicas, como talla pequefa, facil manejo y mantenimiento
en el bioterio, fisiologifa bien caracterizada, y también permite
utilizar varias vias de administracién de sustancias o farmacos
(ECETOC, 1983; Harkness y Wagner, 1989).

El raton (Hus pusculus), es ul voedor del orden Rodentla y
de la familia Muridae. Este, asf como otros animales que se
utilizan en la investigacién, son incluidos en dos categorias
principales con base a sus caracteristicas ecoldégicas y
genéticas. La categoria ecolégica incluye: 1) ratones libres de
gérmenes perceptibles (axénicos); 2) ratones con flora y fauna
especificas (xénobioticos); 3) ratones libres de microorganismos
patégenos especificos; y 4) ratones convencionales, los cuales
incluyen a todos los gue son obtenidos bajo una variedad de

condiciones (Harkness Y Wagner, 1989) .
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La categoria genética incluye:’ if rétdnes cruzados’ al’ azar,
los cuales son derivados de las cruzaé‘éntxe3ratbnés emparentados
* no; 2) ratones consanguineos-o éﬁdoé@miqu,‘éon genéticamente

homogéneos y descienden de al méno: 0:'cruzas'‘consecutivas entre

hermanos y hermanas; y 3} el hibrido fi; gs‘préductb de la cruza
entre ratones de dos cepas ccnsénguihea§ diferentes. Existen
varios esquemas consanguineos, pero cada cruza entre ratones
hermanos reduce la heterosis existente hasta en un:19 por ciento
aproximadamente (Harkness y Wagner, 1989).

Los ratones endogémicos, han originade una variedad de
cepas-especificas de colores de pelo. Consecuentemente, estas
cepas se establecen en los laboratorios, escuelas y hogares donde
se crian y son considerados como mascotas mAs que como un modelo
en el cual estudiar las enfermedades humanas, la razén original
por la cual fueron seleccionados (Harkness y Wagner, 1989).

La madurez sexual varia segin la cepa, la estacién del
aﬁo; tasa de crecimiento, el fiumero de individuos por camada, y
la nutricién. A pesar de que el ratén puede tener un primer
estro entre los 28 y 40 dias de edad, se pueden reproducir por
primera vez cuando tienen 50 dias de edad (20 a 30 g ). El ratén
que se reproduce muy jéven o después de la semana 10 tiene una
fertilidad reducida. (Harkness y Wagner, 1989).

El ciclo estral dura de 4 a 5 dias, con un promedio de 12
horas durante el periodo estral. Excepto para el estro post-
parto, el estroc no se presenta durante la lactancia. Las hembras

agrupadas en una misma caja pueden entrar en un periodo de
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anestro continuo, el cual se termina.con el olor o la presencia:

del macho. La. mayoria de las hembras.entonces, ‘entraran gnrcelo,

en,'72: horas ‘aproximadamente, una sincronizaciéﬁ' e’
conocido como el efecto Whitten. También ié pééuaobfgyei
interrumpe la ciclicidad de los animales. ; - ‘k
purante el desarrollo intrauterino, se realizan una serie de
eventos organizados a través de secuencias ontogénibas
orquestadas, determinadas por la interaccidén de la informacién
genética del embrién o del feto y los procesos fisjiolégicos de la
madre, por lo gque cualgquier alteracién en este orden o
funcionamiento puede originar alguna anomalia reconocible al
nacimiento o algiGn defecto fisiolégico y reproductivo detectable

posteriormente (Beaudoin, 1980; Palmer, 1980; ECETOC, 1983).

1.7.1) Embriogénesis

£l decarrollo emhrionario del ratédn se inicia con la
fertilizacién del &vulo por el espermatozoide. 24 horas después
el embridén esté& constituide por dos estados celulares, gue
continGian dividiéndose lentamente sin ningtn incremento en la
masa, y se desliza a lo largo del oviducto dentro del itero para
la implantacién a los 4.5 dias después de la fertilizacion. Este
lento desarrollo permite que el tejido uterino tenga tiempo para
prepararse para recibir al embrién (Hogan et al., 1986).

El embrién, genera en;onces las primeras dos lineas
celulares, el trofoectodermo y el endodermo primitivo, las cuales

formardn la base de la placenta Y las membranas vitelinas
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lnc:emento‘ dramatico

del cuerpo del ratédn

dentro de 1las células del ect_dermc primltlvc y ‘sus
descendientes. En resumén, el mesodermo ‘est& Formado y dividido
en pares repetidos de bloques de somitas que, generan un patrsn
segmentado a lo largo del eje antero~-posterior del cuerpo. La
placa neural se induce Yy se pliega hacia arriba dentro del tubo
neural, y se forman las primordios de la nariz, orejas y ojos.
Las células de las crestas neurales empiezan su migracién, y se
establecen el corazén, el sistema circulatorio y los primordios o
yemas de los miembros. Por lo tanto, es durante este periodo que
muchos de los genes controlan la diferenciacién y wmoriogénesis de
los Srganos adultos que estan en juego (Figura 6) (Hogan et al.,
1986)

1.7.2) Organogénesis

Al completarse la implantacion y la aparicién de la linea
primitiva y el mesodermo embrionario asociado, el embridn entra
en el estado de organogénesis y maduracién. El periodo de
organogénesis comprende desde la aparicién de la linea primitiva

hasta 8 6 9 dias mds. Durante este perifodo, los. drganos estén
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FIGURA 6.- EMBRIDGENES!S EN RATON
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: -1 ; aﬁsfg,esjel'
usbgptihilidé@‘a lé”a;éiéﬁ'dettefatégénog; v
7 : igéa,§;r~pﬁ§'q‘ﬁaé periodos cfiﬁic65§ £n¢
geﬁé:éi,{é; €fa£éﬁi§ntb‘temprano en‘e; periodo oiganégéqico
afééta'éfigbipalﬁeﬁéé ai sistema nervioso, ojos; y A;éjaé,
. ﬁientras gue un tratamiento tardio en la organogénesis afecta el’
paladar, esqueleto y estructuras urogenitales. Es posible por lo
tanto elegir el el momento en gque se da el tratamiento para
producir malformaciones en organos especificos. No Gnicamente la
sensibilidad a los teratégenos cambia durante la organcgénesis,
sino que también ciertas drogas afectan selectivamente a ciertos

érganos (Beaudoin, 198G).

1.8) METALES

De los 109 elementos quimicos identificados aproximadamente
80 son considerados usualmente como metales (Vouk, 1990).

La definicién m&s util de metal desde el punto de vista
toxicolégico, es la que se basa en las propiedades de los iones
en solucién acuosa: un metal es un elemento que bajo condiciones
biolégicas significativas puede reaccionar, perdiendo uno © mas
electrones y formar asi un catién (Vouk, 1990).

pentro de los elementos considerados como muy peligrosos
tanto por el programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA} como por La Agencia de Proteccién Ambiental de
los Estados Unidos estan los metales, ya qgue con el tiempo se ha

demostradoe ampliamente su toxicidad y los efectos adversos gque
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Los metales,

esenciales en muchos organismos, en altas c

‘éiendéﬁ A forman

téxicqs, debido a gue la mayoria de ello

: compléios édn las moléculas orqénicas, cuando se’ fijan y acumulan
en los tejidos (Villanueva et al.,1988).

. Ademas de su gran potencial toxicolégico algunos metales
como el cromo, plomo, niguel, zinc, cadmio y mercurio son capaces
de inducir mutaciones y alterar el proceso reproductivo
(ECETOC,1983; Villanueva et al.,1988). La mayorifia de los
organismos muestran poca estabilidad y adaptabilidad a elevadas
concentraciones de estos elementos (Deknudt y Deminnatti,1978).

Dentro de los metales podemes encontrar a los llamados
metales pesados y a los ligeros, de los cuales algunos son
elementos traza (Duffus, 1983, Lenhinger, 1982), es decir aquel
que se encuentra presente en la corteza terrestre en una
concentracién de 100 ppm o menos, dentro de la tabla periédica
s6lo doce de estos compuestos cumplen con estas caracteristicas:
oxigeno, silicio, aluminio, hierro, calecio, sodio, potasio,
magnesio, titanio, hidrégeno, fésforo y manganeso.

Por otro lado los metales pesados han sido definidos como
elementos cuya densidad es superior a 5 g/cm'3, mientras que los
ligeros presentan una densidad inferior, mucho de estos son
esenciales para la vida (Duffus, 1983).

La toxicidad y el peligro que representan los metales y

derivados metdlicos a nivel de las enfermedades de tipo
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. ocupacional Y como contaminantes amb. nt

ambiente 'y las repercusiones,i-en

: organismos vivos ‘(Hahon y Booth, '1984)-.

La EPA ha definido a algunos metales como e
metal <traza ligeroc) y al mercuric (un metal traza pesado); ‘como
peligrosos, mientras que el bario, cadmio, cobre,‘manganeso;'
niquei, zinc y estafio, son considerados como potencialmente
peligrosos (Deknudt y Deminatti, 1978, Deknudt y Gerber, 1979,
Umeda y Nishimura, 1979, Andersen et al., 1983, Duffus, 1983), ¥y
cuyo manejo y uso debe de mantenerse bajo control. De los
mencionados anteriormente, todos excepto el manganeso son metales
traza, mientras gque el bario es el Unico metal no pesado de este
grupo (Duffus, 1983).

A partir de 1970 se sumaron once elementos a la lista de
compuestos traza gque son nutrientes esenciales. Estimando que en
la dieta animal los requerimientos de estos elementos usualmente
es de menos de 1 ug/g, y frecuentemente menos de 50 ng/g de dieta
seca, han sido designados como ultratraza (Nielsen, 1988). Los
once elementos son arsénico, boro, bromo, cadmio, fluor, plomo,
litie, niquel, silicio, estafo y vanadio. Evidencias recientes
(Nielsen et al; 1984) indican que el arsénico, bore, niquel y
silicio, son elementos altamente esenciales, y ademis tienen un
papel muy importante en el proceso salud-enfermedad. Asi mismo se
ha reportado gque el vanadio es un elemento relativamente téxico,

ya gque unos pocos ug/g en la dieta pueden ejercer un efecto
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farmacol6gico in vive, especialmente si el estado nutricional del

organismo no es el &ptimo:

pe todos 1los metales’ “el ‘vanad

despertado gran interés. debido

acumulado en mayor proporcién 'y ;gradnalmgnté

ambiente como en los organismos., loic aumenta:si ya elevado:

potencial toxicolégico (Waters, 1977; Phiiiip ‘31.51991 VK
1.8.1) Vanadio
El vanadio pertenece al’ grupo VI de los metales . de

transicién, dentro de 1los cuales se incluyen el niobio y el
tantalo (Phillips et al.,1983), aparece en la naturaleza en
forma combinada en los estados de oxidacién -1, 0, +2, +3, +4, y
+5, se encuentra ademds en forma de isétopo v30 y y51
(Baroch,1983; Phillips et 21.,1983; Rosenbaum,1983).

La forma m&s comin del vanadio en la extraccién,
comercilalizacion y <como desecho es la pentavalente (como
pentéxido de vanadio), siendo ademis la mis téxica para 1los
mamiferos (Hansen y Stern,1984).

Aungue el vanadio no es un contaminante com(n en el
ambiente se pueden encontrar grandes cantidades de este en el
medie por efecto del uso de combustibles de tipo £6sil como el
petrdlec Yy de elementos como el carbén que son utilizados para
la obtencién de energia, dando como resultado su acumulacién y

produciéndose asi un gran impacto en la salud humana (Sabbioni et

al.,1983).
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Asimismo y de manera qeneral se puede decir que las

concentraciones de vanadie en el-aire son,mas altos en’ las éreas

urbanas que en las rurales- (Phillips:et:al ,1933 HHO, 1988)

(Tabla 2). Los promedios anuales van desde. ng/m . 'sin®
embargo, y de manera excepcional se han registrado promedios
altos que exceden a los 200-300 ng/m ,en las grandes ciudades, y
en un lapso de 24 horas el promedio puede elevarse hasta los 1000
ng/m3 (US EPA, 1977).

Se sabe que el contenido de vanadio en el petrdleo esta
directamente relacionado con el contenido de azufre (WHO, 1988),
debido a esto en 1970 en los Estados Unidos de Norteamérica se
introdujo combustible con un menor contenido de azufre lo que
resulté en una disminucién de la cantidad de vanadio en el
ambiente. Un efecto similar puede producirse por el cambio de
petréleo pesado a destilado, lo cual fue registrado en Boston por
Barry et al.,(1975).

Estos datos ilustran la importancia del combustible f&sil
como fuente de vanadio en el aire urbano. Los patrones observados
en otras &reas son similares pero menos extremos en concentracién
y fluctuacidén. Las variaciones en las concentraciones de vanadio
en el petr6leo y el carbén, dependen principalemente del tipo
de los combustibles usados, a su véz la concentracién de este
compuesto en el medio depende de los factores metereolégicos.

En relacién con la presencia de vanadio en el agua, Durfor y
Becker (1963) incluyen vanadio en sus andlisis para elementos

traza en el aqua potable de ciudades grandes de Norteamérica. De
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TABLA 2.- CONCENTRACIONES DE VANADIO EN -EL AMBIENTE - Y EN
ALGUNOS ALIMENTOS

[ R . PRESENCIA DE VANADIO EN EL AMBIENTE

[ ' FUENTE RANGO DE CONCENTRACIO

SUELO 30
RIOS Y LAGOS

AGUA DE MAR

AGUA POTABLE

PLANTAS

ANIMALES

AIRE URBANO

AIRE NO URBANO

BRI
NOHFOONO
oo 2

-1 -E-R-T-2-T-)

L PRESENCIA DEL VANADIO EN::ALIMENTI

r ALIMENTO CONCENTRACI
CEREALES 4300
FRESAS 31,41
LECHUGA 21.0
ACEITES 0.2
GRASAS 0.2
CARNE DE RIS g

Y DE CERDO 0.2
HIGADO (RES O CERDO) 855
RINON (RES O CERDO) 845
POLLO Y PEZCADO 107
LECHE 0.2
HUEVOS 0:2;
CERVEZA 3.
VINO 3.2

Modificado de : Soremark, 1967, Hyron‘etfal.,'
1978 ~ ¢
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las muestras

vanadio/litr

promedios fueron

de’ 1as muestras fueron_negati as.

ﬁbrf otro lado la 1nformac16n sobre’el” contenido de’’
en alimentos es escasa y dispsrsa (Tabla’'2) (Myron et al., 1977,
Byrne y Kosta, 1978). ’ '

La toxicidad  del vanadio en animales  de experimentacién
depende principalmente de la especie y la ruta de administracién.
En general, la toxicidad es menor cuando el metal es administrado
por la ruta oral, moderada cuando es por via respiratoria y alta
cuando se aplica por inyeccién (WHO, 1988).

La toxicidad de este elemento también varia
considerablemente con la naturaleza del compuesto, el vanadio es
téxico ya sea como catién o como anién. Se sabe que la toxicidad
del vanadio se incrementa de forma directamente proporcional a su
valencizs, Q¢ tal forma gue el v5 ¢s el wads Loxico. Entre los
6xidos de vanadio, el pentéxido de vanadio es el mds soluble y es
mas téxico que el triéxido o diéxido (WHO, 1988).

Los efectos del vanadio se han estudiado por medio de varios
compuestos, especies y protocolos de prueba, es importante
seflalar que la mayoria de los estudios gue se han efectuadoc con
el pentéxido de vanadio, se ha administrade por inhalacién &
intragdstrico, y que no se reportan estudios hechos con este
compuesto donde se haya administrado por inyeccidén (via

intraperitoneal) (Roschin, 1967, Roschin, 1968, WHO, 1988).
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El principal mecanismo de accién del vanadio es el blogueo
de numerosos proceso metab6licos celulares por inhibicién de
enzimas como las ATPasas, fosfatasas, quinasas y muchas otras
(Jones y Basinger, 1983, Sabbioni et al., 1983). Esto iﬁdica que
el vanadio posee un amplio espectro de accién en el cuerpo y que
su accidén téxica no es andloga a ninguna otra (Roschin, 1968).

Se conoce poco sobre las interacciones del vanadio con el
ADN, asi como su posible accién carcinogénica y su efecto sobre
el proceso reproductivo en el hombre (WHO, 1988), aungue se ha
reportado que en animales de laboratorio este metal en forma de
metavanadato se acumula en la placenta y es excretado por la
leche (WHO, 1988).

Entre 1971 y 1974, numerosos descubrimientos reportados por
cuatro diferentes grupos de investigacién concluyeron que el
vanadio es un nutriente esencial. Sin embargo una aproximacidén a
estos estudios sobre la carencia del vanadio, revelé que estos
son confusos e inconsistentes (Nielsen, 19BB).

Nechay et al., (1986), sugieren que las diferencias
observadas entre animales con deficiencias y suplementos de este
compuesto, fueron el resultado de una respuesta de tipo
farmacolédgico a dietas altamente suplementadas con vanadio de 0.5
a 3.0 ug/g. Estas dosis probablemente representan niveles de 10 a
100 veces mis que lo establecido en una dieta bajo condiciones
normales. El vanadio es un elemento relativamente téxico para los
organismos, por lo tanto, unos pocos ug/g en la dieta pueden

ejercer un efecto farmacoldgico in vivo especialmente si el
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estado hutficipnal d§ los ‘organismos estuvo-por debajo‘dgblo

‘6pt1m6}1e;to;préhabieméntd  :&;‘§} ;§56'en'loétégtudips

efqét@@dds ‘hﬁre 1971:y 71974, -Por.’lo e requiere de

estudios :éprbdutihlesay conéiétehAe_

‘del.vanadio - como micronutriente y  hasta

es “apropiado  discutir sobré‘sdﬂimportancia‘en‘lafnut}iéién

. (Nielsen, 1988)-. . LI
Aungue no existen datos de'altéragioﬁes producidas por
deficiencias de este metal en el hombre, el vanadio ha mostrado
ser esencial en la nutricién de algunos organismos como los
pollos y las ratas, (Hopkins y Mohr, 1974, Siemon et al., 1982),
observandose que la eliminacién de este metal de la dieta produce

alteraciones metabélicas importantes (Sabbioni et al., 1983).

1.8.2) Cinética del vanadio

Por otro lado y desde el punto de vista metabdlico, el
tamafio de la particula y la solubilidad determinan la absorcién
peor respiracién o inhalacién. Se estima que aproximadamente el
25% de los compuestos de vanadio solubles al ser inhalados son
absorbidos En el caso del V probablemente es absorbido por el
tracto gastrointestinal (< 1-2%) y es eliminade principalmente
por heces {(Figura 7). Poco después de la absorcién, se observa
una distribucién uniforme y equitativa en tejidos blandos, sin
embargo, los sitios de almacenamiento a largo plazo son el
hueso, el misculo y la médula (Alessio et al., 1988) . El

vanadioc absorbido es transportado en el suero-unido .a-la
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FIGURA 7.- CINETICA DEL VANADIO
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transferrina.

predominante .para-la eliminacién

absorbido.

En los trabajadores ocupacidﬁalﬁénﬁe‘r uest lé‘qinééica‘
de eliminacién urinaria estarinfluengiadﬁzpéf él‘gfadb de
exposicién. En trabajadores con altos niveles de vanadio en la
orina se determiné la concentracién de ésﬁe, después de la
jornada de trabajo y se encontrdron de 60 a 70 ug/g de creatinina
(Kawai et al., 1989).

Por su parte los efectos téxicos en 6rganos criticos durante
la expocicién ocupacional a cenizas y gas de vanadio, puede
ocasionar irritacidén aguda en el tracto respiratorio, gque
consiste de rinorrea, epistaxis, disnea, y ocasionalmente
bronquitis asmética aguda (Alessio et al; 1988).

Estos efectos aparecen algunas horas después de cumplir con
la jornada laboral y desaparecen en algunos dias. No hay un
consenso de donde estos efectos pulmonares del vanadio lleven de
forma progresiva a la bronquitis crénica y al enfisema después,
de que la exposicion cesa.

El vanadio también causa efectos gastroentéricos, tales como
nausea, vémitos y dolor abdominal. Es ﬁrecuente ocbservar en
trabajadores expuestos a altas concentraciones de vanadio, que la
lengua toma una coloracién verde. Se ha observado en estos

trabajadores alteraciones de tipo eczema o urticaria generalizada
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',(Elinder g;’g;.,lsss)

‘A n1ve1 mutagénico existe poca’ informaci6n acerca del efecto,

idel

annadio sobre el ADN (Graedel et g;.,lsa§

1§£érn,‘}984). Estudios redlizados’ en cebolla:mostraro

Vioneé vanadato eran capaces de inhibir 1la “fotmacié
pléca celular gque induce la aparicién @

binucleadas (Navas et al; 1985), mientras que’en el cultive de

linfocitos humanos el pentéxido de vanadio'mostrbgpef
citotéxico, al alargar la duracidn del ciclo ceidiaf’(nﬁldén,
1988; Rolddn y Altamirano, 1990). :

Desde el punto de vista teratogénico, hay pocos datos acerca
del efecto del vanadio o de alguno de sus compuestos {NIOSH,1977;
Graedel et al.,1986; Carson et al.,1987, WHO, 1988).

carlton y colaboradores (1982), inyectaron hamsters con
vanadato de amonioc utilizando tres concentaciones diferentes
(0.47, 1.88, y 3.75 mg/Kg de peso), a partir del dia 5 al 10 de
gestacién, observando en el grupo tratado un incremento
significativo en las anomalias esqueléticas al analizar
comparativamente contra el testigo, también se detecté un aumento
en la mortalidad en la concentracién de 1.88 mg/Kg, esto indica
que no hay una relacién dosis respuesta.

En otro estudio se inyectaron via intravenosa a ratones
hembras albinas de la cepa NMRI, con una solucién de 1mM V505
disuelta en agua destilada , la cual se aplicé en los dias 3 &6 8
de gestaci6ébn, se sacrificaron en el dia 17 de gestacién, al

examinar 1los cuernos uterinos para cuantificar 1los embriones
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reabsorbidos, y se extrajeron los fetos para una anéilisis
cuidadoso. El pentéxido de vanadio no produjo ningtGn efecto en el
nimero de implantaciones, en el lote tratado al dia 3 en relacién
con el testigo, no presentaron diferencias en el nUmeroc de
individuos por camada, peso fetal & morfologia interna o externa.

El 71% de los fetos del grupo tratado al dia 8, mostraron un
retraso significativo en la osificacidén en los huesos
supraoccipital, esternén, metatarsales y vértebras caudales. En
algunos fetos se presenté ruptura en la columna vertebral (Wide,

1984) .
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JUSTIFICACION ) :

Para muchos paises (incluyendo Méiico)‘el‘}ncremen;o anual
tanto en las tasas de malformacionesﬁcoﬁ§§niggswéom6; én‘ los
problemas de fecundidad es evidente. Dichgs?maiforﬁaciénes han
sido asociadas en muchas ocasiones con la ﬁfés;aéié4de elementos
contaminantes en el medio, lo que significa gue 21! hombre se
encuentra constantemente expuesto a ellos durante todas las
etapas de la vida, donhe se incluyen los periodos perinatales y
reproductivos.

Entre los elementos considerados como peligrosos para la
salud por algunos de los organismos oficiales encargados de
evaluar y valorar el riesgo de la exposigibn a estos agentes, se
encuentran los metales. En la tltima década el vanadio ha
destacado, debido al amplio uso que se le da en las industrias y
a su acumulacién gradual en el aire, el suelo, el agua y los
organismos.

Aunque existe poca literatura acerca del efecto mutagénice y
teratogénico del vanadio (WHO,1988) los estudios realizados
previamente en el Laboratorio de Citogénetica y Mutagénesis
de la ENEP-Zaragoza, (Roldéan,1988), han mostrado que el vanadio no
puede ser descartade como un agente mutagénico, y permite sugerir
que las alteraciones producidas por este metal en el ADN son
reparadas. Por este motivo en el presente trabajo se estudio la
respuesta mutagénica del vanadio aplicad6 in vitro en linfocitos
humanos tratados con un agente inhibidor de la reparacién del ADN

como lo es la cafeina, y correlacionar su posible accién
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teratogénica con los efectos observados en los fetos de ratones

hembras tratadas con el pent6xido de vanadio durante la gestacibén.
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HIPOTESIS

El pentdxido de vanadio es. un mutdgeno de accién débil,
y se sabe que muchas deylag,lesionés producidas al ADN son
reparadas, y que la cafefna es un‘inhibidor de los sistemas de
reparacién. Por lo tanto si ios cultivos de linfocitos humanos
expuestos al pentdxide de vanadio son tratadqs previamente con
cafefina, es posible que el dafio inducido por este metal se haga
evidente.

Por otra parte, el pentéxido de vanadio es la forma méas
comiin en el amiente y mds téxica para los mamiferos. De tal forma
que al ser aplicado este compuesto (V,05) a ratones hembras
gestantes, las crias presentaran malformaciones en la morfologia

externa y en el sistema 6seo en general.
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OBJETIVOS GENERALES

I Estudiar el efecto mutagénico del pentéxido de vanadio (V.

sobre los cromosomas de linfocitos humanos. g ;
Iz Evaluar el efecto teratogénico del V,0q. sobre los - feto

ratén hembra tratados con este compuesto.

IIT Estudiar la relacién entre el posible potenc;aly‘mdtagénicq

del pentéxido de vanadio y su efecto teratogénico

OBJETIVOS PARTICULARES : .
$ Cuantificar la frecuencia de ICH’5 en cultivo:.de -linfocites

humanos tratados con V,05 en combinacién ‘.con’ cafeina.

¢ Evaluar el efecto de la cafeina en combinaciéh con-:.el Vy0g
sobre la cinética del ciclo celular ‘de- linfecitos humanos

cultivados in vitro.

¢ cuantificar el tipo y la Ifrecuencia de malformacionas
morfologicas y la frecuencia de alteraciones esqdeléticas en ‘los

fetos de lo ratones hembras tratados con pentéxido de vanadio.
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2.- MATERIAL Y METODOS
2.1) MUTAGENESIS:
2.1.1) cultivos

A partir de donadores humanos sanos, se extfajeron por;
puncién venosa 5 ml de sangre periférica; conrung‘jeriﬁéi
heparinizada. Posteriormente 0.5 ml de esta. sangre se cultivé ahi
4,75 - ml de medio McCoy 5A suplementada'con 0.25 ml dé
fitohemaglﬁtinina M (microlab), y se incubaron durante 72 horas a
379C en la obascuridad.

A las 24 horas de iniciados los cultivos y ya que las
células empezaron a dividirse, a cada frasco se le adicioné 0.1
ml de una solucidn de S-bromodesoxiuridina {BrdU, Sigma) en una
concentraciébn de 200 ug/ml. A las 70 horas a cada cultive se le
adicioné 0.1 ml de una solucién de colchicina (Merck, 100 ug/ml),
y se les dejé hasta completar las 72 horas.

Una vez transcurrido este tiempo los cultivos se
centrifugareon a 1000 RPM durante 5 minutos y el paquete celular
se sometid a un chogque hipotdénico con una solucién de cloruroc de
potasio (KCl 0.075 M) por 20 minutos a 372C. Posteriormente se
realizo otra centrifugacién y las células se fijaron en una
splucidn de Metanol-Acido Acético (3:1), con tres cambios de la
mezcla fijadora, 20, 15 y 10 minutos respectivamente.

Del dltimo cambio de la solucién fijadora se realizaron

preparaciones por gotec las cuales se dejaron secar al aire.
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2.1.2) Tratamientos

a) Lotes : -

_ En todos los casos,’ por cada’c

testigo
2) cafeina
3) wvanadio (2 ug/ml)
4) vanadio (4 ug/ml)
5) vanadio (6 ug/ml)
6) cafeina (20 ug/ml} + vanadio (2 ug/ml)
7) cafeina (20 ug/ml) + vanadioc (4 ug/ml)
8) cafeina (20 ug/ml) + vanadio (6 ug/ml)

Una vez determinada la concentracién de cafelna a émpiear se
realizaron tres tipos de protocolos (Figrura 8):
a) Para poder determinar el efecto de la cafeina sobre el
mecanismo de reparacién del ADN previo a los tratamientos con
vanadio al inicio del cultivo a cada frasco se le adicioné

cafeina, 24 horas después, se les agregd la bromodesoxiuridina y

las tres diferentes concentraciovues de pentéxidec de vanadis (2, 4
S 6 ug/ml).

b) Para determinar el efecto de la cafeina sobre los mecanismos
de reparacién del ADN durante el primer .ciclo de replicacidn, a
las 24 horas de iniciados los cultivos, a cada frasco se le
adicioné la BrdU, la cafeina ¥ el pentéxido de vanadio (2, 4 o 6
ug/ml) .

c) Para determinar el efecto de la cafeina sobre el mecanismo de
reparacién del ADN en linfocitos previamente tratados con el

posible agente mutagénico, a las 24 horas de iniciados los
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FIGURA 8.- TRATAMIENTO CON CAFEINA A LAS 0, 24 O 48 HORAS

[cOSECHA)
SIEMBRA] [FRATAMIENTO]
[ ]
fe1ionag] 70 72 HORAS
LINFOCITOS
+
Pin
+
+
CAFEINA | CAFEINA
[PROTOCOLO *A™] [pROTOCOLO "B"]
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cultivos, a- cada frasco se le agregd la“BrdU- y el pentéxldo de

vanadio (2,'4 06 ug/ml). Después de 24 horas ‘al cada u

cultivos se le adicioné la cafeina.

completat 72 horas.

Una® vez hechas las preparaciones, < in
solucién’ ‘de Hoechst-33258 (0.1 ug/ml) durante 20 minutos qn‘\ia
obscuridad. Posteriormente las laminillas se:'lavaron en agua
corriente y se irradiaron con luz UV por 2 horasbsumergidas en
uha solucién de KCl 0.075 M. Transcurrido este tiempo se
incubaron por 60 minutos en una solucién salina de citratos (0.03
M- de citrato de sodio) 2XSSC, a 60° C., Finalmente las
preparaciones se lavaron y tifieron con'una soluciédn de Giemsa

V(Sigma) (1:30) en agua corriente durante 20 minutos, después se
lavaron al chorro de agua y se dejaron secar al aire.

' Todas las evaluaciones se realizaron al doble ciego en un
microscopio de contraste de fases Carl Zeiss.

Para la determinacién de la cinética del ciclo celular se
observaron al azar 100 células en metafase por concentracién y
se cuantificaron las células en primera, segunda y tercera o
divisiones sucesivas.

El tiempo medio de divisién linfocitica (TDL) se obtuvo al
aplicar la siguiente férmula propuesta por Ivett y Tice (1982):

Tiempo de BrdU en el ﬁedio

TDL= -- X 100
1 (I) + 2 (II) + 3 (III)
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en donde, I II'y IIT representan 1as proporciones de"élulasfrenﬂ

primera, sgg nda. .y ter
respectivam
50 metafases bien extendidas en segundo icl 1 g

cuantifxco el nfimero y tipo ‘de ICH's, conslderéndo a los
intercambios terminales como uno, y a 1osyxnterst1c151es,como dos

(Figura Ic).

2.1.3) Andlisis estadistico

El andlisis de los resultados se realiz6, aplicando 2 para
proporciones, a la cinética de divisién celular; mientras que
para la frecuencia de ICH’s por metafase se aplicé la prueba de
andlisis de varianza sequida de la prueba de comparacitnes
multiples de Duncan. También para la distribuciébn de ICH’s por

metafase en los distintos ensayos se aplicé Z para proporciones.

2.2) TERATCGIIVECICS
2.2.1) Animales: 4
Se emplearon ratones de ambos sexos de 2 meses de edad y de
30-35 g de peso, de la cepa CD-1 ,obtenidos del bioterio de 1la
ENEP-Zaragoza, UNAM. Los animales fueron mantenidos en cajas de
fibra de vidrio con ciclos constantes de luz shscuridad (8 y 16
horas respectivamente) y con libre acceso al agua Yy al alimento.
Para todos los estudios, las cruzas se efectuaron durante la
noche (de 8:00 pm a 8:00 am). La presencia de espermatozoides en

el frotis wvaginal o 1la presencia de tapdn espermitico, se

56



considers ccmb evidencia de c6pula y como dia cero de ‘prefez.
Los estudios se realizaron en lotes de 20 animales, en tédas;
" los casos se conto con un lote testigo (sin trataﬁiento);? :
) La ‘administracién del pentéxido de vanadiojse ‘rggiizé
via incraéeritoneal ¥ la désis empleada fue determinada. con base:
a:la dbsis letal media (LDgp) de la sustancia (Beaudoin,\iséqi;

En’ el desarrollo del estudio se siguieron los 1ineamienépé,:,
prbpuestos por la ECETOC (1983) y por la EPA (1988). .

Hembras prefiadas de seis dias de gestacién fueron tratadas
diariamente con pentéxido de vanadie hasta el dia 15 de
gestacién. Los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical el dia 18; los fetos fueron extralidos por cesdrea. Se
registrd el nimero total de fetos, el numero de crias vivas y
muertas, el nGmeroc total de implantaciones y el nimeroc de
reabsorciones por hembra prefiada. Los fetos fueron pesados
individualmente y revisados inmediatamente para registrar la
frecuencia y tipo de malformaciones presentes .

Un tercio de los fetos, tomados al azar, fueron colocados en
fijador de Bouin para posteriores estudios histopatolégicos,
mientras que el resto de los organismos fueron colocados en
alcohol 70% para ser desvicerados, aclarados y teflidos con rojo

de alizarina para el estudio de las anomalias esqueléticas.

2.2.2) Analisis estadistico
Para el anadlisis de peso fetal, el numero de fetos vivos y
muertos, el nameroc total de implantes, el namero total de
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implantes por hembra, y ‘la sumar'.de réabsorciones r h’eﬁ;bra, se

aplicé la prueba de "t" de st\i‘de"nvt».’ En el ﬁﬁmefo total

de camadas con fetos anormales el nomero de: fetos
anormales y de alteraciones. fetales ‘la; prueba de

diferencia de proporciones o Z. La proporcién de“sexos se analizé

por X2 para bondad de ajuste.
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RBSUUTADOS Y DISCUSIOH

3.1) mm;mxs

Resu'tados previos mostraron que’, los”tratamientosf

realizado con: 1'pent6xido devanadioi‘en concentracxones de52, 4

- ¥ 6 ug/m no eleva sxgniflcativamente la: frecu nci

aberraciones cromosémlcas estructurales,Ani 1a s;n:

‘embargo 1nduce un incremenco en 1a frecuencia 1 células 
pollploxdes, incrmementa la cinétlca de divisién de 11nfoc1to§7
humanos en cultivo y altera la dxstribuclén de ICH’srpor:célula
(Rolddn y Altamirano, 1990). :

Se sabe que muchos agentes, son capaces de inhibir de
manera importante los mecanismes de reparacién del ADN ya sea
directamente o por blogueo del funcionamiento de las enzimas
encargadas de este proceso (Roberts et al.,1974; Selby y Sancar,
1990), por lo que al ser usados en combinacién con sustancias de
poca accién mutagénica (mutdgenos débiles) logran poner de
manifiesto este dafio (Beaulac-Baillargeon et al.,1987).

Estudios realizados en células eucariéticas han demastrado
que los pretratamientos con cafeina son capaces de aumentar la
frecuencia de aberraciones cromosémicas inducidas por compuestos
quimicos o fisicos (Roberts et al.,1974), ademds de inhibir la
reparacién por excisién de los dimercs de timidira inducidos por
radiacién UV. Por otro lado evidencias recientes sugieren que
puede interferir también con la reparacién post-replicativa en
bacterias deficientes en el mecanismo de excisién

(Swietlinskaa y 2Zuk,1974).
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En 1a figura 9 y en'la“tabla 3 se muestran :los resultados de
los experimentos preliminares redlizados para determinar la
concentracién de cafeina “a: ser-empleada en combinacién con. el
pentéxido de vanadio. AL sefrprobadas las concentraciones dé 10;
20, 30, 100 y 200 ug/ml se observd una correlacién db;is
respuesta, Y se encontrd que la concentraclén de 20 ug/ml era una
désis alta que no inducfa un incremento dstadisticamente
significativo de ICH’s .

La distribucién de células en primero, segundo o tercer
cicle en los tratamientos con 10, 20, 30, 100 y 200 ug/ml se
encuentra en la tabla 3 . En todas las concentraciones se
modificd la cinética de divisién celular con respecto al testigo.
En la concentracién mayor (200 ug/ml) se encontré una disminucién
de las terceras metafases al ser comparadas con los otros
tratamientos (P<0.001 vs testigo). Esta modificacién se vid
reflejada en la tasa de proliferacién linfocitica la cual aumenté
(miswa tabla).

En la figura 10, se presentan los resultados obtenidos al
evaluar el efecto de la cafeina aplicada a las 0, 24 y 48 horas
respectivamente sobre la induccién de ICH’s por pentéxido de
vanadio.

En el lote tratado con cafeina a las cerc horas de cultivo
(protocolo A), y vandio con cafeina, no produjo modificaciones en
la frecuencia de ICH’s respecto a aquellos gue s6lo recibieron
cafeina, sin embargoe cuando la cafeina se aplicé a las 24 horas

de iniciados los cultivos (protocolo B), la concentracién de 6
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FIGURA 9.-FRECUENCIA DE ICH'S EN
LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS in vitro CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CAFEINA

FRECUENCIA

12(° o (c)

7

o

CAFEINA (ug/mi)

(a)= P<0.05, (b)= P<0.01, (c)= P<0.001
VS TESTIGO, "t" DE STUDENT



TABLA-3.- CINETICA DEL CICLO CELULAR, TASA DE PROLIFERACION

LINFOCITICA (TPL) Y FRECUENCIA DE ICH’s

EN CULTIVOS

DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS CON CAFEINA A LAS 24

HORAS.

CAFEINA (%) TPL % DE ICH/
(pq/ml) M3I(#) (Hrs) CELULA . e.e. ($)
o 32 24 4.79 4 0.61
10 46a 22 4.63 ¢ 0.60
20 50a 22 5.70.4.0.51
30 24a 25 é.ﬁ;ft'o.sli‘
100 50a 21 7.43 4 0.37%%

200 13a 30 10.35

[ 0.82%kk* .

a P<0.05 Z para diferencia de proporciones, vs testigo..

* P<0.05 "t" de Student, vs testigo.
e de Studenc, vs testigo.
*%k P<0,001 "t" de Student, vs testigo.
(#): n=100

*% P<0.01

($): n=35
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FIGURA 10.- EFECTO DE LA CAFEINA SOERE
LA FRECUENCIA DE ICH’S EN LINFOCITOS HU-
MANOS EN CULTIVOS TRATADGS CON V205

FRECUENCIA DE ICH's

10
8 ]
-
6 - ;
|
4- |
© 2+ ! ;
g i
0 1 T R e H i A
TES-ABS TES-CAF V2-C
TRATAMIENTO

B30 HORAS E224 HORAS [248 HORAS CITESTIGO

A=P<0.05 VS V4; B=P<0.01 VS T; C=P<0.025
VS T:D=P<0.001 VS T. ANDEVA Seguicla de
DUNCAN.



ug/ml ‘de-vanadio, provocé un aumento sigﬁifiéativoﬁen¢lé
frecuencia de ICH’s con respecto al grupo que no re Lbio ) ¢

Resultados semejantes se observaron en los cultivo

ug/ml de pentéxido de vanadio y en 1os que la cafein

-48 horas después de iniciados los.cultivos: (4 ug:,7;6

ug: 8.56 * 0.63 vs 5.88 % 0.21 P<0.001). . :

En las figuras 11, 12 y 13 se presentd-la distriﬁuciﬁn
de ICH’s en los cultivos tratados con cafeina aplicada a
diferentes tiempos como lo indican los protocolos A, B, ¥ C, en
combinacién con el pentéxido de vanadio. En el tratamiento con
cafeina a las cero horas el 80% de las células presentaron entre
1y 9 ICH’s por célula, llegandose a observar células hasta con
mAs de 16 ICH’s (Figura 11A). S6lo la adicién de 4 ug de
pentéxido de vanadio redujo el porcentaje de células con ICH’s en
el rango de 10 a 12 (Figura 11C), mientras que la adicién de 6
ug/ml redujo aquellas que se hallaban en el rango de 1 a 3 e
incrementd las que se encontraban en el rango de 7 a 9 (Figura
11D) . El tratamiento con cafeina 24 horas después de iniciados
los cultivos no modifico el porcentaje de ICH’s por célula
respecto al observado cuando la cafeina se aplico al tiempo cero.
Resultados semejantes se obtuvieron al administrar 2 6 4 ugsml de
vanadio , excepto en los tratamientos con 6 ug/ml y en el caso en
gue el nGmereo de ICH’s/célula fue mis de 16 (Figura 12D).

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos de los
tratamientos con cafeifna a las 48 horas (protocolo C)}, se observd

que en la frecuencia de células con 1 a 3 ICH’s hubo una
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FIGURA 1 1.-DISTRIBUCION DEICH 'S POR CELULA ENCULTIVOSTRATADOS
CON PENTOXIDO DE VANADIO Y CAFEINA A LAS 0 HORAS. (A) TESTIGO CON
CAFEINA UNICAMENTE, (B) VANADIO 2ug/ml MAS CAFEINA, (C) VANADIO
dupg/ml MAS CAFEINA, (D) VANADIO 6ug/ml MAS CAFEINA.
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FIGURA 12.- DISTRIBUCION DEICH “S POR CELULA EN CULTIVOS TRATADOS
CON PENTOXIDO DE VANADIO Y CAFEINA A LAS 24 HORAS. (A)TESTIGO
CON CAFEINA UNICAMENTE, (B) VANADIO 2ug/ml MAS CAFEINA, (C)
VANADIO 4ug/ml MAS CAFEINA, (D) VANADIO 6ug/ml MAS CAFEINA.
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FIGURA 13.- DISTRIBUCIONDEICH 'S PORCELULA EN CULTIVOSTRATADOS
CON PENTOXIDO DE VANADIO Y CAFEINA A LAS 48 HORAS. (A) TESTIGO
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disminucién ‘ighifi ativa en todos los tratamientos’ con respecto

al testigo. Eniel’ orcentaje de células que presentaban 4 a's

intercambios:s6lo se observé un incremento en. la concentracién’de

2 ug/ml-(Figuiéjiﬂé).rpaia'el intervalo que éomprende def7 a'ie
Icu;é/éélula encontramos-que- el porcentaje de célulaé que
presentaron tal distribucién aumentaba significativémente en
relaciédn con el testigo en la concentracién de vanadio de 4 y- 6
ug/ml (Figuras 13C y D). Asi mismo tenemos gue el porcentaje de
células con un nGmeroc de ICH’s gue comprende de 10 a 12 también
aumenté significativamente en relacién al testigo, pero sélo en
la concentracién mas alta de vanadio (Figura 13D).

La metodologia de marcaje con BrdU para el analisis de 1los
ICH’s puede ser usado simulténeamente para el andlisis de 1la
cinética celular (Ivett y Tice, 1982; Beek y Obe, 1979).

Los resultados respecto al porcentaje de terceras divisiones
y a la tasa de proliferacién linfocitica se muestran en las
figuras 13, 15 y 1€, donde =e oheserva aque en los tratamientos con
cafeina a las 24 (Figura 15) y 48 horas (Figura 16) de iniciados
los cultivos modificé significativamente el porcentaje de
terceras metafases, esto sc refleja en la TPL (23.00 horas
para cafeina aplicada 24 horas después de iniciados los cultivos
29.00 horas para el tratamiento a las 48 horas vs 25.26 horas del
testigo).

Cuando se aplicé Gnicamente el vanadio se encontraron
modificaciones del porcentaje de terceras divisiones a las

concentraciones de 4 y 6 ug/ml. En estos casos la TPL observada
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fue de 30 15 h y 22 38 h: vs 25 26 ho as del testigo (Flguras 14;

15 y 16).

En 1os tratamxantos con vanad;o en: 1os cuales la cafeina,

estuvo presente desde las cero’ horas de cultivo se encontré que

'en la“edncentracién de 6 ug hubo una dismininuc;én siqnificativa;~

" "del porcentaje de terceras metafases (11.0 vs 26.25 del ;estiga)r
lo: que da una TPL de 30.77 horas' (Figura 14) ', se opse;vé‘ el.
mismo comportamiento en el caso de los cultivos tratados éon:
cafeina a las 48 horas pero en la cohcentracién de 4 ug/ml
{Figura 16).

Los resultados muestran que el pentéxideo de vanadio no
induce aberraciones cromosémicas estrubturales, ni altera 1la
frecuencia normal de ICH’sS; sin embargo es capaz de alterar el
aparato mitético, 1o cual se demuestra por el incremento en la
frecuencia de células poliploides. Por otro lado este metal tiene
un efecto sobre la cinética de proliferacién celular la cual se
rcfleja on la TPL e indica un alargamiento en el tiempo normal
del ciclo celular (aproximadamente 24 horas) reportado para
linfécitos (Boogs y Winkelstein, 1985).

Por otro lado los datos encontrados al tratar los cultives
con pentéxido de vanadio en combinacion con cafeina fueron
diferentes a los observados cuando se trataron con cafeina o
vanadio Gnicamente. El tratamiento con cafeina a las cero horas
de cultivo no alterd la frecuencia de ICH’s (cuando el vanadio se
aplicé 24 horas después), sin embargo cuando la cafeina se

adicion6é de manera simultdnea & 24 horas después que el vanadio
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FIGURA 14.- EFECTO DE LA CAFEINA (0 H)
SOBRE LA CINETICA DE DIVISION DE LINFO-
CITOS HUMANOS TRATADOS in vitro CON V205
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FIGURA 15.- EFI=CTO DE LA CAFEINA (24 H)
SOBRE LA CINETICA DE DIVISION DE LINFO-
CITOS HUMANOS TRATADOS in vitro CON V205
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FIGURA 16.- EFECTO DE LA CAFEINA (48 H)
SOBRE LA CINETICA DE DIVISION DE LINFOCI
TOS HUMANOS TRATADOS in vitro CON V205
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se observé un incremento en 1a frecuencla de ICH's.

Estos resultados sugxeren_

esté produciendo lesione que alrger reparadas no se puedanr

expresar como ICH'’s, por lo que la accién de la cafeina como un -
inhibidor de la reparacion permite que estas lesiones originen
los intercambios.

Los ICH’s han side universalmente observddos en cromosomas
vegetales, animales y humanos. Se parte del hecho de que una
crom&tida de una cé&lula eucariédtica contiene un ADN duplex sin
ningGn entrecruzamiento, los ICH’s pueden ser considerados como
recombinacion de dos moléculas idénticas de ADN. El1 proceso de
repllcacxén del ADN es esencial para la formacién de estos
eventos, es diferente de la recomblnacfﬁn de fagos y bacterias,
por lo que los ICH’s pueden producirse por lesiones que se
originan en el ADN, 1las cuales inhiben o retrasan la replicacién
{Ikushima, 1980)

Las rupturas de cadena sencilla inducidas en el ADN
participan de manera directa en la formacién de aberraciones
cromosémicas y de ICH’S. Los modelos involucran la particiﬁaéién
de nucleasas para cadena sencilla, una sintesis de ADN norwmal y
los mecanismos de reparacién del ADN por recombinacién (Speit et
al.,1984).

La mayoria de los modelos propuestos para explicar la
formacién de ICH’s relacionan de manera directa el sitio de una
lesién en el ADN y el sitio en el cual se produce un intercambio

{Schvartzman et al., 1984). Algunas evidencias experimentales
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muestran que un cierto nGmero de lesiones:Que~pu¢den“cdﬁégcir a
la formaclén de ICH’s pueden ser eliminédésf,Ki;ger@éﬁ:gi;gl
(1988), propone gue las pérdidas.de estas leslonesi5e5§ugden—
deber a. varios procesos: muerte celular, dilucién de las lesiones
por divisién celular o por reparacién del ADN.

Algunas de las evidencias mostradas pueden estar indicando
que en este caso la reparacién del ADN puede ser el mecanismo
que permita que las lesiones efectuadas por el pentéxido de
vanadic no sean expresadas como intercambios.

Algunas enfermedades genéticas se caracterizan por presentar
deficiencias en los mecanismos de reparacisén; ejemplos de tales
desordenes heredirarios son el Sindrome de Bloom, Anemia de
Fanconi, Xeroderma Pigmentoso, Ataxia Talangiectasia, y el
Sindrome Cocainico (Hanawalt, 1990). En el caso del Sindrome de
Bloom la frecuencia de ICH’s se eleva de 7 a 8 veces mAs que las
células normales (Tsuji et al., 1988).

El vanadio a demostrado ser mutagénico en sistemas como E.
coli vy S. typhimurium, aunque en eucariontes los resultados son
contradictorios (Sun, 1987; WHO, 1988).

La ADNasaI es una de las enzimas que participan en la
reparacién del ADN en los mamiferos (Sabbioni et al., 1983), la
cual regquiere de cationes divalentes para la hidrélisis, dando
como primer paso la ruptura de cadena sencilla en el ADN. Se sabe
que los iones de transicién ( como el Mnt2) interactuan con la
molécula de ADN para que la DNAsa pueda producir este efecto,

por lo que eas muy probable que el ién vanadato sea capaz de
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interéctuarFCOn él ADN. y/o0 las'proteinas para acentuar el
rompimientd de. los"enlaces fos;odiegter (sabbiopi et al.,1983).

Se ha sugerido éue la éafeina,se une al ADﬁ con uﬁa alta.’
afinidad por las regianes‘daﬁaaas (Domon” et ‘al., - 1970), y'asir‘
interfiere con las uniones especificas de las enzimas reparadoras
(Kihlman, -1977), sin embargo, ninguna de estas proteinas, gue han
sido purificadas de procariontes, son inhibidas por la cafeina
(Selby y Sancar, 1990)

Como ya se ha mencionado la cafeina posee una estructura
quimica similar a las purinas constitutivas de la molécula de ADN
y, por lo tanto, el potencial de interferir con la divisién y el
metabolismo celular (Alder, 1970). Adem&s es bién conocido el
hecho de que la cafeina potencializa los efectos mutagénicos y
letales de agentes genotéxicos (Osterga gt al., 1965; Cleaver,
1969; Selby y Sancar, 1990). Se sabe gue esto se debe, al menos
en algunos organismes, a 1z inhikicign de la reparacldon del ADN
(Selby y Sancar, 1990). En E, coli Y en el sistema de células
permeabilizadas, la cafeina (10 a 100 mM), inhibe los mecanismos
de reparacién de fotorreactivacién y escisién in vive (Witkin,
1969) . También se ha mostrado que la cafeina (10 mM), inhibe
el proceso de reparacién por escisidén de nuclebétidos en células
HelLa (Selby y Sancar, 1990).

8i la accidén de la cafeina hace gue se manifiesten las
lesiones inducidas por el V,0g4 como aumento en la frecuencia de
ICH’s, y éstas son el producto de lesiones postreplicativas,

entonces podemos sugerir que este compuesto estd alterando el
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procesorde repar

ue en~ios;cult1voé pretraﬁados con‘céfeina

El hecho de
1 apllcacién del pentbxido de: vanadio no’ mostraran

:diferencias s1gnificativas en la frecuencia de ICH’s con respecte

;31 testlgc,ry que en los cultivos tratados con cafeina y vanadio
‘con 24 horas de inciados los cultivos se observari un incremento
en la frecuencia de ICH'Ss Y que en los cultivos tratados con la
cafeina 24 horas después de la aplicacién del vanadio (a las 48
horas de iniciados los cultivos) se encontrardn incrementos en
las frecuencias de ICH’s hace suponer que el vanadio requiere de
al menos un ciclo completo para poder producir las lesiones que
van a conducir a la formacién de ICH’s. Ademis 1la accién de la
cafeina parece ser de tiempo limitado, esto explica porgue en el
primer protocolo, este compuesto no es capaz de inhibir por
tiempo suficiente los mecanismos de reparacién, y que a las 72
horas (tiempo de la cosecha), se pudieran evidenciar los
intercambios, esté mismo fenémeno se pudo observar cuando 1la

cafeina actud ma&s cerca del tiempo de accidn del vanadio.
Goth y Cleaver (1976), reportaron gue la cafeina es

rapidamente metabolizada jn vitro (0.5 a 3 horas), por diferentes

tipos celulares. Sin embargo Nolan y Kidder (1979), sugicren que
los linfocitos humanos no son capaces de metabolizar este
compuestoc resultados que llevan a pensar gue la cafeina se
mantiene como tal sin metabolizarse e interactua con las células
humanas a través del periodo de cultivo. Pero cuanto tiempo

permanece activa esta sustancia en dicho cultivo?. La respuesta
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a ‘esta pregunta  con base en nuestros resultados es que 1a

actividad de este compuesto no va nas allé

replicacién (24 horas) de las células en cuestﬁén

En estudio efectuados en ratas prefiadas se

media de la cafeina es de 6.9 horas . (Leal 3
contradictorio con dates de otras 1nvestiga§i§né§'donﬂé'5e
reportaron valores de 2.2 horas en la misma eébeéie‘fJiritano et
al., 1985), 4.3 en conejos {Dorrbecker et a; 19885; y:en mujeres
embarazadas se ha visto que hay un-incremento en la vida media de
esta substancia de 5.3 a 18.1 horas, debido a que la cinética de
eliminacién se modifica durante el embarazo (Aldridge et al.
1981).

Se sabe que en ciertas concentraciones la cafeina (2.4 mM),
inhibe normalmente la sintesis de ADN durante la fase de S
(0’Neill, 1979). La explicacién ma&s probable se basa en la
habilidad de la cafeina para inhibir la sintesis de nove de
purinas endégenas y el transporte y utilizacidn de purinas
exb6genas (Meneghini, 1974; Waldren y Patterson, 1979). Este
efecto se reflejd como un aumento en los ICH’s. Otra alternativa
puede ser que, como la sintesis de ADN este inhibida y la cadena
de ADN crece retardadamente, aumenta la probabilidad de gue los
ICH’s ocurran azarosamente.

La dosis de cafeina (20 ug/ml de cultivo, lo cual equivale a
1.0298 X 10 ~4 mM), empleada en este trabajo es baja en
comparacién con lo reportado para la induccién de ICH'’s y‘de

aberraciones en el mismo sistema de prueba por otros autores
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(Weinstein'g_'gl ~1973 Guglielmi >4 Tice, cam.~per

.), por lo que

los resultados que encontramos ‘se pueden deber realmente' a~1a'

aécién del vanadlo sobre 1a molécula de ADN, a1’ inducit 1esiones.

Estas 1esiones 5e ‘expresan como ICH's, y una posible
inh1b1c16n del proceso de reparacién postreplicativo por accién
_de la cafeina, sin gue pucda atribuirsele ‘accién mutagénica
directa.

Por otro lado los datos experimentales que muestran que el
vanadio induce cambios en la concentracién de grupos —-SH y de
cistina, alteraciones en la formacién de glucégeno vy de
amino&cidos de tipo ceto, asi como en el metabolismo del
colesterol y la sintesis de ADN y ARN, muestran gue este metal
tiene un amplio espectro de accién en el organismo - y dque su
accién téxica no es analoga a ningun otro metal (Roschin, 1967;

WHO, 1988).

3.2) EFTCTOS SOBRE LA GESTACION

En la tabla 4 se muestran los resultados del efecto
embriotéxico del pentéxido de vanadioc al ser aplicade durante los
dias 6 a 15 de gestacién (8.5 mg/g). De las camadas obtenidas en
el grupo testigo se encontrdé un promedio de 11.46 * 0.75
implantes/hembra, encontrando en toctal 25 reabsorciones. El
promedio del peso fetal en este caso fue de 1.39 * 0.05 g/feto.
Al comparar los datos del grupe tratado con los del testigo se
encontrd una disminucién significativa del peso fetal y un ligero

aumento en el nimero de reabsorciones.
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ESTA TESIS W0 DEBE
SALIR DE LA DIBLIOTECA

TABLA 4.- EFECTO EMBRIOTOXICO DEL PENTOXIDO DE VANADIO EN RATONES
HEMBRA TRATADOS DURANTE LA GESTACION (DIA 6 AL 15 ).

DOSIS
Amg/kg)

TESTTCO

NO. CAMADAS

X DEL PESO
FETAL  ee.

# FETOS VIVOS
# FETOS MUERTOS

TOTAL DE IMPLANTES 149"

. IMPLANTES/HEMBRA ¢ ee. 11.46 ¢ 0.75
TOTAL DE REABSORCIONES 25 (19.38)

(%) . 5 :
(*) P< 0.001 CON PRUEBA DE "t" DE STUDENT VS TESTIGO. "
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de; los primeros parémetros analizados para poder

establecer la pos;hle acciéni embriotéxica o.fetot§xicayde un
';compuesto estan “las muertes tempranas,'égé?é;adqs'cohb
reabsorciones; 'y el bajo peso al nac;miento.ibétbs presentados
por 1a brganiéacién Mundial de la Salud muestran que ‘el vanadio
al ser aplicado en el cuarto dia de prefiez incrementa 1la
frecuencia de mortalidad embrionaria como resultado de efectos a
nivel pre-implantacién, sin embargoc en el presente trabajo los
resultados no permiten establecer que el vanadio sea capaz de
aumentar la frecuencia de reabsorciones o de perdidas post-
implantacién, aungue no se descarta esta posibilidad ya que la
dosis empleada fue en general més baja que la utilizada en otros
experimentos ya realizados (WHO, 1988).

El bajo peso al nacimiento se correlaciona, con la presencia
de anomalfas congenitas (Van Den Berg y Yerushalmy, 1966; Scott y
Usher, 1966). Y es en general un indice inmportante de 1la
condicién del recién nacido. Este parametro refleja ademds en
algunos casos la condicién materna, ya que existe la posibilidad
de gque se deba a la toxicidad o desnutricién materna més que a
la accién del agente directamente sobre el feto (Brimblecome et
al., 1968; Bergner y Susser, 1970)

Los efectos de la desnutriciédn meterna sobre el feto han
sido frecuentemente estudiados en terminos de crecimiento celular
(Winick et al., 1973). Esto depende en parte del tiempo gue dura
la gestacién, la desnutricién materna generalmente conduce a un

menor némero de células en la placenta y en varios &ganos
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: fetales, esta El ced tant

Yy winick, 1972‘

ya que 1os animales gestantes

materna, o:mostraron sintomas de

ninguno de estos procaseu,',xn embargo 1os datos del efecto in
yvitro del pentéxido de vanadio sobre el aparato mitético Yy la
cinética de proliferacién celular (Roldan’ y Altamirano, 1990)
pueden explicar este fendémeno, ya que probablemente al
incrementarse el tiempo normal del ciclo celular y se produzca
que la divisién se efectue més lentamenté y de forma defectuosa.
Este efecto podria suceder jin vive reflejandose en un menor
nimerc celular, y posiblemente su consecuencia final es un peso
mas bajo por feto.

Al evaluar las anomalias macroscépicas presentes en los
fetos de los ratones tratados con el vanadio se encontré que de
13 camadas gue constitulan el lote lestlgs z&lc troc de ellas
presentaban fetos con alguna anormalidad, no asi en el lote
tratado, donde se observé que de un total de 15 camadas, 9 de
ellas, presentaban individuos con varios tipos de alteraciénes
(Tabla 5). Tal diferencia entre ambos lotes es significativa,
estos resultados sugieren una accién teratogénica por parte del
pentéxido de vanadio.

En la tabla S5 se aprecia que la proporcién de sexos en
ambos lotes esta modificada, y es en el lote tratado donde 1la

proporcién de hembras en relacién con la de los machos, se
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TABLA . 5.~ ANOMALIAS PRESENTES EN LOS FETOS DE RATONES HEMBRA TRATADOS
| CON PENTOXIDC DE VANADIO DURANTE LA GESTACION (DIA 6 AL 15)

DOSIS
(mg/kg)

TESTIGO

NO. CAMADAS

CAMADAS CON FETOS
ANORMALES (%)

TOTAL DE FETOS
EXAMINADOS

PROPORCION DE SEXO0S
o/

PROPORCION DE SEXOS
CON ANOMALIAS (Q/¢)

TOTAL DE FETOS
ANORMALES (%)

No. DE FETOS CON :
(%)

AREAS HEMORRAGICAS

0JOS ABIERTOS

POLIDACTILIA
PALADAR HENDIDO

"TUMORES"

ACORTAMIENTO DE MIEMBROS

13

3 /13- (23.07)
1247

44.35/55,65

1.82/2.90%"

3 (2.4;)J>:

0
3 (2.42)
1]
o
0

=)

47 (2.68)

2
8
2
1

1

HETE-TTN
(5.38) (B) .

3 (1.54)" k
(0;6%)
(0.67)

(a) P< 0.05 VS TESTIGO 2 PARA PROPORCIONES
{k) P< 0.01 VS TESTIGO

Z PARA PROPORCIONES

(c) P< 0.005 VS TESTIGO x; PARA BONDAD DE AJUSTE
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incrementa sxgnificativamente.

Al comparar: el porcentaje de fetos que P esentaba

malformac;én se encontré que gst incrementaba S

“i(Tabla® 5).'w":

significativamente respecto al “lote testfgo
Las anomalias macroscépicas en los fétos de ‘ratones hembras
tratados con pentoxido de vanadio durante la gestacién  més
frecuente fue el acortamiento de miembros, le siguieron las
ireas hemorrigicas . Los ojos abiertos y polidactilia presentaron
la misma frecuencia que el testigo, mientras que paladar hendido
y "tumores" se manifestaron como casos Gnicos (tabla 5).
Basdndose en el "Sindrome del Edema" estudiado por
Grabowski, (1979), y cuyo mecanismo es conocido como desbalance
osmolar, en embriones de pollo sujetos a hipoxia, es posible
dibujar con detalle los eventos sucesivos en la teratogénesis de
malformaciones caracteristicas de la cabeza, extremidades,
y 2lgunas otras comn los edemés. v los hematomas.
La primera reaccién reconocida en el sistema embrionario
después del tratamiento con algunos agentes es la
hiperosmolaridad en ciertos compartimientos extraembrionarios,
con lo cual se puede tener una entrada repentina de fluido
proveniente de estos compatimientos dentro del embrién como
resultado de una hipervolemia y un aumento en la presién
sanguinea dentro del embrién. Todos estos cambios tempranos en la
osmolaridad de los fluidos pueden considerarse como el mecanismo
gue causa el primer dafic evidente en la formacién del edema, los

hematonmas, Yy 1las vejigas (o 4&mpulas llenas de liguido)
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{Grabowski, 1979; Willson, 1979). : .
El hecho de que el vanadiokbue 'c{ér'dg“mané?a‘ 

importante el equilibrio osmolar:de ltgfaﬂtia}~

bomba de Na+ y K+, puede hacerlo un aéé
hemorragicas observadas, sin embérgo en el‘caso,dél péladérb
hendido, la polidactilia y los Eﬁmorés‘aunéﬁe:nd fueron. -
estadisticamente significativos, resﬁecto al grupo .testigo, no
puede ser determinante. ‘

Los edémas, hematomas etc, pueden llevar a otros eventos
patogénicos causando una distorsién mecanica e isquemia en los
tejidos, alcanzando proporciones severas en las extremidades y
en la superfice de estructuras de la cabeza donde 1la
embriogénesis anormal rendir& eventuaimente un defecto finail
(Willson, 1979).

El defecto m&s frecuentemente observado fue el acortamiento
de miembros, sin que existieran anomalias severas en estos, por
lo que este defecto pudo ser deblde al iqual que en el caso del
bajo peso al nacimiento, a una menor tasa de divisién celular.
Este efecto podria provocar un menor nimero de células, y
originar un menor desarrollo de los miembros, ya que el vanadio
es capaz de afectar el aparato mitético en general (Roldén y

Altamirano, 1990; Sharma y Talukder, 1987).

3.3) ANOMALIAS RSQUELETICAS
En muchos reportes se han descrito diversas variantes . del

sistema de analisis esquelético en el ratén CD-1, describiendose
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cerca de qa'altéraciones (Beck, 1989). El esqueleto de.los
animﬁlgs;qe,ﬁfuebg y .su_ estudio desde el punto ‘de vista prenatai
es. uno dérlés puntﬁs de mayor atencidn entre los‘teratéiégoéi
(Miiieﬁr} hoélimaﬁ, 1963), ya que el esqueleto fetal es:uﬁ~finq
indicador de dafio durante el desarrollo, aGn sin que: se
ymahifiesten alteraciones morfolégicas externas.

Al evaluar el promedio de aparicién de centros. de
osificacién en el esternén y los miembros superiores e inferiores
se encontro que los dos Gltimos parémetros mostraron cada uno por
su parte diferencias significativas con respecto al testigo
(Tabla 6).

Estos resultados donde se aprecia claramente una disminucién
en la aparicién de los centros de osificacién de extremidades
indican una accién adversa del pent6éxido de vanadio sobre el
proceso de osificacién al menos en estas estructuras.

Se sabe que los huesos de la base del créneo, de la columna
vertebral, la pelvis y las extremidades se llaman huesos
cartilaginosos, porgque se forman inicialmente, sobre un modelo de
cartilago hialino, que es reemplazado por hueso debido a un
proceso llamado osificacién endocondral (Bloom-Fawcett, 1987).

Se sabe que los compuestos de vanadio inhiben las ATP
fosfohidrolasas, las ribonucleasas, las adenilatocinasa, las
fosfofructuocinasas, y la sintesis de ADN y proteinas, y ademds
altera la actividad de la fosfatasa alcalina y de la sintesis de
coldgena (Wuthier y Register, 1985), por lo que esta parece ser

la via por la cual el vanadio altere la formacién de hueso.
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TABLA 6.~ EFECTO DEL PENTOXIDO DE VANADIO SOBRE EL PROCESC DE
OSIFICACION EN FETOS DE RATONES HEMBRA TRATADOS
DURANTE LA GESTACION (DIA & AL 15)

DOSIS (mg/kg)

TESTIGO 8.5

No. DE CAMADAS 13 15

TOTAL DE rETOS
EXAMINADOS

MEDIA DE CENTROS
DE OSIFICACION
POR FETO EN :

ESTERNON
METATARSOS Y
FALANGES

METACARPOS Y
FALANGES

X DE COSTILLAS

13.26 40,05

POR FETO
ALTERACIONES

EN LA MORFOLOGIA N

DE COSTILLAS 0/80 47101
(a) n= 78 * P< 0.0005 VS TESTIGO "t" DE STUDENT

(b) n= 93
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Wide (1984}, reporta un retraso en la osificacién del ‘ﬁueég
supraoccipital. esternén, metatarsos y vértebras caﬁdale; en
ratones tratados con pentéxido de vanadio (1 mmol) eh el dia 8 de
gestacién. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran:  que
el .pentdéxido de vanadio si altera el proceso de osificacién.

La frecuencia de anormalidades en las costillas, no obstante
que no es estadisticamente significativa, concuerda con los datos
reportados por Sun (1987), el cual encuentra un incremento en las
alteraciones esqueléticas (costillas supernumerarias, costillas
onduladas y esternebras fusionadas) al administrale a ratas, ya
sea por via intraperitoneal o por via oral, pentéxido de vanadio
en una concentracién de 0.3 y 9 mg/kg respectivamente.

Los resultados del presente estudio muestran una
interdependencia entre 4 de los parémetros estudiados:
Citotoxicidad (cuantificada por alteraciones del indice mitético
¥y cinédtica de proliferacién), bajo pesoc del los fetos,
acortamiento de los miembros y una reduccién de la osificacien.
El vanadio es un potente inhibidor de las sintesis de ADN y de
proteinas, y es factible que este efecto sea el responsable de
las alteraciones observadas en este estudio.

Con base en lo anterior podemos sugerir que si hay una
correlacién entre el efecto mutagénico y teratogénico de este

compuesto.
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3.4) ‘conxm'mos b4 qoncmsxom'

En relacxén con e1 incremento ‘en. los IcH's, el pentéxido

_vanadio ocacloha lesiones que son reparadas 1as cuales en'

Vtratamientos

:igcnf;espeété s'los,ICH!s, ia’ cafe!na aplicada a las cero
horas de“cuiﬁi?o (24 horas antés'dehlalépliéaéién delLVanadio),
no inhibio los mecanismos dé repéraéiéﬁ;:po%;;arqﬁe éréémos que
el tiempo de accisdn de la cafelina en;ios buiﬁivos no es de mis de

un ciclo de. replicacién.

El1 vanadio necesita al mehos de' un.ciclo.de divisién'para
poder manifestar el dafio como inteiéambios de cromdtidas

hermanas, lo cual lo coloca como un posible agente S-depgndiente.

Los tratamientos simulténeos con vanadio y cafeina también
alteran la cinética de divisién celular, sin gue se observe

alguna relacidn désis-dependiente.

El dafio inducido por el vanadio rno puede ser evidenciado por
si solo, sin embargo al inhibir los mecgnismos de ‘reparacién se
pone de manifiesto su efecto como un incremento en la frecuencia
de ICH‘s. El pentdéxido de vanadio puede considerarse como un

agente mutagénico.

El pentéxido de vanadio mostré efectos fetotéxicos, los
cuales fueron evidenciados por una disminucién del peso y un

retraso del procesc de osificacién.
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La frecuencia de camadas con animales

tefados,_dg fétos'

malformados,‘las diferentes altera io

anomalias presentes en las costilla

Existe una correlacién entre e

teratogénico del pentéxido de vanaqio.
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El vanadio v alouno de sus compuestos han despertado intecds
debido a su gradual acumulaciudn en el ambiente yen los “organis=
mos vivaos Waters, 1977: Fhillips et al.,1983).

Este waetal os ampliamente usado &n la i1ndustria de la cons-—
truccidn, ceramica. wlectrénica, tintas y colorantes tBarocn,
1987; Fhillips @t al.., 1987: Carlson et al.,1987).5u presencia en
el ambiente se debe a que 21 vanadio se ohtiene comao un co-
producto o como un  productn  Jde desecho en la  extraccidn de
minerales como el uranio, fostate, bautta, titanin, etc.,si1endo
la principal fuente de contaminacian  la refinacidn v combustisn
del petrodleo. -

Existen pocos estudios sobre 2] efecto mutagénico, car—
cinogénico y teratogénico del vanadio, siendo lus resultados en
la wayvoria de los casos contradictorios y poco concluyentes.

En el presente trabajo se pretende evaluar los efectos sobre
ratones machos vy hembras al s tratadas con pentdxido de
vanadio durante los periodos e gametageénesis. gestacidn y desar-—
rollo mostnaratl, analizando los efectos del vanadio sobre  las
celulas gaméticas, sobre @1 embridn feto v animdiws 1 aCidn
nacidos. 2valuando la embriotexicidad.. 1nduccidn de. . mutacioanies:
letales dominantes, frecuencia de - malformaciones congénitas,
nimero de i1mplantaciones y muertes fetales, asi1 como el desar-
rollo y muerte postnatal.

MATERIAL Y METODOS.
ANIMALES:

Fara todos los experimentos se emploaran «atcnes de la capa
CD~1 machos y hembras de 45 dias de edad. .y~ can .un. peso Taprakimado
de IS gramos, los cuales seran mantenidos: en‘condiciones e:téndar
de bioterio, con ciclos de luz y DDQLuPldad cnntro\adns i )\bve
-acceso al alimento y al agua. \ Es

TRATAMIENTOS:

Lotes de animales:

Para todos los experimentosise’ ) con-Lin-gruposde. .
animales testigo .y Un lote de animales: tvatadas. ‘En:iodos. los
casos 1los lotes estaran costituidos por i un minimo.de 12 animales
tanta machos como hembras (seglin sea:el: rctu:o;n)(FDa 1966)




Agente quimico:

Fara ..los tratamientos se empleard =l pentd3ida de -vanadio
99,00 de- pureza, abtenido del 'Institiuta’ de Quimica . de la UNAM.)
el cual serd disuelto en agua destilada (8 mg en 100 . ml.de:agual,

empleandose ' soluciones nuevas en cada tratamiento.’ La ddsis a

emplear serd de 5.7 mg/lg de peso.11/4 de la LDus. -0ral repoitada
para ratones). . = . g - .
Via de aplicacidn: B

En todos los casos los kratamientos se. realizaran, por .via
intraperitoneal .

EVALUACIONES:

Para todas las .evaluaciones se seguiré el protocolo. es—
tablecido por la "“US FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA).

A) Determinacidn del evecto sobre la fertilidad y la reproduccidn

Fara nste tipo de evaluaciones se determind. el potencial
toxico del vanadig sobre la funcidn gonadal 'y el comportamiento
reproductivao de los animales de ambos sexos, asi como las
modificaciones en las tasas de cancepcian, estadfos de gestacidn
tempranos y tardios, parta, lactacidn y desarrollo de los descen-
dientes.

En este caso se tendra un grupe de machos y hembras los
cuales seran tratados diariamente con el pentdiido de vanadio. A
los machos se les aplicara el tratamiento diariamente durante los
&0 dias anteriores al apareamiento, mientras que a las hembras 14
dias antes de la cru:za.

Umna ver corzluidss lus lratamientos ios animales seran pues-—
tos a cruzar tuna 3 unal) y por medio de frdtis wvaginal- se ~“detepr-=
minard el dia © de gestacidn (presencia de tapdn vaginal o de
espermatoroides) .

Durante el desarrollo de la gestacidn , la mitad  de las
hembras seran sacrificadas el dia 12 y por cesdrea se examinara
la distribucidén y numero de cuerpos luteos, el nGmero de implan-—
taciones y el nimero de fetos vivos. El resto de las hembras se
les dejara terminar la prcofies y al nacimiento- se contaran el
numern de animales, viabilidad, peso de los mismos y presencia de
alteraciones morfoldglcas MACrUSCORICAS.

La viabilidad de 1as madres y de laos recieén nacidos, asy
como las variaciunes en los pesos se registraran al nacimiento .y
durante los di1as 4, 7, 14 v 21 post-parto ttomando el dia del
nacimiento como el primero).



B Estudios aul Ligeneracional os,

Para poder ostablecer las . etectos el wartaitio sobre i1a
veproduccion. eniddsis  continuas, se lLomaran animéles de anbos
GRINES Y sexus laente maduros wgeneracion F) oy se les aplicard al
vanadio durante samanas hasta el cruzaniento, Jdespuds del .ual
a las hembras. se los continuard la aplicacidn durante la prefies y
Ja Tactacidn.de 1a Fl. & la obtenida, se |} Cruzari y se ob-
tendrd la F2, sabre la cual se evaluaran los efectos del vanadio
coma infertilidades, diswinucidn del ndmerns de fetos por camada,
asi como alteraciones en lous arganos reproductivos.

C) Egtudios do wabriotonicidad.

Fara poder determinar el potencial embriotd:ico del vanadio
se tomard un grupo e hembras y se <ruzaran uno a uno con los
machos. Una ve:z determinado ¢l dia O de prenez las hembras seran
pesadas cada tercor dia, A partir del sesto dia sa aplicard el
pentdizido Ue vanadio diariamente hasta el dia 14 de gestacidn. El
dia 19 las hembras seran sacrificadas y los tetaos se axtraeran
par  cesdrea, analizando l1os dteros paras determinar el ndmero de
maplantaciones, 21 nimero de reabscrocionss tempranas y  tardias,
ELF como el namero de fetos vivos y muertos. LOS mvarios seran
erzaminados y se cuankificarda ol ndmero  de cuerpos  ldteos,
mientras gue los fetos extraldos seran pesados y eiaminados para
determinar la presencia - y frecuencia de alteracirones o malfar-
maciones macroscopicas. Fosteriormente un terciao de los fetos
(elegidos al actar! seran procesados y tehidas con alizarina para
determinar el tipo y frecuencia de anormalidades esqueléticas.
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EFECTO DEL EXTRACTO DE 2amia loddigesif Miq.SOBRE CULTIVO
.= DE. LINFOCITOS DE SANGRE R RICA -HUMANA.

GUILLERMINA ANTONIO M., Ma. del SOCORRO FERNANDEZ y. LAURA
MARTTR .

Facultad 'de Biologfa - Xalapa, Universidad Veracruzana.

El uso .de plantas medicinales es una prdctica muy fre--
cuente en México. Dentro de estas plantas se encuentra Za-
mia loddigesii MLQ.. una cicada que ademds de ser usada co
mo madicinal tamhisn es alimenticia en la regidn sureste =
del Estado de Veracruz. A las cicadas se les han detectado
propledades neurotdxicas y carclnogé?icas las cuales estdn
dadas por los compuestos azoxiglicosidicos que contienen.

Se evalido el efecto citogenético del extracto del tallo
de Zamia loddigesii Miq., mediante el andlisis de aberra--
ciones cromosomicas en metafase de lintocitos de sangre pe
riférica humana. Las concentraciones de 100, 200, 500, 700
y 1000 ppm fueron adicionadas a las O horas y 24 horas de-
iniciado el cultivo. . .

En ningun caso hubo alteraciones citogenéticas signifi-
cativas, observandose solo una disminucidn en el indice mi
técico a la concentracidn de 500 ppm.

EFECTOS DEL FENTOXIDD DE VANADIO SOPRE EL PROCESO DE
GESTACION EN EL RATON. Roldan, K.E. y Altamirano, L.M.
Laboratorio de Citogenética y Mutageénesis, Campo-11,Bioterio,
ENEF~ZARAGOZA, UNAM.

€1 potencial embriotéxico y fetotoxico del pentdxido de
vanadio (Valsg), fue evaluado al tratar ratones hembras
grstantes con este caompuesto. Los resultados ohbhtenidos
muestran que en el grupo testigo se encontré un promedio de
.67 implantes/hembra, con un total de 10 reabsorcianes. El
promedio del peso fetal en este caso fue de 1.48 g/feto,
mientras que en el laote tratads fue de 1.07 g/ feta,
aumentando el numero de reabsorciones (30) con respecto  al
testigo. Al evaluar las anomalias presentes en laos fetos de
los ratones tratados se encontrd que de 77 fetos que
constituian el lote testigo sdlo uno de ellos €1.3%)
presentaban  alguna anormalidad. Forr su  ladoe en el lote
tratado, se observd gue de un total de 167 fetos analizados 11
de ellos {6.8%) presentaban  alguna alteracién. De las
anomallas encontradas, las mAs frecuentes fueron acortamiento
de miembras (7/142 vs 0% del testigol}, polidacti{lia 471623

2.4%  va O del testigo), Areas hemorrdgicas y ojos abiertos
(371625 1.9% en ambos casos), mientras que en el casas de la
hérnia umbilical, paladar hendido y la presencia de "tumaores*

se detectaron en un sdlo caso de los 142 (0.4%). Al evaluar el
efecto del vanadio sobre la formacidn del esqueleto se observé
que en el grupo tratado el 3.79%Z de los fetos (3/79) mostraban
alteraciones en la morfologla de las costillas vs 4 del grupo
testigo. ESTE TRABAJO FUE AFDYADD FARCIALMENTE FOR EL CONNACYT,
CLAVE F220CCORA?1527 ¥ FOR LA DGFA-UNAM CLAVE IN-20Z0B9-ENZA,
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321 FFFECTS OF VANADIM PENTOXIDE (VI05) OF FETAL DEVELOP:
MENT OF 8ICE: M.A.Altamirane®, E.Roldin®uad 1, Alvare.

Lab. Feprotuctivs Toutcalosy. Hiologs of Reproduction Yeneurch
nit. F¥EP-Zaragoza Ni 7-020, MExicn 5000 D, Meatiu

V205, a product of fonsl} fucl combustions, i3 the most
toxic  foem of vansdium {or anirals. Since there arc many
cavironoental toxies which aftect fetal deselapeent .
ducide to .mxy,r the effects of VI05 admiaiscri
nanL mice, on foctuses viability ang seagnt.
. Pregnant Lesate mice, (fon he CO-U wiratn, were ngected
darly. from day b to 15 ol pregnancy, with V208, 11.9
or saline, The apimals vere ced on oy 1,
nusber of healthy foeluses and reabsortions were recosdel.
The fomtuses sere weighed ant tnapected for the prescence
of =nHiaraal ion:

Fo. ditferences in the mumver of feplaatatt ¢
<3, treated 10.423,5) and reabsortions uum ¥ mllu')
vere obmersed. The weight af fovtuses 3 V205 trewted sice
was loues than tn control anes (1.0740,02 vs 1.48:0,04, §€0.01
Student's t test). The numter of fetal rmalfotmations was
Nigher in treated animals (117162 va 1/77, £<0.05, {1 sunare
tese). The frequency of (etal mnlformat tons was: s
of forctirbs and handlicbs 7/1623 polydactrly 4/l
rragic areas 3/162; open cyes 1/362: others 3162,
noe foctuses from V205 trated sice were u
with allzarine-5 and inspected for sk
Thire oat of 7% focludes shosed wary Fibs

Progent results show thut Y204 adsiolstration during prege
fancy alters feclal grovth aml fetfeases the aecidence of
foctal maltormations.

to preg-

atnorsalit ies.

Supported by DOPA [N-202080-UXAM-TNZA

CT8 OF ORAL CHLOROTRIAZINE
ADMINISTRATION ON AT XS 'LIIN(.A('I'IVII'\' I
EMridge!, 1, Eattom's, M&. Tennanis, 1T, MO, Tudel™, C3,
pe3t 1T Stewens?, Department uf rn,wﬂnn m.l I’Il.nlmnuﬂu‘
l\m-man Guy Schoul of Medicing, Wiston-Saiem, G st
Division. CIBA.GEIGY Corpoatiia, Grcembta, NG 27419
Chlorotriazines wie inhibion ul s ph(mv\)mh:ul and enjoy widvapread
use 23 haricides in the agsicultor oigh hoic i hotw Reparted
waricity in amimal systems, some iy howe hat the sompounds iy
interact with sndeogen (Knicwald ef ul, ] Sterviad Dunhient, VKDY and atrogen
(Eldridge e1 al. Endocrne Sixiety Meetig 1) teveptor bindug - Vhe
the prescnt stdics was 1o Ceaming e inlucice of arally adimistcred Alacioe
EATR) and Simazine (SINJUR paramatcrs of £t catios ¢F
acute studics, 2 weeks of orab ATR adminisita
eytles, and alo suppressed ovatian and ulciine weights o plasnia etiad
both Sprague:Dawley (SD) and Ficher. 34 (B340 st steaing 19334 aninialy
fxs adversely afiicd anideatival duse hevets, Ocad SIM admiini
for 2 wecks pristuced similae esulis 61 s 08 ATR, 61 10 4 icass dugeec.
Serum catticiteione level wens signficanly clevated by bath ATR and S8
in both strains, but serum prlsctio was no clevated by tesment. Prolooged
osl ATR administration was associsted, i 4 Joscsclated arannet, with
tlangated Ecycles and peniistens catrun iy 9 monthis of dosing, 1 S1 but not £
344 cats. Ling.term SEM fecding abso indused & duse-febated and W selaied
inctease of catrus days. a1 the expense of dicsteus days, in SO eats. Cheurnic S1M
sdminisiation was significantly cortchated with clevated plasta estradiol in 1)
£aty and clovaled plasma progesteronc in 10 tats, Protactin kesels wetc agan
not Clevated by any Beatment Rensdls indicate that oralty adiniswred
chloruttisdos induced sigrificant sltcaatiun of ol e 12 syle atity.
Wih prolonged Teeding. he sherations eesvenbled aton it changes
hat ourmally oocur duriog sging. b S1 fa, this [u--i\h:d 4 grcater tater
ol days in catrus, but B394 tans mponded with sn elevted scuctian of
progesicrane rathet than estrogen, and creased aumbet o Cstius Uays
MBUIC i hnawn 0] the appeatance uf s telaicd
nstant extrus in fats (<. Nafwlin, et of, it Regrend, 15903, 3 seems plawsible
that cheonie chlurociadne feeding may be capable of ephancing 4 prematore
sencscence in the tepruductive system of female Spraguc-Dawbey anioate,
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1C BINDING OF (1) COCAIRE TO TIUMAN
SPERMATOZOA. K ¥asigit, Rand Odem® and Keancih
L. Palahwki®.  Department of Obateisns and Gyuecutogy.
Viastingion Uierany, Schuct of Medicine, 5t Lows, 140, 83110
Gipasure of males 10 cocaine has been juciesungly

Wked 16 abnarmal  develupme their offspring, but the
mechanisms  that  mediste Mis  phenomenon  are unclear To
investigate the tale of the spemn, this study  examined the
interacttun ol cocmine with humae speriatazos and il elfect ua
their  monitity  and  viability. Washied hwman  sperm wese
|nluhxltd with tritiated cocaine in preschce  and  absence of
uided  varying assey  tundiions The reactions  wéfe
lluppnl Ly taprd weruums Alialion an ghass fibes flers and e
fadwattivity war guantitaed W owas found that (31H)-cocaine
Apnll, tound 10 humen sperm. specihcally and in a2 time.
2 avannes Using uptimi) incuhatian cunditions 0 was
\.\ur.mnu:d that thete see appronmately 56 X10Y

ding sites per vell,  1ne binding had s dinsuciaun comtan
(kd, of 12.6 %, which indicaics high sffinily rfecepiur binding,
The visbibity and moilily of the sperm were assessed by high
mictwory a0 eaain ol leats and were found 12 be anatfecied
by of 14 bigher than  thase
producing saurativ Thu: l|||\|m‘| supputt the theary thay ihe
Spermatooa may Uanspon ovuim where W may
cunsequently affect the devetopment of the cmbryo,

wsaine
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ARLY $.RPOSURL [0 ULLTA-4- IHMI"IMIOCAHNAHINOL [§174)
AHD nmuwnlnl Of REPRODUCTEYL TUNCTION 1K 18( F
S Camphed) snd 7. AL Swsosun.®  leparCment of uw\uqnn
e Univers ity et Hantsetlle, AL
Kats were rapused H Lrr ee esanitably by
adavibytesttan ut ME tn pegaat il (xd Lo pregnant females
Watly suriny neys 38 Gt geatatian . {20 wyidgl w dnje ting
Bembut i pujis wa dag e day 3 of 11t {2 mysiat),  Cuntrols
erefvial an equal valuse of the Bl venirde, Ehlecis wpun
inSement repruta e B tian werr assessed o ke
L by eeabuating L fallewing parssotess:
Gromlls Feponie (3Uradial bivaaaar}s ) eairagens
Alimulated gluiove astdation, ¢1 estradiad and
PusTUlve Tevdbah Goumbensalon g Gesrdan b
Todus et bealstiun o Une  taoature  cat), e ed
sulierorudstiun, o) utécine  des busl  eeapin 1) uterine,
DIy a0 Dypiinslaads astrogot de cate :uulvn:, 4} the
Gatlova af the fud lads cetiolion ot b
n) LS Urmgea Cur eplr Eaemiens (repicoalun,
Pruptslernne corentar Contenl, A0 Cauadly, budy welyht,
PIGITry, hypotbalams  and sreia? jland aclghl data were
eudur bt Lralughially Tmgartaet 1T om sy wae suted
elaren CUNtrol and TUETreatud £aty 10 siy uf A0 pavausters
furthermure, corty HIC eaprsore 900 Mot 1apstr
e et (ng bnavior ab feoslen dodie ol L boesur 1ous sty
by FHS tresbmont, a bled 103t plestrst o)
Capeande ta L 0 N AnTan g ey Hal
aevrt ue yustle elfted fraste
that mayght fumpruatse  Sulavque
Based upaty the  Aceslure rat sode)
Wi L Ol repeole Uive  pbing,
prepacstion uf uterine endumelrtos for  taplactatian,  snd
B1aMTa ya1 adatn bl et be Sapareed i adubitan 33 2
Cuntenaenc ot materaal uf Javentle DB copasuie. ofparicd
Ly BHI Grant 902 61,
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EFECTO DE LA CAFEINA SOMRE LA FRECUENCIA DE INTERCAMBID DE- CROMAT MG
HEFMANAS Y EL  CICLO CELULAF o LINFOCITOS HUMANDS TRATADOS & Cun
PENTOXIDO DE VANADIO 1In vitro. Rolgan, R.E. v Altamirano.
Laboratorio de Citogensrics v Mutajenesis, Campo-1ll. Biotero,
ZARAGOZA, UNMAM,

Resul tados previoe demostraron que el pentoxido de vanadio no
1ncrementa la frecuencia ge I1Ck in vitrc, aunque s1 altera el ciolo
celular. Por otro lado di-/2rsos estudios han mostrado aque la cafewna  es
capaz de interferr con el oroceso de reparacion dei sy
patencilalicando losa electos genoraxicos ok otros agentes como Vas
radi1aciones vy las agenrez aloutlantes. Debido a o anterior en al
presente trabajo se da2cidio estudiar el erecto de la cafeina scbre ¢
induccion de ICH en Cultivos de lintfocitos humanos. En  las culty
tratados con vanadio (2.4 o o ug/mit o cateina (20 pg/m! aplicada desde
las O, 24 o 48 horas) la trecuencia de 1CH no se modificéd con . respecto
al testigo. Cuando la cafeina se combino con el vanadio los resultados
obtenidos mastraron que at aplicar la catfteina a las O horas no moditics
la frecuencia de ICH, sin embargo cuando la cafeina es aplicada a las T4
horas © a las 4B horas la trecuencia de ICH's en los tratamientos con
vanadic &uq (7.86420.59 para )1 perimer Caso Vv para vanadin 4 [T
{(7.60%0.486) y & HY (8. Satl. 67 para el segundo Caso  SE INCreEments
significativamente con respecto al testigo A excepcion  ogel
tratamiento con cafeina 3 las A8 horas (TB.BAX0. 347 FIOL0OS Ut oe
Student? y cafeina 48 nhorag mas vanadio pg » I.BOTL AP IO,05 LY e
Student) la TFL no se mod:f1C0 en ninguno de  1os ohros cashs ol
comoaralos con el testigo (25,.E88%).74)

ANALISIS DE ALTERACIGINES CROMNOSOMICAS Y DE C-METAFASES EN RAICES DG
Vicia faba EXPUESTAS A DIVERSOS TIPOS DE DEIERGENTES Y A DICROMATO OE
POTASIO. Ana_Rosa_Flores-MAtguer, Rafael Villatobos-Pietsini y Sandra Gémez-Arrayo,
Laboratoric de Citogenética y Mutagénesis Ambientales. Centto de Ciencias de
Atmésfera, UNAM, Coyoachn 04510 D.F. México,

Se ha demostrade que el cromo, especialmente en su forma hexavalante, produce
cfectos genotbxicos y por otto lado que los detergentes solubilizan las membianas
bioldgicas. En los tios donde hay descatgas industriales existen mezclas de metales y
surfactantes que afectan a los organismos que viven en cllos y en algunos casos se
describen electos mas que aditivos. En este tiabajo se evalué el dufo citogenético
ocasionado por tres detecgentes: alquil anl sulfato de sedia (anidnico, contenido en el
detergente comescial roma), Tritén X-100 (no iénico) y £ (meicla de no-ibnicos), asi
como también por dicromato de potasio y la mewcla de ambos en las células
meristemdticas de Ja ralz de Vicia faba. Las rafces se expusicton a las diferentes
sustancias en diversus concentraciones durante 4 horas y se dieron 2 horas  de
recuperacién, posteriormente se tiferon con el reactivo de Schiffy el anfilisis de las
alteraciones se efectué en la etapa de analase. En los resultados ohtenidas con los
detergentes no se noté incremento de las anafases anormales ni de las nbcnn‘piones
cromosémicas observadas en los testigos, mientras que concentraciones de 5X10° ppm
de dicromato de potasio las elevaton significativamente (P < 0.001), lo que también
sucedié cuando se aplicé este compuesto con los tres surfactantes. Con respecto al
dafio provocado sobre el huso mitético, que se manifesté como C-metafases, éstas se
presentaron con el detergente E y también con la mezela de los tres y el crome. Los
datos experimentales muestran que los detergentes no facilitaton la penetracion det
metal,




“Mutagenic and Teratogenic Et‘fechs of Vanadium Pentoxide 5
on Mice 1n vivo", : :

Enviado a la’ revis a,ARCHIVES OF ENVIRONMENTAL HEALTH.
June 27,1992 -
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