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RESUMEN

Se estudidéd los efectos mutagénicos del pentdxido de
vanadio en linfocitos humanos en cultivo y en las células
de la médula Ssea de ratédn.

Cuando los cultivos fueron tratados con 2, 4 o 6 ug
de pentédéxido de vanadio/ml de cultivo se encontréd que
este compuesto no modifica la frecuencia de aberrxaciocnes
cromosémicas estructurales ni la de intercambio de
cromatidas hermanas, sin embargoc este metal si eleva de
manera significativa la frecuencia de células poliploi-
des, disminuye el indice mitédtico y alarga la duracién
promedio del cicle celular.

Al ser aplicado por via intraperitoneal (ip) a
ratones macho el vanadio sclamente disminuyé el indice
mitético de las células de la médula ésea.

Por otro lado empleando ratones hembra prefiadas se
estudié el efecto del pentdéxido de vanadio sobre el
desarrollo normal del fetc. Al aplicar el compuesto por
via ip. durante la gestacién se encontré que el vanadio
disminuye el peso fetal y modifica la proporcién de sexos
dentro de las camadas tratadas. Al analizar la frecuencia
de ancmalias externas en ¢l grupo tratado se incrementd
el numero de das con fetos anormales, el nimero de
fetos con hematomas y con acortamiento de miembros.

Al estudiar las modificaciones esqueléticas se
observé que el vanadio redujo de manera significativa el
proceso de osificacién en miembros superiores e inferi-
ores en los fetos de las hembras tratadas.

La administracién del pentéxido de vanadio por via
ip. a ratas prepuberes desde el nacimiento y hasta el




II

dia 21 & desde el dia 21 y hasta la edad del primer
estro vaginal (para las hembras) y hasta los 55 dias
(para los machos) mostrd que el peso de las ratas
tratadas desde el dia 21 fué mayor que las del grupo
testigo, sin que se observaran diferencias en la edad
de apertura vaginal o en la edad de aparicién del primer
estro wvaginal.

En las ratas hembra de los grupos tratados se
encontré que la tasa de animales ovulantes fué menor que
la presentada por el grupo testigo, sin que se observaran
diferencias en el numeroc de ovocitos liberados por animal
ovulante.

En el caso de las hembras tratadas con vanadio desde
el nacimiento, los pesos del timo, rifiones y glandulas
submandibulares fueron similares a los del grupo testigo,
sin embargo en las hembras tratadas a partir del dia 21
se hubo un aumento en el pesc del timo, glandulas
submandibulares y del higado..

Para las ratas macho, el tratamiento con V205 resultd
en un incremento en el pesc de las vesiculas seminales,
del timo y de las glandulas submandibulares.

Los resultaddés obtenidos mueestran que el pentéxido
de vanadio no es un agente clastdgeno, sin embargo aumenta
la frecuencia de poliploidias, altera el ciclo celular,
es citotéxico, fetotdxico y puede ser considerado como
un agente teratédgeno.




INTRODUCCION

De todos 1los elementos presentes en . la
tierra, en la atmdsfera se pueden localizar mas de
2800 especies quimicas diferentes (Tabla 1) , lo que
origina, de alguna manera, una de las exposiciones
mas  complejas y constantes a la gque el hombre se
enfrenta, ya que todos los dias nos encontramos en
contacto con estos elementos (Graedel et a&l.,1986;
Houge, 1984) .

-| TABLA 1.- TOTAL DE ESPECIES QUINICAS DIFERINTES PRESENTES
EN LA ATMOSFERA DE TAS CIUDADES MAS CONTAMINADAS
GRUPO QUINMICO TOTAL DE ESPECINS

260
:go-cnmos 253
ETERES a4
ALCONOLES 233
CETOMAS 222
ALDENIDOS 100
DERIVADOS ACIDOS 219
ACIDOS CARBOXILICOS 174

. HETEROCICLIC0S-0

COMP. ORGANICOS-N 304
COMP. ORGAWICOS-S 9
HALOGENADOS 216
ORGAMONETALICOS a1

GRAEDEL ET AL..1986
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METALES
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Dentro de los elementeos considerados como muy
peligrosos por la Agencia de Proteccién ambiental de los
Estados Unidos, por la Organizacion Mundial de la Salud
Yy por el Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente, los metales ocupan un lugar importante,
ya que ha sidc ampliamente demostrada su toxicidad
y efectos adversos sobre los organismos (Ortiz-Monas-
terio et al1.,1987), ya que la mayoria de ellos muestran
poca adaptabilidad a elevadas concentraciocnes de estos
elementos (Deknudt y Deminatti, 1978; Dekndut y Gerber,
1979; Duffus, 1983).

*

*para tener une idea mas clara de la quimica de los metales se pusden
consultar las siguientes referencias: Bell (1977), Hughes, (1972), Morral of
al.,(1982), sisler of 8l.,(1980), Stoker (19899), Stoker y Walker (1988), Vouk,
(1986) y Zumdahl (19809), ya que a continuacion se den algunas de las
caracteristicas mas importentes de la quimica general de los metales.)

De los 109 elementos quimicos, 80 son clasifi-
cados como mstales, con lo cual éstos vienen a formar la
mayor parte de la quimica inorgénica (Figura 1).

. Desde el punto de vista pré&ctico, los metales
son definidos con base en las propiedades fisicas que
pPresentan en estado sdlido, como son la reflexién,
conductividad eléctrica y térmica, sus propiedades
mec&nicas, magnéticas y su estructura cristalina.

La distincién entre metales y no metales depends
de las propiedades quimicas y fisicas en conjunto, ya
que algunos de estos elementos pueden presentar algunas
caracteristicas tipicas de metales, demé&s de p
otras de elementos no-metalicos. Algunos de estos con

' ambos tipos de caracteristicas son llamados metaloides,

como el caso del arsénico, del germanio, el selenio, el
telurio y el antimonio.

En general, las propiedades quimicas de los
el tos depend de su configuracién electrénica, la




FIGURA 1,- TABLA PERIODICA DE LOS ELEMENTOS
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cual varia con el numero atdémico, razédn por la cual
muchos son capaces de formar una gran variedad
de compuestos. En el caso especifico de los metales,
estos forman compuestos con un amplio rango de estados
de oxidacidén, come los inorganicos (algunas sales), los
complejos metalicos o coordinados y los compuestos de
tipo organometalico o combinados con otros metales.
En todos los casos los &tomos forman entre ellos enlaces
covalentes, idénicos o intermedios entre estos dos.

Cuando se disuelven en agua, muchos metales son
capaces de disociarse en iocnes, elementos de tipo
metalico, siendo el mas comin el catién, aunque en
ocasiones puede incluir al oxanién (p.e. el permanganato,

Mnog”) .

Para poder definir un estado de oxidacién se utiliza
el numero de oxidacién. Los atomos no ligados o unidos
tienen un estado de oxidacién = 0 . E1 nimero de oxidacién
de un ién © una molécula es la carga del atomo, si el
ién poliat&dmico o molécula esta formada totalmente
por iones, asumiendo en estos casos que los aniones
tienen una estructura de gas noble (p.e. en el caso del
MnO4~, el manganesc tiene un estado de oxidacién +7
(MNnVII) ¢ manganesoc (VII), mientras que el oxigeno se
encuentra como el ién 02 (estructura tipo nedn).

Una de las propiedades mAas sobresaliente de los
elementos metdlicos es que son capaces de formar una
amplia gama de compuestos inorganicos, los cuales a pesar
de su gran vwvariabilidad, estén clasificados en dos
grandes grupos: los binarios y los multielementales. De
los dos grupos antes mencionados los binarioa son los
que presentan interés desde ¢l punto de vista toxicolédgico
¥y tecnolégico, ya que dentro de estos se encuentran los
. 6xidos y los sulfitos, formas quimicas en las cuales la
mayoria de los metalesﬂaparocon en la naturaleza, ya sea
en forma de minerales o como producto de los desechos
industriales.




COMPUESTOS ORGANOMETALICOS

Los compuestos organometadlicos se caracterizan
por tener un &tomo de carbono de un grupo organico unido
a los Atomos del metal. Por su estructura y composicién
podemos encontrar tres tipos de compuestos organo-

metAlicos:

1.- Compuestos idnicos de metales electropositivos.
2.- Compuestos Sigma-unidos, con los residuos
org&nicos unidos al &tomo de carbono metalico por dos

enlaces covalentes de 2 lectrones.
3 .- Campuestos ligados no clasicamente. p.e., &lcalis
de litio y berilio é los metales de transicién con

algunos alquinos, bencenos y otros sistemas con anillo.

En este grupc de metales los de interés
toxicolégico son-los alquil~- o aril- mercuriales, los
compuestos de germanio, estafioc y plomo, ya gque tienen un
estado de oxidacién +4, y aunque todos son peligrosos,
s5lc los de estafio y plomc tienen amplios usos

industriales.

SOLUBILIDAD DE LOS METALES

Desde el punto de vista toxicolégico, 1la
solubilidad de los metales en agua y en otros liguidos
es un punto importante que tomar en cuenta, ya que éste
es uno de los factores que favorecen la absorcién de
estos ele- mentos por los tejidos biolégicos.

La solubilidad de los metales depende de 1la
presencia de determinados grupos quimicos, particular-
mente los iones H (pH), y de si el disolvente es agua
o algun otro fluido biolégico.

En el caso de los mamifercs, los fluidos
bioclégicos son generalmente alcalinos (pH 7.4), aungue
en el caso de los localizados en el tracto gastrointes-




tinal pueden ser acidos (pH 2-6) como en el estémago

y de 6.8 en el intestino.

Cuando se dice que  un compuestco es soluble,
generalmente se refiere a que es capaz de tener una
solubilidad en el agua de mas de un gramo por cada 100

ml, considerandose al compuesto como insoluble cuando se
disuelve en menor proporcién.

La solubilidad de un metal disminuye cuando
aumenta el numero atomico, lo que depende en gran medida
del estado de oxidacién del metal y de la tasa de
oxido-reduccién presente en el medio. De igual manera el
tamafio de la particula es un factor importante, ya que
@]l material pulverizado es mas f&cilmente soluble gue
el material que presenta particulas grandes.

METALES DE TRANSICION

La definicién mAs coman para los elementos de
transicién es que son elemeritos con sus érbitas d o £
parcialmente llenas en cualquiera de sus estados de
oxidacién en los cuales forman compuestos. Dentro de
eatos elementos de transicién se incluyen 56, y todos
ellos tienen algunas caracteristicas comtGnes:

a) Todos son metales.
b) Con pocas excepciones

oxidacién variable.
a) Debido a sus érbitas parcialmente llenas, forman

compuestos paramagnéticos.
d) Sus ijiones y compuestos presentan coloracién en

uno © todos los estados de oxidacién.

muestran estados de

De estas propiedades, las incluidas en el inciso
b y en el © son de mucha importancia biolégica, ya que
su principal funcidén es la cat&lisis y el transporte de

electrones.
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Los elementos de transicién estan clasificados
en tres grandes grupos:

1) Los primarios o del grupo-d
2) Los lantanidos
3) Los actinidos

La quimica de estos elementos es muy compleja
¥ su estudio y discusién casi siempre se limita al grupo
principal, ya que en éste se presentan aguellos metales
con funciones bioclégicas y caracteristicas toxicolégicas
de interés, siendo los elemeritos de la primera columna
los mas importantes (Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, y Cu).
En la segunda columna el de mayor interés toxicolégico
es el Mo, siguiéndole el Ru, Rh, y el Pd. En la tercera
columna y con iguales caracteristicas se mencionan al

Os, Ir y al Pt (Figura 1).

La quimica de este grupo y en particular de sus
cationes, se basa en su habilidad para actuar como &cidos
de Lewis, formando complejos con las bases de Lewis.

Las reacciones de los metales de transicién incluyen
substitucién de ligandos, 1los procesos redox y las
reacciones de ligandos coordinados.

EMISION E INCORPORACION DE LOS METALES AL

AMBIENTE

Se reconoce que existen dos tipos de fuentes de
emisiétn cde metales al ambiente, las fuentes naturales y
las antropogénicas. De las fuentes naturales mAs
importantes se encuentran las superficies de los cuerpos
de agua, principalmente el mar, los suelos, la vegetacién,
la actividad volcénica y los incendios forestales
(Beijer y Jernelov, 1986; Falahi-Ardakani, 1984; Urone,

1986) .

A partir de la actividad del hombre, la descarga
de metales se debe en gran medida a la combustién de




petréleo y sus derivados, asi come al funcionamiento
de las industrias, principalmente las que realizan
refinacién, esmaltado, galvanizado, reacciones
cataliticas etc., procesos de transformacidn que dan
como resultado que se generen desechos gque son
emitidos al medio por via aérea o del agua (Urone,
1986; Beijer y Jernelov, 1986).

En igual grado las actividades domésticas,
agricolas y forestales son fuentes de contaminacién, ya
gue se utilizan insecticidas y fertilizantes con altas
concentraciones de metales los que son lanzados al suelo
directamente (Beijer y Jernelov, 1986; Manning y Feder,

1980).

Anualmente se incrementa la extraccién e indus-
trializacién de los metales, ya gque éstos siguen siendo
parte vital de la vida humana (Tabla 2) y del ciclo
general de contaminacion.

TABLA 2.- ALGUNOS USOE DE METALES '
FOTOGRAFA, CONDUCTORES ELECTRICOS, SOLDADURA, CATALISIS.
CION,

eres
|
S
g

EDUSTIMA ELECTRICA, ALEACIONES, CATALISIS QIUMICA, ALGUICIDAS.
ALEACONES EN LA IDUSTRM DEL ACEROD
CLORO-ALOUNLOS.

PPPRIBRFEITOC
2
E

ALEACIONES. GALVANIZADO. PINTURAS, BATERMS. FEGAMENTOS.




Una vez presentes en el ambiente, la incorporacién
¥y circulacién de los metales en la bidésfera, litésfera,
hidrésfera y atmdésfera se da de una manera natural,
siguiendo rutas de flujo (Figura 2) . Dependiendo de las
caracteristicas de 1os metales y de las fuentes de emision
estos elementos van a ser transportados preferentemente

FIGURA 2.- ENTRADA DE LOS METALES AL

L
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por via aérea © acuatica. Todos agquellos metales qgue
son transportados por la atmésfera se denominan
atmofilicos (p.e. Cu, Cd, 2Zn, As, Sb, Mo, Se, Hg, Pb),
mientras que aquellos que se mueven a través del agua
se llaman litofilicos (p.e. Al, Ti, Sm, Fe, Mn, Co,
Cr, V, Ni) (Beijer y Jernelov, 1986; Graedel et al.,1986;
Turner, 1906).

PAPEL DE LOS METALES EN EL ORGANISMO

Muchos de los metales tienen funciones bioclégicas
importantes, formando en la mayoria de los casos complejos
con otras moléculas, por ejemplo, las metaloporfirinas
(Clorofila y Hemo). La capacidad de la molécula de
clorofila para absorber la luz se relaciona con 1la
estructura tipo polieno del anillo de la porfirina. El
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magnesio, metal asociado al Aatomo de nitrégeno de los
4 anilles pirrélicos da rigidez a 1la estructura
molecular e incrementa la tasa de conversién del estado
lo cual resulta de la absorciédn de
para ser posteriormente
(REDOX) (Vouk,

latente—-excitado,
fotones en la molécula
transferidos a la cadena respiratoria

1986; Lenhinger, 1982).

De igual manera podemos mencionar el caso de las
proteinas férricas no hémicas como las ferredoxinas, a
moléculas biolégicas que contienen cobalto o cobalaminas,

como la vitamina Bl12 y a muchas enzimas activadas por

estos elementos (p.e. Mg2 ), o a las llamadas metaloen-

zimas, de los gue hay 50 diferentes (20 con zinc, 15 con
cobre, etc..) (Vouk, 1986; Lenhinger, 1982).

se clasifican en pesados y ligeros.
Los metales pesados se definen como elementos cuya
densidad es superior a 5 g/cm ~, mientras que los
ligeros presentan una densidad inferior a 5 g/cm.
(Duffus, 1963) . De esatos algunos son elementos traza,
elementos que se encuentran presente en la corteza
terrestre en una concentracién de 100 ppm o menor. Dentro
de la tabla periédica sélo hay doce de estos compuestos
(Oxigeno, Silicio, Aluminio, Hierro, cCalcio, Sodio,
Potasio, Magnesio, Titanio, Hidrégeno, Fésforo y Manga-
neso) (Duffus,1983; Lenhinger,1982).

Los metales,

(=]

EXPOSICION A METALES

Cuando se realiza la evaluacién del efecto adverso
de los metales sobre el organismo, lo primero que se debe
de tomar en cuenta es el mecanismo por el cual los
metales y sus conpuestos son incorporados al cuerpo ¥y
cual es su blanco de accidén, camo en el caso del mercurio

(Elinder et a1.,1988) (wigura 3).

Las caracteristicas fisico-quimicas de los metales
presentes en los medios de exposicién (aire, agua o
alimentos) son fundamentales para poder conocer su
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FIGURA 3.- CINETICA DEL MERCYRIO INORGANICO
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potencial de absorcién y de retencién dentro del
organismo (Stokinger, 1981) . En la mayoria de los casos
la ruta de entrada mas coman de los metales es por
inhalacién, debido a que los - metales en gran parte se
encuentran en la atmésfera como aereosoles y en algunos
casos como vapores (Clayton, 1978: Stokinger, 1981;
Aito, 1968) .

En la industria, la exposicién a los metales en
forma de vapor se limita a unos cuantos ejemplos, como
en el caso del mercurio o del niquel. La parte
correspondiente a 1los aereosoles, tanto en ambientes
laborales como cotidianos es la méas numerocsa, ya que
existen muchas fuentes naturales gque Jjunto con las
actividades h as se rgan de formar y lanzar al
ambiente eatos aereosoles. Las plantas induatriales
donde se quema carbén y se libera Pb, Cd, Zn, As, V ¥y
Ni, (Coffin y Stokinger, 1977; Gerhardsson, 1988) y el
uso de gasolinas con plomo, cCuyo Consumo provoca gque los
automotores emitan grandes cantidades de aereosoles con
Plomo a la atmésfera son algunos ejemplos (Goldsmith
1986; Montgomery y Reinhalt, 1980; Elinder et al.,1988).
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CINETICA DE DISTRIBUCION DE LOS METALES

Una vez dentro del organismo, ya sea que haya sido
introducido por inhalacién o por ingestién, el metal se
deposita en las paredes de las vias aereas o en la mucosa
del tracto gastrointestinal. La cantidad de material que
puede acumularse varia dependiendo de las caracteristicas
fisicas del aerecscl o de la forma quimica del metal
presente en el agua o el alimento. Posterior a su depdsito,
parte es transferido del tejido en el que se encuentra
al torrente sanguineo (Camner et al.,1986; Elinder et

al., 1988) (wigura @)

FIGURA 4.- MODELO DEL INTERCAMBIO DE METALES
ENTRE LA SANGRE Y OTROS TENDOS

10N DE UNION
DE LAS PROTEINAS
FLASMATICAS

En la mayoria de los casos la linfa es una de las
rutas de transporte de los metales. La distribucién los
metales depende de varios factores: La fraccién difusible
en el plasma y fluidos intersticiales e intracelulares;
la tasa de perfusiédn del 6rgano vascular:; la tasa de
biotransformacién; 1la pemea'bilidad de las membranas
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celulares a los metales; la habilidad y tasa de

movimiento de los enlaces intracelulares para el metal
en particular (Camner et al.,1986).

La unién de los iones metalicos con las proteinas
del plasma y con los érganos varia para cada uno de los
metales. El1 germanio no se une a las proteinas del
plasma, el berilio puede ser transportado en forma de
fosfato coloidal y adsorbido al plasma, el uranio se une
en parte al bicarbonato en el plasma y parcialmente a
las proteinas, finalmente metales como el cadmioco y el
mercurioc se unen a las proteinas en un 99% de los casos.
Estos y muchos ejemplos permiten comprender la importan-—
cia toxicolégica de los metales (Camner et al., 1986
Elinder et al., 1988; Stokinger, 1981) .

Debido a la afinidad que tienen los metales por las
estos elementos son capaces de efectar al
organismo, produciendo alteraciones qgue van desde los
niveles moleculares, celulares, hasta el nivel de los
tejidos y de los érganos (Sharma y Talukder, 1987; Elinder

at al.,1988)

proteinas,

Desafortunadamente, a pesar de gque la mayoria de
los compuestos quimicos orgadnicos pueden ser desechados
de los tejidos por degradacién metabdlica, los metales
no pueden ser destruidos dentro del organismo, por lo
que tienden a acumularse en.el cuerpo ocasionando en
muchos casos efectos crénicos. Para los metales la unica
via gque tiene el cuerpo para desahcerse de estos es por
excrecién, y dependiendo del metal pueden variar la ruta
y el tiempo de eliminacién. Por ejemplo el metilmerxcurio
presenta una vida media en el organiamo humano dae 70 dias
contra la vida media del cadmio que se estima de entre
10 y 20 afios (Clarkson, 1986).

A pesar de la tendencia de los metales a acumularse,
no siempre significa que se produzcan efectos téxicos,
Ya que hay metales que se almacenan en forma de complejos
inactivos sin causar lesiones (Clarkson, 1986).
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La toxicidad de los metales puede ser modificada

por varios factores independientes de los anteriores,
nutricionales, fisioldégicos, consti-—
como el sexo y la edad de los organismos
tanto en la relacién

Por otro lado,

Los factores
tuciocnales
pueden jugar un papel importante,
dosis-respuesta comeo en la dosis—-efecto.
algunos factores ambientales como el tabaquismo y el
alcoholismo, tam bien pueden alterar la respuesta del
organismo a los metales (Nordberg et al.,1986) .

METALES

Dependiendo del metal,. sus acciones sobre el
organismo se pueden manifestar como un simple efecto
las membranas pulmonares © el tracto
gastrointestinal, © manifestarse como un efecto
sistémico que puede involucrar tejidos u érganos. Mas
ain, los metales pueden producir respuestas alérgicas o
efectos mutagénicos, teratogénicos o carcinogénicos
(Goldsmith, 1986; Mongomery y Reinhalt, 1980).

local en la piel,

Aunque en muchos casos los tres eventos (mutagénesis,
carcinogénesis y teratogénesis) pueden tener un factor
en comin, la mayoria de las investigaciones se enfocan
hacia la relacién entre la induccién de mutaciones y la
carcinogénesis.

La teoria de la mutaciédn somfitica en la etiologia

' del céncer fue propuesta en 1928 por Bauer (Brusick 1987),

sin embargo, fue hasta la decada de los afios 70, en que
en base a evidencias experimentales obtenidas con el uso
de carcinogénos animales probados en sistemas bacteri-
anos suplementados con la fraccién S9, se obtuvo una idea
de que la mayoria de estos caompuestos también eran
mutagenos (Ames et al1.,1973). La correlacién entre estos
dos fenSmenos parece ser un indicio entre la relacién
funcional y la procbabilidad de gue un evento genotdxico
escencial para para dar origen a una respuesta

sea
Harxt et al1., 1977).

oncogénica (Brusick, 1978;
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El dafio producido al ADN por los agentes qguimicos
se clasifica en dos categorias: alteraciones macroscodpi-
cas detectables por el analisis citogenético de los
cromosomas (aberraciones cromosomicas), Yy cambios o
alteraciones no visibles, los cuales ocurren a nivel de
los nucledtidos (mutaciones). Malling y Wassom (1977)
clasificaron a las sustancias quimicas dependiendoc de su
accién en el ADN en seis grandes categorias (Tabla 3).

TABLA 3.- MECANISMOS DE ACCION DE LOS AGENTES MUTAGENICOS

ACCION MECANISMO DE ACCION RESULTADO

OUIMICA

ALQURACION  ADICION DE GRUPOS ALOUN.O SUDST. DE BASES
A LOS NUCLEOTIDOS ENLACES CRUZADOS

DELECIONES INTRAGE-
NICAS.

ARWLACION EMLACES COVALENTES DE UM CORRIMIENTO DEL
GRUFO ARILO MENSANE

INTERCALACION UNION E INSERCION DEL COM- CORRIMIENTO DEL
PUESTO DENTRO DEL ADN MENSAJE

NCORPORA- ERRORES OE APAREAMIENTO SUBSTITUCION DE
CIOM DE ANA-  DE BASES DURANTE LAREFL)-  DE BASES.

LOGOS DE BASE

VENENOS ALTERACION EN LA FORMA- ANEUPLOIDIAS ¥
MITOTICOS CION DEL HUSO MITOTICO EUPLOIDIAS.
DEAMINACIONES REMOCION DE UN AMINO SUSTIT. DE BASES.

Una vez que el ADN recibe un dafic éste puede seguir
tres vias posibles (Figura 3):

1) que los mecanismos inherentes de la célula reparen
el dafio : .

2) que el daflo produzca muerte celular (citotoxici-
dad) o

3) que el dafio se fije (mutacién) y pueda ser
transmitido de célula a célula o de organismo a organismo.

Si la mutacién ocurre en las células que no pertenecen
al sistema reproductivo (células som&ticas), el resul-
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tado de la alteracidén puede manifestarse solamente en
el individuo expuesto como envejecimiento celular,
cancer o© como malformaciones congénitas, las cuales
pueden ser o no compatibles con la vida, caso en el
cual ocurren abortos espontaneos. Si la alteracién se
origina en los gametos (4vulos o espermatozoides) o en
las goonias que originan a los gametos, el dafio tiene
la posibilidad de manifestarse en las siguientes
generaciones en forma de: enfermedades genéticas
transmisibles (mutaciones génicas), alteracicnes cro-
mosémicas no transmisibles (mutaciones letales domi-
nantes) , abortos espontanecs, malformaciones
congénitas, infertilidades Yy esterilidades {Bru-—
sick, 1987).

FIGURA §.- £8 DEL DARO AL ADN

Diversos estudios han mostrade gque en el hombre
una de las causas mAs jimportantes de la morbilidad y
mortalidad estan relacionadas con alteraciones en los
cromosomas, las cuales son  responsables en ocasiones de
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gran parte de la muerte fetal temprana, de la muerte
de los recién nacidos, de algunos casos de retraso

de malformaciones del neonato y cardiocpatias

mental,
(Hook, 1983; Brent,

congénitas y otras enfermedades
1987) (Tabla @).

TABLA 4.- CONTRIBUCION RELATIVA DE VARIAS CAUSAS EN LA FRECUENCIA
DE MALFORMACIONES FPRESENTES ENM EL HUMANO.

ETIOLOGIA MALFORMADOS VIVOS
"

20-2%
CITOGENETICAS
HERENCIA MENDE LIMANA
MUTACIONES ESPONTANEAS
DESCONOCIDAS
POLIGENICAS
MULTHACTORIALES

SINERGISMO
ERRORES ESPONTANEOS DEL DESARROLLO

AMDIENTALES ] ]

WFECCIONES ¥ ENFERMEDADES MATERNAS
ETC. 1

En el humano la incidencia de alteraciones genéticas
es muy variable. Sin embargo se podria decir que el 0.5%
de todos los nacimientos presentan alguna alteracién
cromosémica, el 1.6% muestran defectos poligénicos y el
1.5% muestran efectos de un gen simple, lo cual da como
resultado que aproximadamente un 3.68% de todos los
nacidos vivos tienen alguna alteracién de tipo genético.
Sin embargo, exiate un cierto porcentaje de defectos de
tipo poligénico que no pueden ser detectados y pasan
desapercibidos hasta mucho tiempo después. Alg que
son reconocidos como ambjientales tambien pueden tener un
no detectado (Hook, 1985; Brent, 1987).

factor genético

La eficacia de un agente quimico como mutageno
depende de varios factores, como su estabilidad en
condiciones naturales dentro de los organismos y en
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soluciédn, el pH optimo de accidén, su transformacion
metabsélica y su posible interaccidén con otros compues-
tos, en 1la formacidén de complejos ho covalentes
asociados directamente a los &cidos nucleicos, inducidos
pPor algunos metales y agentes intercalantes como el
naranja de acridina (Perry y Evans,1975; Sorsa et
al.,1982; Kazantis y Lilly, 1986).

En un andalisis realizado por Sharma y Talukder
(1987), asi como las revisiones hechas por el IARC (1987),
por Carson et al. (1987), por' Kazantzis y Lilly (1986),
POor Graedel et al.(1986) y por Hansen y Stern (1983) los
metales, segin sus caracteristicas dentro de la tabla
periddica y sus propiedades quimicas, muestran las
siguientes actividades mutagénicas:

Grupo I A:

Este grupo incluye al litio (Li), sodio (Na), potasio
(K), rubidio (Rb), y cesio (Cs), elementos que sonh capaces
de formar sales solubles en el agua de manera estable.
Existen como iones en fluidos bioldgicos y rara vez son
capaces de formar enlaces con macromoléculas. En el
organismo son rapidamente absorbidos en la sangre y
distribuidos ampliamente en todc el cuerpo ya que son
capaces de atravesar facilmente las membranas. Algunos
de estos metales como el sodio y el potasio han demostrado
que al ser probados, en altas concentraciones en modelos
animales y en condiciones expermientales son clastogéni-
cos, @ inducen ICH’s, efecto que parece estar relacionado
con el potencial osmético de estos elementos. En el caso
del rubidio y del litio no se tienen datos suficientes,
aunque se reporta que estos dos metales inhiben 1la
formacion del huso mitético.

Gxrupeo X B: -

Easte grupo lo conforman tres metales: cobre (Cu);
pPlata (Ag) y 1 oro (Au), los cuales muestran un
comportamiento metabédlico muy diferente a los metales
del grupo I.

Del cobre es del Unico que se cuenta con informacién
suficiente sobre su efecto mutagénico. Se une con el
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fosfato de los nucleotidos y de los acidos nucleicos,
lo cual produce una infidelidad en la sintesis del ADN.
Por su lado el sulfato de cobre induce desintegracién
de la cromatina y disminuye el indice mitdético. E1
unico efecto conocido del oro es la inhibicién en
la formacién del huso mitético en plantas.

arupoe II A:

Este grupo esta conformado por el berilio (Be),
magnesio (Mg), calcio (Ca) estroncio (St), bario (Ba) y
el radio (Ra). De estos metales a pesar de gque el magnesio
y el calcio son esenciales, todos ellos presentan
actividad genotdxica. El bario y el berilio al ser
probados en sistemas vegetales impiden la formacion del

huso mitdtico.

Grupo IXI B:

Por sus caracteristicas este grupo de metales ha
sido ampliamente estudiado desde el punto de vista
genotédxico. El1 zinc (2Zn), cadmio (Cd) y mercuric (Hg)
presentan formas solubles, formas catidnicas y forman
compuestos coordinados y quelacién en fluidos biolégicos
con los enlaces tiol y con las albiuminas. Su toxicidad
se incrementa con su electropositividad. Desde el punto
de vista genotéxico son capaces de provocar miltiples
dafios a los cromosomas.

Gzupo IIIA:

Aqui se incluyen metales como el boro (B), aluminio
{(Al), galio (Ga), indio (In) y el talio (Th). Ia
caracteristica general de estos metales @3 que SON Capaces
de formar complejos coordinados y compuestos de sales,
aunque estos qltimos tienden a hidrolizarse en soluciones
acuosas o en los fluidos biolégicos, 1o cual evita que
sean absorbidos. completamente porx las membranas
biolégicas. El aluminio y el talio son los unicos que
muestran actividad citotéxica y mutagénica. E1l cloruro
de aluminio es un potente -inductor de aberraciones
cromosémicas en sistemas vegetales y animales, aungue
los resultados son negativos en pruebas bactexianas.
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Grupo IIIB:

Los metales llamados lantanidos y actinidos se
encuentran incluidoes dentro del grupo IIIB, encontrandose
al escandio (Sc), itrium (Y¥), lantano (La) y el cerioc
(Ce) . Los dos primeros metales debido a su poca absorcién
son considerados como no genotdoxicos, mientras gque los
dos Gltimos son considerados como citotéxicos.

Grupo IV A:

El germanio (Ge), estafio (Sn) y el plomo (Pb)
pertenecen a este grupc de metales, siendo el plomo el
mas estudiado. Las sales de estafico y de plomo son altamente
tdxicas, mientras que los compuestos organometélicos son
mas téxicos que las sales inorganicas, debido a su
solubilidad en lipidos, asi como por su alta estabilidad

en fluidos biolégicos y su gran penetracién a los
tejidos.

Grupo IV B:
En este grupo se encuentran el titanio (Ti), circonio

(Zx) y el Hafnio (Hf), sin gque se tengan reportes de
estudiocs de estos metales.

arupo V A:

El antimonio (Sb), bismuto (Bi) y arsénico (As) son
los metales que conforman a este grupo. De los tres el
Gnico que cuenta con datos suficientes para considerarlo
mutagénico y carcinogénico es el arsénico. En personas
envenenadas con arsénico se describe la presencia de
fragmentos acéntricos, puentes cromosémicos, cromosomas
dicéntricos, gaps y otras aberraciones de tipo cro-
mosémico, aunque no se tiene informacién de una relacidn
entre el nivel de exposicién y la frecuencia de estas
aberraciones. Estudios en animales muestran que este
metal induce mutaciones letales dominantes, mientras gue

en bacterias se observan alteraciones de la reparaciédn
normal del ADN.

arupo V B:

De los tres elementos que conforman el grupo VB
{vanadio, tantalio y nobio) el vanadio es el que se ha
estudiado mé&s desde el punto de vista toxicolégico, ya
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que sus compuestos forman sales activas gue son solubles
en agua. Aungue exXisten algunas evidencias de su
actividad citotéxica 1los datos sSon muy escasos Yy
contadictorios. El tantalio (Ta) y el nobio (Nb) no
han sido estudiados aun.

Grupo VI A:

En el grupo VIA se incluyen al selenic (Se), telurio
(Te) y pelonico (Po), siendo los dos ultimos estables
sblo en sus formas aniénicas. El selenio, a pesar de ser
esencial en los animales, es el mas téxico de los metales
de este grupo, aun a bajas dosis, siendo un antagonista
con otros metales, Su toxicidad varia dependiendoc de su
forma quimica y de las especies en las que se pruebe. En
el caso del telurio, a pesar de su baja actividad, es
mutagénico en sistemas bacterjianos. )

Grupo VI B:

En este grupo se incluyen el cromo (Cr), molibdeno
{(Mo) Y el tungsteno (W). El1 cromo se encuentra
generalmente en formas catidnicas o anidnicas estables,
las cuales tienen facil penetracién en los tejidos
biolégicos, mientras que el molibdeno y el tungsteno
presentan sales poco estables. De los tres el cromo y el
molibdeno son considerados como citotéxicos y clastogéni-
cos. En el caso del cromo las sales hexavalentes inducen
mutaciones puntuales en sistemas bacterianos. En células
de mamiferoc se encontrd que la transformaciéon del cromo
de trivalente a hexavalente 1le confiere actividad

mutagénica. En linfocitos humanos el cromo y sus
compuestos inducen aberraciones émicas e i -
ments la frecuencia de intercambios entre crométidas

hermanas. Existen pocos estudios del posible efecto del
tungsteno, sin embargo se menciona gque es un posible
muthgeno en sistemas bacterianos.

arupo VII B:

El manganeso (Mn) es un micronutriente esencial en
los mamiferos, ya que participa en los sistemas
metaloenzimAticos. Este metal es capaz de sustituir al
Mg, incrementando la incoxporacién no complemsntaria de
desoxirribonucleédtidos. E1 tecnecio (Tc) y el renio (Re)




22

no muestran actividad a este nivel. Los estudios de
mutagénesis indican que el manganeso induce mutaciones
tipo petit en levadura. En sistemas in vitro, el cloruro
de manganeso origina aberraciones cromosémicas, aunqgque
en sistemas in vivo da resultados negativos.

Grupo VIII B:

En este grupo se incluyen nueve elementos: el fierro
(Fe) , cobaltoc (Co), niquel (Ni), rutenie (Ru), rodio
(Rh) , paladioc (Pd), osmio (0Os), iridio (Ir) y el platino
(Pt) forman tres grupos de tres metales con caracteristi-
cas semejantes. La estructura atémica de estos metales
parece ser importante en su actividad biclégica. De todos
el paladio y el osmio no forman compuestos estables. A
nivel mutagénico el fierro, cobalteo, niquel y el platino
son 1los Wnicos que muestran actividad comprobada.

Independientemente de lo anterior lo que si parece
ser una regla general en la mayoria de los metales es
que su toxicidad se incrementa cuando se forman compuestos
covalentes y compuestos covalentes coordinados, razén
por la cual los metales pesados pueden formar complejos

‘ estables con macromoléculas bioldégicas a las cuales les
cambian su conformacién y su funcién (Sharma y Talukder,
1987) .

i
I
i

EFECTOS REPROTOXICOS DE LOS METALES

Dentro de los factores que Jjuegan un papel
pPreponderante en la etioclogia de 1las alteraciones
reproductivas, incluyendo las malformaciones congénitas,
los agentes de tipo quimico ocupan un lugar importante,
ya gque se encuentran presentes en casi todos los medios
en 103 cuales se desenvuelven las mujeres fértiles y las
embarazadas, las cuales viven en contacto estrecho con
estos agentes {Houge,1984), sobre todo si tomamos en
cuenta que el desarrollo de los organismos se debe a
una serie de eventos biolégicos que pueden ser blanco de
estas sustancias (Figura 6), pudiendose involucrar muchos
i de los puntos de acciétn como la interaccion con el ADN
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Y el ARN, con las membranas, enzimas, receptores, etc
(WHO, 1984; ECETOC, 1983; Palmer, 1980).

FIGURA 6.- CICLO REPRODUCT!VO EN MAMIFEROS
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PERIODO PERINATAL

En la mayoria de los casos las reacciones del
organismo a la primera exposicién no desaparecen
antes de gque ocurra la segunda. En primera instancia el
proceso normal de detoxificaciétn de los organismos los
protege, sin embargo en estos casos la relacién de las
concentraciones de contaminantes en el ambiente y de
la exposicién es tan alta que estos mecanismos son
rebasados, 1o que puede originar acumulaciédn de estos
elementos en los tejidos de los individuos expuestos, en
particular a nivel de las gonadas 1o cual se traduce
en las ya mencionadas alteraciones xoproductiva-,
teratogénicas o bas (Moutschen, 1985; ECETOC, 1983).

Los estudios realizados han mostrado que la accién
de los agentes gquimicos sobre las células germinales
pueden originar una disminucién en la fertilidad, ya sea
poxr una reduccién en el numero de espermatozoides, por
cambios en la morfologia, motilidad y maduracién de los
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mismos o por fallas en la ovulacién o bien que se
produzca esterilidad a consecuencia de alteraciones
morfolégicas, biogquimicas o fisioldbgicas en los tejidos
germinales impidiendo que éstos funcionen (Francis,
1989; ECETOC, 1983; Manson, 1987).

Aunado a lo anterior, la induccién de mutaciones en
esta etapa pueden originar que el organismc sea estéril
© que el embrién que porta la mutacién muera antes de
empezar el periodo fetal o que el individuo nazca y
manifieste alguna malformacié4n congénita (WHO, 1984;
Persaud, 1979; Brusick, 1987).

Por su etiolcgia las malformaciones congénitas han
. sido ubicadas en 3 grupos:

. 1) Aquéllas que tienen un origen puramente genético

y dentro de las cuales se incluyen las de transmisién
hereditaria de tipo monogénico y todas las que son debidas
a alguna alteracién cromosémica,

2) Las malformaciones .producidas por factores
ambientales, y

3) Todas agquellas alteraciones que resultan de 1la
interaccién de miultiples factores (por ejemplo: predis-
posicién genética y factores ambientales)

{(Guzman~Toledano, 1986; Mutchinick et &1.,1988).

Si bien el estudic de las malformaciones muestra
que la mayoria de ellas son de origen genético se debe
de tomar en cuenta que los factores ambientales son la
causa de estas alteraciones genéticas. Por ello los
metales han sido estudiados ampliamente para conocer su
potencial toxicolégico y mutagénico. No obstante los
efectos de estos elementos sobre la reproducciétn y el
desarrollo de los organismos no se conocen 1o suficiente.

EFECTO EN MACHOS

Algunos efectos de los metales scbre el sistema
reproductivo de los machos se conoce desde mediados del
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siglo XIX, cuando se asocid® al plomo con problemas de
esterilidad (Sager et al.,1986).

. Algunos metales y sus iones como el cadmio, plata,
cobre, estafio, niquel, plomo, cobalto, cromo, manganeso
¥ boro, al ser aplicados a roedores, alteran la

de los cuales el cadmio es el mas

espermatogénesis,
de clorure de cadmio es

efectivo. Una unica dosis
suficiente para causar una necréésis total e irreversible
del tejido testicular. Las células de Leydig se lesionan
Y se observa una disminucién en las concentraciones
plasmaticas de testosterona, cambios en las concentra-
ciones de gonadotropinas y disminucién del peso de las
glandulas sexuales accesorias {Sager et al.,1986;
Zandeveld y Waller, 1989).

Histéricamente al plomo se le asocia con una
disminucién de la fertilidad en los hombres, asi como
con un incremento en la frecuencia de abortos

esponténeos, nacimientos de nifios muertos y muertes
necnatales en mujeres expuestas a este metal (Rom, 1976;
Saric et al1l.,1987; Sager et al.,1986). El1 plomo es un
metal capaz de modificar las concentraciones plasmaticos
de testosterona y de LH, ademas de provocar oligospér-
mia, teratospérmia y astenospérmia en trabajadores
expuestos a este elemento (Wilson, 1979b; Sager et
al.,1986) . En algunos casos el plomo se acumula en las
células endoteliales del testiculo, produce hiperplasia
prostatica, altera la motilidad espermitica y disminuye
el peso testicular (Thomas y Brogan, 1973:; Stowe y Goyer,
1971; Saric, 1984).

En el caso de metales como el mercurio, sélo se
tienen reportes de estudios hechos en animales, donde se
encontrd que su principal mecanismo de accién es sobre
las células de la linea germinal, las cuales parecen ser
los tipos celulares ma&s sensibles a este metal (Wilson,
1979a; Sager et al.,1986; Carson et al.,1987).

El arsenicoA es uno de los metales cuyos efectos
toxicolégicos y mutagénicos estan bien documentados, sin
embargo no se conocen los efectos de este metal sobre la
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reproduccién del macho (Sager et al.,1986; Carson et

al.,1987) .

El niquel, aungue no estAd bien estudiado, al ser
aplicado a ratas produce degeneracién de los espermato-—
zoides y conduce a la infertilidad. En estudios
multigeneracionales cuando sulfato de niquel es adminis-—
trado por via oral se observa reduccién en la talla de
las crias (Sager et al.,1986).

EFECTO EN HEMBRAS

Los efectos de los metales sobre 1la funcién
reproductiva de las hembras involucran una amplia gama
de tejidos, teniendo al eje hipotalamo-hipéfisis-ovario
como uno de los blancos preferidos, aunque los ovocitos
tambien pueden ser susceptibles de ser dafiados.

El efecto de los metales sobre la reproduccién
! femenina es dificil de interpretar, ya gue en el caso
de la infertilidad o la induccién de abortos esponténeos
éstos pueden resultar de alteraciones genéticas en los
gametos, errores en el proceso de implantacién, desba-
lances hormonales, o toxicidad directa del metal scbre
el embrién. Por tales motivos y en relacién con otros
paréAmetros, a este nivel se tiene poca informaciédn para
establecer una correlacién directa entre la exposicién
a estos elementos .y las fallas en la reproduccién
(Mattison, 1983; Sager et al.,1986).

. De los metales que presentan algun efecto scbre la
reproducciédn de las hembras, el plomo es de los mis
conocidos. Desde tiempo atrés se considerd la exposicién
al plomo como una causa de abortos esponténeos y de
nacimientos de nifios muertos (Rom, 1976; Sager et
al.,1986; Saric, 1984; Saric et al.,1987). Algunos datos
experimentales muestran que el plomo altera la madu-
racién de los &rganos sexuales, interfiere con 1la
implantacién del cigoto y produce 1la muerte temprana
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del embrién (Mattison, 1983; Wilson, 1977a; Sager et
al.,1986; Tsuchiya et al.,1987; Zajac y Abel, 1990).

En el casc del mercurio, no existen evidencias
sdlidas de efectos en los humanos, sin embargo en animales
de laboratorioc se describen un sinamero de efectos,
incluyendo alteraciones del ciclo estral y disfunciones
en _la ovulacién. Se sabe que varios compuestos
mercuriales alteran el proceso meidético en ovocitos de
ratén (Sager et al., 1986; Giavini et al.,1985; Fujita
et a1.,1978) .

El aluminio, 1litio, telurio, cadmio, arsénico,
cromo, niquel, zinc, cobalto, cobre, iterbio y cerio
tambien muestran estos efectos (Sager et al.,1986;
Carson et al1.,1987; Pérez-D’Gregorio y Miller, 1988;
Beaudoin, 1974; Jurand, 19888; Degraeve, 1981; Muller et
al.,1990; Yu y Chan, 1988).

El vanadio Y sus compuestos han desperxrtado
interés debido a que en los tltimos afios han
incrementado gradualmente su acumulacién tanto en el
ambiente como en los organismos, lo cual aumenta su ya
elevado potencial toxicolégico (Phillips et al., 1983;
Waters, 1977).

El vanadie (V) es un metal grisaseo qug se pxo.gnu
en la naturaleza en dos isétopos naturales °V y el -
El matal forma estados de oxidacién de -1, 0, +2, +3,

‘44 y +5, de eatos, 1los 43, +4 y +5 los més comunes, ademis

de que el +4 es el de mayor estabilidad.

El vanadio se encuentra en varios estados de
oxidacién en la naturaleza, siendo muchos de sus
compuestos ampliamente usados diéxido (IV) de vanadio;
triéxido (III) de wvanadio; pentédxido (V) de vanadio:
metavanadato de sodio (V); tetracolrurc (IV) de vanadio
y sulfito (II) de vanadio (WHO, 1988; Stokinger, 1981).
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El vanadio en su forma metadlica no se encuentra de

manera natural en la tierra, sin embargo se conocen cerca
de 70 minerales de vanadio, de los cuales 40 son vanadatos.
De los elementos mas importantes tenemos a la vanadinita
(con un 19% de pentdxido de vanadio), la desclozita (220
g/kg), cuprodescloizita (170-220 g/kg) carnotita (200
g/kg), la titanoferromagnetita (88 g de pentéxido de
vanadio por kg) y la magnesioferrita (160 g/kg) etc.
(Stokinger, 1981; WHO, 1988B) .

‘La produccién del vanadio esta ligada a la extraccién
de otros metales como el fierro, uranio, titanio y el
aluminio. Por otro lado la extraccién del vanadio se
realiza de manera importante a partir de combustibles
fé6siles, incluyendo los aceites y carbones ricos en
vanadio, grasa de alquitran y los asfaltos (Stokinger,
1981; Baroch,1983; WHO, 1988) . En los primeros $ aflos de
la década de los 80 la produccién de vanadio (en forma
de pentéxido de vanadio) se calculé entre 34,000 y 45,000
toneladas (WHO, 1988)

Del total del vanadio extraido, entre el 75 y el
85% es utilizado en la industria metalurgica, como
aleacién para el acero; el resto es empleado en la
industria de la energia atémica, la constuccién aeronéu-
tica y aereocespacial y ademAs es usado en la industria
quimica como catalizador en la producciédn de &cido
sulfurico y de los plasticos. El vanadio en menor cantidad
es empleado en otras industrias (Stokinger, 1981 WMO,
1988; Baroch, 1983; Rosenbaum, 1983).

La contaminacién del ambiente por vanadio tiene sus
principales fuentes en las plantas que emplean carbén y
cambustible de tipo f£6sil, cuya combustién provoca una
gran descarga de este elementc a la atmésfera. La qguema
de desechos de carbén, asi como las descargas de polvos
de carbdn son otras fuentes importantes de emisién de
vanadic al ambiente. En el proceso de destilacién y
purificaciodn del petrédleo crudo mucho vanadio permanece
en los residuos, por lo que el uso del petxdleo destilado
contamina menos (WHO, 1988; Stokinger, 1981).
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Su presencia en el ambiente se debe a que se obtiene
come un co-producto © como un producte de desecho en
la extraccidén del uranio, fosfato, bauxita, titanio o
alguno de los 70 minerales mas conocidos que contienen
vanadio en alguna de sus formas. De éstas la mas comun
y comercial es la pentavalente en forma de pentdxido
de vanadioc (Baroch, 1983; Phillips et al., 1983;

Rosenbaum, 1983) .

Las fuentes naturales de vanadio en el aire son las
particulas de polvo de los continentes y los aerosoles
marinos que aportan bajas concentraciones de este metal
(desde 0.001 a 0.002 ng/m” eri el polo norte) (Zcller et
al.,1974) hasta 1000 ng/m~ encontrada en grandes ciudades
(WHO, 1988). Esta ultima cifra indica claramente que
la elevada concentracién de vanadio se debe a fuentes

diferentes a las anteriores.

Aunque no existen datos de alteraciones producidas
por deficiencias de este metal en el hombre, el vanadio
es esencial en la nutricién de algunos organismos
como los pollos y las ratas (Simeon et #1.,1982), y su
carencia en la dieta produce alteraciones metabdlicas

importantes (Sabbioni et al.,1983).

Se estima que para el hombre la fuente m&s importante
de vanadioc es el alimento, calculéndose que la ingesta
diaria de vanadio es aproximadamente de 10 a 60 g/dia
(Byrne y Kosta, 1978). Estos célculos se lograron debido
a que muchos de los alimentos presentan concentraciones
detectables de vanadio. Los anélisis realizados en tres
eatudicos diferentes mostraron que los granos y cereales
contienen entre 1 (arroz) y 93 (cereales) g de vanadio/kg.
Las frutas mostraron rangos de 0.2 a 3 g/kg, 1los verduras
de 0.03 g/kg (en @l tomate) hasta 1800 g/kg (en el
perejil seco) y 2000 g/kg (en los hongos secos). En el
caso de las carnes y mariscos los rangos oscilaron de
0.5 g/kg (en la carne de cerdo) hasta 43 g/kg en 1la
langosta. Algunos otros productos de consume humano coman
también presentan altas concentraciones de vanadio: los
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cacahuates (44 g/kg), la leche concentrada (25 g/kg)
y la cerveza (11 g/kg) (WHO, 1988; Byrne y Kosta, 1978).

En personas expuestas al vanadio por razones
ocupaciocnales, se encontrd que éste se acumula en el
pulmén, los intestinos y la piel (NAS, 1974; sStokinger,
1981), lo que se acompafia de aumento en la frecuencia
de irritacién bronguial, tos crdnica, rinitis, farin-—
gitis, traqueobronguitis y anemias. Sus principales
érganos blancos son el higado y el rifnén (Carson et
al., 1987; Rosenbaum, 1983).

La toxicidad de este metal depende en gran medida
de su estado quimico, Yy sus acciones téxicas aumentan
con la valencia; su principal mecanismo de accién es
el blogueo de numerosos procesos metabdlicos celulares
por inhibicién de enzimas como las ATPasas, fosfatasas,
quinasas y otras enzimas (Jones y Basinger, 1983;
Sa!?bioni et al., 1983; WHO, 1988).

El metabolismo del vanadic no esta bien estudiado,
sin embargc se sabe que tiempo después de la absorcién
se puede encontrar una distribucién uniforme del metal
en la mayoria de los tejidos blandos (Figura 7), sin
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embargo, los sitios de mayor permanencia de vanadio
en el cuerpo son los masculos y los huesos. El1 vanadio
absorbido es transportado en el suero unido a la
transferrina (Camner et al.,1986; Byrne y Kosta, 1978;
Canalis, 1979).

Hopkins y Mchr (1974) describieron que en el caso
de los pollos una baja en la ingestién de vanadioc producia
alteraciones del crecimiento,mientras que en ratas
alimentadas con bajas concentraciones de vanadio (10
a/kg) por cuatro generaciones estas mostraron una
disminucién de la fertilidad (Schwarz y Milne, 1971;
Strasia, 1971). Nielsen y Ollerich (1973) encontraron
que la administracidén a pollos de una dieta conteniendo
de 30 a 35 g de vanadio/kg retrasaba el crecimiento,
ademas de incrementar el hematocrito, las concentraciones

de colesterol en el plasma y bloquear el desarrollo normal
del hueso.

Los resultados obtenidos in vitro sugieren que el
vanadio tiene un papel importante en la regulacién de la
bomba de sodio y potasio (Macara, 1980). Otros estudios
han mostrado que el vanadio inhibe la ATPasa para sodio
y potasic en diversos tejidos y organiamos (WHO, 1988).

Phillips y Col. (1983) describieron que en el rifién
sSe encuentran altas concentraciones de este slemento, el
cual parece ser su Pprincipal o6érganco blanco. Como
micronutriente interviene en 1la regulacién de 1la
excrecién del agua y sales, interactia y modifica 1la
bomba de sodio en el rifion, en forma de vanadato
incrementa 1la eliminacién de solutos y agua por vVvia
urinaria, inhibe la posible acumulacién de iones
orgénicos en el rifion asi como de sodic , potasio y la
ATPasa renal (English et al1.,1983).

En el caso del V5+, ademés de inhibir a la ATPasa
para sodio y potasio altera o bloquea el funcionamiento
de enzimas coamo las ATP-fosfohidrolasas, ribonucleasas,
adenilato quinasas, fosfofructoquinasas, escualenoc sin-
tetasa, gliceraldehido-3~- fosfato deshidrogenasa, glu-
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cosa—6—- fosfatasa, etc., aungue existien muchas enzimas
mas qgue son afectadas por el vanadio (WHO, 1988).

Una problematica grave del vanadio es su acumulacién
en los tejidos animales (incluyendo al hombre). En la
tabla S8 se presentan los resultados obtenidos de varios
estudios en los cuales a partir de biopsias de tejidos
humanos se determind la concentracién promedio de vanadio
presente, observando que el higado y el pulmén son los
érganos blandos que mas acumulan este metal, aungue
también se sabe gue el tejido &seo es uno de los sitios
de depdsito de este metal (WHO, 1988).

TABLA 5.- NIVELES DE VANADIO EN ORGANOS HUMANOS (ug-Kg)
1 2. 3 4
RINON 3.3 3.2 2.6 7.0
HIGADO 7.5 4.5 - 19.0
CEREBRO 0.7 0.75 — —
TIROIDES 3.2 3.0 - _—
MUSCULO 0.45 0.62 — —
PULMON '19-40 —— -— 13.0

1 Y 2 BYRNE Y KOSTA (1978)
9 Y 4 DAMSGARD (1972)

Estudios in vitro scbre los efectos del vanadio en
la formacién del hueso en calvaria de la rata de 21 dias
de edad, mostré que el vanadito de sodio (0.1-10 mmol)
estimula la incorxporacién de timidina tritiada al ADN e
incrementa el contenido de ADN en el hueso, asi como
eleva el indice mitético, mientras que concetraciones de
100 mmol produce una inhibicién irreversible de 1la
sintesis de ADN y de proteinas (Canalis, 1985; Hori y
Oka, 1980).
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La toxicidad del vanadio en animales de experimen-—
tacién varia con la especie y la ruta de administracién.
Los animales pequefics como la, rata y el ratdSn son menos
sensibles gque especies como el conejo o el caballo (WHO,
1988) . La toxicidad de este compuesto también ésta
asociada a la naturaleza del compuesto, ya que el vanadio
es toéxico tanto en su forma anidénica como catidnica, y
se observa un incremento de su actividad con la valencia,
siendo el Vanadio >V el mas téxico. Entre los é&xidos del
vanadio, el pentdxido es el mas soluble y el mas tédéxico
que el tridéxido y el didxido (Alessio et al., 1988).

Son pocos los estudios realizados del efecto del
vanadio a nivel de toxicologia reproductiva. Aunque no
hay este tipo de informacién para el humano, en animales
de experimentacién se sabe que la administracién
subcuténea de vanadio (metavanadato 0.85 mg/kg = 1/20 de
la LD50) a ratas prefiadas provoca acumulacién de este
elemento en la placenta. Aunque su accién socbre el feto
no est& bien determinada, este metal se localiza en 1la
leche y en las glandulas mamarias (Roschin et al1.,1980).
Su administracién a ratas macho altera la gemetogénesis,

la motilidad y sobrevivencia de los espermatozoides (WHO,
1988) .

Estudios in vitro mostraron que este metal en forma
de orxrtovanadato inhibe 1la induccién de l1la hormona
luteinizante por accion de 1la AMPc (Lahav et a.l.,1986),
mientras que Carlton et al (1982) al inyectar to
de amonio en criceto dorado del dia 5 al 10 de gestacién ~
sncontraron un incremento en la frecuencia de anormali-
dades .esqueléticas. Resultados similares son descritos
pPor Wide (1984) quien al inyectar pentdxido de vanadio
por via intravenosa (1 mmol) a ratones albinos encontré
que su aplicacién el dia 3 o el dia 8 de gestacién no
produce embrio- ni fetotoxicidad, ademAs de que no
modifica las implantaciones ni 1la viabilidad de 1los
productos, aunque cbservé un incremento en las frecuen-
cias de retraso en la osaificacién en los huesos del

créneo (regién supraoccipital), esternén, metatarsos, y
vértebras caudales.
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El tratamiento de ratas macho con pentoxido
de vanadio provocd infertilidad, hecho que fue
explicado por los autores come un posible efecto
gonadotédxico (Carlton et al.,1982), Ademas, la admi-nis-
tracién de metavanadato de amonio a hembras de criceto
preifiadas provocdé aumento en la frecuencia de muerte
embrionaria y en la aparicién de anormalidades esqueléti-
cas en los fetos (WHO, 1988).

A nivel mutagénico el vanadio esta poco estudiado.
In vitro el vanadio muestra tener efectos estimula-
torios @ inhibitorios de 1la sintesis de ADN ,
dependiendo de la concentracién presente en el medio
(WHO, 1988; Sabbioni et al., 1983), mientras gue en
cultivo de 1linfocitos humanos se ha descrito que el
pentdxido de vanadio no incrementa la frecuencia de ICH’s
(Sun, 1987). En los ensayos realizados para mutaciones
letales dominantes los resultados obtenidos para el
pentéxido de vanadio parecen ser negativos (Sun, 1987).

Diversos estudios han mostrado gque concentra-
ciones micromolares de este elemento estimulan 1la
incorporacién de timidina en el ADN, asi como 1la
proporciétn de la divisién celular en fibroblastos
humanos, mientras que concentraciones superiores a
40uM del ion vanadato son téxicas para la célula (Sabbioni
et al., 1983). Otros trabajos realizados por los mismos
autores han revelade qgue el dato incr ta la

velocidad inicial de digestién del ADN del timo de
ternera.

En células vegetales como las de Allium cepa, el
ién vanadato mostré tener efectos a nivel de la divisién
celular, produciendo la aparicién de células binucleadas
e inhibiendo la formacién de la pared celular (Navas et
21.,1986), mientras que en ensayos bacterianos compuestos
como el VOCl2, V205, y el NH4VO3 dan resultados positivos
moderados de dafio directo al ADN (Kanematsu et al., 1980).
Sin embargo el metavanadato de amonio es fuertemente
mutagénico al ser probade en S. thyphymurium TA1535
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(Arlauskas et al1.,1985). En los ensayos con salmonela
de la cepa TA1535, TA1lS37,

TA98 © TAl00 el pentdxido de
vanadio da resultados negativos (WHO, 1988).

Aungque en ciertos estudios se demuestra que el
pentéxido de vanadio aplicado por via subcutanea o por
inhalacién incrementa la frecuencia de micronucleos en

ratones de la cepa 615, no se cbservan los mismos efectos
en la cepa Kunming albina (Sun, 1987).

|
1
i
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JUSTIFICACION

El amplio uso de los metales en la industria y la
generacién de desechos gque al ser lanzados al ambiente
permiten que éstos se encuentren en constante contacto
con los organismos vivos, favorece que estos elemen-
tos puedan alterar de manera temporal o permanente la
salud, ademids de poner en peligro la integridad de las
futuras generaciones.

El vanadio, al igual que muchos metales, es un ele-
mento el cual en los ultimos afios se le ha puesto mucha
atencidén, debido a que tiende a acumularse en el ambien-
te en concentracicnes detectables y potencialmente
peligrosas.

La informacién referente a su potencial toxi-
colébgico es abundante. Sin embargo los estudios para
conocer su efecto mutagénico y teratogénico son escasos
¥ poco concluyentes, por lo que en el presente trabajo
se decidié estudiar el efecto del pentdxido de vanadio
sobre los cromosomas de linfocitos humanos in vitro ¥y
sobre los cromoscmas de la médula ésea de ratén en
tratamientos in vivo, asi como de tratar de establecer
una relacién entre estos efectos y las alteraciones del
desarrollo que pudiera ocasionar este metal al serx
aplicado a rat hembra prefiadas.
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HIPOTESIS

Debido a que el pentéxido de vanadio es un compues-—
to téxico, capaz de alterar un amplio numero de procesos
metabédlicos y biosintéticos,’ dentro de los cuales se
encuentra la sintesis de ADN, ARN y de proteinas, ade-
mAs de afectar los mecanismos de reparacién del ADN,

podemos decir que:

1 .- Al ser aplicado a cultivos de linfocitos humanos
serd capaz de alterar los cromosomas y la cinética normal

de divisién celular.

. 2.- Al ser inyectado a ratones macho de la cepa CD-1
este metal seris capaz de alterar los cromosomas y la
cinética de divisién de las células de la médula &sea de

ratoén.

3.~ El pentéxido de vanadio al ser administrado a
ratones hembra prefiadas durante los dias 6-15 de gestaciétn
induciré malformaciones macroscédpicas y esaquéleticas,
adem&s de alterar de manera importante el ciclo
reproductivos de estos animales.
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OBIETIVOS

PRIMER OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto del pentdxido de vanadio sobre

las células y los cromosomas de linfocitos humanos en
cultivo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar la frecuencia de aberraciones cromosdmicas
@ intercambio de cromatidas hermanas en los cromosomas

de linfocitos humanos tratados in vitro con pentédxido de
vanadio.

Evaluar el efecto del pentéxido de vanadio sobre la
cinética de ciclo celular y la tasa de proliferacién de
los cultivos de linfocitos humanos tratados in vitro.

Estudiar el efecto del pentédéxido de vanadio sobre
la frecuencia de asociaciones de

satélites en cultivos
de linfocitos humanos tratados

in vitro.
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SEGUNDO OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto del pentdxido de vanadio sobre
las células y los cromosomas de la médula ésea de ratén
en tratamientos in viveo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaular la frecuencia de intercambioc de cromatidas
hermanas en los cromoscmas de las células de la médula
ésea de ratédn.

Evaluar el efecto del pentéxido de vanadio sobre la
cinética de ciclo celular y la tasa de proliferacién de
las células de la médula ésea de ratédn.

TERCER OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto del pentéxido de vanadio sobre
el ciclo reproductivo del ratén.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Evaluar el efecto del pentéxido de vanadio éobzo el
desarrollo normal de los embriones y de los fetos de
ratones hembra tratadas durante la gestacién.

Evaluar el nimerc y tipo de malformaciones macros-
copicas inducidas en los fetos de hembras tratadas con
pentéxido de vanadio durante la gestacién.

Evaluar el nimero y tipo de mal formaciones esqueléti-
cas inducidas en los fetos de hembras tratadas con
pentéxido de vanadio durante la gestacién.

Evaluar el efecto de la adminiatraciédn de pentéxido
de vanadio a ratas prepuberes sobre algunos O&rganos
blanco y los érganos reproductivos.
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Evaluar
prepuberes,
ovulacién.

el efecto de la administracién, a ratas
de pentéxido de vanadio sobre el procesc de
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PROTOCOLOS

ESTUDIO DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS,
INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS, CINETICA
DE CIClLO CELULAR Y ASOCIACIONES DE SATELITES
EN CULTIVOS DE LINFOCITOS HUMANOS EXPUESTOS A
PENTOXIDO DE VANADIO.

MATERIAL ¥ METODOS

Se cultivaron linfocitos de sangre periférica de
donadores sanos (no fumadores.y de 28 a 31 afios de edad)
en la obscuridad en 4.75 ml de medio McCoys 5A (Microlab,
México) suplementado con 0.25 ml de fitohemaglutinina M
(Microlab, México), durante 72 horas a 37°C.

A las 24 horas de iniciados los cultivos, se le
adicion$ a cada uno de los frascos, 0.1 ml de una solucién
de S—-Bromo-cdesoxiuridina (BrdU, Sigma Chem. St. Louis,
USA) (200 ug/ml) y el pentédxido de wvanadio (Aldrich,
USA), en concentraciocnes de 2, 4 o 6 g/ml de cultivo.
En todos los casos el vanadio fue disuelto en agua
destilada y esterilizado por filtracién empleando
membranas Millipore de .0.45u. Los experimentos se
realizaron por duplicade, con una repeticién siendo
adicionada de manera simulténea 0.1 ml de agua destjilada
a los cultivos testigo.
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A las 70 horas a cada frasco se le adicioné
colchicina (4ug/ml, Merxrck, México) y se incubaron hasta
completar las 72 horas. Transcurrido este tiempo las
células se centrifugaron y el paquete celular se sometid
a un choque hipoténico con soclucidn de cloruro de potasio
(KCl 0.075 M) por 20 minutos a 37 C. Posteriormente las
células se fijaron en solucién de Metanol-acido acético
(3:1), se realizaron tres cambios y se dejaron reposar
en cada uno de ellos 20, 15 y 10 minutos respectivamente.
Por altimo las preparaciones se realizaron por goteo y
se dejaron secar al aire, y la tincién diferencial de
cromatidas hermanas se realizdé siguiendo la metodologia
propuesta por Altamirano-Lozano (1987)

Para cuantificar las aberraciocnes cromosémicas, en
cada concentracién de vanadio estudiada y en cadla
experimento un minimo de 100 metafases en primera divisién
Y bien extendidas fueron revisadas. Los tipos de
aberraciones analizadas incluyeron a las de tipo
cromatidico, como los gaps isocromatidicos y cromatidi-
cos, los rompimientos y los intercambios, mientras que
las aberraciones de tipo cromosédmico fueron los rompi-
mientos y anillos. Como aberraciones de tipo numérico
s0lé analizaron las poliploidias (Evans y O’Riorxdan,
1975) . Ademas, en 950 metafases se analizé el numero de
asociaciones de satélites (Figura 8).
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Para determinar el indice'mitdético se contabilizaron
al azar 1000 células, mientras que para determinar la
‘cinética del ciclo celular se observaron 100 células en
metafase por concentracién y al azar cuantificando las
células en primera divisién, segunda divisién y terceras
© sucesivas divisiones.

La tasa de proliferacién linfocitica fue calculada
por el método propuesto por Ivett y Tice (1982), mediante
la siguiente férmula:

T-horas

1 = (X)) ¢+ 2 x (IX) + 3 X (IIX)

El analisis de la frecuencia de intercambio de
cromAtidas hermanas (ICH) se realizé observando un minimo
de 50 metafases bien extendidas en el segundo ciclo de
duplicacién y se cuantificd el numero y tipo de ICH, y
se consideré a los terminales como el resultado de un
intercambio , y a los intersticiales como el de dos
intercambios (Figura ).

F

A

FIGURA 9 .- INTERCAMENOS DE M E




44

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé aplicando 1la
prueba de diferencia de proporciones para las aberracio-
nes cromosédmicas, indice mitético y para la cinética de
divisién celular, mientras que para la distribucidn de
ICH por metafase en los distintos experimentos se
aplicéd la prueba de X° para propeorciones, y la prueba de
"t” de Student para la frecuencia de ICH por metafase.

RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los resultados obtenidos en los cultivoes de
linfocitos tratados con pentéxido de vanadio mostrarxron
que este compuesto no incrementa la frecuencia de .
aberraciones cromosdmicas estructurales. En el caso de
los cultivos testigo la frecuencia fue de 1.3% (3/226),
mientras que se observd un 2.2% (5/224) para la
concentracién de 2 ug/ml, 2.0% (4/200) para la
concentracién de 4 ug/ml y de 0.4% (1/218) para el
tratamiento con 6 ug/ml.

Cuando se realizé el an&lisis de las alteracicnes
.puméricas se encontrd que el vanadio eslevé la frecuencia
de células poliploides. Para los cultivos testigo 1la
frecuencia fue de 1.7% (4/226), mientras que para 2 ug/ml
fue de 4.4% (10/224), para 4 ug/ml fue de 4.0% (8/200)
y para 6 ug/ml fue de 4.6% (10/218). En todos los casos
las diferencias fueron significativas con P<0.0S

{prueba de X7).

Estos resultados muestran gue el vanadio no es un
inductor de aberraciocnes cromosémicas estructurales, 1lo
que confirma observaciones previas de Giri et al.(1979);
Hansen y Stern (1984); Sharma y Talukder (1987); WHO
(1988) . La capacidad de este metal para inducir
poliploidias es similar al comportamiento reportado por
Singh (1979), quien encontré que el pentdxido de vanadio
altera el huso mitético de Allium cepa.
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La mayoria de los metales pueden producir altera-
ciones en el huso mitético, efecto gue puede conducir a
que las células se detengan en metafase, se produzca un
periodo estatico en la divisién celular ("Stathmokine-
sis"), se induzca la formacion de diplocromosomas y de
poliploidias, lo gue resulta en la detencién de 1la
divisién celular, lo cual se refleja en una disminucién
del indice mitdtico (Sharma y Talukderxr, 1987). Algunas
de estas respuestas pueden ser atribuidas en gran medida
a gque los metales poseen una gran afinidad por los enlaces
disulfuro, lo cual explica porque unc de los blancos
principales dentro de la célula son las proteinas del
huso mitético (Cherian, 1985).

Los tratamientos realizados con pentédxido de vanadio
mostraron una disminucién del indice mitédtico en los
cultivos tratados con las dos concentraciones mas altas,
mientras que en las mismas concentraciones la tasa de
proliferacién linfocitica aumentd (Tabla 6).

TABLA 6.- INDICE MITOTICO, INTERCAMEBNO DE CROMATIOAS HERMANAS
Y TASA DE PROLIFERACION EN LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS CON
PENTOADO DE VANADIO.
TRATAMIENTO 14, ICHICELULA TPL
oy [ e o) o)
TESTIOOD 2.7 4.97 3 .42 22.05 2 0.272
2.0 .09 £0.34 23.07 s 0.060
1.2 4.32 3 0.47 20.53 2 8.000
1.1 4.48 ¢ 0.47 27.60 508593

*=i.05 VB EL TESTIGO CON PRUEBA DE DIFERENCIA DE PROPORCIONES
==x¢0.06 VS EL TESTIGO COM PRUEBA DE X2 )

Aunque la inducciédn de intercambios de cromatidas
hermanas por metales est& bien documentada (GSmez-Arroyo
et al.,1981; Hansen y Stern, 1984; TIARC, 1987; Chno et
al.,1982), el pentdxido de vanadio no modificé 1la
frecuencia de ICH’s en los tratamientos realizados (Tabla

e) .
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El total de células con una © mas asociaciones de
satélites (AS), el total de asociaciones presentes y el
total de cromosomas involucrados por asociacidn se
presentan en la tabla 7. Los tres parametros analizados
se incrementaron significativamente en los cultivos
tratados con 4 © 6 ug/ml de pentéxido de vanadio

TAILA 7.- MUMERO DE CELULAS CON ASOCIACIONES DE SATELITES (AS)
ronL DE ASOCIACIONES ¥ TOTAL DE EN CUL-
S DE LINFOCITOS TRATADOS CON FENTOXIDO DE VAMADIO.
CONCENTRACION CELULAS COMN TOTAL DE TOTAL DE CRO-
fog/my) NES ASO-
ClADOS
TESTIGO 790108 [ 7] 190
2 s 120 ]
e 114080 140 3820
] 127n08> T g Ire—

*=PCP.08; **=F<0.828: ~*=P<0.81 VS £EL. TESTIGO CON PRUEBA DE CHI-CUADRADA J

El fendmeno de las AS involucra la posicién
especifica de los cromosomas satelitados uno con respecto
al otro, los cuales permanecen asi hasta la metafase
(Figura @). Aunque este fenémeno fue descrito en 1961
(Ferguson-Smith y Handmaker, 1961; Harden, 1%61; Ohno et
al.,1961), fué hasta la década de los afios 70 cuando se
empezaron a realizar estudios de las AS y a tratar de
correlacionar los incrementos de éstas con algunas
enfermedades como el hipertiroidismo (Nilsson et al.,
1975) o el observado en casos de meningiomas o en los
padres de individuos con sindrome de Down (Curtis, 1974;
Zankl y Zang, 1978).

A la fecha existen pocos trabajos en los cuales se
correlacione las alteraciones en las frecuencias de AS
con tratamientos o exposiciqnes a agentes quimicos o
fisicos. Un incremento en las frecuencias de AS se observd
en las células de individuos expuestos in vivo a rayos
X o en cultivos tratados con cloruro de cobalto (Nazaret,
1976; Farah, 1982), mientras que una disminucién
significativa se dié en tratamientos con acetato de
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fenilmercurio, plomo inorganico y acetato de
depomedroxiprogesterona (Kirsch-vVolders et al.,1978) .

Algunos investigadores han considerado que una alta
incidencia de AS puede ser la causa de un mayor riesgo
de predisposicidén a la no disyuncidén de los cromosomas
con satélites (cromosomas del grupo D y del grupo G), 1lo
cual incrementa la probabilidad de trisomias (Houghton,
1979; Rosenkranz y Holzer, 1972). Existen trabajos en
los cuales se reportan incrementos en las frecuencias de
AS en familias con antecedentes de trisomias (Evans,
1967; Mattei et al.,1974; Moreira y Fexrari, 1977;
Zellweger et al.,1966) .

La mayoria de los estudios publicados indican que
la tendencia de los cromosomas a asociarse resulta de la
homologia funciconal, de la homologia molecular, de la
conexién de fibras intracromosémicas o del apareamiento
somético de los cromosomas durante la interfase (Korf y
Diacumakos, 1977), por lo que la posible accién de los
agentes qguimicos, ya sea de manera directa o indirecta
debe de ser considerada en la modificacidon de estos
paraAmetros (Kirsch-Volders et al.,1978).

Los resultados obtenidos en cultivos de linfocitos
humanos tratados con V205 muestran que este cCompuesto no
produce aberraciones cromosdmicas estructurales ni
incrementa la frecuencia de ICHs, aunque al parecer fue
capaz de alterar el huso mitético, lo cual se refleja en
@l incremento en la frecuencia de poliploidias, dis-
minucién del IM y alargamiento en la duracién del ciclo
celular.

Aungue la mayoria de las interacciones del vanadio
son aun desconocidas, estudios in vitro han demostrado
que este metal produce cambios en las concentraciones de
grupos sulfhidrilos y de cistinas, alteracicnes en el
metabolismo de formacién de amino&cidos ricos en azufre,
alteraciones en 1la aintesis de ADN y de ARN, asi como en
el metabolismo del colesterol. Esta gran gama de efectos
demuestran gue el vanadio posee un amplio espectro de
accién a nivel celular (Roschin, 1967; WHO, 1988). Esto
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impide establecer de manera clara y precisa su mecanismo

de accidén tanto a nivel de la divisidén celular como
del aparato mitético.
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS MUTAGENICOS ¥ TERA-
TOGENICOS DEL PENTOXIDO DE VANADIO EN RATON in
wvivo.

ESTUDIOS CITOGENETICOS

MATERIAL ¥ METODOS

Ratones macho de la cepa CD-1 (de 2 a 3 meses de
edad y un peso de 25 a 30 gr) fueron empleados para los
experimentos (4 animales para los grupos testigo y los
tratados, segun el esquema propuesto por el Programa de
Genética Toxicoldgica, Latt et al1.,1981). Los animales
fueron mantenidos en cajas de plastico en condiciones
estandar del bioterio, con libre acceso al agua y a la
comida (Purina).

Los animales fueron inyectados por via intraperi-
toneal (i.p.) con una dosis de 1 mg/gr de peso de BxrdU
previamente adsorbida en carbén activado (Morales, 1980) .
Dos horas después de aplicada la BxdU a cada animal se
le inyectd por via i.p. el pentéxido de vanadio en
concentraciones de 23, 11.5 y 5.75 mg/kg de peso (que
corresponden a 1la LDSQO, 1/2 y 1/4 de 1la LDS0O
respectivamente) . El grupo testigo fue inyectado con el
vehiculo. Veintidés horas después a cada animal se le
aplicé una inyeccién i.p. de colchicina (1.5 ug/g de
peso) .

Dos horas mas tarde los ratones fueron sacrificados
por dislocacién cervical y la médula 6sea fue extraida
a partir de los fémures en 5 ml de solucién hipoténica
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de KC1 precalentada a 37°C. Las células se dejaron
reposar 30 minutos, después de los cuales se centrifug-
aron y se fijaron en una solucién de metanol-acido
acético (3:1) cambiando el fijador en tres ocasiones,
Las preparacjiones se realizarédn por goteo y se dejaron
secar al aire.

Veinticuatroc horas después de realizadas las
preparaciones se siguié la metodologia propuesta por
Altamirano-Lozano (1987) para obtener la tincién difer-
encial de cromatidas hermanas.

Para determinar el indice mitético se contabilizaron

1000 células al azar, mientras que para determinar 1la
cinética del ciclo celular se observaron 100 células en
metafase por concentracién y al azar cuantificando las
células en primera divisién, segunda divisién y terceras
© sucesivas divisiones. La tasa de proliferacién celular
fue calculada por el método propuesto por Ivett y Tice
(1882) .

El anélisis de 1la frecuencia de ICH se realizd
observando un minimc de 50 metafases bien extendidas en
segundo ciclo de duplicacién, c ificand el na
y tipo de ICH de igual manera que en el caso de los
cultivos de linfocitos. '

ANALISIS ESTADISTICO

El anAlisis estadistico se realizé mediante la prueba
de diferencia de proporciones- para el indice mitético y
para la cinética de divisién celular, mientras que para
la distribuciédn de ICH por metafase en los distintos
experimentos se aplicé la prueba de X“ para proporciones,
Yy la prueba de "t" de Student para la frecuencia de
ICH por metafase.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos al inyectar pentdxido de
vanadio a ratones macho de la’ cepa CD-1, mostraron gue
este compuesto modificé de manera significativa el IM.
En la désis mas baja empleada (5.75 ug/g) no se ocbservaron
diferencias con respecto al grupo testigo, sin embargo
en la dosis intermedia 11.5 ug/g el IM se incrementd
significativamente (P<0.05), mientras gque en la dosis
mas alta se observd disminucién de este parametro (Tabla
®) .

TABLA §.- WDICE MITOTICO 4. TIEMPO DE PROLIFERACION CELULAR [TRC)
€ INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH] EN CELULAS DE LA MEDU-
LA OSEA DE RATON TRATADAS CON PENTOXIDO DE VANADIO.
CONCENTRACION - IcH IPC
(ugly da peoe} Heen) Reee) Xt ee)
TESTIGO 2474028 w16 e 024 13.41 ¢ 018
5.7% 2.62¢0.33 302¢:0.2) 14.74 ¢ 0.12
1188 2832028  362:088 1400 ¢ 0.38
2200 2.05 s 0.20° a3 2032 14.06 s 0.47

*=P(0.95 VS EL TESTIGO CON FRUEBA DE DIFERENCIA DE PROFORCIONES

Estos resultados concuerdan con lo reportado
previamente por diversos autores, los cuales deacriben
al vanadio como un metal con doble funcién. Caxpenter
(1981) encontrd que fibroblastos h tratad con
c ntraci res a 40 M de vanadato aumentan la
incorporacién de timidina al ADN, evidencia de que este
elemento estimula la divisiédn celular. Cuando las mismas
células fueron tratadas con concentraciones mayores a 40
M el vanadato fué téxico y se observéd un blogueo de la
sintesis de ADN y de la divisién celular.

Datos similares fueron reportados por Sabbioni y

col (1983), quienes encontraron que el vanadio muestra

efectos opuestos sobre la funcién in vitreo de la ADN
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polimerasa de ternera vya que al ser aplicadeo en bajas
concentraciones (10~ y 107 M) se incrementa la
incorporacidén de nucledtidos al ADN, mientrasque en
concentraciones mayores a 10-5 se inhibe su actividad.

Por su naturaleza quimica los metales presentan una
gran afinidad por los enlaces disulfuro, lo cual permite
que atagquen con facilidad al huso mitédtico, dafic que
conduce entre otras cosas a la disminucidn del indice
mitédtico, efecto que se ha observado en células de Allium
cepa (Singh y Sharma, 1981; Navas et al.,1986).

La capacidad del vanadio para estimular e inhibir
diversas enzimas, dentro de las cuales se encuentran
algunas que participan en la sintesis de ADN (Carpenter,
1981; Smith, 1983), parece indicar que el vanadio tiene
mas de un mecanismo de accién sobre la divisién celular.

Aunque el analisis del intercambios de cromatidas
hermanas es un indicador sumamente sensible del dafio
producido al ADN por compuestos gquimicos, los resultados
en el sistema in vivo mostraron gue tampoco existen
modificaciones en las frecuencias basales de intercam-
bios. Cuando la frecuencia, distribucién de los ICH’s y
la cinética de proliferacion celular se analizaron en
los animales tratados se encontraron ligeras variaciones
en las distribuciones (Figura 10) aungue estas no fueron
estadisticamente significativas.

cel NI LARRELVIAALBE 183 'Sk
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La cinética de distribucién del vanadio en el
organismo, implica que desde sSu entrada este metal es
transportado por el flujo sanguineo unido a una enzima,
Yy ai:nque se ha reportado gue en ratas después de 30
minutos de su administracién, ya se puede localizar en
huesc (WHO,1988), tarda alrededor de 8 dias en migrar
hacia el interior de la fraccién nuclear de las células
(Stokinger, 1981), sitio en donde se encuentra el ADN.
Debido a este fendémeno se puede sospechar gque si el
vanadioc tiene un efecto directo sobre el ADN, este no
puede ser observado en los ensayos utilizados, por lo
que se requiere implementar el estudio de este compuesto
con tratamientos a largo plazo.

ESTUDIOS TERATOGENICOS

MATERIAL ¥ METODOS:

Ratones de la cepa CD-1 de 2 meses de edad, de 30-35
g de peso fueron mantenidos en cajas de plastico con’
ciclos constantes de luz/obscuridad (16/8), con libre
acceso al agua y al alimento.

Una vez aclimatados, las hembras fueron cruzadas
durante la noche (de 8:00 pm a 8:00 am), comprobando la
céSpula por la presencia de espermatozoides en el frotis
vaginal © la presencia de tapén espermitico. El dia que
se encontrd cualquiera de estos elementos se consideréd
como el dia 0, dia a partir de del cual se marcé a los
animales y se separaron en 1los diferentes lotes de
trabajo.
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El disefio experimental se realizé siguiendo el
protocolo de tratamiento propuesto por la ECETOC (1983)
Y la EPA (1986), en el cual se sugiere gue las hembras
prefiadas sean tratadas diariamente con el compuesto a
probar desde el dia 6 de gestacién y hasta el 150 dia,
dejandolas continuar hasta el 180 dia. Para los
experimentos se contdé con grupos de 13 animales como
minimo, contando con un testigo absocluto. La via de
tratamiento en todos los casos fue i.p., empleando una
Gnica dosis de pentdxido de vanadio (8.5 mg/kg de peso
del animal).

En el dia 18 de la gestaciédn las hembras fueron
sacrificadas por dislocacién cervical y los fetos fueron
extraidos por cesarea. En cada hembra se conté el numero
total de implantes, de reabsorciones, de fetos y de crias
vivas y de crias muertas. Los fetos fueron pesados en
conjunto .y analizados para determinar el numero y tipo
de anormalidas macroscépicas presentes.

Del conjunto de fetos obtenidos un tercio fue fijado
en soluciédn de Bouin. El resto fueron fijados en alcochol
96, desvicerados y aclarados con una solucién de KOH 1%
durante 24-48 horas para finalmente tefiirlos con rojo de
alizarina y almacenarlos definitivamente en glicerina
pura.

Los animales fijados en Bouin se almacenaron para
realizar estudios histipatolégicos posteriores, mientras
que los aclarados fueron revisados para determinar las
anormalidades esqueléticas presentes.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso fetal, de la' frecuencia de
implantes y de las anormalidades esqueléticas fueron
analizadas empleando la prueba de "t" de Student, mientras
que para las reabsorciones, el porcentaje de fetos vivos
y muertos, numerc de camadas con fetos anormales y el
porcentaje de anormalidades fetales, se se empled la
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prueba de diferencia de proporciones "2". La proporcidn
de sexos en los_fetos de las camadas se compard mediante
la prueba de X™.

Cuando se compararon los resultados entre las hembras
del grupo testigo y las del grupo tratado se encontrd
que no hubo diferencias en el numero de fetos vivos y
muertos y en el total de implantaciones y reabsorciones
presentes. Sin embargo, el peso de los fetos fue
significativamente menor en 16s productos de las hembras
tratadas con vanadio (Tabla 9).

®.- EFECT) A 0N DEL 'GH0DO0 OF Vi
LOS DIAS 6-18 DE GESTACION SOBRE LA FRECUENCIA DE IMPLANTACIONES. RE -
ABSORCIONES. VIABNLIDAD ¥ PESO FETAL.
OBSERVACIONES — TRATAMIENTO twalel
TESNIGO [0
NUMERO DE HEMBRAS FRERADAS 3 [0
TOTAL DE WMPALANTES 148 178
R DE MAPLANTE SICAMADA (o) 11482078 11.76 ¢ .58
R DE FETOS VIVORICAMADA (6} 9.30¢ 0.71 9.73¢0.98
R DE WREANSORCIOME SJCAMADA (o) 1.82 ¢ .49 1.73 ¢ 081
R DE FETOS MUERTOSICAMADA (o) .18 ¢ .30 029 ¢ 0.14
R DEL FMESO FETALJCAMADA B 1.39 ¢ 098 1.04 ¢ 0.98
FROFOMCION DE SENOS EN FETOS
VIVOS §0 (o o.M .1 125075
o) R ¢ o0;

La prop ién de d: con fetos anormales, y el
numero total de fetos con alguna anomalia fue mayor en
las hembras tratadas que en las del grupo testigo. La
proporcién de sexos en los productos de las hembras

testigo fue cexrcana a 50-50%, mientras que en las hembras

tratadas con el vanadio se obtuvo un incremento en el

namero de fetos hembras con respecto al de fetos machos
(Tabla ®), sin que existan diferencias sexuales con
respecto a la proporciétn de fetos anormales.

e b s v e s b rrre e i o gt i
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La tabla 10 muestra la frecuencia de anormalidades
observadas. En los fetos de las hembras tratadas con
vanadio, la alteracion mas frecuente fue el acortamiento
de miembros, encontrandose ademas hematomas, polidac-
tilias, ausencia de parpados y un caso de paladar hendido.

TABLA 10.- FRECUENCIA DE JAS EXCTERNAS €M LA
CtA DE e L4 [ DE o LOS D¢
AS 8-1% DE GESTACION
TRATAMIENTO (ua/ad
OBSERVACIONES ———
TESTIGO 0.8
NUMERD DE HEMBRAS PRERADAS ”» 1%
MNUMEROC DE FETOS EXAMINADOS 126 149
CAMADAS CONM FETOS ANORMALE S Py N3 R23.873
DE FETOS ANORMALES P9 Nzaf2.4m) -
OE FETOS CON: g
e
OJOS AINERTOS IR
ACORTAMIENTO DE MIEMBROS [ ]
[
PALADAR HENDIDO [ ]

*=P¢0.06 VE TESTIGO; **=F<0.81 V8 TESTIGO CON PRUEBA DE DIFERENCIA DE
IONES

En los fetos de hembras tratadas con vanadio
disminuyé significativamente el numero de centros de
osificacién en miembros superiores e inferiores y en 4
casos se encontraron animales con costillas onduladas
(Tabla 11).

TABLA 11.- ALTE ] ETICAS EM LOS FETOS DE RATONES
HEMBRA con or 108 DIAR 8-S OF QES-
TALCION.
TRATAMIENTO
TESTIGO 8.6

DE FrETos [ ] .
OBSERVACIONES
FUNTOS DE OBIFICACION EN: (o)
AIE MBROS SUFE WORES 13.85 ¢ 0.47 895 ¢ 0.33°
MIEMBROS INFERICRES 14.68 ¢ 0.62 SIS e 0.V "
ESTERNON .08 ¢ 8.07 5.98 ¢ 0.90
OTRAS AL
K DEL Me. OE COSTILLASFETO 13.26 ¢« 0.96 3.3 ¢ 0.04
FETOS COM COSTILLAS ONDULADAS P L] 4 [2.98

’ o= X ¢ as: *=F<0.081 VS TESTIGO CON PRUEBA DE 1 DE STUDENT
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Los efectos de la aplica'cién de una sola désis de
pentdxido de vanadio a los ratones durante los dias 6-15
de gestacién no se asocid con efectos embriotdxicos, los
cuales generalmente se pueden cuantificar como pérdidas
embrionarias, incluyendo dentro de estas las pérdidas
postimplantacién, aungue se encontré que este compuesto
induce un decremento del peso fetal y retraso de la
osificacién, par&metros que han sido asociados con
fetotoxicidad (Black y Marks, 1986).

El vanadio y sus compuestos son capaces de inhibir
Jlas fosfohidrolasas del ATP, las ribonucleasas, las
adenilato cinasas, las fosfofructuoquinasas, la sintesis
de ADN y proteinas y la actividad de las fosfatasas
alcalinas (WHO, 1988; Canalis, 1985; Macara, 1980). Los
efectos del vanadio sobre el ADN de la colagena del hueso,
asi como de la actividad de la fosfatasa alcalina se debe
en gran medida a la toxicidad irreversible de este metal
sobre estos efectos, los cuales repercuten de manera

directa sobre la formacién del hueso (Wuthier y Register,
1985) .

Los resultados del estudio mostraron que al parecer
existe una relacién de la citotoxicidad (cuantificada
como una reduccién del indice mitético) y tres de los
par&metros evaluados: l1la baja del pesoc en los fetoas de
las hembras tratadas, el acortamiento de miembros Y la
recuccién en la osificacién.

El vanadioc es un potente inhibidor de la sintesis
de proteinas, de ADN y de ARN, y es muy posible que este
efecto haya producide una reduccién en la tasas de
proliferacién (disminucién del IM) y que esto a su vez
haya sido el responsable de las alteraciones macroscédpi-
cas, esqueléticas y del peso fetal observadas en los
productos de las hembras tratadas con este metal.
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DIFERENCIAS SEXUALES EN IOS EFECTOS DEL
PENTOXIDO DE VANADIO ADMINISTRADO A RATAS

Ratas hembra y macho preplberes de la cepa CIIzZ-V
fueron mantenidos en condiciones controladas de luz/obs-
curidad (luz de las 05:00 a las 19:00), con libre acceso
a la madre para alimentacién, hasta el dia 21, después
del cual tuvieron libre acceso al agua y al alimento.

Animales recién nacidos de ambos sexos fueron
inyectados i.p. con pentéxido de vanadio (V205) (Aldrich
Chemical Co.),12.5 mg/kg de peso ¢ con solucién salina
isoténica, cada tercer dia desde el nacimiento hasta el

dia 21.

Ratas hembras de 21 dias de edad fueron tratadas
con V205 cada tercer dia hasta la fecha del primer estro
vaginal. Las hembras fueron revisadas diariamente para
registrar el dia de apertura vaginal, dia a partir del
cual se realizaron frotis vaginales diarios.
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En todos los casos los animales fueron sacrificados
por decapitacién; las hembras al presentar el primer
estro vaginal y los machos al dia 55 de edad.

En las hembras se disecaron los oviductos y se contédé
el namero de ovocitos liberados con la ayuda de un
microscopic estereoscdpico. Se disecaron y pesaron en
una balanza de precisién los ovarios, el uGtero, las
adrenales, la hipé6fisis, el t:_i.mo, higado, rifiones y las
glandulas submandibulares.

En los machos se disecaron y pesaron los testiculos,
préstata, vésiculas seminales, adrenales, hipéfisis,
timo, higado, rificnes y gla&ndulas submandibulares.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del peso corporal, de los Srganos y
del numero de ovocitos liberados fueron expresados como
promedios + el error esténdar, siendo analizados todos
los datos por medio de la prueba de "t" de Student. El
analisis de la tasa de animales ovulantes se realizé por
medio de la prueba de -

RESULTADOS y DISCUSION -

El pesoc de las ratas hembra tratadas desde el dia
21 y hasta que presentaran el primer estro vaginal fue
mayor que el del grupo testigo (120 + 3.7 g vs 105 + 2.2,
P<0.05), mientras que no se observaron diferencias entre -
los grupos testigo y tratado de las ratas tratadas desde
el nacimiento hasta el dia 21 (105 + 2.2 vs 106 + 5.6) .
Hasta la fecha se sabe gue el vanadio es un micronutriente
esencial para la rata y los pollos, sin que se tengan
datos confiables de su papel en el humano, por lo que el
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incremento en el peso de los animales pudo ser debido
a este fendmeno, ya que en el caso de la alimentacién
normal de los animales de laboratorio existe una
deficiencia de este elemento, el cual si llega a faltar
puede inducir un retraso del crecimiento (Sabbioni et
al.,1983; Poland y Knutson, 1982).

No se observaron diferencias en la edad de apertura
vaginal (40.5 + 0.9 vs 37.6 + 1.5 del grupo tratado
desde el nacimiento y 2.5 + 0.7 del grupo tratado a partir
del dia 21) o en la edad de aparicién del primer estro
vaginal (42.0 + 0.9 vs 39.6 + 1.4 de las hembras tratadas
desde el nacimiento y 42.8 0.5 del grupo tratado a partir
del dia 21).

La tasa de animales ovulantes fue menor en los
grupos tratados con respecto al grupo testigo (8/15 vs
18/19, P<0.02, con X“), mientras gue noc se observaron
cambios entre los animales tratados desde el nacimiento
Yy los tratados a partir del dia 21 (4/9 vs 4/6) .

El numero de ovocitos liberados por animal ovulante
fue similar en ambos gx:uéos {(testigo 8.20 + 0.4 vs 7.30
4+ 1.9 para tratadas desde el nacimiento y 6.80.8 para
el grupo tratado a partir de los 21 dias), sin que se
cbservaran cambios en los pesos de los ovarios, del utero,
de las adrenales o de la pituitaria (Tablas 12 y 13).

BTN
TASLA 12.- FERES DE GONADAS IOVAAINS ¥ TESTICLL 06 ¥ ORGANEE AEFRODLICTS-
VYOS (UTERD, FRESTATA ¥ VESICULAS SEMIMALEE) EN RATAS MEMBRA ¥ MACHS THA-
v.-leum“.ltmuwuulell
L3

[

TRATAD®

[EaNE L
OVANIOS pngd N2
UTERD gl 150.02 188
MACHOS n=8
TESTICULOS () 222004
PFROSTATA $ngd 18402800
VESICARAB
SEMEALES gl 2400¢ %8 200.0 ¢ 15.0~

*=¢0.08 VB EL GO DE con ADE t DE
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srreTor-—er
TABLA 13.- PESO DE LAS ADREMALES. AITUITARIA, TIMO, GLANDIURLAS SUBMANDIBULA-
RES. MGADO Y RIBON EN RATAS v COM SOLUCION SALY-
A O PENTOXID0 DE VANADIO DESDE EL MACKRMENTO { X + DE )
GRUPO
LER =9 =9 =6
ADRENALES (gl 340010 Wes s 330218 W8er.0
MNTUITANA gl [ XY X} azs 12 7.7¢08 07 ¢0.0

TIMO img) 3228¢15.7  3I5.0:108 01188 49604 0.8

GLANDILAS SUS-

MASNDIS. mgd 2530¢70.6 2002122  IINEN 42184170

RADO i) [ X XY 1] 5S04 129088 18208

eflonES lol' 134082 1.9 ¢ 0.03 2.1+ 0.00 100099

ScPch. 98 VS CcoN OF ¢ DE
Los resultados indican que este compuesto sélo afecta
la ovulacién sin modificar las concentraciones de
estrédgenos. Puesto que tanto la ovulacién como 1la
secrecién de estrégenos estén estimuladas por las
gonadotropinas secretadas por 1la pituitaria y una

alteracién en la concentracién de los estrégenos puede
conducir a una disminucién en el pesc del uteroc y a
modificar la liberacién de ovocitos, la disminucién en
1a ovulacién puede ser el resultado de la accién directa
del pentdxido de vanadioc sobre los gametos (Goocdman,

1980; WHO, 1988).

En el caso de las hembras tratadas con vanadio desde
el nacimiento, loa pesos del timo, rifiones y gléndulas
submandibulares fue similar a los presentados por el
grupo testigo (Tabla 13) . Cuando el tratamiento se realizé
a partir de los 21 dias de edad, se encontré un aumento
en el peso del timo, de las glandulas submandibulares y
del higado (Tabla 14). Aunque no existe una explicacién
adecuada para estos resultados, se sabe que en el caso
del to del p en el higado, puede ser debido a un
reflejo de la adaptacién bioquimica que sufre este 6rgano,
@l cual desples de una agresién qguimica activa los
sistemas enzimAticos microsémicos, por 1lo que esta
actividad provoca un aumento en el peso del mismo (Poland
y Knutson, 1982).
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En las ratas macho el tratamientoc con V205 resultd
en un incremento en el peso de las vesjiculas seminales,
del timo y de las glandulas submandibulares (Tablas 12
¥ 13). No se tiene una explicacién apara estos

incrementos.

TABLA 14.- PESOS DE LOS OVARIOS. UTERQ. ADREMALES. PITUITARIA. ’.
TIMO, GLANDULAS 5. MIGADO ¥ RIRONES DE HEM -
BRAS TRATADAS COM SOLUCION RALINA O PENTOOG00 DE VANAING
DESDE EL DIA 21 (X & DE )
~ GRUPO
TESTIGO TRATADO
N=10 n=6

OVARIOS (mg) 33.322.9 8.3s2.7
UTERO el 185.02 9.9 195902180
ADRENALES jmg) 340418 M0.Ss 40
FTTUITASIA (gl 901 0.9 9.52 1.6
TIMO pmgd ve- 322.0418.7 €22.02 21.5*
GLANDULAS 8!
MANDISULARES fmg) 253.01 10.4 283802 152
HIGADO i) 65a0.0 79809
ARONES fa) 1.3a20.02 1.420.87
*=P¢0.05 VE EL TESTIGO COM PRUEBA DE t DE STUDENT.

Datos reportados previamente muestran gue existen
diferencias entre individuos y entre especies en las
respuestas a sustancias téxicas, aunque muchos de los
datos son contradictorios. El1 acetato de plomo y el
cloruro de cadmio son dos metales que tienen mayor
toxicidad en machos al ser aplicados en tratamientos
agudos en comparacién con las hembras (Norxdberg et
al.,1986). Por otro lado en el caso cde ratas hembra se
a demostrado que éstas son capaces de absorber el doble
de cadmio que los machos después de ser someticdas a una

Unica por via oral, mientras que en el mismo caso

dosis
éstos son los qgue

cuando los machos son castrados,
absorben mis cadmio que las hembras, por 1o gque se concluye

que las hormonas sexuales masculinas juegan un papel
.importante en el proceso de retencién del cadmio en el

organismo (Nordberg et al1.,1966) .

Los resultados mostrados en el caso del cadmio y
del plomo indican que existen diferencias sexuales en la
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toxicidad inducida por estos metales. En el caso del
vanadio también se puede presentar el mismo fenémeno,
siendo la toxicidad a la edad prepubertal mas alta en
machos que en hembras.
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DISCUSION Y CONLUSIONES FINALES

Las alteraciocnes en la reproduccién humana es un
problema grave. Cada afio en paises como Estados Unidos
hay alrededoxr de 4 millones de nacimientos, 600,000
abortos esponténecos y 240,000 nacimientos de productos
muertos, De los nifics nacidos 10% son prematuros, 13%
tienen bajo pesoc al nacimiento y de un 3 a un 7% presentan
alguna anormalidad visible al nacimiento. Adicionalmente
30,000 de los nifios mueren en los primeros meses y 26, 000
no sobreviven después del segundo afio de vida (Fabro y
Scialli, 1985).

Desafortunadamente en paises como México, en los
que el problema de contaminacién ambiental y las
alteraciones de reproduccié4n son altos no se cuenta con
estadisticas ni estudios confiables.

. Las causas que afectan el ciclo reproductivo, y en
particular la prefiez, no son bien conocidas, sin embargo
se sabe que del 100% de recién nacidos con alguna ancmalia,
el 7.5% se debe a condiciones monogénicas, el 6% a
anoxrmalidades cromosémicas, un 2% se relaciona con
fenémenos come infecciones por virus, un 20% tiene
origenes multifactoriales, de un 2 a un 3% son atribuidos
directamente al efecto de contaminantes ambientales y el
Iresto a causas no determinadas totalmente (Fabro y
Scialli, 1985).

Las tendencias dentro de los estudios epidemioléogi-
cos de las alteraciones del ciclo reproductivo siempre
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llevan a separar la accién directa de 1los agentes
quimicos sobre el desarrollo' y todas aquellas modifi-
caciones que son ocasionadas por genes o cromosomas,
© mas aan tratar de explicar muchas de ellas por la
acciétn de varios factores al mismo tiempo (multifacto-
riales), sin reparar en el hecho de gque un determinado
porcentaje de estas alteracicnes genéticas pueden ser
ocasionadas por los mismos contaminantes ambientales.

El desarrocllo de disciplinas como 1la Genética
‘Toxicolégica y la Toxicologia Reproductiva muestran la
necesidad de realizar investigaciones encaminadas a
estudiar el papel de los agentes quimicos y fisicos sobre
la herencia y reproduccién de los organismos, particu-
larmente del hambre.

De los compuestos quimicos ambientales, los metales
son centro de atencién para este tipo de estudios, por
un lado por su amplia distribucién y miltiples usos, y
por el otro debido a su elevada presencia en los ambientes
ocupacionales y generales (Carlscn et al., 1987; Clarkson
et al.,1988), sobre todo porque la toxicologia de los
metales esté ampliamente demostrada (Carlison et al1.,1987;
Clarkson et al.,1988; Friberg et al1.,1986),

Las alteraciones primarias de los metales a nivel
celular incluyen efectos a nivel de membranas (cambios
en la permeabilidad, etc) © alteraciones en el sistema
eanergético, mientras que a nivel molecular estos
el os son P de alterar las proteinas, enzimas,
los &cidos mucléicos y la conformacién de las nucleopro-~
teinas. De una u otra manera estas alteraciones simple
Yy ill t o tran que los metales alteran el
aparato genético de la célula (Sharma y Talukdex, 1987).

Los efectos, de 1la mayoria de los metales sobre la
divisién celular y scbre los cromosomas de lo organismos
superiores muestran ciertas caracteristicas generales
compartidas.

Se sabe que a bajas concentraciones, algunos iones
metalicos divalentes son capaces de inducir la proli-
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feracién celular, sin embargo estos mismos metales
pueden inducir que el indice mitdtico disminuya cuando
se incrementa la dosis o el periode de tratamiento
(Skilleter, 1988), mientras gque los efectos observados
sobre la divisién celular incluyen alteraciones del
huso, 1lo cual lleva a un arresto en metafase de las
células, una detencidn de la divisién celular, formacién

.de diplocromosomas, cromosomas pegajosos y poliploidias

(Sharma y Talukder, 1987; Cherian, 1985; Kihlman, 1976).

El pentéxido de vanadio es un compuesto metaélico
que en los Gltimos S5 afios ha despertado el interés de
varios grupos de investigaci®n en Genética Toxicolégica
y Toxicologia Reproductiva, debido a su elevado potencial
toxicolégico (WHO, 1988) y a su gradual acumulacién en
el ambiente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
muestran que el pentdéxido de vanadic no se comporta como
muchos de los compuestos metélicos ya estudiados:

1.- No es clastdgence ni modifica la frecuencia de
intercambios de cromatidas hermanas, pero si es capaz
de incrementar las aberraciones cromosémicas de tipo
numérico (poliploidias), efecto que indica la acciédn del
vanadio a nivel del huso mitético.

2.- Altera el proceso normal de divisién celular,
modifica las frecuencias de asociacién de satélites y la
tasa de proliferacién celular, efectos que puede ser
debido a su accién a nivel de bloquéoc enzimatico o de la
sintesis de ADN, ARN o de proteinas.

3.- Es citotéxico, fentmeno evidenciado por 1la
disminucién del indice mitético tanto in vitreo como in
vivo.

4.- La frecuencia de reabsorciones similares en el
grupo tratado y en el testigo, asi como la induccién de
retraso en el desarrolloc general de los fetos de los
grupos tratados indican que el vanadio no es embri-
otéxico, pero si fetotébdxico.
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S.- La elevacién en las frecuencias de malformaciones
fetales en las camadas de hembras tratadas con pentéxido
de vanadio muestran gque este compuesto puede ser
considerado como teratdgeno.

Los resultados obtenidos al evaluar el bajo peso de
los fetos, el acortamiento de miembros y la reduccién en
la osificacién muestran una posible relacién entre los
efectos que tiene vanadio sobre el desarrcllo y las
alteraciones observadas a nivel citogenético.

De acuerdo con Wilson (1977b) la patogénesisa de las
malformaciones puede reducirse a 5 posibilidades:

1) muerte celular (moderada o excesiva)
2) fallas en las interacciones celulares

3) reduccién en la biosintesis

4) alteraciones en los movimientos morfogénicos
8) alteracién mecaénica del tejido

Durante mucho tiempo los agentes citotédéxicos se han
considerado como un grupo de quimicos “Toxicos del
Desarrollo™ (Palmer y Kaulock,1987) . Eatos compuestos
alteran al embrién produciendo necrésis ya sea por muerte
celular © por alteraciones en el ciclo proliferativo
celular. Esto ultimo, sin matar a la célula, pueds
conducir a la apariciédn de manifestaci teratogénicas
© alteraciones del desarrollo (Hood, 1989; Bernfield,
1983; Wise y Scott, 1982). De una u otra manera los
citotéxicos generalmente producen una disminucién del
peso fetal, en la talla de los fetos’y un retraso en la

osificacidn (Hart et al.,1988)

Aunque los resultados obtenidos no permiten cata-
logar totalmente al pentéxido de vanadio como agente
mutagénico, otros resultados obtenidos dan idea de que
pPuede ser también un inductor de mutaciones puntuales,
va gque el pentéxido de vanadio induce mutaciones letales




dominantes. Para poder comprobar esto se reguiere
realizar algiun ensayoc especifico para mutacidn.

La integracién de los resultado obtenidos en modelos
para Geno-toxicidad con los de Repro-toxicidad pueden
aportar datos valiosos de la accién de los compuestos
quimicos sobre los organismos. Sin embargo, el siguiente
paso requiere necesariamente del desarrollo modelos o
sistemas que permitan evaluar al mismo tiempo ambos
efectos, sobre todo porgue los existentes evalian cada
uno de los parametros de manera independiente, sin que
se intente realizar una correlacién entre los dos.
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Summary

Treatment of human lymphocytes with vanadium pentoxide (Va0s) was not found to increase the frequen-

cy of structural chromosomal aberrations (CA) and sister-chr id

h (SCE). H s V30s

significantly increased polyploid cell frequency; also, the mitotic index (MI) was significantly decreased, and

the average generation time (AGT) was significantly increased. Finally, the frequency of eells with satellite
associations (SA), the frequency of SA per cell, and the freq of ch

treated cultures.

d in

Vanadium is widely distributed in the carth’s
crust, and has been considered as a possible sssen-
tial trace clement (Hopkins and Mohr, 1974). The
lithosphere contains 0.07 wt % vanadium and a
few deposits contain more than 1-2 wt %.
Vanadium occurs in uranium-bearing minerals, in
copper, lead, and zinc vanadates and is a consti-
tuent of titaniferous magnetites (Baroch, 1963;
Rosenbaum, 1983). Most of the vanadium reserves
are in deposits in which the vanadium is a by-

Conmuhl.. A Lab
Campo 1I, ENEP-Z

product or co-product vltho(hermlnenh.h-
cluding iron, titani and (Baroch,
1983; WHO, 1988). However, vanulium is the ma-
jor trace element in fossi]l fuels (Baroch, 1983;
Holdway ¢t al., 1983; NAS, 1974; Rosenbaum,
1983), and combustion of these materials provides
an appreciable source of vanadium in the eaviroa-
ment. Increased concentrations of this metal were
observed in soil and pl near industrial

tions (Gough and Severson, 1976; Parker - al.,
1980). Occupationa} togicity of yansdium js well
documented (Carsoa ot al., 1987; Stockinger, 1981;
WHO, 1988). Intoxication in humans asises
pr ily from the inhalation of dust containing

UNAM AP mlhlbolmb? (Mexico).

B.V. (B

vanadium pentoxide (V;Os), and causes disemses
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such as rhinitis, pharyngitis, chronic cough,
tracheobronchitis and bronchopneumonia (Carson
et al., 1987; Faulkner-Hud 1964; R b
1983; Sharma et al., 1987; WHO, 1988).

The toxicity of vanadium compounds depends
on their chemical form; toxicity increases with
valence (Sharma et al., 1987). Thus, the most toxic
form of vanadium for mammals is the pentavalent
form (Roschin, 1967; Sharma et al., 1987).
Vanadium affects several metabolic processes. It is
a potent mhnbnor or many enzymes. including
ATPases, and
ribonucleases (.lonel and Bum;er. 1983; Sabbioni
e( al., 1983). Destruction of cysteme and cystine is

d in the p of d levels of
vanadium (Carson et al., 1987). V** has been
shown to inhibit or enhance DNA synthesis in
vitto, depending on media concentration
(Carpenter, 1981; Smith, 1983).

The data on the muluemc polenu-l of
vanadium in b ial sy
There are ncgative and pomive resulu in E. toh
and Sal, lla typhi
1986; Hansen and Stern, 1984; WHO, 1988). In a
study in human peripheral blood leukocytes using
fluor Jysis of DNA inding (FADU),
vanady! chloride at a concentration of $ x 10~*
mole failed to induce DNA damage (strand breaks)
(McLean et al., 1982). In Allium cepa exposed to
vanadium in the pentavalent form, lower doses
pchonedthespindle(Siu-ndShm 1980)
while higher d i PY itosis and loss of
chromatin matter (Singh and Sharma, 1980), and
binucieated cells (Navas et al., 1986). Few studies
on the chromosome effects in in vivo and in vitro
mammalian systems have been conducted (Carson
ot al., 1987; Giri et al., 1979; Graedel et al., 1986;
Hansen and Stern, 1984; NIOSH, 1977; WHO,
1988).

Because of the wide dlnribution of vanadium

and the lack of inf tion in

malian cells we eval d its g ic eff in

human lymphocytes in eulmn usin. umemnl The fi
chromosome aberrations and sister d ex-

ium tests (Graedel et al., -

Materisl and methods

Lymphocyte cultures were prepared by adding 8
drops of heparinized blood from a non-smoking
healthy male, 28 years old, to 4.23 ml of McCoy’s
SA medium (Microlab, Mexico) and 0.28 ml of
phytohemagglutinin M (Microlab, Mexico). The
cultures were incubated for 72 h at 37°C. 24 h after
initiation, S-bromodeoxyuridine (BrdU) (Sigma)
was added to the cultures at a final concentration
of $ ug/ml. Vanadium pentoxide (dissolved in
distilled water) was added at i of 2,4
and 6 ug/ml (selected on the basis of preliminary
experiments). At 70 h of incubation, 0.4 ug/m! of
colchicine (Merck) was added. 2 h later the cells
were harvested by centrifugation, treated with
hypotonic shock, and fixed. The slides were made
by dropping single drops of the cell suspension, air-
drying, staining with Hoechst-33258, immersed in
KCl1(0.075 M) and irradiating with UV light. These
slides were then incubated in 2 x SSC and stained
with Giemsa. The same healthy blood donor was
used in both the experiment and its replicate. All
the slides were coded before analysis.

For each concentration and each experiment a
minimum of 100 well-spread first-division

h were lyzed for structural and
numerical aberrati 90 h were analyz-
ed for satellite associations, 1000 cells were analyz-
ed for mitotic index (MI). SCE was analyzed in 60

d-divisi i The types of aberratioas
d included chromatid-type ab tions such as
chromatid and hochtomuld upc chromatid
bte-h and hromatid and

berrations such as bte.h and
rings. Numerical aberrations scored included oanly
polyploidy. The average generation time (AGT)
was caiculated by the method proposed by Ivett
and Tice (1982).

Results and discussien

q of str ) ch 1 aber-

changes as endpoints.

i was not increased in peripheral blood lym-
phocytes cultured in the presence of vanadium
pentoxide. In the control the frequency of struc-



tura! chromosomal aberrations was 1.3% (3/226),
while 2.2% (5/224) were observed at 2 ug/ml,
2.0% (4/200) at & ug/ml, and 0.4%, (1/218) at 6
ug/ml. Nevertheless, the treatment with vanadium
produced a significant increase in the frequency of
polyploid cells. While in the control only 1.7%
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The means for the MJ and AGT are given in
Table 1. The MI is significantly decreased in cells
treated with 4 or 6 ug/ml of V;0s, whereas the
AGT is significantly increased at the same concen-
trations.

The induction of SCE by a number of different

Is is well-d 4 (Gomez-Arroyo et al.,

(4/226) of the cells were polyploid, in the pr
of vanadium polypoidy frequencies were 4.4%
(10/224) at 2 ug/ml, 4.0% (8/200) at 4 ug/ml and
4.6% (10/218) at 6 ug/ml (in all cases P<0.05, chi-
square test). The neuuve oburvnlom on the abili-
ty of di to ind aberrations
confirm previous reports (Giri et al., 1979; Hansen
and Stern, 1984; Sharma and Talukder, 1987;
WHO, 1988). On the other hand, the data on
polyploidy induction are in agreement with the

1981; Hansen en Stern, 1984; IARC, 1987; Ohno et
al., 1982). Nevertheless, induction of SCE was not
observed in human lymphocytes after treatment
with vanadium pentoxide (Table 1).

The total numbers of cells with at least one SA
complex, of SA pl and of ch
participating in the SA ion are p! d in
Table 2. Our results show that in lymphocyte
cultures treated with V;Os (4 or 6 xg/ml), the 3

poi increased significantly. The chromo-

obscrvations of Singh (1979) that low d of

vanadium in the p ide form p the spindile
in Allium cepa.

The effect of Is on cell divisi include spin-
.dle disturbances, leading (0 metaphase arrest,
stathmokinesi diploch id formation,

chromosome lagging, polyploidy, and ultimately a
decrease in the mitotic index (Sharma and
Talukder, 1987). Some of these responses may be
attributed to the affinity of metals for sulfur
ligands and consequently for the spindle proteins
(Cherian, 1983).

TABLE }

MITOTIC INDEX, SISTER-CHROMATID EXCHANGES,
AND AVERAGE GENERATION TIME IN HUMAN LYM-
PHOCYTRS TREATED WITH VANADIUM PENTOXIDE

Cmemn- M SCH/eull® AOT oF
watien %) Xz SE X = 3D
/)

Contrel 2. 497 = 0.42 22.83 = 0.212
2 2.0 .00 = O 23.07 = 0.030
4 1.12° 432 = 0. 29.53 = 0.090°°
[ 3.14* 446 = 0.47 I7.40 = 0.993°*

Values are meass of 2 independent experiments.
® Purcont of mitesss in 1000 colls.

* Sixty cells ware snalysed.

*Ons b were

* P<c0.03 (T tem).

**00.05 (chi-square test).

somes that are mvolvcd in the organization of the
nucleolus during i and proph can still
remain associated with each omer durin. meta-
phase after the disappearance of the nucleolus
(Capoa et al., 1978). The phenomenoca of SA in-
volves a specific position of the satellite chromo-
somes with their satellites directed towards each
other, and was first obeerved in mitotic human
chromosomes (Ferguson-Smith and Handmaker,
1961; Harnden, 1961; Ohno et al., 1961). The
literature reports an incresse in sateilite associatoa

in hyperthyroid patiemts (Nilsson «t al., 1973), in
. ngioma

1978), in cells from individuals exposed to X-rays

TABLE 2 .
NUMBER OF CELLS WITH SATELLITE ASSOCIATIONS
(A%}, TOTAL ASSOCIATION AND TOTAL OF
CHROMOSOMES ASSOCIATED IN  CULTURES
TREATED WITH VANADIUM PENTOXIDE

Concem- Calls with Total an ‘Tetal ahee-
tratien AS complan E ]
Grg/mb) sesociated
Comtrol 797180 4 198 .
2 /190 e b

4 114/180* 144 b ad

[ 127/100%* |l b L. ated
*P<c0.035; **P<O. s 2000 8.01 (chi-eguare tent).



and after in vitro CoCl: treatments (Nazaret, 1976;
Farah, 1982). A decrease in satellite association
was observed after in vivo exposure to low doses of
phenylmercury acetate, inorganic lead, and

droxyprog one (Kirsch-Volders
et nl.. 1978).

A high incidence of satellite association has
often been considered as predisposing to an in-
creased tendency to non-disjunction in satellited
chromosomes and thus the induction of D and G
tri H h 1979; Rosenkranz and
Holzer, 1972). Severll investigators have reported
cases of mcrmed utellile association in families in

hich such tri (Evans, 1967; Mattei et
al., 1974; Moreira and Ferrari, 1977; Zellweger et
al., 1966).

Most of the published studies indnccle lhu the

compounds in cells (Zakour and Glickman, 1984).
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Sex differences in the effects of vanadium pentoxide
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submandabular glands were also registered.
The results of the weight and number of ova shed were
cxpressed as means *- SEM and analysced by a paired Student’s

| { U Vi di s id (V-O,) is the most toxic

form of di for Is[1). p bly b of its t-tcst. Ovulation rate was analysed by the chi square test.

inhibitory effects on scveral cnzyrncs iz, 3). Wc have pre-

viously demonstrated an incrcasc in polyploid cell freq 'y Results and di The weight of fcmale rats treated from
day 21 to first vaginal oestrus was higher than those of the

and a decrease in the mitotic index of human lymphocytes
treated in vitro with V,0s {4). Thc administration of mcm-

comrol group(lm + 3.7 g vs 105 % 2.2, p < 0.05), while no
were observed between control and

vanadate to adult rats induced impairment of sper
and a decrcasc in the mob.hty of spermatozoa. while its
rals d the monnhly rate of

ncwborn trcated rats (105 = 2.2 vs 106 * S5.6). Since
vanad-um has been found to be an csscntial nutritional
for rats, the increase m body wei

embryos (5] lu vuro ortho: d. H
d cyclic ad i h h (cAMP)
in isolated corpora lutea from psucdopregnanl rats [6].
Smee pubeny is the result of scvcral modu&c jons in the
Hing p and g dat
reactivity to them, we ided to P the cff of V,Oq
administered to male and female prepubertal rats.

imals could in these

causcs growth reduction {3, 7].
No significant differcnces in the age of vaginal opening

Table 1: Weights of gonad.v (nvarir.t and Iuli-v) and 'rpmduﬂive
male racs

organs (uterus, p
treated with saline or v-nadmm pentoxide ﬁmn bireh lmn: + SEM).

and hods: We uscd prepubertal rats of the Group
CHZ-V strain from our own stock. They were maintained in Control Treated
diti (lights on from 05:00 to 19:00), o P % P %
L ” -
:‘r;l’h frce.:‘c’cf.ss l:.!:lecrmolhcr until weaning (day 21) and then Ov"‘"'"i" (me) 333 % 21 33912
chwbom m:"e nd femal were inj di.p. with Uterus (mg) 166.0 = 9.9 158.0 + 19.0
V205 (Aldrich Chemical Co., Chicago, USA). 12.5 mg kg™' ¥_( ) 2(n‘- %)' 2g - 8)"
&;dywenﬂnoruhne.everyneeonddly.fmnhnhmﬂdnyz estis (g] .4 = 0. % 0.
Prostate (mg) 149.0 = 10.8 164.0 + 21.4
In another cxperiment, female rats were lrened with V04 Seminal "‘ll (me) 2400 & 11.0 290.0 = 15.0°

from day 21 to the day of the first vagi

females were checked daily for vaginal opening, vaginal
smcars were taken after it was present, and the animals were
killed by decapitation at the first vaginal ocstrus. Male rats
were kllled by decapitation at S5 days of age.

* As compared with control meles, p < 0.03.

(control 40.5 % 0.9 v3 37.6 = 1.5 and 42.5 *+ 0.7) nor Arst
vaginal ocstrus (control 42.0 = 0.9 vs 9.6 = 1.4and 42.8 =
05) were obwerved. Ovulstion rate was lower in treated

In fe the were di and ova
counted with the aid of a O L The Is than in I ones (8/1S vs lWlO P < 0.02, chi
ovaries and uterus were dis d and weighed in & precisi sq test). No diffe! were ed in the
balance. In malc rats, the testis, p ic) rate of newborn or 21 days treated rats (4/9 vs 06 . -.)

The number of ova shed by o T in

were dissected and weighed. In both male and female animals,

B dibular glands, liver and kidneys of males and female rats ireased with saline or V0, from

Table 2: Weighss of adrenals, pituitary,

birth (means + SEM).
Group

Control Treated Control Treated

female female male male

(n = 9) (n = 9) (n = 9) (» = S)
Adrenals (mg) 34.0 x 1.0 308 = 1.6 330+ t0 29.0 = 1.8
Pituitary (mg) 8.0 + 0.4 82 1.2 7.7 £ 06 8.7 + 1.0
Thymus (mg) 322.0 = 15.7 325.0 > 189 383.0 + 188 496.0 x 40.4°
Submandibular

ands (mg) 2530 > 10.4 268.0 + 12,2 353.0 + 6.0 421.0 - 17.0°
Liver (g) 55+ 0.1 5.5 +04 10.9 + 0.5 106 = 05
Kidneys (g) 13 % 002 1.1 = 0.03 2.1 * 0.08 1.8 = 0.09
s compared with control males, p < 0.05,
- b s
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control and treated animals (control 8.2 = 0.4 vs 7.3 = 1.9
and 6.8 * 0.8B). No diffcrcnces in the wcight of ovarics,
utcrus, adrenals or pituitary were otncrvcd (T;lbll_i 1 and

\
M. Altamirano, M.E. Ayala, A. Flores, L. Morales and R. Domingucz

Table 3: Weighes of ies. uterus,
submandibular glands, liver and kidneys of female rais 'mnd with
saline or VO, from day 21 (means = SEM).

2). Such results could indi that Group
d istration aff d only o and did not modlfy the Conttol Treated
sccrcllon of ocslrogcn Since bolh ovulation and ocstrogen
are d by p y gonad hins. the (o A3 w3322
dim ion in o ion ratc could result from the direct U.::‘:’(mg) 166.0 i 3_9 185.0 *+ 16.8
action of vanadium on gamectcs [5]. Adrenals (mg) 34010 40.5 + 4.8
The weights of thymus Ilvcr‘ kudncys and submandlbular Pituitary (mg) 8.0 £ 0.4 8.5 *+ 1.6
glands of ncwborn we. to those of ;hgmusd(_l:,lgl) 322.0 = 15.7 422.0 * 21.5*
ubmandibular
::mrorl animnls (Tablc 2). th:l the trca(mcnl b‘.gan al "I glands (mg) 253.0 + 10.4 293.0 + 15.2°
ys of age, i in the weights of thy Liver (g) 553 + 0.1 7.4 + 0.3*
glands and liver were observed (Table 3). At prcscm wc have Kidneys (g) 1.3 + 0.02 1.4 = 0.07
no cxp ion for this i . Howewer, the i inthe N )
weight of the liver is a refl . of the bioch c b od As compared with control, p < 0.0S.
tion in the induction of micr 1 Y obscrved
. o iy 1. Roschin, I.V. 1967. Gig. Sanis.. 32, 2
in responsc to chemical injury [8). 2 Bond. G.Y. and Hudgins, P.-M. 1900 2 giochem. Biophys. Acs, 689,
ln male nls, an in the ight of 1 781-790
P sands in d&i d animals 3. Sabbia "E 37(_17cr=d L. and Brazzelli, A. 1983. J. Toxicol. Emvirom.
ealth, 13,
was observed (Tables 1 -nd 2) 4. Roldan, R.E. and Alamirano, L.M.A. 1990. M- Res., 348, 61-65
Data from previous di d 5. WHO, 1988. Environmensel H. “riseria,
differences in responses {o toxic substances are to some s 's“"',:;;"" .‘-‘“"‘" by :"“'"‘"‘ D e, ""'s"f bodd ”’7'”“_
extent conflicting. Lead acetate and cadmium chloride 271-278
have been shown to have higher acute toxicity in male 8. m:;g‘ A. and Xnutson. J.C. 1982. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 33,
than in femalc animals [9). On the other hand, femalc 9. Nordberg, G.F., Parizek. ).. L. 1986. In:
rats, compared to male rats, were shown to absorb twuoc Friberg. L., Nodeberg, G.F. and Vou v. (-n.). n-.m on the
of Mesals, Vol. ¥, pp. 175 Bhﬂrie'. New Yi

as much cadmium after single oral dosec. Since
males ablorbed as much as the l’emalcs. it was then concluded
that malc sex h were for the decreased
retention of cadmium: in males l9] The results presented
here indicate that, as obscrved for Pb and Cd, sex differences
in the toxicological cffects of vanadium pentoxide exist,
toxicity in prepubertal rafs being higher in males than in
females.
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Abstract

Treatment of male CD-1 mice with vanadium pentoxide (V,;04)
was not found to increase the freguency of sister chro-nt?d
exchanges (SCE) and not differences in the average gsneration
time (AGT) were observed. However, V,05 increase the mitotic
index (MI) at 11.5 ug/g body weight and decrease the MI at 23
ug/g body weight.

Exposure of pregnant CD-1 mice to V,05 results in a
decreased fetal weight and increase proportion of litte with
abnormal fetuses and the number o©of altered fetuses; the
relationship between male/female fetuses in vanadium treated dams
was modified. On the other hand, the frequency of malformations
were higher in V,045 treated animals and the number of
ossification centers was lower.

The results suggest that vanadium pentoxide is citotoxic and

may be responsible for the alterations and changes observed in
the animals.




Introduction

The concern about possible mutagenic and teratogenic effects
of chemical agents in human populations associated with
occupational accidental or casual exposure, is very high. Among
the dAifferent contaminants, the interest in metals as potential
hazards to human and animal health is increasing. The high
concentration of metals in soil, plants, and in the atmosphere
are often related to the proximity of industries, to heavy
traffic, and to the use or dumping of waste materials,
fertilizers, and metal-containing pesticid.a.1

The earth’s crust contains an average of 150 ppm of vanadium
in the form of relatively insoluble salts. Metallic vanadium does
not occur in nature. The production of vanadium compounds is
linked to that of other metals such as iron, uranium, titanium
and aluminum, and occurs in relatively high concentrations in
some crude oils. Therefore, vanadium contamination is the result
of the fallout produced from refining operations, and the burning
of residual oils and fuel oils with a high vanadium content.2-5

Vanadium is mainly used in ferrous metallurgy as an alloy,
additive in various types of steel. Its use is also wvidespread in
the atomic energy industry, aircraft construction, aerospace
technology, and chemical industry.>

We have previocusly demonstrated that vanadiuam pentoxide
(V30g) induces poliploidy and satellite associations, but not
breaks or sister chromatid exchanges. On the other hand, ic

decreases the mitotic index in human lymphocytes treated in

b §



vitro.® when female prepubertal rats received V,0g5, a decrease
in the ovulation rate as well as changes in the weight of thymus,
submandibular glands and liver were observed. The same treatment
to male rats induced an increase in thg weight of the seminal
vesicles, the thymus and the submandibular glands.7

Furthermore, the administration of metavanadate to adult
rats led to an impairment of spermatogenesis, and to a decrease
in the mobility of spermatozoa, while its administration to
pregnant rats increased the embryo mortality rate.S

Since the tox{city of vanadium is well documented, but to
our knowledge there is not information about its potential as
a mutagenic and teratogenic agent, it was decided to evaluate its
possible genotoxic and teratogenic effects in vivo.
Material and methods
Cytogenatical studies

Male CD-1 mice (30-45 days olAQd, 25-309) were housed in
groups (experimental and control) of 4 in hanging plastic cages
under controlled lighting conditions (lights on from 05.00 to
19,00). They were fed with a rat chow and water ad libitum.

Working solutions of vanadium pentoxide (V,0g, 99.6% pure,
purchased from Aldrich Chemical Co.) were prepared in distillead
water and immediately injected intraperitoneally (ip) in
appropriate volumes containing either 5.75, 11.50 and 23.00 ug of
V205/9 body weight, or the vehicle. At the same time, animals
received 1.5 mg/g ©of bromodeoxiuridine (BrdU, Sigma Chemical Co.,
8t. Louis, MO.) adsorbed to activated charcoal.8



Twenty-two hours after treatment, the animals were injected
with colchicine (Fisher Scientific Co. NJ., 1.5 ug/g body weight,
ip), and killed two hours later by cervical dislocation; At
autopsy, the bone marrow cells from the femurs were flushed with
5 ml of 0.075M KC1l, prewarmed at 37°C and fixed in methanol-
acetic acid (3:1). The cell suspension was dropped onto slides
and stained for differential staining'of sister chromatids
following the methodology previocusly describead.?

One hundred consecutive metaphases per animal were
classified as either first-, second- or third-division cycles,
according to the differential stain.19 Twenty-five cells in
second division were studied for evidence of SCE’s anda 1000
consecutive cells were counted to estimate the mitotic index
(MI). Cell cycle data wvere analyzed by the method proposed by

Ivett and Ticell for the estimation of the average generation

time (AGT).

Teratological studies

Sexually mature virgin females CD-1 mice (30-35g) from our
own stock were housed in hanging plaltié cages under controlled
conditions, fed with rat chow and water ad libitum. Females were
paired (1:1) with mature males of the same strain overnight (6
P-m.~8 a.m.). Successful copulation was assumed to have occurred
if a copulation plug and/or sperm was present at the end of the
mating period (day O of go-gation).

Fifteen pregnant females wvere injected ip with a iinglo dose

of V3,05 (prepared in dAistilled water), 8.5 ug/g, from days 6-15

3



of gestation. Thirteen control pregnant females were treated
with wvehicle. =4

Oon day 18 of pregnancy, the dams were killed by cervical
dislocation, the uterine horns were exposed and the number of
implants, resorptions and live fetuses were counted. Live fetuses
were removed from uterus, blotted dry, weighed, examined for
external malformations and sexed under a dissecting microscope.
Two third of the fetuses from each litter were fixed in 70 %
ethanol, cleared and stained with Alizarin Red S and examined
for skeletal defects under a dissecting microscope.

The Student "t" test was used to evaluate the significance
of the differences on the frequency of SCE’s and the AGT. The
cell cycle kinetics were compared using the chi square test for
proportions, whilst the MI was analyzed using the "z" test.

The results of fetal body weight, frequency of implants and
the skeletal abnormalities were analyzed using the Student "t"
test. The proportion of resorption, live fetuses, litters with
abnormal fetuses, and fetal abnormalities were analyzed using the
wg" test, while sex proportion was analyzed using the chi square
teat.

Reasults

The changes in the mitotic index induced by V,05 treatment
were not dose dependent. When a half of the LDgg (11.5 ug/g) was
injected, an increase in the mitotic index was observed, whereas
in those cases were mice received the LDgo (23 ug/gi the MI
decreased. No changes in animals treated with 1/4 of LDgg (5.7S

4



uwg/g) occurred. No differences in the SCE’s and AGT were observed

(Table 1).
Compared with vehicle treated dams, no differences in the
number of live and dead fetuses, fetal implants and resorptions

were observed in V,0g treated animals. The weight of the fetuses,

however, was lower in treated animals. In control dams, the

relationship between male/female fetuses was close to 50-50%,
while in vanadium treated dams the number of female fetuses was

higher than that for male ones. No sexual differences in the

proportion of abnormal fetuses were observed (Table 2).

Table 3 shows the frequency of malformations observed. Both,
the proportion of litters with abnormal fetuses and the number of
altered fetuses were higher in V;,05; treated animals, limb
shortening was the most frequent altera;ion present. The number

of ossification centers in forelimbs and hindlimbs was lower in

vanadium treated fetuses than in control ones, while no changes
in the stenebrae and ribs were observed (Table 4).
Discussion

Investigation of the role of metals as mutagens or
teratogens is of particular relevance to the health of the
society.

As reported previously, V205 reduces the mitotic index in
human lymphocytes in vitro.S The results obtained in this
study show both a significant increase and a reduction in the
mitotic index following the administration of the two highest



doses.

Vanadium has been shown either to inhibit or enhance DNA
synthesis in vitro, depending on the concentration in media.12-16
In the first case, the inhibition of the DNA synthesis generally
results in an inhibition of cell division.17 This effect, leads
to metaphase arrest, poliploidy and finally, to a decrease in
the mitotic index.18

The induction of SCE by a some metals is
well-documented.18-22 our results show that vanadium pentoxide
does not increase SCE, and confirm the observations made by
Rold&n and Altamirano® on the SCE induction of V305 in human
lymphocytes cultures.

While the toxicity and mutagenicity of metals have been
extensively studied in both human populations and experimental
animals, the effects of metals on reproduction and development
are, for most metals, not well described or inconclusive.

Furthermore, the effects of a single i.p. dose of vanadium
pentoxide administered to mice on day 6-15 of gestation were not
associated with embriotoxicity as measured by embryonic loss
including postimplantational death.23 Fetotoxicity was evidenced
by a decreased fetal weight and delays in ossification.

Vanadium compounds inhibit ATP phosphohydrolases,
ribonucleases, adenilate kinase, phosphofructuockinase, DNA and
protein synthesis as well as alkaline phosphatase activity. 5,14,24 Tne
marked inhibitory effects of sodium vanadate on bone DNA,

collagen, NCP synthesis and alkaline phosphatase activity appear

6



to be due to a toxic, irreversible, and generalized effect on these

parameters of bone formation.25

The results from the present study éhow dependence of
of the endpoints analyzed:

four
citotoxicity (measured by delay of
mitotic index), low birth weight of fetuses, shortening of'limb.,

and reduction of ossification. Vanadium is a potent inhibitor of

DNA and protein synthesis, and it is likely that this effect

(measured by a decrease in the mitotic index) may be responsible

for vanadium-inducea skeletal changes,

decreased fetal body
weight and 1imb shortening

observed in this study.
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TABLE i1.— The Effect of Vanadius Pentoxide on the Nitotic Index
(MX), Aver: Generational Time (AGT) and sSister Chromatia
(SCE’s) in Bone NMarrow Cells of Nice in

Dose

MI AGT
(ug/g body weight)

(t @.e.) (t e.e@.)

( e.a.)
o 2.47%0.25 13.41%0.19 . 4.1620.24
5.75 2.62+0.33 14.7420.12 3.82+0.23
11.50 2.83+0.26* 14.4610.38 3.62+0.50
23.00

2.0510.20*

14.0610.47

4.31+0.32

* P<0.05 compared with controls by "z" test.



TABLE 2.— Effects of Vanadium Pentoxide Administration Froms Days
6~-15 of Gestation, on Implantation, Resorption, Live PFetus,
and rFetal Body Weight at Day is of Gestation.

Dosis (vg/qg)
o 8.5
No of pregnant dams 13 15
Total No implants 149 175
Mean No of implants/
litter (te.e.) 11.4620.75 11.6720.56
Mean No of live fetuses/
litter (te.e.) 9.38+0.71 9.73+0.80
Mean No of resorptions/
litter (te.e.) 1.9210.49 1.73%0.51
Mean No of dead fetuses/
litter (te.e.) 0.15*0.10 0.20+0.14
Mean fetal weight/
litter (g) (te.e.) 1.39%0.05 1.0420.05 =
Sex ratio of clive fetuses
(F/M) # 0.89/1.11 1.25/0.75 #a

* P<0.0l1 compared with controls by Student "t" test.
% P<0.05 compared with spected by chi-sguare test

# sex ratio spected = 1/1



TABLE 3.-~ External Ancmalies Observed in Offspring of Famale Nice
Treated With Vanadium Pentoxide From Days 6-15 of Gestation.

---------- - o Dosis (ug/q9)
T T T TTTeos T
No of progna;t dams 13 -—;;- -
No of fetuses examined 124 149
Litters with abnormal
fetuses (%) 3 (23.07) 9 (60.00) =
No of abnormal fetuses
%) 3 (2.42) 15 (10.07) =
OCbservations .
No T of t'et-t:.;.s - with
malformations (%)
Hasmoatomas [¢] 4 (2.68)
open eyelids 3 (2.42) 2 (1.3a)
short limbs o 8 (5.36) =»
polidactily o 2 (1.3a)
cleft palate o 1 (0.67)
- P<0.0S compared with controls by wgw test

*®* P<0.01 compared with controls by %“z" test



TABLE 4.~ Skeletal Alterations Observed in Orffspring of Fesale
Mice Treated wWith Vanadium Pentoxide Fros Days 6-135 of

Gestation. .

Dosis (ug/g)

o 8.5

No. of fetuses examined eo--— 1021 o
Observations

Ossification points - B
present in:
Forelimbs T 13.45%0.47 8.95+0.33 w
Hindlimbs . 14.6620.52 6.2520.41 »
Sternebrae s 6.06X0.07 5.8620.08
-Others:

Mean No. ribs/fetuse 3.2610.05 13.21%+0.04

No. fetuses with weavy
ribs (%) [+ - 4 (3.96)

* P<0.001 compared with controls by Student "t" test.
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