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RESUMEN

Varios estudios sugieren que ¢l vanadio !'V es la forma bioldgicamente
activa del vanadio como elemento, sin embargo, los aspectos de su
comportamiento toxicoldgico ha sido menos estudiados en comparacion con
otros estados de oxidacion como el vanadio V. Consecuentemente se conoce
poco acerca de la participacion de vanadio 1V especificamente de! tetradxido

de vanadio (V;0;) como inductor de efectos genotoxicos y citotoxicos.

En la presente investigacién, se estudio la posibilidad de que et V;0,,
sea capaz de inducir aberraciones cromosomicas estructurales (ACE) y
aberraciones cromosémicas numéricas (ACN), asociaciones de satélites (AS).
intercambios de cromatidas hermanas (JCH's). cambios en ¢l indice mitdtico
{(IM} e indice de replicacion (IR), ademas, evaluar si es capaz de inducir
rompimientos de cadena sencilla (RCS) v sitios sensibles al alcali (SSA) en el
ADN (acido desoxirribonucleico) de células de sangre periférica de humano

expuesta, i vitro a diferentes concentraciones de este compuesto.

En los resultados se observd, que el V,Q, en concentraciones de 2, 4. 8
y 16 ug/ml aplicado en los linfocitos humanos. obtenidos a partir de cultivos
de células de sangre periférica estimulados con fitohemaglutinina, de
muesiras pertenecientes a tres donadores (A, B y C). es capaz de incrementar
significativamente la frecuencia de ACE en todas las concentraciones
probadas, ¢ inducir en ICH’s v ACN (heteroploidias) en concentraciones de 4
pg/ml o mayores. También tiende a inhibir el IM y disminuir et IR en dosis

altas.

Por otro lado, en muestras de células de sangre completa de dos



donadores (A y C) expuesta durante 2 horas con las diferentes
concentraciones de V,0, (2, 4, 8 y 16 pg/ml), no se observé dafio en el ADN
{RCS y SSA) con la prueba de electroforesis unicelular en gel, bajo

condiciones alcalinas (EUGa).

La interpretacion de los resultados dan informacion de la capacidad
genotdxica y citotoxica de el V,0, v abre la posibilidad de conocer sus

efectos y de comprender los mecanismos responsables.



INTRODUCCION

Los metales pertenecen a una amplia clase de elementos con
caracteristicas propias. Se encuentran en diferentes concentraciones en el
medio ambiente y en materiales de origen biclégico. La intensa actividad
tecnoldgica, industrial y la quema de combustible fosil requerida para cubrir
las necesidades de la sociedad actual ha provocado que muchos de estos

elementos y sus compuestos se consideren contaminantes.

Organizaciones internacionales como la Agencia de Proieccion
Ambiental, el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, la
Organizacion de la Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, y
la Organizacién Mundial de la Salud, reconocen la importancia de estudiar los
efectos de los metales sobre procesos biologicos entre los que se encuentran
la division celular, el desarrollo embrionario, el desarrollo fetal, la
reproduccion y la salud (Friberg v Nordberg, 1986; Sharma y Talukder. 1987;
Bolafios, 1990). debido, a que muchos de ellos tienen una alta probabilidad de
interactuar con diversas moléculas y en concentraciones elevadas ocasionar

cambios irreversibles.

Un metal que ha despertado interés por su posible uso terapéutico en
varios padecimientos v por su toxicidad es el vanadio. Diversos grupos han
encaminado sus investigaciones para conocer los efectos genotoxicos v

citotoxicos que pueda inducir el vanadio en diferentes sistemas de pruecba.

E! potencial genotdxico v mutagénico del vanadio en el sistema de
bacterias no es concluyente, en levaduras induce conversion de genes

mitoticos y aneuploidias, en plantas es considerado un veneno mitotico y en



insectos puede actuar como un mutageno indirecto. En cultivos de células de
mamifero no muestra una clara actividad genotdxica y la tendencia de los
datos de estudios in vivo e in vitre indican que el vanadio modifica la cinética
de ciclo celular e indice de replicacion (IR), disminuye el indice mitético (IM)
e induce micronicleos, aberraciones cromosdmicas numéricas (ACN),
rompimientos de cadena sencilla (RCS) en el ADN (acido
desoxirribonucleico) y enlaces cruzados, pero no induce de manera clara
intercambios de cromatidas hermanas (ICH’s) ni aberraciones cromosdmicas
estructurales (ACE) (Altamirano-Lozano et al., 1998: Lednard y Gerber,
1994; 1998).

La informacion anterior es resultado de estudios realizados con
diferentes compuestos de vanadio principalmente en su estado de oxidacion
V. Los reportes de los efectos ocasionados por el vanadio 1V y en particular el
V10 son limitados, sin embargo, es esencial conocer los efectos genotéxicos
y citotoxicos inducidos por el vanadio en cualquiera de sus formas quimicas
para determinar en que concentracion es capaz de inducir daiio en la célula y

en el material genético con ¢l fin de poder prevenirlo.



VANADIO

Propiedades fisicas y quimicas

El vanadio es un metal pesado de color grisdceo con densidad de 6.11

g/em’. En la tabla periédica se ubica como el primer elemento de transicion

del grupo cinco, tiene como nimero atémico 23, peso atémico 50.95. punto

de fusién 1950°C y punto de ebullicién 3600°C. Sus estados de oxidacion van

de 1- a 5+, ¥ los coinpuestos en sus formas 3+, 4+ y 5+ (vanadio 1. IV v V

respectivamente) son los mas comunes y e importantes desde el punto de vista

bio

logico.

Cuadro L. Propiedades fisicas y quimicas de compuestos de vanadio usados en las industrias

Féormula Estado de Peso Densidad Solubilidad
quimica __ oxidacidn _molecular
Pentéxido de vanadio ViOs v 181.88 3.357 Ligeramente soluble en agua fria o
caliente. 8 g/l 2 20°C: soluble en anhidrido
acético. acetato de etilo v acetona
Metavanadato de amonic  NH,VO; v 116.98 2326 Soluble en agua. 5.2 g1 (15°C) 69.5 gA
(96°C); insoluble en alcohol. éter 0 NH.CL
Metavanadato de sodio Nav(, v 121.93 nd Soluble en agua, 211 2/1 (25°C). 388 g/
(75°C)
Ortovanadato de sodio Na; VO, \Y 183.91 nd nd
Oxitricloruro de vanadio  VOCl; v 173.30 1.829  Se descompone en solucion: soluble en
alcohol, éter y dcido acélico
Tetradxido de vanadio V0, v 82.94 4.339 Insoluble en agua: soluble en icidos o
bases
Sulfato de vanadilo VOS0;, v 163.00 nd Soluble en agua fria
Tetracloruro de vanadio  VCl, v 192.75 nd Se descompone en solucidn
Oxidicloruro de vanadioc  VOCI; v 137.85 2.88  Se descompone en agua fria
Tridxido de vanadio V0, HY| 149.88 487  Ligeramente soluble en agua fria: soluble

en agua caliente, en HNOs. en HF y bases

nd= no hay datos

(9%}



En el Cuadro 1, se describen algunas propiedades de los compuestos de
vanadio de uso comin en diferentes industrias, En general el vanadio se
disuelve en agua, en acidos y puede formar compuestos de vanadio V con
bases (vanadatos: sus formas idnicas son; I-lVO,z', HaVO; o VOy). Sus

compuestos organometalicos son poco estables.

Las sales de vanadio Il son fuertemente reductoras. las sales de
vanadio IV son muy estables y en solucion se forma el ion oxovanadio (VO™".
conocide como vanadilo), ¢l cual en los fluidos bioldgicos puede unirse a
varias biomoléculas y originar complejos aniénicos. catidénicos v neutros (inas
informacion de propiedades fisicas y quimicas de vanadio en: Baroch. 1983;

Lagerkvist et al., 1986: Carson et al.. 1987: WHO. 1988: Stern et al., 1993).

Origen y usos

El vanadio, se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre
con una abundancia de 0.014 a 0.02 %. Forma parte de los materiales de tipo
fosil en compuestos conocidos como porfirinas de vanadilo, en condiciones
naturales se encuentra en pequeias cantidades en los organismos vivos en
forma vanadio IlII o vanadio {V. Se puede encontrar en roca bituminosa.
scdimentos de roca caliza y en materiales similares de origen marino. Para
propositos industriales. se obtiene de minerales en los que se encyentra en
aleacién con otros metales. Se conocen 70 minerales de los cuales 40
contienen vanadatos, algunos menos abundantes contienen oxidos de vanadio

111 o IV (Stokinger, 1981; Baroch. 1983: WHO, 1988; Rehder, 1991).

Los compuestos de vanadio se encuentran en elevadas concentraciones

en petroleos crudos y carbon. Los petroleos crudos contienen vanadic en un



rango de 1 a 400 g/ton, pero en cenizas de petrdleo se pueden extraer de 600 a
700 g/kg, mientras que en cenizas de carbon arriba de 300 g/kg. Dependiendo
del pais de origen y ¢l proceso de destilacion, productos derivados del
petroleo (gasolina, keroseno. diesel y petroleo casero) contiene cantidades

menores, 0.05 mg/kg (WHO, 1988).

El vanadio es importante en diferentes industrias. En la industria
metalirgica de todo el vanadio producido de 73 a 85% es usado come aditivo
en aleaciones para fabricar varios tipos de aceros, es combinado con; cromo
(Cr), niquel (Ni), manganeso {Mn). boro (B), tungsteno (W) y otros elementos

en la produccion de aceros de alta resistencia.

En las industrias de la quimica organica ¢ inorganica es usado como
catalizador, por ejemplo: las sales de vanadio V en la oxidacion de moléculas
organicas tales como la anilina, ¢l benceno. el tolueno y la produccion de
acido sulfurico, mientras que, los cloruros de vanadio en la elaboracion de

caucho sintético.

Se utiliza en la preparacion de vidrio, de pinturas de uso comun. en
colorantes para fotografia y cinematografia. En la industria agricola se
emplea en la elaboracidn de fungicidas e insecticidas y como micronutriente
cn fertilizantes. También, se utiliza en materiales de super conductividad, es
importante en la industria de la energia atdmica, en la consiruccion de
maquinaria aérea y tecnologia espacial y, es empleado en menor cantidad en
otras industrias (mdas informacién de usos industriales de vanadio en:

Stokinger, 1981; Baroch, 1983; Carson et al.. 1987; Lagerkvist et al., 1986;
Alessio et al., 1988; WHO, 1988; Kawai et al., 1989; PISSQ, 1995).

A nivel salud el vanadioc ha sido usado como antiséptico. en la

wh



medicina ha adquirido una imponiancia por sus beneficios terapéuticos en el
control de la diabetes tipo 1 y tipo 11, en la medicina deportiva por la mejora
en el rendimiento fisico de los atletas, por otra parte, en biologia de la
reproduccidn se proponen el uso de complejos organicos de vanadio IV por
sus propiedades anticonceptivas (Heylinger et al., 1985: Khandelwal y

Pugazhenthi, 1996; Faweett et al., 1997; D'Cruz et al., 1999).

Importancia biologica

El vanadio tiene impertantes funciones biolégicas v es considerade un
nutrimento esencial en varias especies de algas, en ciertos mutantes de
bacterias fijadoras de nitrogeno, en setas terrestres. en acidias. en pollos v en

roedores {(Rehder, 1991 y 1992).

En pollos, una dieta deficiente de vanadio reduce el peso v la
produccién de huevo, retarda el crecimiento de plumas v el desarrolio
esquetético. altera la concentracidn de triglicéridos y de colestero! en plasma
(Kubena y Phillips 1983). En ratas. la deficiencia afecta la funcion de la
tiroides, provoca anemia y cambios en el crecimiento de huesos. cartilago y
miusculo, disminuye el indice de fertilidad y la produccion de leche durante ta

lactancia (Nechay, 1984; French y Jones, 1993).

No obstante, que es un elementoe esencial en diferentes organismos los
requerimientos en la dieta humana no se han establecido, pero se propone que
probablemente son cercanos a 15 pg/dia o de 17.8 pg/2000keal (French y
Jones, 1993).

En alimentos de consumo cotidiano: semiilas de cultivo. frutas,



vegetales, cammes y derivados animales, se han determinado cantidades
apreciables de vanadio Il y IV, en los cuales hay una diferencia muy marcada
en cuanto a la concentracion de vanadio en los alimentos en fresco y los
productos procesados. que van de 0.1 a 50 pg/kg peso humedo y de 40 a 2000
pg/ke peso seco, respectivamente (WHO, 1988: French y Jones. 1993; Rojas
et al., 1999a).

Se tienen datos de que el vanadio puede encontrarse exclusivamente en
los tejidos de mamiferos en su estado de oxidacion 1V. Experimentalmente se
ha demostrado que después de una exposicion a vanadio [V o vanadio V. ¢l
que circunda en la sangre ¢s la forma IV. pruebas in vivo e in vitro
demuestran que en los fluidos del cuerpo v en el interior de las células
respectivamente, ¢l vanadio V es reducido a vanadio IV por distintas
biomoléculas como el glutation, acido ascarbico, calecolaminas y muchos
péptidos (Cantley y Phillips, 1979; Sakurai et al.. 1980; Nechay et al.. 1986:
Sakurai, 1994; Rehder. 1991), por lo que la forma reducida de este metal
mantiene un contacto permanente los tejidos, las células v los componentes

celulares.

El vanadio IV tienen una fuerte afinidad por las moléculas fosfatadas.
las proteinas férricas (transferrina, lactotransferrina y ovotransferrina). el
glutation v varios ligandos carboxilados (come los acidos glutamico.
aspartico, ascorbico y citrico), a ellos se une para formar complejos y se
almacena temporalmente (Nechay et al., 1986: Sakurai et al., 1987; Rehder.

1991 y 1992).

Estudios bioquimicos, muestran que ¢l vanadio II puede ser oxidado a
su estado Il o IV por la cisteina, las sales de vanadio IIl son agentes

fuertemente reductores que reaccionan lentamente con el agua para liberar de

~I



H' y producir vanadio IV, pero el oxication vanadilo es muy inestable a pH
fisiologico y puede rapidamente oxidarse a vanadio V (VO3') en la ausencia o
disminucién de agenies reductantes en la sangre o en el citoplasma celular

{Nechay et al., 1986; Kalatzi et al., 1988; Crans et al. 1990).

Vanadio como xenobidtico: toxicocinética

Las industrias manufactureras de aceros y aleaciones son las que mads
vanadio descargan en el ambiente y se han encontrado concentraciones altas
de este elemento en las plantas y los suelos cercanos a zonas industriales. pero
en general, la concentracion ambiental depende de la posicion geografica. el
grado de urbanizacion y la estacion del afo (Lagerkvist et al.. 1986; WHO,
1988).

Se estima que cerca de 280 toneladas de vanadio son emitidas
anualmente al ambiente. de las cuales 70 toneladas son de origen natural
{cenizas y polvos ) y 210 toneladas descargadas por ia actividad humana; 100
toneladas emitidas por la industria y 110 por la quema de combustible fésil

(petroteo, carbon y aceites) (Leonard y Gerber, 1994),

En la atmédsfera la concentracidon de vanadio oscila entre 30 y 450
ng./m3, de lugares rurales a grandes urbes. Estudios en diferentes suelos,
muestran que las concentraciones varian de 5 a 140 mg/kg y en suelos
contaminados con cenizas superan los 400 mg/kg. En agua para beber, se
reportan valores promedio de 4.3 pg/l con un minimo de 0.05 pg/l y un
maximo de 10 pg/l (Phillips et al., 1983; Lagerkvist et al., 1986: WHO,
1988).



La exposicion a vanadio puede darse por la dieta v el contacto con
lugares contaminados. Las formas en que se encuentra en el ambiente son
principalmente los 0xidos, por lo que. 1a exposicién humana no solo se limita
a los trabajadores de las industrias. sino que hay un riesgo para toda la

poblacion.

La exposicion ocupacional a vanadio en industrias productoras y
usuarias es variable, los limites se miden y expresan en términos de V,0s. La
mayoria de los paises en los que puede incluirse México tienen limites de

exposicidn laboral a humos y polvos de 0.05a 0.5 mg,/m3 (PISSQ, 1995).

La exposicién aguda en personas voluntarias a polvos o humos de
vanadio (0.2 a 1 mg/m’) indujo sintomas como tos. irritacién en nariz y
mucosa oral, mientras una fuerte exposicion aguda causé irritacion sensorial,
fiebre, conjuntivitis, aumento del movimienio intestinal. dermatitis. vomito.

diarrea, problemas respiratorios, temblores v dafio renal (WHO. 1988).

La exposicion crdnica por inhalacion en ambientes laborales. induce
cambios en los organos respiratorios y la aparicion de bronquitis. rinitis.
laringitis y faringitis, en algunos casos cambios en el ritmo cardiaco y en
trabajadores fumadores la aparicion de un color verdoso en la lengua,
También se han reportado alteraciones bioquimicas en sangre como la
disminucidon de grupos sulfhidrilo, cambios en la concentracion de albumina v

colesterol (WHO, [988; Kawai et al.. 1989).

En estudios de los efectos de diversos metales dispersos en el aire
sobre la poblacion urbana, se encontraron ligeras correlaciones entre los
niveles de vanadio y la mortalidad producida por ciertos canceres, neumonia y

bronconeumonia, de la misma manera. se encontrd una correlacién entre los



niveles de vanadio en particulas aéreas y la incidencia de enfermedades

cardiovasculares (WHQ, 1988).

De lo anterior, se observa que la exposicion a vanadio puede ocurrir de
manera bioldgica, ambiental, industrial y ocupacional, siendo la inhalacion la
principal via de contacto seguida de la via oral. Se propone que el contacto
por inhalacién es mas toxico que cuando es por ingestion y mucho mas toxico
si €s administrade por via parenteral (WHO, 1988; Altamirano-Lozano et

al.,1996; Domingo, 1996).

~ EnlaFigura I, se muestra la cinética del vanadio, se puede apreciar que
la principal via de entrada es a través del tracto respiratorio, se estima que
cerca de 25% del vanadio inhalado es absorbido v transportado al torrente
sanguineo y sistema linfitico. La ingestion que es aproximadamente de 70
ug/dia, contribuye en menor grado a la absorcién va que sélo de 1 a 10% que
pasa a través del tracto gastrointestinal es retenido v el restante es eliminado
en las heces. Los datos que evalien la exposicion a vanadio via piel son
escasos, pero s¢ piensa que la cantidad absorbida es minima (Elinder ¢t al..

1988; WHO, 1988; French y Jones, 1993; Rojas et al., 199%a).

El vanadio en sangre se transficre rapidamente a los sitios de
almacenamiento, el resto es eliminado a través de la bilis ¥ excretado en las
heces, pero la principal via de excrecion es la orina, aunque también puede
detectarse en queratina y pelo (Bogden et al.. 1982: Sharma et al.. 1987;
Elinder et al., 1988: WHO, 1988; French y Jones, 1993).

En el plasma sanguineo, el vanadio es transportado unido a la
transferrina y en menor proporcidn a la albimina. mientras que, en células

rojas se une a la hemoglobina (Elinder et al., 1988; French y Jones, 1993).



Después de su absorcion y distribucion el contacto con la mayoria de los

organos y tejidos del cuerpo es casi permanente.

Figura 1. Toxicocinética del Vanadio
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El almacenamiento y acumulacion de vanadio da como resultado
elevadas concentraciones en higado, rifion y hueso, canlidades menores se
acumulan en bazo, corazén, tircides, cerebro, testiculo, misculo esquelético,
pulmén, médula dsea y tejido graso, donde el hueso, musculo y pulmén son

los sitios en los que se deposita en elevadas cantidades por tiempo indefinido



{Sharma et al., 1987: Alessio et al., 1988; Elinder et al., 1988; Domingo et al.,
1991; French y Jones 1993).

Efecto sobre la reproduccion y el desarrollo

La toxicidad del vanadio en animales de experimentacion depende de
tas propiedades fisicas v quimicas de sus compuesios y la manera €n que €s
administrado. Su forma catiénica como anidnica son peligrosas y se considera
que su toxicidad en mamiferos se incrementa conforme a su valencia y estado
de oxidacién (V> IV > 111> II, sus representaciones ionicas son: VO; > vo*
> VO™ > VO) (Lagerkvist et al., 1986; Carson et al. 1987; WHO, 1988,
Domingo, 1996}

Se ha propuesto que la toxicidad sobre la reproduccion. el desarrollo
embrionario y el desarrollo fetal depende de los niveles de vanadio
circundantes en el cuerpo. Los datos que sustentan estd conclusion estan
basados en diversos estudios revisados por Domingo en 1996, donde ademas
se observo que los efectos dafiinos son menores cuando se administra vanadio
IV (VOSOy) en comparacion a la administracion de vanadio V (NaVO;, V505
y NH,VO;).

El vanadio induce alteraciones en el sistema reproductor de ratones
machos. La administracion de vanadio 1V como V,0, puede ocasionar
reduccion en el mimero de espermatozoides y en dosis altas reduce la
movilidad, la viabilidad e induce alteraciones citolégicas en tibulos
seminiferos (Aragon. 1998). Por su parte el vanadio V reduce la movilidad, la
viabilidad y el nimero de espermatozoides, incrementa la produccion de

espermatozoides con formas anormales; asi como reduce el peso de



epididimos, de testiculos y del organismo completo (Domingo, 1996;

Altamirano-Lozano et al., 1996).

El vanadio IV puede atravesar la barrera placentaria y llegar al feto,
pero no hay reportes de sus efectos teratGgenos, no obstante, la administracion
de vanadio V durante la prefiez en hembras de raton, rata y hamster, induce
muerte embrionaria. reduce el peso de los fetos e incrementa la aparicidn de

defectos esqueléticos y la incidencia de paladar hendido (Domingo, 1996).

Efecto genotdxico en bacterias, levaduras, plantas e insectos

No se ha observado un patrén concluyente del efecto mutagénico en
bacterias. En cepas de Baciflus subtilis (Rect y Rec-). Salmonella
typhimurium y Escherichia coli compuestos de vanadio 1V y V (VOCl v
NH,VO;, V30s), en concentraciones de (0.3 a 0.5 M, muestra en algunos casos
una ligera actividad mutagénica y en otros el efecto no se aprecia (Kanematsu

et al., 1980; Kanematsu y Kada, 1978; Kada et al., 1980; WHO, 1988).

En levadura, en la cepa diploide D7 de Saccharomyces cereviciae, el
NH;VO; en 7.5 v 110 mM induce conversién del gen mitdtico v de
mutaciones puntuales reversas, mientras que el VOS50, de 160 a 420 mM no
muestra  actividad mutagénica cuando la cepa se encuentra en fase
cstacionaria con o sin la adicion de la fraccion hepatica 89, pero cuando las
células se encuentran en crecimiento se incrementan las células con
mutaciones, mientras, que en la cepa diploide D61M ambos estados de
oxidacion en concentraciones de 4 a 10 mM incrementan la frecuencia de

células aneuploides (Bronzetti et al., 1990; Galli et at., 1991).



En plantas, en polen maduro de Petunia hybrida W166K, el vanadio [l
en forma de cloruro induce infidelidad en la sintesis de ADN (Jackson y
Linskens, 1982), v en células de Af/lium cepa el V05 en dosis altas inducen
picnosis, pérdida de material cromatidico y en dosis bajas actian como
veneno del huso mitdtico (Singh, 1979) ¥ el Na;VQ, en concentraciones de
0.01 a 10 mM induce células binucleadas y dosis mayores a 10 mM ocasiona

citotoxicidad (Navas ei al.. }986).

En alas de Drosophila melanogaster. la prueba de mutacion y
recombinacion somatica. dio positiva al tratar larvas heterocigas “flrs/mwh”
con sales de vanadio (V,0:. V,0; y VCIl3) en diferentes concentraciones y
tiempos de tratamiento. por lo que. se propone que el vanadio puede actuar
como un mutdgeno indirecto y el V,0; en concentraciones bajas (6.5 a 8.5
ppm en la cepa Ser/mwh’) puede inducir recombinacion mitética (Abundis,

1994 y 1996).

Efecto genotdxico en mamiferos por exposicion in vivo

La informacidn que existe en la literatura concerniente a la actividad
genotdxica y mutagénica en sistemas con mamiferos in vive expuestos a

vanadio es escasa vy los resuitados no son concluyentes.

L.a inyeccion subcutdnea en ratones macho de 0.2, 1.0 y 4.0 mg/kg de
V20 dio resultados negativos con la prueba de letales dominantes (Sun,
1987). pero su administracion intraperitoneal de 8.5 mg/kg/ durante 60 dias
disminuye el nimero de hembras prefiadas e incrementa la frecuencia de fetos

muertos y reabsorbidos (Altamirano-Lozano et al., 1996).



En células de médula dsea de ratas el V,05 administrado en su dieta en
dosis de 4 mg/kg durante 21dias no induce ACE pero si disminuye el IM (Giri
et al., 1979} ¥ en ratones macho CD-1 una dosis intraperitoneal de 5.75, 1 1.5
y 23 mg/kg, no modifico la cinética de ciclo celular, la frecuencia de ICH's o
de ACE, solo reduce del IM en dosis altas (Altamirano-Lozano et al., 1993:
Altamirano-Lozano y Alvarez-Barrera, 1996). Sin embargo. el analisis
mediante ¢lectroforesis unicelular en gel en condiciones alcalinas (EUGa) de
células de diferentes organos de ratones CD-1 en las dosis anteriores indica

que el vanadio induce RCS (Altamirano-Lozano et al. 1996, 1999).

En ratones CD-1. la administracion por entubacion intragdstrica de
una sola dosis de VOSQ,, Na; VO, 0 NH4VO3 en dosis de 100. 75 y 50 mg/kg
respectivamente. incrementa la frecuencia de micronticleos y de aneuploidias
en células médula dsea. v solo el VOSO, induce ACE (Ciranni et al., 1995).
En otros estudios. con ratones 615 v kunming albino, la administracion
inltraperitoneai, ia inyeccion subcutanea y la inhalacion de polvos de VyOs en
diferentes dosis también incrementa la frecuencia de micron(cleos, pere

muestran resultados negativos cuando el compuesto es administrado via oral

(Sun, 1987).

Efecto genotdxico en células de mamiferos por exposicion in
vitro

En cultivos. de fibroblastos de humano, de lineas celulares de ratén vy
en células de fetos de rata el VOS8O, o el Na;VO, estimulan la incorporacién
de timidina tritiada en del ADN en concentraciones entre de 10 a 40 pM.
efecto que va acompafiado con un incremento en el nimero de células en
divisién y que se inhibe en concentraciones mayores a 40 pM (Carpenter,

1981; Smith, 1983; Canalis, 1985). En el sistema de cultivos de linfocitos



humanos de sangre periférica estimulados con fitohemaglutinina, el Na;VO,
actia como un co-mitdgeno ya que incrementa la incorporacion de timidina
con un maximo en la concentracion 20 pM y un efecto inhibitorio en 40 uM
{Marini et al.,.1987). Por otro lado, cultivos de macréfagos obtenidos de
alvéolos de pulmdn de conejo y tratados 20 horas con ¢xidos de vanadio 1],
My V (VO V,0; ¥y V;04) en 13.01, 21.35 ¥ 32.75 pg/ml la viabilidad

celular disminuye hasta en un 50% (Waters et al., 1974).

En cultivos de células PTkI de rata, el vanadio V en concentraciones
de 10 a 100 uM de Na;VQ,. inhibe el movimiento de los cromosomas hacia
los polos y la elongacién de huso mitdtico, efecto que se revierte con la
adicion de adenosintrifosfatasas (ATPasas) en el medio de cultivo (Cande y

Wolniak, 1978).

Por su parte Sabbioni et al. (1991) al determinar la citotoxicidad, la
distribucion intracelular y la transformacion morfologica en la linea celular
BAL/3T3 de embriones de ratdn expuestas a VOSO,. NH,VO; v NaV(s,
encontraron gue los compuestos disminuyen la formacién de colonias cuando
se aplican de 3x107 a 5x10° M, con una diferencia en la citotoxicidad
dependiente del estado de oxidacién. La retencién en las primeras horas de
exposicion se efectiio de forma dependiente quedando asociado al citosol v en
cultivos de 48 a 72 horas el vanadio se redistribuye a los organelos celulares.
v en los experimentos de transformacion morfologica sole el vanadio en

estado de oxidacion V dio positivo.

En células de la linea V79 el VOSO, 0 €l NH, VO, en concentraciones
de 0.5 a 7.5 mM no inducen mutaciones puntuales, pero ambos son téxicos
con una diferencia en la citotoxicidad dependiente del estado de oxidacién,

efecto que se aminora en presencia de la fraccion S9 (Galli et al., 1991).



Experimentos aparte, el NH,;VO; en concentraciones no citotoxicas de 5 a 25
UM incrementd la frecuencia de mutaciones puntuales en las células V79
expuestas 24 horas en un medio libre de suero, efecto que no se observd
cuando ‘las células expuestas se cultivan en un medio de sales-glucosa,
mientras en células de ovario de hamster Chino y de la linea leucémica de
linfocitos T humanos (MOLT4), en 200 uM y | mM el vanadio induce la

formacidn de enlaces cruzados ADN-proteinas (Cohen et al., 1992).

Algunos cfectos genotoxicos por vanadio [V v otras sales (111 y V) se
han reportado en cultivos de células de ovario de hamster Chino. E1 VOSO, ¥
las otras sales en concentraciones de 4 a 24 ug/ml incrementan la frecuencia
de ACE y en tratamientos de 0.1 a 6 pg/mi los ICH's. con o sin la adicién de
Ia fraccion S9 (Owusu Yaw et al.. 1990), mientras, en células V79 de hamster
Chino el vanadic V como V,0; en las concentraciones de 1 a 4 pg/ml no
induce mutaciones puntuales ni ICH's, pero si incrementa la frecuencia de
micronticleos con sefial de cinetocoro y disminuye la viabilidad e IR (Zhong

et al., 1994).

En cultivos de linfocites humanos, tratados con V-0 en 2. 4 v 6
pg/ml, el IM disminuye, la frecuencia de poliploidias y de asociaciones de
satélites (AS) se incrementa, v ia duracién del ciclo celular se modifica, pero
no la frecuencia de ACE o ICH's (Roldan y Allamirano. 1990). pero. el
mismo compuesto en combinacion con cafeina aplicado en diferentes tiempos
disminuye el IM e IR y es capaz de inducir ICH's cuando la cafeina es
aplicada en fase G, (Roldan et al., 1997). Sin embargo, en el sistema de
linfocites el tetraflioruro de vanadio (VF,) v ¢l tricloruro de vanadio (VCiy)
aplicado de 2 a 16 pg/ml, los ICH’s tienden a incrementar en una frecuencia
baja, el IM disminuye y la duracidn del ciclo celular se alarga (Rodriguez.

1995).



Usando la prueba de ADN a-satélite del cromosoma 1 y 7 mediante ta
hibridacion fluorescente in sitt en linfocitos humanos el V05 en
concentraciones de 0.001. 0.01 y 0.1 pM incrementa la frecuencia de
hiperploidias y en células tratadas con anticuerpos anti-B-tubulina este metal

puede interrumpir la fortmacion del huso mitético(Ramirez et al., 1997).

En el mismo sistema de linfocitas. €] VOSQO. v otras sales de vanadio
(NH,VO;, NaVQ; 0 Na;VQ,) en tratamientos de 2.5 a 80 pM es capaz de
inducir la formacién de micronicleos cuando se usan las pruebas para
centromeros, para el cromosoma X y la sonda B-satélite especifica para
Cromosomas acrocéntricos. también incrementa la frecuencia de AS, de

hipoploidias v de ICH’s. pero no ACE (Migliore et al.. 1993: 1995; 1999).

Por otro lado. en leucocitos humanos. la EUGa revelo que el V,0s en
concentraciones de 0.3, 30 y 3000 uM induce RCS v sitios sensibles al dlcali
(SSA) en el ADN. y en cultivos de linfocitos €] dafio se induce sélo en

concentraciones altas (Rojas et al., 1996a y 1996b).



MARCADORES DE CITOTOXICIDAD Y
GENOTOXICIDAD

La actividad de los organismos pude ser evaluada de manera
cualitativa o cuantitativa por diversos parametros los cuales permiten
determinar eventos relacionados con su funcionamiento. Estos marcadores
biologicos pueden detectar cambios fisioldgicos, bioquimicos, genéticos o
alteraciones en los componentes del cuerpo asi como el grado de cambie y/o
de la alteracion entre individuos u poblaciones, que se traducen en cfectos

t6xicos y dafio sobre 1a salud (NRC, 1992; IPCS, 2000).

Especificamente, los marcadores bioldgicos se clasifican en tres
grupos: de exposicion, de efecto y de susceptibifidad. Los primeros
comprenden la deteccion de un xenobidtico en fluidos v tejidos de algln
organismo. Los segundos involucran cambios cualitativos o cuantitativos en
los organismos como alteraciones bioquimicas, genéticas, celulares,
fisioldgicas o de otro tipo que. dependiendo de su magnitud pueden ser
consideradas como dafio potencial sobre la salud. Los terceros indican
sensibilidad heredada o adquirida de un organismo para responder al reto de

la exposicion a un xenobidtico en particular (NRC, 1992; IPCS, 2000).

Muches xenobiéticos considerados mutdgenos y carcindgenos ticnen la
propiedad de modificar el proceso de division celular. Dos marcadores
biolégicos y citogenéticos que permiten determinar muerte celular y

alteraciones en la progresion del ciclo celular son el IM e IR.

La disminucion en el IM es generalmente, consecuencia de una



reduccion en el promedio de células en division {retraso en la mitosis), pero
también, puede ser debida a la perdida permanente de la capacidad de
proliferar que finalmente conduce a la muerte celular (Scott et al., 1991;

Kirkland y Miiller, 2000).

El IR que se calcula a partir de la cinética de ciclo celular. puede
evaluarse mediante la tincion diferencial de cromatidas hermanas que se basa
por la incorporacion de un andlogo de timina (BrdU) en el ADN durante la
fase de sintesis del ciclo celular. El JR es un pardmetro usado para determinar
la actividad citostatica de drogas, hormonas. agentes ambientales o de
diferentes patologias genéticas (Ivett y Tice. 1982; Rojas et al. 1992:
Montero et al., 1993; Palma et al., 1993).

La técnica de tincién diferencial para detectar los ICH's. el andlisis de
aberraciones cromosomicas (AC) y. la EUGa, son buenos métodos
citogenéticos para evaluar efectos mutagénicos. clastdgenos y de dafio al
ADN, por lo que se consideran excelentes marcadores bioldgicos de

genotoxicidad.

Los ICH's se observan mediante tincion diferencial en células de
segundo ciclo de divisién ¥ son una manifestacion citolégica de rompimiento
y reunion en sitios homélogos entre las cromadtidas de un mismo cromosoma.
el rompimiento involucra a las cuatro hebras del ADN y es necesario que
estos eventos ocurran simultdneamente. Para su formacion se requiere que el
ADN no presente entrecruzamientos y su replicacién sea semiconservativa

{Latt et al., 1981; Tucker et al., 1993; IPSC. 2000).

Las AC pueden observarse en cultivos celulares previamente expuestos

a compuestos mutagénicos o agentes genotéxicos. En células en primera
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divisién pueden detectarse ACE como cambios en la estructura cromosdémica;
rompimientos o intercambios de material cromosomico, estos pueden ser de
tipo cromatidico o cromosémico que conducen a una translocacién u otro
rearreglo o pérdida de la parte del material cromosdmico en cuestién, aunque
también pueden detectarse brechas y lesiones acromaticas. En células que
pasan por una segunda o subsccucntes mitosis pueden detectarse cambios en
el nimero cromosdmico, pérdida o ganancia de uno o varios cromosomas o
juegos completos del complemento cromosomico; aneuploidias. poliploidias y

endorreduplicaciones (Brusick, 1987; Moore y Bender 1993; IPCS. 2000).

La EUGa consiste en medir el dafio al ADN inducido por xenobidticos
en células aisladas de algin tejido, el ADN daiiado se desplaza hacia el anodo
bajo la corriente de un campo eléctrico tomando la forma de un “"‘comela”.
Puede aplicarse en poblaciones celulares que se encuentren en Gy o en
proliferacion. El dafio es detectado por RCS y lesiones capaces de
transformarse en RCS a pH alcaline y bajo ciertas condiciones experimentales
puede detectar la reparacion de las lesiones (Singh et al., 1988; Tice et al.,

1990; Rojas et al.. 1999b; Tice et al., 2000; IPCS, 2000).

El analisis de AS es un método alternativo para detectar posibles
alteraciones cromosomicas. Durante la profase tardia el nucléolo desaparece
pero los cromosomas que participan en la organizacidn del nucléolo
permanecen asociados y en mitosis pueden observarse en una posicion
especifica con sus satélites orientados hacia una misma direccion, uno con
respecto a otro: dependiendo de la posicion y la distancia entre dos o mas
cromesomas acrocentricos invoiucrados puede determinarse el tipo de
asociacion que se forma (Fergunson-Smith y Handmaker, 1961; Zang y Back,
1968; Verma et al., 1983). La importancia de analizar fas AS radica en que

varios mutagenos quimicos que causan sus efectos de manera directa o
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varios mutdgenos quimicos que causan sus efectos de manera directa o
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indirecta sobre el ADN, son capaces de modificar la frecuencia basal de AS

(Kirsch-Volders et al., 1978; Roldan y Altamirano, 1990;Yadav y Seth, 1998).
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JUSTIFICACION

|

|
El vanadio r!eprcscnta una fuente de riesgo por exposicidn industrial,
laboral, biclogica y ambiental. es iiberado en forma de dxidos principalmente
en forma IV y V.l La toxicidad en mamiferos incrementa conforme a su
valencia, sin embargo, se ha observado que después de una exposicion se
detecta en diferentes tejidos del cuerpo vanadio 1V. El vanadio V es reducido
a vanadio IV por diLersas biomoléculas, de tal manera que el estado reducido

es el que mantiene un contacto casi permanente con las células y los

L
componentes celulares, v es la forma que menos se conocen sus efectos.

‘

La toxicidad | que produce el vanadio se encuentran bien documenta y
ha permitido clasificarlo como un metal potencialmente peligroso. En los
ultimos afios se han‘l realizado revisiones de la genética toxicoldgica de las
sales de vanadio y l;os datos que refieren los efectos genotéxico ¥ citotoxico
del vanadio con estado de oxidacién [V son limitados. Por tal razon. la
finalidad del prcsc:‘ate trabajo fue estudiar la capacidad del V,04 como
inductor de dafio en el ADN v sobre el proceso de division celular, para
determinar si fos efectos del vanadio [V son ¢ no similares a los descritos en
otros reportes, utilizTndo para ello cultivos de células de sangre periférica de

humano expuestas a diferentes concentraciones de este compuesto.
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HIPOTESIS

La genotoxicidad inducida por vanadio en diferentes sistemas de
prucba muestran resultados variables, pero reflejan actividad mutagénica y
muerte celular. Los datos del dafio genético y celular para el vanadio IV son
limitados, sin embargo, es importante conocer los efectos que puedan inducir
los compuestos metélicos en sus diferentes formas quimicas ya que
frecuentemente cada una de e¢llas esta asociada a cambios que afectan
significativamente la intensidad de un efecto. Por lo tanto, si se aplica V,0,
en células de sangre periférica de humano, este compuesto sera capaz de

inducir dafio al ADN y medificar el proceso de la divisién celular.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad del V,0, para inducir alteraciones en el ADN v
en el proceso de division celular, en cultivos de linfocitos y en leucocitos de
sangre periférica de humaro respectivamente, expuestos a diferentes

concentraciones de este compuesto.

Objetivos particulares

Evaluar las frecuencias de AC, de AS y de ICH’s de los cultivos de
linfocitos obtenidos por estimulacién de células de sangre periférica de

humano expuestos a V,0,.

Evaluar el IM y el IR de los cultivos de linfocitos obtenidos por la

estimutacion de c€lulas de sangre periférica de humano expuestos a V,0,.

Evaluar los RCS en el ADN en leucocitos de humano expuestos a
V,0,.



MATERIAL Y METODOS

Cultivos de linfocitos y tratamientos

A partir de tres donadores hombres clinicamente sanos, no fumadores
de 23, 25 y 29 aiios edad, se obtuvo sangre periférica con una jeringa
heparinizada. Se hicieron cultivos, en tubos ¢onicos de polipropileno (de 15
ml. Nunc, Inc.) con 0.5 ml de sangre en 4.5 ml de medio RPMI-1640
suplementado con L-glutamina y carbonato de sodio (NaHCO,) previamente

activado con 5 pg/ml de fitohemaglutinina M.

Se hicieron cultivos de 48 v 72 horas y se incubaron a 37°C en la
oscuridad. El andlisis de AC y AS se evalué en los cultivos de 48 horas, en los
de 72 horas se evaluaron los ICH's. el IR y en ambos tiempos de cultivo se
evaliio el IM. Para obtener la tincién diferencial de croméatidas hermanas
previamente (a las 24 horas de iniciada la siembra) a los cultives de 72 horas

se les adicionaron 5 pg/ml de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU).

Una hora antes de concluir el tiempo de incubacion, a todos los
cultivos se les agrego 4 pg/ml de colchicina. Al finalizar la incubacién los
cultivos se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos, los paquetes
celulares se sometieron a un choque hipoténico por 15 minutos a 37°C con 5
m! de una solucion de cloruro de potasio 0.075M. Posteriormente se
centrifugaron y el paquete celular se fijo con una mezcla de metanol y dcido
acético (en una proporcion 3:1), preparado en el momento, realizando tres
cambios con esta solucidén dejando reposar en cada uno 15, 10 y 5 minutos

respectivamente. Después, se hicieron las preparaciones evitando que una
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gota cayera en el mismo sitio mas de una vez, se {lamearon y el secado se

completd a temperatura ambiente.

Las preparaciones destinadas para evaluar las AC y las AS, fueron
tefiidas durante 5 minutos con una solucion de Giemsa al 5%. Las
preparaciones destinadas para la tincién diferencial de cromatidas hermanas.
se colocaron en un medio acuoso y se irradiaron por 20 minutos con una
lampara de luz ultra violeta situada a una distancia de 15 centimetros de
altura. Al terminar €ste tiempo se pasaron a un barfio con solucién de salina
citrato (2x88C) a 60°C, en donde reposaron 20 minutos. Por dltimo se
enjuagaron al chorro de agua y sé tifieron durante 5 minutos con una solucion
de Giemsa al 5%, el exceso de colorante se elimind al chorro de agua y ¢l

secado se completo a temperatura ambiente (Altamirano, 1987).

Los tratamientos se efectuaron a las 24 horas de iniciada la siembra. El
tetradxido de vanadio V,0,, se prepard en agua destilada y se adicioné en
concentraciones de 0, 2, 4, 8 v 16 pg/ml de cuitivo. Las concentraciones se
determinaron mediante ensayos preliminares y los tratamientos se

distribuyeron de acuerdo al Cuadro II.

En todos los casos los cultivos se hicieron por duplicado por donador v
por concentracion empleada. Se hicieron cuatro preparaciones por cultivo.

ocho por concentracion.

Tratamiento de leucocitos

A partir de una muestra de sangre completa. obtenida con una jeringa

heparinizada, se colocaron 50 pl en tubos eppendorf que contenian 1 ml de
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medio RPMI-1640 a 37°C y las concentraciones de V04 (0, 2, 4, 8 v 16
pg/ml). Después de 2 horas de tratamiento, las células fueron colectadas por
centrifugacion (4000 rpm durante 3 minutos), se tomaron 10 pl los cuales
fueron suspendidos en 75 ul de agarosa de bajo punto de fusion (al 0.3% a
37°C). El paquete celular restante se destino para evaluar la viabilidad. Los
experimentos se hicieron uno con su duplicado, por donador por

concentracion y se distribuyeron conforme al Cuadro I1.

Cuadro II. Distribucion de los tratamientos con 0, 2, 4, 8 y 16 pg/ml deV,0, en células de
sangre periférica de humano

Donador Tiempo de incubacion Parametros a evaluar Tiempo de tratamiento
A Linfocitos 48 y 72 horas AC, AS,ICH's, IRe IM 24 v 48 horas respectivamente
Leucocitos 2 horas RCS y viabilidad 2 horas
B Linfocitos 48 y 72 horas AC,AS ICH's.IRe M 241 18 horas respectivamente
C Linfocitos 48 y 72 horas AC,AS,ICH's,IRe IM 24 v 48 horas respectivamente
Leucocitos 2 horas RCS y viabilidad 2 horas

AC = aberraciones cromosomicas; AS = asociaciones de satélites; IR = indice de replicacion
IM = indice mitético, ICH s = intercambios de cromdtidas hermanas; RCS = rompimienios de cadena sencilla

La viabilidad de los cultivos de leucocitos tratados con el V»0,. fue
cvaluada conforme a Strauss (1991) con la siguiente modificacion. Se
colocaron los paquetes celulares (40 pi aproximadamente) en un tubo para
micracentrifuga y se adiciond 10 pl de una solucidn de trabajo 1:1 preparada
a partir de una mezcla de una solucién 0.025 pg/ml de bromuro de etidio v de
una solucion 0.125 pg/ml de diacetato 5-6 carboxifluoroceina. Después de 5
minutos, la fraccion celular fue lavada dos veces con | ml de medio RPMI-

1640, posteriormente se realizaron las preparaciones y se analizaron al
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microscopio de florescencia.

Electroforesis unicelular en gel

La técnica para evaluar el dafio ADN en células individuales, en
condiciones alcalinas ha sido descrita previamente por Singh et al (1988;

1990) y Tice et al (1990).

Laminas esmeriladas previamente cubiertas con agarosa regular (110
ul al 0.5%) fueron cubiertas con una segunda capa, la cual contenia la mezcla
de 10 pl de la suspension celular con los 75 pl de agarosa de bajo punto de
fusion a 37°C, una tercera capa cubrié las preparaciones con 75 pl de agarosa
de bajo punto de fusién (0.5% a 37°C) y se mantuvieron en frio hasta que
solidificaran la segunda y tercera capa respectivamente. En cada paso fue
colocado un cubre objetos para obtener una pelicula homogénea, removiendo

los cubre objetos al solidificar cada capa.

Las laminas se colocaron ¢n una solucion de lisis preparada en el
momento (NaCl 2.5 M, Na,-EDTA 100 mM, Tris 10 mM, a pH 10 ¥y
sarcocinato de sodio al 1%) con tritén X-100 al 1% y dimetil sulfoxido al
10%, por no menos de una hora a 4°C. Después se drenaron y se colocaron en
una caja horizontal de electroforesis, donde el ADN se dejo desenrollar por 20
minutos en una solucidén amortiguadora (NaOH 300 mM y Na,-EDTA |
mM), el nivel de la solucién se encontraba 0.25 cm por arriba de los
minigeles. La clectroforesis, fue llevada por 20 minutos a 25 volts y 300
miliampers. La metodologia de electroforesis fue conducida en la oscuridad y
siempre se contd con un testigo positive tratado 30 minutos con 200 uM de

peroxido de hidrégeno.
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Finalmente, las preparaciones se colocaron en una solucion de Tns
(0.4M a pH 7.5) para neutralizar las condiciones alcalinas, realizando tres
cambios de 5 minutos cada uno con esta soluctén. Por altimo las laminas se
deshidrataron 5 minutos ¢n etanol frio al 100% y se dejaron secar al aire. Sc
hicieron dos experimentos por donador por concentracion y cuatro laminas de
cada cxperimento, ocho por concentracion. En el momento de la evaluacion,

las laminas fueron tefiidas con 75 pl de bromuro de etidio (de una solucion de

20 pg/mb).

Reactivos

Todos los reactivos usados fueron de Sigma, St Louis MO, USA;
excepto; heparina de Elkins Sinn, Inc. NJ USA; V,0, 99.9% de pureza de
Aldrich Chem. Co. Inc. USA; acido acético (CH3-COQO} de JT Baker NJ
USA; clorure de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), citrato de sodio
(NayCeHsO7-2H,0), perdxido de hidrdgeno (H»0;), metanol absoluto (CH,-
OH) y etanol absoluto (CH;-CH,-OH) de JT Baker de México, SA de CV, y
Giemsa de Sigma de México, SA de CV.

Evaluaciones

Las evaluaciones se realizaron en las preparaciones que previamente
fueron codificadas para su andlisis. Para determinar el IM se cuantificaron
1000 células por lamina, distinguiendo las células en division de las células en

interfase, donde:
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IM = (nimero de células en division / mimero total de células) X 100

Para calcular ¢l IR se evaillo la cinética de ciclo celular, se observaron
50 células por lamina, y se clasificaron de acuerdo a la tincién diferencial de
cromatidas hermanas en células en primera (I). segunda (II) v tercera o

sucesivas divisiones (IEI), donde;
IR = I1(I) + 2(11} + 3(1I1) / nimero total de células

La frecuencia de ICH’s, se determino mediante el analisis de celulas en
metafases de segundo ciclo de division, 15 células por lamina. contando
intercambios terminales como uno e intermedios como dos de acuerdo con los

criterios propuestos por Carrano y Natarajan (1988).

La frecuencia de ACE y ACN se efectud por el analisis de 25 células
en metafase por lamina, tomando en cuenta los criterios de Brusick (1987) v
Carrano y Natarajan (1988), registrando: rompimientos. brechas e
intercambios de tipo cromatidico o cromosdmico. heteroploidias

(aneuploidias y poliploidias) v células con aberractones.

De igual manera, se analizaron 25 metafase por lamina. determinando
la frecuencia de AS de acwerde con Zang y Back (1908). registrando: la
participacién de los cromosomas acrocéntricos del grupo D y G. nimero de

cromosomas acrocéntricos asociados (CAA) por célula v células con AS.

El anélisis de ICH's, IR, AS, ACE y ACN se efectud en microscopio
éptico NIKON (Labophot-2, Japon) a 1000 aumentos, mientras el IM se

determino a 200 aumentos,



La viabilidad celular se determind por el conteo de 200 células, 100
células por experimento mas su duplicado, en un microscopio de
epiflorescencia (American Optical, USA) a 400 aumentos con excilacion de
luz de 515-560 nm, donde las células vivas metabolizan el diacetato-5-6-
carboxiflorosceina a un compuesto fluorescente que tifie el citoplasma de
verde, mientras que el bromuro de etidio tifie de naranja a rojo el niicleo de las

células con dafio en la membrana celuiar (Strauss, 1991).

La longitud de la migracién de ADN (en pm) se midio a 400 aumentos
con un ocular graduado y un filtro de excitacion de luz de 430-490. la
cvaluacién fue en 200 células, 50 células por preparacion de dos
preparaciones por experimento, cuantificando nilcleos intactos, nicleos con
cola “cometas™ y nucleos difusos “nubes”. Tomando en cuenta al mismo
tiempo otro criterio de evaluacion (Anderson et al., 1994). clasificando el
dafio en cinco categorias dependientes del valor de la media del nicleo,
donde, nicleos intactos “sin dafio™, nicleos con colas de hasta | nicleo de
largo “dafio bajo’. colas ¢on 2 nicleos de largo “dafio medio™, colas con 3 o

més nucleos de largo “daiio alto™ y nubes “*daiio total™.

Analisis estadistico

La comparacidn estadistica de ios resuitados de IM se analizo mediante
una prueba de Z para proporciones, Para el IR, la frecuencia de ACN y ACE
se utilizo una prueba de ji’ con la correccion de Yates, mientras que para la
migracion de dafio al ADN s¢ empleo una prueba de rangos para muestras
independientes U de Mann-Whidney. Las diferencias de las frecuencia de
ICH's y AS se determinaron con un analisis de varianza de un factor seguido

de una prueba de rangos mualtiples Tukey (ANDEVA-Tukey) (Marques.
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1988).

Los resultados se expresan en porcentaje (%), o bien, como el
promedio mas-menes la desviacion estandar (x + ds), donde la probabilidad

(p) donde hay diferencia significativa se expresa con la letra a p<0.05 y b
p<0.01.
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RESULTADOS ’

Los resultados de los diferentes pardmetros se analizaren
individualmente y se pueden apreciar en tos Cuadros del 111 al VIL, en ellos se
indica al donador de 29 afios, al de 23 y al de 25 afios con la letra A, B y C,
respectivamente. El promedio de los resultados de los tres donadores que
reflejan la tendencia general de cada parametro se muestra en las Figuras de la

ITala V.

El V;0, es capaz de inhibir ¢l IM y disminuir e IR en ciertas
concentraciones, el promedio de los datos indica diferencia estadistica en el
IM en concentraciones de 4 a 16 pg/mi y sélo en la mas alta para el IR, con
una tendencia a disminuir conforme aumenta la dosis (Cuadro Il y IV; Figura
II). El IR se calculo a partir de la cinética de ciclo celular. donde se observd
un incremento en ei nimero de células en primera division (datos que no se

muestran).

La frecuencia de ICH's que se determino mediante el analisis
citogenético de la tincion diferencial de cromatidas hermanas, en los
linfocitos tratados con V0, y que se muestran en ¢l Cuadro 111, se incrementa
en una frecuencia baja en algunas concentraciones y con una tendencia a

incrementarse la cual no refleja una relacidn dosis efecto (Figura IIT).

El total de ACE y el porcentaje de células con ACE. excluvendo
aquellas células que solo tenian brechas, se incrementa de manera similar en
todos los tratamientos con vanadio en los tres donadores, con respecto a su
testigo (Cuadro IV). Incluso este incremento se induce significativamente en

concentraciones en las que no se inhibe el IM (Figura IV). Las aberraciones
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que se observaron comiinmente fueron rompimientos, perdidas cromatidicas,
minutas, brechas y entre las ocasionalmente encontradas fueron los

cromosomas dicéntricos y figuras radiales.

La frecuencia de ACN (heteroploidias) que se muestran en et Cuadro V
y Figura V se ve modificada, donde, la diferencia estadistica se debe al
incremento de aneuploidias. principalmente hipoploidias (células con 45. 44 o
43 cromosomas), no obstante, en algunas concentraciones aparecen las
hiperploidias (células con 47 o 48 cromosomas) y poliploidias (complementos

extras del el nimero haploide 2n) como células 4n.

En el Cuadro VI, los datos de la frecuencia de AS que incluye la
frecuencia de CAA del grupo D y G, cromosomas asociados por célula, AS
por célula y el porcentaje de células con al menos una asociacion. no

muestran diferencias consistentes.

Los resuitados de las evaluaciones del dafio al ADN mediante EUGa se
describen en el Cuadro VII. El porcentaje de células con algin grado de dafio
y el promedio de la migracidn de su ADN (en um) de los leucocitos expuestos
durante 2 horas a V.04 no se modificé. Es importante mencionar que la
viabilidad celular, que se observé entre 5 y 10 minutos después del
tratamiento, sobre paso el 95 % excepto en la muestra del donador C en la

concentracion de 16 pg/mi que fue de 85%.

Los resuitados muestran cierta variacién la cual es producto de la
sensibilidad individual. Las diferencias en ¢l nomero de células analizadas en
el caso del donador C en la concentracion de 16 pg/ml. se debe a que las
metafases no eran de buena calidad, por lo cual no se ilego al nimero

esperado de 200 células analizadas en AC y AS.
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Cuadro HI. indice mitético (IM), indice de replicacién (IR) y frecuencia de intercambios de
cromatidas hermanas (ICH's) en cultivos de linfocitos humanos expuestos a V,04

Donador Concentracidn de V,0, % de IM ICH’s /célula R
(ug/ml) (x £ ds) (x  ds) (x £ ds)
A 0 164 £0.21 5.88+29] 2401001
2 Li4+0.2" 6.53 £ 3.41 248£0.13
4 0.91£0.08° 6.93+3.13 240 £0.2]
8 1.35£0.29 617+ 3.13 244 £0.08
16 1.26 +0.13" 852+3903" 224 £0.01
B 0 2.40 +0.13 5.66 % 2.62 2.15£0.04
2 270 £0.21 5.62+2.68 2.290.01
4 2.10£0.24 5324245 1.98 £0.25
3 1.05£0.16" 5.57+2.47 1.99+0.12
16 1.28£0.12" 6.48+3.28 1.88+0.07"
C 0 2.36+0.12 5.60£2.60 2512003
2 2.3340.16 5.90 £ 2.55 217+ 0.05"
4 1.80  0.08* 9.25+429" 2284002
8 219019 8.02+£2.54° 2.24% 0.05"
16 1.80 £ 0.14" B.00+293"° 1.86+ 0.13"

™ de 8000 células por donador por concentracion; prueba de Z para proporciones
IR de 400 células por donador por concentracion: prueba de ji’
ICH’s de 60 células en segunda divisior: por donador por concentracion; prueba de ANDEVA-Tukey

*p<0.95 v p<0.01




Cuadro 1V. indice mitético (IM) y frecuencia de aberraciones cromosomicas estructurales
{ACE) en cultivos de linfocitos humanos expuestos a ¥,0,

Donador Concentracion % de 1M ACE % de células
de V,0, (x £ds) Cromatidicas Cromosomicas Total ¢/ACE
{pg/ml) r i b r i b sinb conb

A 0 1.72£0.20 4 0 4 1 0 0 5 9 2.0
2 204£ 019 12 0 & 2 o0 1 14 23° 55"
4 1.67 £0.13 10 0 5 5 1 1 16® 22° 5.0
8 1.48 £0.18 12 i 9 2 1 0 1e® 25t 5.0
16 100£022° 15 © 6 4 0 1 19° 26 a5
B 0 1.73 £ 0.09 2 1 8 0 o0 | 3012 1.5
2 1.76 £ 0.16 6 1 13 0 2 10h 23° 50"
4 1.83£0.23 5 ¢ 7 2 0 2 7 16 30
8 1.36 £0.12" 9 o 5 4 ¢ 3 13* 1t 60"
16 1.19£0.20° 5 0 5 3 0 0 8* 13 4.0
C 0 3.2720.24 4 6 5 ¢ 0 0 4 9 20
2 2751032 6 1 1 2 0 0 9" 0 4.5
4 24510.22° 6 0 3 2 0 0 g8 1 4.0
] 2002015 10 ¢ 5 4 | 1oast o2t 70"
16 i12£009* 10 1 7 2 0 o 13 20° 7.5

M de 8000 células por donador por concentracion; prueba de Z para proporciones

ACE de 200 células analizadas por donador por concentracion, excepto en 16 ug/ml donador C donde se analizaron
§70 células; prueba de ji’

r=rompimientos = intercambios b = brechas

p<0.05y p<0.0!
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Cuadro V. Frecuencia de aberraciones cromosomicas numéricas (ACN) en cultivos de
linfocitos humanos expuestos a V,0,

Donador Concentracion de ACN % de céiulas
V104 (ug/ml) (nimero cromosdmico) ¢/ACN
Ancuploidias (heteroploidias)
Hipoploidias Células Hiperploidias  Poliploidias
normales
{43) (44) (49) (46) 47 (48) (4n)
A 4] 0 10 18 172 0 0 0 14.0
2 0 13 20 163 | 1 2 18.5
4 0 7 20 172 0 0 1 14.0
8 0 7 24 168 0 ] | 16.0
16 8 14 36 142 0 0 0 290"
B 0 ] 14 25 61 0 0 0 19.5
2 0 10 18 168 2 0 2 160
4 0 12 22 165 0 | 0 17.5
8 0 18 27 153 | 0 1 2335
16 0 17 22 160 0 0 | 20.0
C 0 0 5 9 186 0 0 0 7.0
2 ] 6 11 182 0 0 0 940
4 I 12 22 161 2 2 0 19.5°
8 2 12 18 168 0 0 0 16.0°
16 6 6 19 139 0 0 0 18.0"

ACN de 200 células analizadas por donador por concentracion, excepto en 16 pg/ml donador C donde se
analizaron

164 células; prueba de ji’

*p<0.03 y * p<0.0]



Cuadro VL Frecuencia de asociaciones de satélites (AS) y de participacion de los cromosomas
acrocéntricos asociados (CAA) D y G, en cultives de linfocitos humanos expuestos a V0,

Donador® Concentracién de CAA D" CAA“G” CAA/célula  AS/célula % de células c/AS
V204 (pg/ml) {x £ ds) (x £ ds) (x  ds) {X £ ds)

A 0 171+ 1.29 208135 380%2.13 1631092 89
2 1.67+1.29 1.90 £1.27 3.57£2.12 14910091 87

4 169 % 1.15 1.96£1.23 365199  1.60+0.92 9

8 1.74 £ 1.22 2041122 374£210 1.55+0.89 89

16 1.73£1.29 209+1.21 380207 1.60+0.85 92

B 0 1.95+1.37 LIT£097 3022191 1354080 86
2 1.94 +1.29 1.26 £0.98 320 1.8 142082 88

4 1.99 £1.24 1.34 £ 1.06 333185 1.44+0.78 88

8 211 £1.34 128104 | 3.39+2.04 1.49 £ 0.86 85

16 2241141 1.32+£0.99 3572194 1531085 88

C 0 2.09+1.33 1.80+ 1.1] 388202 1671086 92
2 1.93+1.22 1.71:£1.21 3652203 1581085 50

4 1.95+1.32 1.88%1.12 383200 171 £0.89 90

8 209+ 1.31 1.84 £ 1.25 392+206 1.70£0.90 91

16" 234+1.30 218+ 1.11 452+£190" 192£08] 94

AS de 200 células por donador por concentracién, excepto en 16 pg/iml donador C donde se analizaron
164 células; prueba de ANDEVA-Tukey
*p<0.05
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Cuadro VIl. Dano al ADN evaluado mediante electroforesis unicelular alcalina en
feucocitos humanos tratades con V;0,

Donador Concentraciénde  Longitud de ADN de % de células

V20, (ug/ml)*  células con migracion en Sin Daifio Dato Dano  Dafio

pmix £ ds) dano bajo medio alto 1otal

A 0- 1269+ 544 93.3 2.0 4.0 0.5 0.0

2 2000+12.10 92.0 0.5 5.3 1.5 0.5

4 1312+ 588 925 2.5 4.3 0.5 0.0

8 1208+ 5.82 94.0 2.0 3.0 1.0 0.0

16 18.18 9.94 92.0 0.5 4.5 25 0.0

C 0 15.44 £ 13.86 91.5 5.0 2.0 1.5 0.0

2 1250+ 5.71 84.5 6.0 7.3 20 0.0

4 13931112 93.0 4.0 20 1.0 0.0

8 16.41 £16.09 925 25 3.0 20 0.0

16 149011139 87.0 55 50 2.5 0.0

200 células analizadas por denador por concentracion
* 2 horas de tratamiento



Figura I1. Efecte del V204 sobre el IR y su relacién con la inhibicion del IM,

' promedio de los tres donadores
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Figura 111. Efecto del V204 sobre la la frecuencia de ICH s, promedio de los
tres donadores
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Figura 1V. Relacidn entre la frecuencia de ACE*, células con ACE*y la
tendencia de inhibicién del IM inducidos por V204, promedio de los tres
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Figura V. Relacién entre ACE*, heteroploidias (H) y la tendencia de la
inhibicion del IM inducidos por V204, promedio de los tres donadores
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DISCUSION

Se han descrito una gran variedad de efectos toxicos atribuibles a la
exposicion a vanadio; respiratorios, gastrointestinales, sobre la descendencia.

la reproduccion y sobre el material genético.

La finalidad del presente estudio fue determinar la capacidad del
vanadio 1V como V,0, para inducir dafio citogenético, resultado del efecto
del vanadio sobre ¢l ADN, el proceso de divisién celular y otro tipo de
lesiones genéticas que son inducidas por la exposicion de células de sangre

periférica a este compuesto.

Los resultados muestran que el V.0, es capaz de inhibir el porcentaje
de IM y el IR con una tendencia a disminuirlo conforme aumenta la dosis.
Esto indica que el vanadio ¢s citotoxico y modifica el proceso de division por
el incremento en el tiempo que requieren las células para pasar de una primera

a una segunda division. induciendo un efecto citostatico.

La disminucion en el IM se observa en concentraciones de 8 v 16
ug/ml en las que se inhibe en un 28 v 47 % respectivamente, en los cultivos
de AC expuestos por 24 horas a vanadio, tendencia que se modificd al
prolongarse el tiempo de contacto del compuesto con las células y que se
observa en los cultives de ICH's expuestos durante 48 horas, donde en estos
uitimos el IM se inhibe en 36 % para 4 pg/ml hasta un 42 % en la

concentracion de 16 pg/ml.

Estas diferencias en el IM en ambos tiempos de cultivo se deben. por

una parte, a la induccién de muerte celular que conduce a una disminucién en



el nmimero de células que entraron a dividirse y por otra, las variaciones de fa
citotoxicidad entre donadores a una determinada concentracién se debe
probablemente al metabolismo enzimatico, donde, se estan activando
procesos de detoxificacion como el del glutation que es una de las principales

mecanismos de defensa celular ante la presencia iones metalicos como el

vanadio (Bran, 1998).

Se ha observado en cultivos de lineas celulares de ratdn vy de otros lipbs
de células de mamiferos que diversas sales de vanadio incluyendo VOSQ,
(vanadio 1V) en concentraciones cercanas a [0 pM incrementan la
incorporacion de nucledtidos en ¢l ADN e inducen consecueniemente un
incremento en la actividad mitotica. pero en concentraciones entre 20 y 40
uM o superiores este efecto se invierte (Carpenter. 1981: Smith, 1983:
Sabbioni et al.. 1983: Canalis. 1983). Estos datos son consistentes con
nuestros resultades. puesto que el V.0, ¢n concentraciones de 2 pug
{equivalentes a 12 pM) en algunos cultivos estimula ligeramente la mitosis v

en concentraciones de 4 pg (equivalentes a 24.11 pM) o mayores se inhibe,

En diferentes sistemas de prueba in vivo e im vitro. se ha observado que
vanadio y sus compuestos modifican el 1M. la cinética del ciclo celular v
consecuentemente el [R (Altamirano-Lozano et al., 1998. Leonard y Gerber,
1998 v 1994). En un estudio previo usando linfocites humanos tratados con
tetrafluoriro de vanadio (VF,) el IM disminuye vy la duracién del ciclo celular
se incrementa {Rodriguez. 1995) en concentraciones semejantes a las que
induce cambios el V.0, resultados que sumandos a los nuestros permite
establecer que el vanadio en su estado de oxidacion [V modifica el proceso de
division de manera similar al observado para el vanadio V en sistemas in
vitro, con la diferencia de que la forma IV requiere concentraciones mayores

para producir un mismo efecto.
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Los efectos del vanadio son diversos. El vanadio IV al igual que el
vanadio V en concentraciones de 10 a 100 pM, es capaz de interaccionar con
muchas enzimas y substratos, cofactores. amino dcidos, dcidos nucleicos,
péptidos y proteinas, sin embargo el vanadio V es considerado un potente
inhibidor enzimético. La combinacién de vanadio IV con proteinas férricas y
calmodulina es la que mejor se conoce. Ambos iones inhiben o bloquean
ribonucleasas y numerosas enzimas dependientes de fesfatos tal como las
ATPasas activadas por Ca’*, Mg®. Na' o K", y otras que hidrolizan o
transfieren grupos fosfato incluyendo algunas que intervienen en la
respiracion mitocondrial (Nechay et al.. 1986; Crans et al., 1989; Léonard y
Gerber, 1998).

Eventos como estos pueden afectar a las células y detenerlas en G,
donde los requerimientos de proteinas, enzimas. iones y energia son
importantes para que las células puedan ciclar normalmente. a demds, si el
V.0, en dosis altas es capaz de inhibir la incorporacién de nucléotides en el
ADN y por consiguiente la sintesis del mismo, entonces la duracidn del ciclo
celular de los linfocitos expuestos a V,0, se ve afectada. v consecuentemente
el IR se disminuye. Eventos como estos ayudan a explicar por que el vanadio
es citotéxico y citostatico y porque las céulas son mas tolerables al vanadio

V.

En cuanto a los ICH's, el V,0, tiende a incrementar la frecuencia de
manera baja pero significativa (P < 0.05) (Figura 1) v en particular en las
concentraciones de 16 pg/ml y de 4 a 16 pg/ml para el donador B y el
donador C, respectivamente (Cuadro IIl}. Otros resultados apoyan estas
diferencias, en células de hamster de 0.5 a 6 pg/ml y en linfocitos humanos en

un intervalo similar a las concentraciones aqui probadas en 40 y 80 uM
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equivalente a 6.40 y 12.80 pg/ml, el VOSO, es capaz de inducir ICH's (Owsu
Yan, 1990; Migliore et al., 1993).

No obstante, los resultados de la induccion de ICH’s por vanadio no
son contundentes, puesto que cuando es aplicado en forma de pentoxido no
hay diferencias de esta frecuencia en linfocitos humanos, en células V79 de
hamster (Roldan y Altamirano, 1990; Zong et al., 1994) o en células de
medula ésea de ratones CD-1 (Altamirano-Lozano et al.,, 1993), contra un
incremento cuando se aplica en forma de vanadato en células hamster y en
linfocitos humanos en concentraciones de 0.1 a 1 pg y mayores a 6.40 pg,

respectivamente (Owusu Yan et al., 1990; Migliore et al., 1993).

Algo importante, es la diferencia en la induccion de ICH's entre
individuos. Se ha observado que las lesiones que originan los ICH's pueden
persistir por largo tiempo después de 1a exposicion a algin mutageno fisico o
quimico, lo que indica que hay células que presentan dafo persistente a lo
largo de su vida y representan una poblacion sensible (Carrano y Natajaran,
1988; Morales-Ramirez et al., 1992; 1995; Tuker et al., 1993). Esto tltimo
podria estar sucediendo con ¢ donador C, el cual presenta mayor sensibilidad

por la exposicion in vitro al V0, que se manifiesta como ICH's.

El mecanismo de formacién y el significado bioldgico de los ICH's no
han sido esclarecido. Hay diferentes modelos que tratan de explicarlo. Unos
relacionan de manera directa la formacién de los intercambios con el sitio
donde a ocurrido una lesion, otros por alteraciones en los procesos de sintesis
y reparacion del ADN como la inhibicion de enzimas involucradas en estos. o
bien, una combinacidén de ambas situaciones (Latt et al., 1981; Morales-

Ramirez et al., 1992; 1995; Fantini et al., 1998; Kaina, 1998).

46



Los ICH's ocurren en el sitio donde se encuentre una lesién o muy
cerca de ella, pueden ser inducidos por mutagenos que causan diferentes tipos
de lesiones en ¢l ADN por cjempio enlaces cruzados ¢ aductos, pero al
parecer los rompimientos de cadena no estan involucrados (Wolf et al.., 1974,
Carrano y Natajaran, 1988: Morales-Ramirez. 1995). Los rompimientos en la
cadena del ADN son considerades lesiones involucradas en la formacion de
ACE, los rompimientos de cadena doble son producte de lesiones primarias
las cuales son responsables de la induccion de mutaciones puntuales.
rompimientos en los cromosomas y rearreglos (Phillips y Morgan, 1993:

Moore v Bender, 1993; Hillard et al., 1998)

Tanto los ICH's como las AC son usadas para detectar dafio, Ambos
parimetros son producides via diferentes mecanismos. En general los iICH's
son inducidos por lesiones o alteraciones en ia reparacion o replicacion en el
ADN, mientras que las AC pueden tener su origen por rompimientos en los
cromosomas o por alteraciones en el huso mitdtico. En este estudio ¢l V.0,

ademds modificar la frecuencia de los ICH s es capaz de inducir ACE y ACN.

El V10, incrementa dos veces o mas la frecuencia de ACE de manera
semejante en los tres individuos. sin una clara relacién dosis efecto (Cuadro
1V), donde el incremento significativo en Ia incidencia de células con
aberraciones va acompafiado de un incremento en el nimero de aberraciones

por célula (Figura IV).

Es importante sefialar que muchos agentes quimicos inhiben el IM en
un 50% o mds e inducen aberraciones como un mecanismo secundario
asociado a un efecto citotoxico (Hillard et al.. 1998; Kirkland y Miiller. 2000).
En este caso se detectd que las ACE se inducen en concentraciones no

citotoxicas por lo que este incremento posiblemente se debe al efecto del
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V,0,.

El V;04 induce un efecto clastégeno en dosis en las que practicamente
el IM no sc inhibe, o se inhibe pero esta apenas alcanza el 28% como lo es en
la concentracion de 8 pug/ml. Este efecto puede ser confirmado al comparar el
promedio de las ACE (excluyendo brechas) de los cultivos testigo de los tres
donadores contra el propuesto en la literatura para linfocitos humanos
cultivados por 48 horas, de 2.00 + 0.50 % de nuestro estudio contra .73 £
1.20 reportado por Sinha et al., 1984, o bien, no mas del 2 % de células con
ACE en cultivos de células de mamifero que propone Swierenga et al., 1991,

contra 1.83 + 0.29 de este estudio.

Los resultados positivos en el promedio de los tres individuos,
confirman que el V0, induce lesiones en el ADN que pueden manifestarse
como rompimientos en el ADN cromosdmico, como ocurre en células de
ovario de hamster Chino y células de médula dsea de raton por el VOSO,
{Owusu Yan et al.. 1990; Ciranni et al,, 1993) por lo que la diferencia
encontrada en los cultivos de linfocitos humanos de este estudio

probablemente si tiene un importante significado biologico.

Las lesiones en el ADN pueden ser producidas en cualquier fase de
ciclo celular. En linfocitos humanos estimulados la fase de sintesis del ADN
principia 18 horas después de la siembra y la siguiente fase de sintesis
comienza entre 48 y 58 horas después de iniciados los cultivos, se recomienda
que los tratamientos se den a las 24 horas, donde mutigenos que inducen
ICH’s incrementan en una alta frecuencia este pardmetro, independientemente
de las diferencias del tiempo de tratamiento (Latt et al.. 1981; Chakrabati et
al., 1997). Bajo estas condiciones el V50, no es un buen inductor de ICH's ya

que las diferencias estadisticas de los resultados entre  donadores son
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variables.

Por otro lado mutdgenos que producen rompimientos en ¢l ADN y/o
rompimientos cromosémicos no necesariamente son buenos inductores de
ICH's (Perry y Evans, 1975; Latt et al., 1981). Lesiones en ¢l ADN como
enlaces cruzados ADN-proteinas otro tipo de aductos (por ejemplo,
oxidacion de bases o nucledtidos) son lesiones importantes en la formacion de
ACE (Kaina et al.. 1993; Galloway, 1994; Hartwing. 1995; Molter y Wallin
1998: Kaina, 1998).

No hay datos que demuestre la induccion de enlaces cruzados por el
vanadio IV. pero se ha reportado que el vanadio V produce enlaces ADN-
proteinas que se disocian rapidamente (Olin et al. 1996). Pruebas
bioquimicas muestran que los iones de vanadio inhiben diferentes ADN
polimerasas y deoxirribonucleasas (Sabbioni et al., 1983). inducen
peroxidacion de lipidos y en particular el vanadio 1V se auto-oxida, genera
radicales hidroxilo (‘OH) y superoxido (O»") e induce lesiones en fos
nucleosidos como 8-hidroxi-2-deoxiguanocina que finalmente pueden
conducir a rompimientos de cadena doble (RCD) en el ADN (Liochev v

Fridovich, 1987: 1990 y 1996; Sakurai, 1994; Shi et al.. 1996).

Estos reportes sugieren que el vanadio IV es capaz de afectar el
proceso normal de sintesis del ADN ¢ interferir con ¢l metabolisimo de los
acidos nucleicos. asi como interactuar con otras moléculas e inducir lesiones
en el ADN. Si esto sucede en los linfocitos en cultive y si ambos procesos
esta involucrados en la formacion de ICH's, entonces el incremento
encontrado puede ser explicado por la interaccion del vanadio con las enzimas
nucleares. Por otra parte, si el vanadio produce alteraciones en las bases.

nucledtidos o en la estructura de fosfatos del ADN, entonces las lesiones
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pueden conducir a RCD y consecuentemente rompimientos cromatidicos.

Respecto 2 las ACN, las aneuploidias muestran algunas diferencias
significativas. S¢ ha propuesto que las ancuploidias en cultivos no tratados de
células de mamifero no sobrepase el 5% (Galloway e Ivett, 1986: Dellarco et
al., 1986), pero en algunos estudios en los que utilizan el mismo sistema de
linfocitos humanos y una técnica similar de evaluacion han reportado entre el

8 y 11% (Migliore et al., 1993).

En la distribucion de las aneuploidias se ve un incremento en el
numero de células con 45 0 43 cromosomas en las concentraciones que
muestran diferencia estadistica (Tabla V). Las hipoploidias no son aceptadas
como una evidencia contundente de un efecto aneuploidogeno ya que muchos
compuestos quimicos inducen fragilidad en la membrana y ruptura prematura
de la misma (Galloway y Ivett, 1986; Dellarco et al., 1986). pero las
hiperploidias son generaimente aceptadas como evidencia de dafio genotoxico
debido a que es dificil que una célula tenga cromosomas de mas producto de
la técnica, y si los tiene no pueden pasar desapercibidos en ¢l momento del

andlisis .

Con base a lo mencionado y la observacion de hiperploidias v
poliploidias en algunas conceniraciones se da evidencia de que el V.0, puede
intervenir con la distribucién de los cromosomas durante la mitosts, por lo
que, la tendencia en el incremento en la frecuencia de hipoploidias no debe
descartarse aunque este no sea ¢l principal efecto genotdxico. Es importante
mencionar que la formacion de poliploidias no depende directamente de un
efecto aneuploiddgeno pero puede indicar cual es el mecanismo por el cual se

forman, ya que puede ser reflejo de un efecto en los microtibulos.
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El vanadio y sus compuestos se han considerados mds
aneuploidégenos que clastdgenos. En levaduras, plantas y en células de
mamifero induce hipoploidias, hiperploidias, poliploidias y micronicieos
(Altamirano-Lozano et al., 1998 Léonard y Gerber. 1998; Migliore et al,,
1999}.

Especificamente, las alteraciones en milosis y su relacién con la
formacién del huso. como mecanismo ¢n la formacion de ancuploidias, es el
hecho de que el vanadio interactiia con los microtibulos y en forma de
pentoxido en concentraciones cercanas a 0.1 pM inhibe la polimerizacion y
estimula la depolimerizacion de la tubulina (Cande y Wolniak, 1978; Ramirez
et al, 1997) mientras que el vanadic IV como VOSO, inhibe la
polimerizacién en concentraciones menores a 5 mM (Hantson et al., 1996).
En los linfocitos en division pudiera ser que ¢l V.0, afecte la funcidn del

huso mitotico produciende un inadecuado reparto cromosomico.

En humanos una de las principales causas de abortos esponianeos
debidos a anormalidades cromosémicas la constituven las aneuploidias,
ademas, a nivel salud son importantes porque estan relacionadas con defectos
al nacimiento. infertilidad y con desarrollo de cancer (Sankaranarayan, i979;
Tuker y Preston, 1996).

La formacioén de aneuploidias puede involucrar no-disyuncién por un
inadecuado reparto cromosomico o rearreglos estructurales tales como
translocaciones. Se tiene documentado que en estas anormalidades la
participacion de los cromosomas acrocéniricos es significativa, y se propone
que los acrocéntricos en los complejos de asociaciones son vulnerables a no-
disyuncion y la regidn del centromero a romperse (Hansson, 1970:

Sankaranarayan, 1979; Houghton, 1979).
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La tendencia de los cromosomas acrocéntricos a asociarse, es
genéticamente controlada, pero su frecuencia puede ser influenciada por
alteraciones en el metabolismo o factores ambientates (Hansson. 1970:
Nilsson et al., 1975; Kirsch-Volder et al., 1978; Yadav y Seth, 1998). Un
incremento en las AS se considera como predisposicion a incrementar la
tendencia a no-disyuncion e inducir trisomias de los cromosomas del grupo D

y G (Houghton, 1979).

Algunas sales de vanadio tienden a incrementar las AS (Roldan ¥
Altamirano, 1990; Migliore et al., 1993), sin embargo, los resultados de este
estudio, reflejan que el V,0, no produce cambios. Los valores encontrados en
nuestros grupo testigo que fue una media de 3.80. 3.12 y 3.88 para los CAA
por célula y 89, 86 y 92 para el porcentaje de células con AS de tos donadores
A, B y C respectivamente, son valores que se encuentran en los basales
reporiados por Sigmund et al. (1979). donde 3.42 es la media para los CAA v
88.3 para ¢l porcentaje de AS en cultivos de linfocitos humanos que han

pasado por una sola mitosis.

Por otra parte la exposicion de leucocitos de sangre completa a V1,0,
no induce cambios en la viabilidad (>95%) ni en la longitud de la migracion
del ADN nuclear. En condiciones experimentales similares el V,0: (Rojas et
al., 1996a y 1996b), en comparacion con el V.0,. induce RCS y SSA dafio

que en %) minutos se repara ¢ iguala ¢l valor del grupo testigo.

Estos resuitados que son opuestos, tienen dos posibles explicaciones.
La primera es que las lesiones que induce el vanadio 1V o el vanadio V son
diferentes e involucran una clase especifica de daio. La segunda es que el

dafio al ADN es reparado y/o si el vanadio [V es capaz de inducir enlaces



cruzados ADN-ADN y ADN-proteinas, estos pueden retardar la migracién del
ADN fragmentado como ocurre con agentes alquilantes (Tice et al., 1992;

Green et al.,, 1992; Hartmann y Speit, 1994).

Sin embargo, en este estudio los tratamientos de 2 horas con V,0, v la
evaluaciéon de las células inmediatamente después de la exposicion
posiblemente no es ¢l protocole mas adecuado para detectar daiio al ADN con

la prueba de electroforesis,

La prueba de EUGa bajo las condiciones aqui usadas. indican que la
produccion de RCS y/o ta produccidn de SSA en el ADN no son un efecto
predominante en la induccién de dafio al ADN cromosémico por el V,0,.
pero es conveniente evaluar el dafio a diferentes tiempos de exposicidén por
cjemplo de 3 a 6 horas en células en Gy (Tice et al.. 2000) v de 24 horas en
linfocitos estimulados (Rojas et al.. 1996a; Rojas et al.. 1999b). para obtener

conclusiones mas sélidas.

En resumen, la sensibilidad de la prueba de ICH s v el incremento en la
frecuencia de ACE ponen en evidencia la capacidad del V;0; para inducir
lesiones que pueden convertirse en RCD en el ADN y finalmente conducir a
la formacién rompimientos en los cromosomas, pot lo cual. el V.0, puede ser
considerado un agente con actividad clastogena. En altas dosis. la induccién
de ACN denota la capacidad del vanadio de alterar la funcion de los
microtiibulos del huso mitético, la modificacion en el IR da evidencia de la
interferencia con diferentes rutas metabélicas y bloqueo enzimatico, asi como,
la disminucion en el IM muestra efecto citotdxico. Unido a esto. la falta de
respuesta en los pardmetros de AS v de migracion de dafio al ADN evaluado
por EUGa en la presente investigacion, dan informacion de la genotoxicidad y

citotoxicidad del V,0, (vanadio [V) y abren la posibilidad de conocer sus



efectos y de comprender los mecanismos responsables.

Por ultimo, las frecuencias basales de las diferentes pruebas
citogenéticas asi como las variaciones de los resultados entre donadores,
pueden ser causadas por factores genéticos, metabolicos, capacidad de
reparacion del ADN e incluso habitos de dieta (Rojas, et al., 1992 Rojas et al.,
19992). Resultados como estos son atribuidos a 1a susceptibilidad individual y
ha sido reportada en varios estudios usando células de sangre periférica de
humano (Migliore et al., 1991; Ramirez et al.. 1997, Yadav y Seth, 1998;
Gorla et al.. 1999).

54




CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que el V,0,,
se comporta de manera similar a como actian otras sales de vanadio y

comparte algunos efectos producidos por otros cationes metalicos:

1. Es citotoxico, efecto evidenciado por la inhibicion en el IM y que se

observa en concentraciones diferentes a las que ejerce otros efectos.

2. Modifica el proceso normal de division celular, efecto que se observa por
la disminucion en el 1R, y que puede deberse a la capacidad de formar

complejos con diferentes moléculas inhibiendo o bloqueando su actividad.

3. Puede considerarse un agente clastégeno que actda en concentraciones
bajas, efecto que puede deberse a la induccidn de lesiones en el ADN y

que se manifiestan como rompimienios en los cromosomas e [CH's.

4. En concentraciones altas incrementa ligeramente las ACN. pero. no
modifica la frecuencia de AS. por lo que posiblemente la formacion de
aneuploidias sea debida a un efecto a nivel de huso mitdtico y no por una

tendencia a no-disyuncidn.

5. No se detecto daiio al ADN mediante la prueba de EUGa. por lo que. bajo
las condiciones aqui usadas posiblemente la produccién de RCS no son un

efecto predominante en la induccion de dafio al ADN.
Finalmente, ¢l hecho de que et V,0, incremente la frecuencia de ACE

en concentraciones no citotoxicas e induzca ICH's, que sea capaz de

modificar el proceso de divisién celular y que la produccién de aneuploidias
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no sea su principal efecto, nos lieva a proponer que el vanadio IV y sus
compuestos deben ser evaluados usando algunos otros métodos bioquimicos

y citogenéticos tanto im vitro como in vivo.
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Teionss cromesdmices (AC)
bz iy r2 amvestich el efieto 2 T HU v L ecfelns en bo foor G2 ¢ liczos
L‘:,:z-.ﬂ:sé.n:irugmd:on——pk:—.ermcac:ﬁ ABCyDvdoem
r"‘!\"l,.lum\ tin trotameento d2 MMC (10ng/ml) durcnie 24 horss, doopeds
m...:s I::wu=maccx1mHU:2m\{)oCJdm4025mM)vsc
Sy @armrds = 3 ktvoa de b mantra helniuz), e hooe unp c2geeds cocacha a
3 baros. 1a HU 3 Czfeizy so oenzron wmbién 3 horos antes.
3 cehives sin trtomierio. los odtules AF mostraron maver frecuercia & AC
‘=zt 2 I3 oples rormctes. El tr con MMC prodizo intrem2oto en
‘reonoia €2 AC ea todss Los ey el cusl sz haoe mis evderte en Io cocecha
borns. Lo HU iccrememd Ly frecuencia dr AC en ambes ococechas
dmodemerts o €a3's, v 2l agregaria derpeds del tralomienio oon MMC os un
ey €3l ¢l eomndy por e3tn, La cofeing temdién inoreneertd la frecencis
L. enit incramenio cs monor Los linecs AF-B y AF-D que en las linsas ML,
iy AF-C. En cuitives con MMC tzmb:dn se ohsenvd este increntenzo excegio
| lirey AF-D. ea ¢! rcto £z hrow =g ovienee en los culvos de 24 Bores
29 en ba lines kool Ecos resuliados evdencizron un componigmiento
; <n I=3 liness AF,
srovects era firreoisds poy CONACYT registro 1411-M y 3328 P-N.

EVALUACGION DE LA REPARACION DEL DARO AL ADN POR MEDIO
DE ELECTROFORESIS U'NICE.UIAR EN LDJFOGTOS DE NIROS
DESNLHRIDOS Govler-Torres, €. ! N.,,‘:m-M:dma.O I.t;r.'.z
L? TnMrmes.G'Cm‘rb-Bm\mm Bclamn-l!ule,M. y Ortiz-
Memir R, mac&m:ehmuwm
i Iztopoirny 2. Doplo. d: Atencida 2 la Sehed  Universid=d
Autézoms Metropoljtrma-Xechimilco, 3. Hozpitzl Infantit izispalnps, D.D.F. 4.
Hocpits) Infontil Xechimileo, D.D.F, Mfxico D.F.

Se ba duterminado que niftos con desnuiricién presentan niveles
M&WWM&MMy
micrend 2 £ ho Siecido por madio ds elecrroforesis
mucclnl.rmamr:m:onmﬁmﬂmmlmnnﬂudsmﬂndADdem

Do qu= ¢l increr=nto ¢n el dafo ol mcteninl penético presente en las
myds ¢s los mifas decoutrides podria relociozares coa deficiencizs en los
mmd:r:p:méndﬂADN clobjwvodzlprmanpmmoen
evaluar en linfocitos de nifios cutrdficos y de niflos d idos, In efi de
1a reporecién ¢zl dafo 8l ADN, por medio ¢e electioforesis cnicelui-r. La
electreforesis un:celular en condicionss aicalines, ha mestredo t2r yny tkruca
muy rensible pora evaluar ef dafio 2! ADN provocado por diverses agentes,
cdemds gz que ha sido may &l on ol estedio €2 4 reparecida d=l misr.

Se tomeron mmsotrrs de oeznpe o mlos cutndficns ¥ o eilts con
desnuiricidn d= ragundo ¥ tercer prodo. a partir de los cusfes e zitlouon
linfocitos, los que feeron mezclodos con oparesa para elchorer los geles, Pora
indueir dofio 21 ADN =2 vtiliod perdxidn d: hidrdzeno (5 uM) durness 20 min,
concluido este jenodo 2 permitié by reparrcidn colocands los preparccionss en
medio ds cultivo 3 37°C, £z tomaron musstres o 0, %, 15, 30 y &0 min. de
incehacn. Pestmrionmsnte 1ts proporecionss feeron colessdss en colucidn de
lisis, porn findmente reclizer by electroforesis unicclular en candiciones
alealings,

Los reaudiedas ciionidas musctren gue by efictencia d: In reporceida del
d=fty jedecido ¢l ADN £ Enfoctes d2 nilles desnmindsy, o cprominmrdrmonte
del 30% en comparccidn con 1o ohzerveda en las muestres de los mifios
cutréficos. Esto tpova b posibilid=d d= que los niveles elovedos dr d=fio en extos
niftos esién relocionsdpy coa un proceso deficiente de reparcoidn dil defio af
ADN, lo cual podria debertz o alierzcionzs en la sintesis de prodeinss que
panicipcn en £ proceso.

LNTERCAYZID BT CROTATIDAD KHIRUANAD Y ATIRRACIONIS
CROZ0A0M-CAS, (NDUCIDAD PO TETRAOKIDO DI YANADD G
CUL VO3 B2 LFOCITOS HUMANGS. RodinRoves F., Redriguear.
Iorecdo J., Arcginelioinez A, y AlSmircao-Lozono 04, Loborcierio do
Clogonifien, Mulcginocis v Toxdcoloplo Ropreductiva, UIBR. FES-
Zzropozo, UNAY, Miies DF.

Lo cotndos 62 ocdoeidn mis cemuncs dil voncdo con, IV Y V.
Su eompusates on ko ferms V ocon concidorcdos come [os do moyor
probobiided do czussr dofio ¥ por tol mzén ha tido 13 fomma mas
estedicda por b Toxioeicgla Gonltico. Bl voncdio V os reductido por los
oélcs o vonsglo IV, formna més cotenld on loa fuldos Bigldgicas ¥ més
reprosonicliva da coumuioeisn on glioromcs Gmones y tofides on pontes
¥ cnimazios. Lo caterior res [lava ¢ ponsar qua of venedio Y pucda ostor
jegendo @ peps] impartento on ko bndvecién g Clorocienss colloms
desenilas pom of vincdlo V. Per of mative trioror, oo ctiudio o ciocto
dal tstreédde da voncgle (V0. IV) on Uafoditos da congro pritrica
cultivedod durenia T2 y 48 hio. 80 cvciud [ frocusneda 60 Inlcrermtio do
cromitidas homaonca (ICH'S) on 100 eXulcs 0o copundo dvicdda, o
tompo promagio gencregions] (TPG) 4o 1200 mctefcoos, y o Inglea
midiico (%) ¢ 24000 cAulzs, on crtives ¢a 72 ho. o7 groconchy da
Bril, So cuartficd I frotuoncdo @) chemeelonss  cromocdmicos
estrzgurion (AGe) ¥ rrmirieos (ACR) 42 GE0 oliulzz en e aofoca y of 124
do 24000 cCuizs, on cullivas da 48 hro. En tedos loa eccas a ks 249 hrs.
do intcicdos loo cutives, oo oplico 0, 2, 4, B y 16 ppm! 63 VO, Los
OVCIUSCONCS £F RSTZOnen PoT eenconyositn, Lod roasiodes musstron un
incremanto on fa trocusncia €2 ICH'S ¢ 4, 8 y 16 pp (T1TH3.73. 0.68
202, 7.732£3.49 vs 5.7122.70 dcl testigo; P<0.01), osl como un cumonto
en ¢l TPG cn |a concerdrooién ¢2 10 120 (24,00 hrs. vs 20,42 kra; P<0.05).
El 14 disménuyd cn 4, 0 y 10 pp tonto oo los cultives @2 72 ks, (13195,
1,205 ¥ 1.105% w3 1.76%: dal tostipo; P<0.01} como cn lod do 48 hrs,
(10855, 1.58%% y 11755 va 2.25%% dl ks¥ige: P<0.01). Lea ACo més
frocucries fucron remgimicnics eoneltos, dobies y minutes, B2 tolc) do
ACo, oxcluyondo gopa, o2 Incromontoren todos 123 concontrecionss: 2, €,
¥ 10 g (43/300, 42500, SVS00 y 57/570 va 17300 det tostigo; P<0.01),
miznires los ACR mucchen en Rwstmonio on Npoplolics on las
concantreciones de 4, § y 16 g (101300, 111300 y 123/570 vo £3/300
det testign; P<0.01). Los rasullcdos <upleron quo el WO, pucda: ser
considorcdo un cpento con colivided cloldxion, genotixica y dect*yana,
capaz de FEMESY (IOMOS0MSS ¥ CISTTr of procese de sipmgeciin dd los
mismos durceto ia mitecis.
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DANG CROMOSOMICO INDUCIDO POR VANADIO CN LINFOCITOS HUMANOS 7V VITRO,
Roldin-Reves, E. Rodriguez-Mercado, J.J. Aragén-Manires, A. y Altamirano-Lozano, M.A. Laboratoric de
Citogéretica, Mulagénesis y Toxicologia Reproductiva. UIBR, FES-Zaragoza, UNAM.
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El \anadlo es un clemento csencial en 1a vida de muchos organismos. pero sus funciones blolbg:cas aun no son
claras. Su liberzcién s¢ ha incrementzdo en las dos ultimas décadas por 1o que s¢ considera un imponante metal
ambicntal. El uco excesivo de material fasil es 1a fuente principat de liberacion de vanadio en la aunésfera, y en
menor grado los eventos naturales (emisiones volcdnicas, erosidn ¢ incendios forestales). En ¢l ambiente asi
como en los fluidos biolégicos cxtrzcelulares predomina en su estado de oxidacién 5+ como vanadatos (VOy),
razén por Ja cual ha sido su forma mds estediada por la toxicologia, sin embargo, el vanadio 4+ como los iones
vanadilo (VO™) &5 Ia forma en la que se encuentra en las células y en Jos tejidos de plantas y animales, a demas
de acumularse y permanece en contacto con los comporenies celulares. Por 1o anterior, s¢ decidi6 estudiar los
efectos del tetradxido de vanadio (V'*, V.0,) en linfocitos de sangre periférica cultivados durante 72 hrs en
presencia de BrdU. La sangre se obtuvo de tres donadores varones clinicamente sanos A, B y C. Se evalud, la
frecuencia de intercambio de crométidas hermanas (ICH's, 60 oflulas) indice de replicacidn (IR, 200 células) y el
indice mitético (IM, 800 cdlulas), por donador y por concentracion. A las 24 hrs de iniciados los cultivos se
dicron los tratamientos con 0, 2, 4, 8 y 16 pgV/ml, Los resultedos muestran un ligero incremento en la
frecuencia de ICH's en 16pg/ml para el donador A (8.52 1 0.51 vs 5.88 1 0.38 del testigo; P<0.05 ANDEVA), y
en la concentracion de 4, 8 y 16 pg/ml para e1 donador C (9.25 £0.55, 8,02 £ 0.33 y 8.00 £ 0.38 respectivamente
vs 5.60 £ 0.34 del testigo; P<0.01 ANDEVA), permansciendo sin cambio en donzdor B. El IR disminuyo en
16ya/ml para ¢l donador B (1.88 vs 2.85 del testigo; P<0.05 ji*) y a partir de 2 y hasta 16 pg/ml para ¢l donador
C(2.17, 2.28, 2.24 v 1.86 respectivamente vs 2.51 del testigo; P<0.05 de ji*). Una disminucidn sigruficativa se
obeervo en el IM cn Ja concentragion de 2, 4 y 16 pg/ml para ¢l donador A (1.14, 0.91 y 1.26 respectivamente vs
1.64 del 1estigo; P<0.01 Z para proporciones), en 8 y 18g/ml para ¢l donador B { 1.05 y 1.32 respectivamente vs
2.41 del testigo; P<0.01 Z para proporciones), mientras que para ¢l donador C se modifico en 4 y 16 pg/mi (1.80
¥ 1.80 respectivamente vs 2.29 del testigo, P<0.01 Z para proporciones). Los resultados muestran evidencias de
una zctividad genotdxica y citotdxica la cual puede ser explicada por un retraso en ¢l proceso de la mitosis y una
tnterferencia con los procesos involucrados en 1a sintesis y reparacién del ADN, asi como muene celular,
(Provecto apoyado por DGAPA IN-214597)

HALLAZGOS CITOGENETICOS EN PADECIMIENTOS ONCOHEMATOLOGICOS
Siemm-Maninez, M*.. Vergara. M. D*, y Cruz, RJ**. “Scrvicio dz Genduca, °°Servicio de Hematologia del
Hospia! Juirez ée México, Dircccidn de Investigacién y Ensefanza. Av. [nstituto Politdcruco Nacianal, No.
5160, 007760, México.

Las Leucernias Agudas (LAs) ocupan el cuarto lugar de monalidad de neaplasias malignas en
México, son 1a causa principal de muernte en menores de 25 ados, con una mayor frecyencia en el
sex0o masculino. Segun la FAB (French-American-British) se clasifican en: Leucemias Agudas
Micloides o mieloblasiicas (LAM) y en Leucemias Agudas Linfoides (LAL) (RHNM, 1994), En este
trabaje se presenian los hallazgos citogenéticos de pacientes que acudierén al Serwicio de
Hematologia del Hospital Juarez de Méxice, se estugiaron 30 pacientes de ambos $exos e
ndiferente edad, en 10s cuales el padecimiento fue De Novo, sin tratarmiento. EI andiisis citogenélico
se llevé 0 cabo en muestras de médula dsea, mediante cosecna cirecta y/o cultivos de 24, 48 y 72
hrs (sin estimulacion). Se analizaron de 10 a 30 metafases por caso, con técnica de banaas GTG y
fos canotipos fueron clasificzdos de acuerde con los cnterios del Sistema Intemacional de
Nomenclatura Cromosdmica (ISCN, 1985). De los 30 pacientes estudiados, 14 fueron de sexo
masculino y 16 de sexo femenino, ¢l rango de cdad: de 7 a B4 anos. De los cuales 11 pertenecieron
a LAM, 12 o LAL, 5 a Leucemia Mieloide Cromca (LMC) y 2 a sindrome mielodispidsico. Los
hallazgos citogenéhicos se resumen en ia siguiente tabla;
DISTRIBUCION DE ALTERACIONES CITOGEMNETICAS EN PACIENTES CON LAM Y LAL

LEM M1 [ M2 T w3 [ 144 | MB [ total AL T 0 T2 gl
no de cosos 1 3 2 3 2 ‘1 no. de casos 3 9 12
czrietipe rormal - - - - 1 1 carictipo ncrmal 1 2 k]
1.5 22) - 1 . - - 1 119 22) 1 2 3
18 213 1 1 - 1 - 3 {119} - 1 k]
1517} - - 1 - - 1 del 5p- 1 - 1
~1ilg- - - - - 1 1 del 8p- 1 1
vdel/inv (18} - - 1 - - 1 hipadiplowies - 2 2
1%8) - - - 1 - 1 hiperdiploides - 1 1
h-podiptoaes - 1 - 1 - 2 1

Todos los pacienies con LMC fueron poradores de t(9:22), en los pacientes con sindrome
mielodisplésico; uno presentd carotipo nermal y otro con 1{9:22). El estudio citogenético en estos
pacientes es un facior prondstico importante para predecir el rango y duracién de la remision y la
sobrevida independients de los parametros clinicos, hematolégicos e inmunolégicos.
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Valencig-Quintana R., Navo-Galigia C.1., Jufrez-Santeeruz L., Vazquez-Cuzcuecha Q. y Siﬁmhn~Ala.r06n IR
Laboratorio dz Citogenstica del Centro d= [nvestigation en Gendtica y Ambiente
¢z la Universidzd Autdnoma d= Tlaxcala, Av. Universidad No. 1, Tlaxcala 968890, Tlaxcala, México.

' Les plaguicidas son indispensables para la agricultura y permanecerdn en uso, a pesar de sus muchas
‘degventajas. Son principatmane téxicos, que directa ¢ indirectamente influyen en el cmbiente y la salud humena,
Estn contominzcién toxicc por medio de los insecticidas es ectualmente §a principal preccupecién de los
investigedsres ¢n meteria d2 contominzeién v salud. Su empleo ha contribuido al incremento del dacicro de los
lecasistamas, debido principnlmente o la parsistencia de residucs en los olimentos, el agin, el sire y los suclos,
| pudicndo representer un rics30 pora los scres vivos en genoml, ]

i Una de las especics vencinles mas eficiente para evaluer el dafio cromosémico, inducido por contamingntes
‘ambicnteles, es el hal (Vicia faba). Mas de una tercera parte de los estudios coa plentas poro el ondlisis de
iabamcioas la usa y ha sido propuesta como un sistems de prucha pern mutipenes anbientales en i progrema
Qene-Tox.

En una evaluccién provic el insecticida cerbimico oxemilo (vydate L.-24), cmplizmente qiﬁmdo en la
agriculivra, no indujo clicreeicacs cramosémicas en células meristematicas de ta raiz de Vicig faba_ ni efectcs sobre
el indice mitdtico y se sugirid que cstos resultados podrizn deberse al hecho de que fas concentracicnes emplendas
fucran insuticientes pora couscr algin dafio o a que ¢l compussto i 8i, no aa clastozénico. )

i Con el propdsito de eanfirmrr alguna de estas epciones, la toxicided genética del vydate l.-24‘ (crxm!ﬂo of 24
%), fue caclizeda g trovés d2 cu copecided para inducir sbemrzciones aromosémicos cn oflulas meristematicns de la
raiz de Vicia faba. Las reices do cntre 3-4 am fueraa expuestas dursnte 4 horas a soluriones acupsss de cste
‘msecticida (4680, 6030, CC3D y 1C0C0 ppm de i.a), con 13 y 44 horas de recuperacién, 103 lotes testigo, uno per
/czda ticmpo de recupsrcoidn, se mentuvierca bajo las mismes condiciones experimentales com Ja excepeién de que
durznte el tratemicato fucre sumergidos en agus destitada, E) daito fue registredo en oflulns o metafos: cano
iﬁ'ﬁamaﬂm cromatidicos ¢ isgeromatidicos y anillos. Los resultcdos mostroron que este insecticids mdl:qo
‘sherrecicnes cromaosémicss quo 3¢ incrementzron conforme se elevd 12 concentreciGn. Por oira perte el indice
'mitético no s vio ofzxtzdo. Cen bose en estas observaciones el vydate £-24 (onomilo al 24 9%) puede considercrse
'geneionico y debon temores los medidas de proteccidn adecuadas para eviter este riesgo, ya que contrs algunas
‘plages y en ciertas cultives, éste 32 recomienda € concentraciones superiores a las probadas en este catudio.
|

' IVALUACION DIL DANG INDUCIBO AL ADN POR TZITRAOXIDO DI VANADIO. Rodriguez-
'Mercado, 1J. Rolddn-Reyes, E. y Alamirano-Lozanos, M. A. Laboratorio de Citogenética, Mutagéneis y
‘Toxicologia Reproductiva, UIBR., FES-ZARAGOZA, UNAM,

L S — —— e,
,El vanzdio en su estzdo de oxidzcion 5+, es reducido a su forma 4+ por moléculas comunes en la célula, en las
‘cuales pucde permanecer unido y asi ser transportado y acumulado. Diferentes reportes sugieren que ¢l vanadio
'4+ ¢s la forma biolégicamente activa, sus efectos bioquimicos y toxicoldgicos han sido menos estudizdos que los
de vanadio 5+ Consecuentemente se conoce poce acerca de los efectos penotdxicos y citoléxicos de los
compucstos de vanadio en su forma 4+. Debido a 1o anicrior y a la necesidad de conocer los mecanismos por los
cuales el vanadio ezeree sus efectos citogentticos, se abtuvo sangre periférica humana v se hicieron cultivos de
linfocitos de 48 hrs para determinar absrraciones cromosémicas (AC, 200 células), ascciaciones de satélites (AS,
200 cflulas) ¢ indice mitético {[M, BG30 cflulas), a los cuales sc les aplico tetradxido de vanadio (V'', V:04) 2
las 24 hus de iniciados los cultivos en concentraciones de 0, 2, 4, 8 ¥ 16 pg/ml. Se evalio la capacidad det V,0,
'de inducir rompimientos de una sola hebra por medio de electroforesis unicelular (EU). en leucocitos en Go de
sangre humana, tratados durante dos hrs. Las evaluaciones de AC se realizaron en tres donadores clinicamente
'sanos A, B y C. mientras quz para EU fucron en dos A y C. En todos los casos la frecuencia de AC estructurales
se duplico en las diferentes concentreciones para los tres donadores (P< 0.0S, ji®), las AC mis frecuentes fueron,
;rompimicntos sencilles > rompimicntos dobles. La frecuencia de AC numéricas. hipoploidias, se duplico
(P<0.05, ji") en 16 pg/ml para el donador A y en 4, 8 y 16 pg/ml para el donador C, mientras que la frecuencia
'de hipzrploidias y poliploidias no s¢ modifico. El IM disminuys (P<0.03, Z para proporciones) en 16 pg/ml para
‘¢l donzdor A ¥ B, en ¢l caso del tercer donador disminuyo (P<0.01, Z para proporciones), en 4, 8 y 16 pg/ml. La
[frecuencia de AS que involucran cromosomas del grupo D y G permanecieron sin cambio. La migracién de
(ADN evaluado mediante EU no s¢ modifico. Los resultados sugieren que ¢l V-0, puede ser considerado como
un agente citotdxico en concentracicnes meoderadas y altas, y potencialmente clastégeno (S-dependiente) a bajas
dosis. Asi como manifestar activided aneuploidogena por perdida de cromosomas durante la mitesis, debida
posiblemente a la interferencia del vanadio con ¢l usa mitético.

(Proyzcto apoyado por CONACYT 25417-M).
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