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I, RESUMEN 

Los metaloides y metales representan un grupo importante de contaminantes 

medioambientales cuya presencia en el ecosistema se ha visto incrementada como resultado 

de la contaminación emitida por industrias en que los procesos o productos generados 

involucran, en algún momento, a estas especies químicas; tal es el caso del arsénico y el 

vanadio. 

El estudio de la capacidad que presentan el arsenito de sodio (NaAsO2) y el pentóxido de 

vanadio (V205) de inducir aneuploidías o incrementar su frecuencia es importante, ya la 

inducción de células cromosómicamente desbalanceadas en células meióticas y mitóticas se 

ha correlacionado con ciertos desórdenes genéticos, abortos espontáneos y con el riesgo al 

desarrollo de algunos cánceres. Hay datos que alertan acerca de la capacidad de 

transformación celular del vanadio y de la carcinogenicidad asociada a la exposición a As. 

En este trabajo, se estudió la capacidad aneuploidógena del NaAsO2 y del V205 mediante la 

técnica de hibridación lluoresecente in sito (FISI-l) en linfocitos humanos así como el efecto 

de estas sustancias sobre del huso mitótico, específicamente sobre la tubulina a nivel de 

organización, polimerización y depolimerización. Fenómenos indispensables en la división 

celular durante la segregación cromosómica. 

El NaAsO2 y V205 mostraron un efecto dósis-respuesta en la inducción de hiperdiploidfas 

para los cromosomas l y 7 in vitro. En las concentraciones evaluadas la frecuencia de células 

hiperdiploides fué significativamente diferente respecto al colcemid y al control negativo 

(p<0.05%) encontrando una proporción de hiperdiploidias de aproximadamente 2% + 0.5% 

para ambos compuestos a una concentración de 0.1µM. En el caso del NaAsO2 existió 

susceptibilidad individual en los efectos observados. 

Los metales en estudio alteraron el ensamble adecuado de microtúbulos y microfilamentos in 

vitro en las concentraciones evaluadas. Se presentaron principalmente en las concentraciones 

evaluadas, células monopolares. En las concentraciones máximas, se presentó destrucción 

total de microtúbulos y microfilamentos in vitro. 

La interacción directa de los compuestos en estudio con la tubulina se comprobó mediante 

ensayos de polimerización y depolimerización de tubulina in vitro. El .NaAsO2 y V205 

inhibieron la polimerización de tubulina llegando a ser de hasta 48% y 53% respecto al 

control respectivamente. También alteraron el proceso de depolimerización de tubulina. El 

NaAsO2 y el V205 depolimerizaron hasta un 23.3% y 29.83% los microtúbulos previamente 

formados. 

Los resultados muestran que el V205 y el NaAsO2 in vitro interactttan directamente con la 

tubulina alterando los procesos de polimerización-depolimerización incrementando la 

probabilidad de que se presenten células aneuploides durante la división celular por la 

inadecuada formación del huso mitótico alterándose la segregación cromosómica a las 

concentraciones evaluadas. 



II. INTRODUCCION 

Los metales constituyen un grupo importante de contaminantes que estan fuertemente 

relacionados con el medio ambiente y las actividades humanas. 

Su toxicidad varia enormemente con su estado químico, sus propiedades fisicoquímicas, 

transformación sufrida en el medio ambiente y con los niveles de exposición entre otros 

aspectos. 

Aunque se pudiera pensar que los metales son sustancias relativamente estables, cuando 

interaccionan con otras sustancias o estructuras celulares sus efectos pueden verse 

incrementados o abatidos. Por ello, es importante considerar que los mecanismos por los que 

una sustancia, compuesto o elemento químico puede llevar acabo su acción estan, en la 

mayoría de los casos, relacionados con otras estructuras químicas capaces de interaccionar 

entre sí y desencadenar un efecto biológicamente considerable. 

Existen evidencias epidemiológicas que alertan sobre el potencial carcinogénico o de la 

carcinogenicidad comprobada de algunos metales y metaloides contaminantes del medio 

ambiente. En la Tabla A se observa que la toxicidad de estos elementos es muy variada puede 

ir desde una ulceración cutánea hasta enfermedades mentales y en algunos casos cáncer. 

El arsénico (As) es un metaloide considerado carcinogénico que se encuentra ampliamente 

distribuido (0.0005%) en la corteza terrestre (U.S. EPA; 1984). Se encuentra en diversos 

compUestos inorgánicos naturales y sintéticos así como orgánicos. 

Los compuestos arsénicales se han utilizado ampliamente en la agricultura (herbicidas y 

fungicidas) así como en la preservación de ciertas fibras como la lana ( \Vade, 1993). A 

principios del siglo XX fue notorio su uso como uno de los primeros agentes 

quimioterapeúticos. La llamada "solución de Fowler" fué usada en el tratamiento de asma 

bronquial, la leucemia, sífilis, las infecciones parasitarias y la psoriasis (Wade, 1993), 
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Actualmente el As ha encontrado uso como ingrediente activo de plaguicidas, herbicidas, 

conservador de maderas así como en la industria vidriera y electrónica (IARC,1980; Webb et 

al; 1984). 

Cl mecanismo por el que ejerce su carcinogenicidad se desconoce. 

Por otra parte, el vanadio (V) considerado como un posible elemento traza y también 

ampliamente distribuido en la corteza terrestre 0,02%. Es usado en la producción de 

colorantes, tintas, barnices, insecticidas y materiales fotográficos (Browning, 1969). 

La exposición del hombre a este metal no se limita a la ocupacional, también se han 

encontrado grandes concentraciones en el suelo y en las plantas cercanas a las operaciones 

industriales (Wade, 1993). 

No existen evidencias suficientes para considerar al V como un elemento carcinógeno sin 

embargo, estudios in vitro demuestran su capacidad tranformante en cultivos celulares, 

(Klarlund, 1985). 

El estudio de los efectos tóxicos de los elementos como el vanadio y el arsénico así como de 

los mecanismos por los que ejercen su toxicidad tiene gran importancia ya que permite 

conocer sus efectos a corto y largo plazo así como los efectos observados directamente en el 

blanco celular a fin de poder prevenirlos o tratarlos adecuadamente. 
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Arsénico 

Propiedades físicas y químicas. 

El arsénico (As) es un elemento de grupo V A de la tabla periódica, su número atómico es 33 

y su peso atómico 74.9 teniendo un punto de sublimación de 613°C, 1 atm. Los estados de 

oxidación en que se encuentra son el As -3, +3 y +5; en el estado -3, el compuesto más 

importante es la arsina (Asl-13); en los estados +3 y +5 se encuentra (brillando numerosos 

compuestos, fundamentalmente arsenitos (As III) y arsenatos (As V), respectivamente 

(Friberg, 1979). 

Los compuestos pueden ser poco ó muy solubles en agua (arsenitos y arsenatos 

respectivamente). En agua puede haber un intercambio de estados de oxidación dependiendo 

del pH o de la presencia de otros compuestos que pueden ser reducidos u oxidados (Ferguson 

y Gavis 1972). 

Aunque no es un metal, el As tiene muchas de las propiedades de un metal pesado, 

considerándose un metaloide. Las formas de As (111) o arsenitos, son de las más tóxicas. El As 

difiere del resto de los metales pesados comunes en que la mayoría de sus compuestos 

orgánicos son menos tóxicos que los inorgánicos (Alloway, 1990; Koren, 1991). 

Las propiedades químicas del As contribuyen a su toxicidad. El As reacciona con los residuos 

sulfitidrilo de las proteínas y sustituye al fósforo en algunas reacciones bioquímicas (Leonárd, 

1980; \Vade, 1993). 



El As está ampliamente ditribuído en la corteza terrestre ocupa el vigésimo lugar entre los 

elementos más abundantes, aproximadamente de 2 a 5 ppm (Manaban, 1991; N AS, 1977). Fit 

México, en la Comarca Lagunera. se reportaron niveles entre 3 y 9 ppm en la superficie y 

hasta de 20 ppm en el subsuelo (González, 1972). 

La producción mundial de As es de alrededor de 72,000 toneladas/año (GESAMP, 1976) y 

México se encuentra entre los principales productores. Este metaloide se obtiene 

principalmente como un producto secundario de la refinación de metales no-ferrosos (Nelson, 

1976) siendo también constituyente natural de ciertas rocas y formaciones minerales como los 

minerales de sulfuro y principalmente la arsenopirita. Además de su ocurrencia natural, el 

arsénico se genera como subproducto en la extracción del Cu, Pb, Au y Ag. 

Cabe señalar que el As ocupa el lugar número 12 de los elementos más abundantes en e 

cuerpo ( Shrill, 1973). 

Exposición 

La exposición ocupacional, iatrogénica y ambiental son las formas más frecuentes de 

exposición al As. La exposición ocupacional ocurre principalmente por la presencia del As 

inorgánico (óxido de arsénico) en el aire del ambiente de trabajo de las fundidoras de metales, 

plantas productoras de As y de los plaguicidas que contienen As así como las plantas 

generadoras de energía eléctrica por combustión de carbón mineral. 

La exposición iatrogénica se dá por el uso de medicamentos que en su formulación contienen 

As como son el carbarsone, Melarsoprol y la triparsamida. 

La exposición ambiental ocurre de manera natural por consumo de agua con elevadas 

cantidades de As y de productos marinos. También se presenta esta exposición por la 

contaminación de fuentes de agua potable como son ríos y lagos así como la que generan al 

ambiente por las plantas fundidoras o productoras de As inorgánico (Gonsebatt, 1994). 
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La ingestión de agua contaminada por As (hidroarsenicismo) y de preparaciones medicinales 

se asocia con la aparición de cáncer de piel, Las evidencias indican que el As puede inducir 

también cáncer de hígado, pulmón, nilón y vejiga (Argüello et al., 1979; Roth, 1958; lAIIC, 

1980; Chen y Wang, 1990; Bates et al., 1992; Cuzick et al., 1992). 

El hidroarsenicismo crónico es un problema de salud que ha sido estudiado en varias partes 

del mundo. Destacan en la literatura los estudios hechos en Argentina, Chile, Taiwan, además 

de algunas regiones del norte del Continente Americano, como son: Alaska, Canadá y E.U.A. 

(Astolft et al., 1981; Biagini, 1975; Argüello, 1979; Borgoño et al,, 1977, Tseng et al., 1968; 

Harrington et al., 1978; Goldsmith et al; 1972). 

En México se han descrito episodios de hidroarsenicismo en los estados de Puebla (González 

et al., 1972) y Chihuahua (Vidal et al., 1979). En la Región Lagtmera la intoxicación crónica 

po• arsénico es un problema endémico, que ha sido sujeto de diversos estudios en los que se 

describe la contaminación del agua en algunos poblados y algunos de los efectos tóxicos que 

presentaron las personas expuestas al metaloide (Espinos, 1963, Albores et al., 1979; 

Cebrián et al., 1983; Ostrosky-Wegman et al., 1991). 



Absorción, distribución y eliminación 

Los componentes pentavalentes del As son relativamente inactivos fisiológicamente. Son 

solubles en agua lo que facilita su absorción a través de las membranas mucosas. Esto permite 

una rápida penetración en diferentes tejidos que son capaces de reducir al arseniato a arsenito, 

ésta reducción se ha observado in vivo en rata, ratón y conejo (Vahter y Envall, 1981; Len mi y 

Clarkson, 1983; Vahter y Marafante, 1987). 

El metabolismo desempeña un papel importante en la toxicidad del As. En los mamíferos, 

incluyendo el hombre, los óxidos inorgánicos de As son intereonvertidos y metabolizados a 

ácido metilarsónico y ácido dimetil arsinico (Nuñez, 1994) 

La tnetilación del As en los mamíferos es la vía de destoxificación más conocida, los 

metabolitos orgánicos son menos tóxicos y más rapidamente excretables que las formas 

inorgánicas. La actividad mediante se localiza en el citosol y es dependiente de glutation 

reducido requiriendo en el medio un p1-1 7.5-8.0 y s-adenosil metionina donadora de medios 

in vivo (Marafate y Vahter, 1984; Buchet y Lauwerys, 1987). Se sabe que la forma química de 

As metabolizado por el hombre es un derivado dimetilado, que comunmente se denomina 

ácido cacodílico (Del Razo et al,, 1990). 

A diferencia de los compuestos pentavalentes, los compuestos trivalentes del As se absorben 

menos a través de las membranas mucosas debido a su hidrofobicidad pero son mejor 

absorbidos a tráves de la piel (Schoolmeester y Wbite, 1980) 

El As trivalente es la especie inorgánica más tóxica, debido posiblemente a la capacidad que 

presenta de unirse a grupos sulthidrilo constituyentes de varias enzimas. Sin embargo, la 

forma pentavalente, como ya se mencionó, puede ser convertida a la forma trivalente en el 

cuerpo (Crecelius, 1977; U.S. EPA, 1984). 
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La \ ida media Je! As en los humanos es de 3 a 5 días. La principal ruta de excreción es a 

través del riñón, pero las heces, la piel y el cabello también pueden contener apreciables 

cantidades de As aadlock Aposhian. 19801. 

Hay evidencias que demuestran diferencias en el metabolismo del As entre el ser humano y 

algunas especies animales. Se ha encontrado que la absorción. distribución. el metabolismo y 

excreción del As dependen de una eran cantidad de factores. tanto fisiológicos como 

ambientales: lo que podría explicar en parte. las diferencias en la toxicidad de este compuesto 

en las distintas especies estudiadas (Lanz et al., 1950; Crecelius. 1977; Pomproy et. al., 1980; 

Vahter y Norin 1980; Buchet et al., 1981). 

Efectos tóxicos 

Las manifestaciones clínicas 'Tabla A) de envenenamiento agudo por As. generalmente 

ocuren pocas horas después de la ingestión o exposición. La lesión principal de una 

intoxicación aguda con As es el daño gastrointestinal con vómito y diarrea. otros síntomas 

incluyen calambres musculares. edema facial, dermatitis. encefalopatla y anormalidades 

cardíacas. Los individuos que sobreviven a intoxicaciones agudas desarrollan problemas a 

nivel del sistema nervioso periférico (W1-10, 1981; Bryson. 1989). 

En el caso de las exposiciones crónicas a As, se ha observado que trabajadores de las 

industrias tundidoras y en personas que beben agua con una elevada concentración de As. 

presentan lesiones en el tracto respiratorio superior incluso perforaciones en el septo nasal y 

alteraciones dérmicas como hiperqueratosis pahnoplantar respectivamente. Esto último se ha 

observado también en personas que se encuentran bajo tratamiento prolongado con 

medicamentos arsenicales. Las alteraciones dérmicas incluyen hipo e hiperpigmentaciones 

(WHO. 1981: Benck.o. l987; ATSDR, 19891. 



Personas que beben agua contaminada con \s y trabajadores de fundidoras expuestos a 

concentraciones elevadas de compuestos arsenicales han mostrado alteraciones en la piel 

como hiperqueratosis pahnoplantar, incluso se presenta en los trabajadores cáncer de Upo 

broncogenico por la inhalación de compuestos arsenicales. Las alteraciones dérmicas se han 

observado también en pacientes con tratamiento prolongado de soluciones a•senicales cuino la 

de Fowler ;tionsebatt et al.. 1994; LARC. 1980: W1-10. :981. Bencko. 198Ti. 

Genotoxicidad 

En cuanto a la genotoxicidad se ha observado que el As no es mutagénico en sistemas de 

prueba bacterianos ni en células de mamífero (Jacobson-Kram y Montalbo 1985). 

Los estudios realizados in vitro han demostrado que el As presenta capacidad clastogena 

(Leva. 1945; Nygren. 1949; King y Lundford. 1950: Oppenheim y Fishbein. 1965: El Sadek, 

1972: Paton y Allison. 1972: Léonard y Lauwerys. 1980; Vega et al.. 1995) así como 

comutagénica (Okui y Fujiwara, 1986; Li y Rossman, 1989). 

LI arsenito de sodio (NaAs09) es capaz de inducir células aneuploides y poliploides 

cultivadas in vitro en presencia del metaloide (Eastmond et al., 1989; Vega et al.. 1995). In 

vivo Gonsebatt et al.. 1992a corroboraron la capacidad aneuploidógena del As al encontrar 

que el análisis cromosómico de individuos expuestos a As mostró una elevada proporción de 

células poliploides en segunda división. 

La presencia de células cromosómicamente desbalanceadas puede atribuirse a la afinidad 

demostrada del As por los enlaces Sulthidrilo (L.i y Rossman, l9891 y en consecuencia por 

proteínas del huso mitólico (Cherian. 1987: Vega et al.. 1995). 



En trabajadores expuestos al metal se ha observado un incremento en la frecuencia de 

aberraciones cromosómicas estructurales (Petres et al; 1977; Nordenson et al: 1978). 

Gonsebatt 1994. describe una frecuencia elevada de aberraciones cromosómicas de tipo 

cromatidico en linfocitos de individuos expuestos crónicamente a dosis elevadas de As en el 

agua de bebida. 
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11'. Vanadio 

Propiedades físicas y químicas 

El vanadio (V) está ampliamente distribuido en la corteza terrestre. es el vigésimo primer 

elemento más abundante con una concentración promedio de 135 ppm. En el agua marina. 

este metal ocupa el lugar trigésimo cuarto en abundancia con una concentración de 2 ppb 

(Neebay. 1984). La química del V es compleja porque el metal puede existir con estados de 

oxidación -1 a +5. El V 	es la forma química más estable. Tiene como número atómico 23, 

es el primer elemento del grupo 5 en la tabla periódica de los elementos y presenta un peso 

atómico de 50.95. 

El V en su forma metálica no se encuentra de manera natural en la tierra, sin embargo se 

conocen cerca de 70 minerales de vanadio, de los cuales 40 son vanadatos (Strokinger. 1981; 

1V1-10, 1988). La extracción de metales como el fierro, uranio, titanio y aluniinio está ligada a 

la producción de V. Se calcula que la producción de V en forma de pentóxido estaba entre 

34,000 y 45,000 toneladas en los años de 1980-1985 (W110, 1988). Los principales 

productores de V son en orden de importancia: Sudáfrica, USSR, U.S.A.. Finlandia y China 

(Léonard y Gerber. 1994). 

La mayor parle del V es utilizado en la industria metalúrgica, formando aleaciones con el 

acero. el resto es empleado en la industria catalítica en la producción de ácido sulfúrico y en la 

aeronaútica (Strokinger, 1981; WHO, 1988: Baroch. 1983), Se estima que anualmente son 

emitidas al ambiente 280 toneladas de las cuáles el 70% se originan de fuentes naturales 

(erosion. emisiones volcánicas) y el resto provienen de actividades humanas. 

Aproximadamente el 50% de éstas últimas. son emitidas por procesos industriales (Lantzy et 

al.. 1979). 
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Exposición 

La principal forma de exposición a compuestos de V, pricipalmente a óxidos del metal se 

presenta por la contaminación ambiental natural de la tierra y el aire (erosión y emisiones 

volcánicas) así como la emitida por las actividades industriales, principalmente las que 

emplean carbón y petróleo (Zhong et al., 1994). En el humano, la principal vía de exposición 

al V es por la inhalación de sus compuestos 

Se han encontrado altas concentraciones del metal en plantas ubicadas cerca de las zonas 

industriales (Roldán et al., 1990) también en el aire proveniente de pozos petroleros en 

combustión (Madany et al., 1992). Su presencia en el ambiente se debe a que se obtiene como 

co-producto de desecho en la extracción de uranio, fosfato, bauxita o de alguno de los 70 

minerales más conocidos que contienen vanadio en diferentes formas químicas (Baroch, 1983; 

Phillips et al., 1983; Rosenbaum, 1983). 
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Absorción, distribución y eliminación 

El metabolismo del V no esta bien estudiado. Sin embargo, se sabe que los compuestos del 

metal especialmente los óxidos insolubles son pobremente absorbidos por el tracto intestinal y 

menos del 5% del tartrato de vanadio es excretado en la orina (Dimond et al., 1963). En 

contraste, la absorción del V en el pulmón es mayor (aproximadamente del 90% en 4 días) 

encontrándose que una pegada fracción de los óxidos puede ser retenida por un tiempo 

mayor (French y iones, 1993; Rhoads y Sanders, 1985). 

En bajas concentraciones el V se encuentra en los mamíferos y las aves en forma monomérica 

hidratada. En fluidos corporales a p114-8, la especie predominante es V03-  con estado de 

oxidación +5 y se conoce como vanadato (netavanadato). El V03-  puede entrar a la célula 

por el sistema de transporte aniónico y puede ser reducido por el gituation a V02-  , con un 

estado de oxidación de +4, conocido como vanidil (Nechay, 1984). 

Se cree que las reacciones de oxido-reducción pueden llevarse de la siguiente forma. 

11 + V03 + 20%1 

((Nechay, 1984) 

 

	> V02 + G2S2 + OH' 4-  @ 4 1[20 

 

En el humano la forma pentavalente es rápidamente reducida a la forma tetravalente (Johnson 

et al.,1974). 

La ingesta diaria de V proveniente de los alimentos y del agua es de aproxiniadamente 116 tg 

siendo la principal vía de excresion la orina. Se sabe que los tejidos blandos de los animales y 

los humanos presentan una elevada afinidad por los compuestos de V. Concentraciones 

elevadas de V se han encontrado en el pelo y queratina probablemente la afinidad iónica a los 

grupos sulfhidrilo presentes en estas estructuras (Waters, 1977). 
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El cuerpo humano contiene normalmente cerca de 100-200 pg de V (Ilyme et al., 1978), 

encontrándose la mayor cantidad en los órganos parenquimales. 

Efectos tóxicos 

Potencialmente, el V presenta muchos sitios bioquímicos y celulares de acción. Dentro de los 

efectos tóxicos atribuidos al V resalta su potente acción inhibitoria de enzimas como las ATP 

fosfohidrolasas, ribonueleasas, adenilato cinasa, fosfofructocinasa, esenalen-sintetasa, 

gliceraldehido 3-fosfo deshidrogenasa, glucosa 6-fosfatasa (Singh et al., 1981) y fosfotirosil-

protein-fosfatasas (Swarup, 1982) 

Una de las ATPasas  (dependiente de Ca y Mg) que es inhibida por el V en concentraciones 

tnicromolares es la dineina, enzima involucrada en la motilidad de diversas células, así como 

en la formación del huso durante la mitosis (Cande et al., 1978, Kobayashi et al., 1978. 

Gibbons et al., 1978). 

El V influencia los procesos oxido-reducción de la vía metabólica lipidica y la formación del 

eritrocito (Nechay, 1984). Generalmente la forma pentavalente del V es más tóxica que la 

trivalente dada la facilidad de entrar a la célula (Nechay et al.,1986). Existen diferencias entre 

especies ya que se ha observado una susceptibilidad incrementada en el ratón, rata y cuyo 

(Leonard y Gerber, 1994). 

Se considera que el V posee propiedades alergénicas como las que presenta el Ni y el Cr 

(Vouk, 1979). 

En la Tabla A se muestran algunos de los signos, síntomas y enfermedades frecuentemente 

observados en personas expuestas a éste metal. Faulkner, y colaboradores reportan la 

presencia de irritación pulmonar y neumonitis con edema en personas expuesta a elevadas 

concentraciones en el área de trabajo (Faulkner et al., 1964). 
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Geno toxicidad 

La infmnación concerniente a la actividad genotóxica del V in vivo es escasa, sin embargo los 

estudios in vitro son más abundantes. 

Hasta la fecha en los estudios publicados no se observa un claro efecto clastógeno por parte 

del V in vitro (Owusu-Yaw, 1990; Roldán et al., 1990; Migliore et al., 1993) . 

El V205 después de la inyección intraperitoneal, subcutánea ó de su inhalación, incrementó 

la frecuencia de micronúcleos en la médula ósea de ratón. Sin embargo, cuando se administró 

el compuesto por vía oral los resultados fueron negativos, debido probablemente a la baja 

absorción del V por esta vía (Sun, 1987). 

Estudios recientes, indican la capacidad de ciertos compuestos de V (SVO5, Na3VO4, 

NFI4VO3) de incrementar la frecuencia de micronúcleos en eritrocitos policromáticos de ratón 

tratado in vivo. En contraste, y con la excepción del SVO5 , los demás compuestos probados 

no incrementaron signilicativamente la frecuencia de aberraciones cromosómicas 

estructurales. 

La frecuencia de células hipoploides e hiperploides en segunda división se incrementaron 

significativamente respecto al control, no así la de células poliploides (Ciranni et al., 1995). 

Como se mencionó anteriormente, el V en concentraciones microniolares, es capaz de 

interferir con las enzimas involucradas en la formación del huso mitótico corno las ATPasas  

de dineina (Conde y Wolniak, 1978; Kobayashi et al., 1978; Gibbons et al., 1978). 

Estudios in vitro revelaron que el VOSO4 y el V205 incrementan la frecuencia de las células 

diploides y poliploides en Saccharomyces cerevisiae y de los linfocitos humanos 

respectivamente (Sora, 1986 y Roldán et al.,1990). También se han descrito resultados 

similares algunos acerca de la capacidad aneuploidógena del V en lineas celulares y del daño 

general al huso mitótico en Allium cepa (Sharma et al., 1987; Roldan et al., 1990). 
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Ciertas especies de V resultaron ser mutagénicas o débilmente mutagenas, sin embargo, los 

resultados son poco concluyentes (Sun, 1987). A nivel de la división celular, el V en ciertas 

concentraciones micromolares es capaz de estimular la incorporación de la timidina así como 

la división celular de los fibroblastos humanos (Sabbionii et al., 1983), 

Roldán et al., 1990 reportan un decremento significativo en el índice mitótico de los linfocitos 

tratados con V205 en concentraciones 2, 4 y 6 pglml; mientras que el tiempo promedio de 

generación (AGT) se incrementó. 

No existen evidencias suficientes acerca de la carcinogenicidad del V, aunque se sabe que este 

metal es capaz de promover la transformación celular in vitro (Klarlund, 1985) y de estimular 

la fosforilación de la tirosin cinasa por vanadato (Brown et al., 1984), sugiriendo posibles 

repercuciones a nivel de oncogenes si se considera la relación de ésta enzima con estos genes. 
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TABLA A.Tormalquirnicas y toicidadAle alonosinetaloides ymetales, 

Elemento. 	Valencia 	Compuestos 
	

Enfermedades 
metálico 	 orgánicos importantes 	 signos y síntomas. 

. Arsénico 	As -3  
As° 
As3+ 
Asá+ 

Cadmio 	Cd0  

Cd2- 

Cromo 	Crel' 
Cr3+ 
cr6+ 

Plomo 
Pb2+ 
pb4+ 

Mercurio 	Eig0 

lig+I 
Hg2+ 

Vanadio 	V5+ 

V4+ 
V3+  

Arsenobetaina 
Arsenocolina 
Ae. metilarsónico 
Ac. dimetilarsfnico 
Ac Arimetil arsínico 
Oxido trimetilarsinico 

Metil cadmio 

Inestable 

Tetrametilietil plomo 
Trimetil/etil plomo 
Dimetil/etil plomo 

Metil mercurio 
Dimetil mercurio 

Metavanadato de sodio 
Metavanadato de amonio 
Ortovanadato de amonio 
Pentóxido de vanadio 
Sulfato de vanidil 
Trióxido de vanadio  

Pie negro (angiitis) 
Cáncer de piel. 
Envenenamiento 
crónico y agudo 
(gastroenteritis, 
arritmias cardíacas entre otros) 

Enfermedad Itai-Itai 
(osteomalacia, osteoporosis) 
Nefropatía lóbulo intersticial 
Cáncer de pulmón y de próstata). 

Ulceración cutánea y mucosa 
Cáncer de pulmón (Cr6+) 
Dermatitis alérgica por contacto 

Deficiencia neuroconductual 
en nulos, envenenamiento 
agudo y crónico (síntomas 
neurológicos, gastrointestina-
les y signos hematológicos) 
Nefropatía túbulo intersticial 
Hipertensión 
Cáncer renal (PO) 

Enfermedad de Minamata 
(ataxia y disturbios visuales 
retardo mental) 
Envenenamiento agudo y 
crónico con Hg inorgánico. 

Rinitis, irritación bronquial, 
anemias, tos crónica, faringi-
tis. 

( Adaptación hecha de Wade, 1993 y Altamirano, L.M.A. 1992 ) 
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V. ANEUPLOIDIAS 

Definición 

Se define a la aneuploidía (como resultado de la no disyunción) como la ganancia o pérdida 

de cromosoma(s) de un genoma, en células germinales o somáticas. Se excluye a las células 

poliploides que presentan números extras de complementos (3n, 4n etc.). 

Las heteroploidías representan el conjunto de alteraciones númericas en los cromosomas. 

Aneuploldfas y el medio antbiente. 

Diversos estudios moleculares y citogenéticos han enfatizado la importancia de la presencia 

de alteraciones genéticas como deleciones, translocaciones, recombinaciones y aneuploidías 

en procesos carcinogénicos. Se ha reconocido la presencia de éstas aberraciones 

cromosómicas en otros desórdenes genéticos como la infertilidad, abonos espontáneos y el 

retraso mental. 

El estudio de la capacidad que presentan ciertos contaminantes medioambientales de inducir 

aneuploidías o incrementar su frecuencia a causado gran interés, ya que la inducción de 

células crotnosóinicamente desbalanceadas en células meióticas y mitóticas se ha 

correlacionado con ciertos desórdenes genéticos, abortos espontáneos y con el riesgo al 

desarrollo de algunos cánceres. 

Se estima que cerca del 0.3% de todos los recién nacidos son aneuploides la estimación 

incluye desórdenes genéticos como el síndrome de Down, Patau, Klinefelter y Turner (Bond y 

Chandler, 1983; Hansmann, 1983; Hook, 1985). 
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Al menos el 4% de los embarazos reconocidos clinicamente presentan un problema de 

aneuploidías y que cerca del 35% de los abortos espontáneos y del 4-6% de las muertes 

infantiles estan asociados con aneuploidías (llook, 1985). 

Aún en los casos clinicamente "menos severos", las aneuploidías se presentan frecuentemente 

en los casos de desarrollo sexual anormal y de infertilidad. Olook, 1983). 

Melódos de análisis. 

Por muchos anos, el análisis citogenético de células en metafase encaminado al estudio de 

aberraciones estructurales y numéricas en linfocitos de individuos expuestos a sustancias 

tóxicas con el fin de identificar poblaciones con un riesgo incrementado al desarrollo de 

enfermedades genéticas o cáncer ha tenido éxito. 

Sin embargo, el uso de técnicas citogenéticas tradicionales en el estudio de éstas poblaciones 

expuestas ocupacionalmente o ambientalmente es limitado ya que se requiere la presencia de 

células capaces de dividirse in vitro . 

Aunado a lo anterior, los estudios exigen un trabajo intenso y personal altamente capacitado 

además existen problemas de carácter técnico como son la pérdida cromosómica durante la 

preparación de metafases. 

La hibridación fluorescente in situ (P1511) con sondas específicas es un método citogenétieo 

molecular mediante el cuál se puede obtener información relativamente rápida de células 

interfásicas cromosómicamente desbalanceadas (aneuploides). 
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La hibridación con éstas sondas resulta en la lindón compacta de una región marcada con la 

sonda DNA específica acoplada a un tluorocromo lo que permite conocer el número de copias 

de un cromosoma de interés (aneuploidías) ó bien la localización una región cromosómica 

(rearreglos estreuturales) en una cantidad apreciable de células (Ropa et al., 1995; Eastmond 

et al., 1995). 

Este método ha sido aplicado en varios tipos celulares para la detección de aneuploidías 

inducidas por agentes químicos y físicos in vitro (Raimondi et al., 1989; De Sario et al.. 1990; 

Eastmond y Tucker, 1990; Vagnarelli et al,, 1990; Zhang et al., 1994; Ropa et al., 1995; 

Robbins et al., 1994 ). 

El método de P1511, comienza ha utilizarse en el estudio de poblaciones humanas expuestas a 

diversos compuestos químicos encontrando por ejemplo; incrementos en la frecuencia - de 

alteraciones cromosómicas numéricas en linfocitos cultivados de personas expuestas a 

pesticidas (Rupa et al,, 1995), fumadores de cigarro (Eastmond, Ropa, Hasegawa y 

Thompson, resultados no publicados) y en trabajadores expuestos a benceno (Smith et 

1995) asi como en esperma de pacientes bajo quimioterapia (Robbins et al., 1994). 

Existen factores que influencian el análisis aneuploidógeno como son la edad, el sexo 

(Fitzgerald y McEwan, 1977; Galloway y Buckton, 1978; Stone y Sandberg, 1995), el criterio 

de análisis (Verschaeve et al.,1979; Eastmond et al., 1994, 1995), pérdida cromosómica 

(Cimino el al., 1986) y posiblemente el período de cultivo celular así como la densidad de 

metafases en la preparación. 
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Mecanismos de accción. 

Dentro de los mecanismos que podrían explicar la generación de células uromosómicamente.  

desbalanceadas o aneuploides se encuentran: 

1) Daño al huso mitótico. 

Los cromosomas se encuentran unidos a los microtiibulos formadores del huso mitótico y del 

aster los cuáles permiten una adecuada distribución cromosómica hacia la célula hija. 

2) Alterando los procesos de polimerización y depolimerización de tubulina durante la 

formación del huso mitótico. 

3) Daño de estructuras celulares como los centrosomas que migran a los polos durante la 

mitosis funcionando como centros organizadores del huso o centros organizadores 

microtubulares (MTOC); los cinetocoros (centrómeros) responsables de la unión de los 

cromosomas al huso mitótico. 

4) Reducción de la condensación cromosómica generando cromosomas rezagados. 

5) Alteración de la membrana nuclear a la cuál esta asociada la cromatina, 

6) Disfunción de los procesos de citocinesis por los que una célula mitótica genera dos células 

hijas. 

(Oshimura et al; 1986; Dellarco et al; 1985a) 
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VI. MICROTUBULOS 

FI citoesqueleto está principalmente constituido de 3 elementos estructurales: microtúbulos 

(MTs), micro filamentos (MF) y filamentos intermedios (FI). Todos ellos presentan una 

variedad de funciones celulares como el mantener la arquitectura celular y la organización 

interna, regulando la arquitectura celular, motilidad, división celular (mitosis y meiosis) y 

otros procesos celulares (13. Alberts et al., 1983). 

Tubulina 

Los MTs estan compuestos principalmente de dos proteínas similares conocidas como a-

tubulina y (l-tubulina que t'aman un heterodimero que se ensambla para formar los 

microtúbulos (Figura A) (llellarco et al., 1985a). Existe una tercer proteína que es conocida 

como y-tubulina originalmente descubierta en Aspergillus niclulans y la cuál presenta hasta 

35% de homología respecto a a y (1--tubulina (Oakley et al., 1989), 

La tubulinas presentan un peso molecular de aproximadamente 50,000. Su secuencia y 

estructura se encuentra altamente conservada en diversas especies (B. Alberts et al., 1983). 

La y-tubulina se localiza en los centros organizadores de MTs (MTOC) de diferentes tipos 

celulares y especificamente está concentrada en el material pericentriolar donde los 

microtúbulos terminan (Oakley et al., 1989; Zheng et al., 1991; Stearns et al., 1991). 

Los MTOC (centrosomas en célUlas animales) están involucrados en la regulación del 

ensamble microtubular y establecen la polaridad de los microtúbulos. 

Se cree que el componente MTOC-ytubulina podría interactuar directamente con el 

heterodimero ap desempeñando un papel importante en la nucleación de microtúbulos 

(Oakley et al., 1990). 
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Los centtosomas controlan la nucleación de los microMbulos in vivo e in vitro y establecen la 

polaridad de los microtúbulos necesaria durante el ensamble y desensamble de' (Weisenberg 

et al., 1975; McGill et al., 1975; Snyder et al., 1975: Euteneuer et al., 1981; McIntosh et al., 

1984; Bergen et al., 1980; Bertolero et al ; 1980; Archer et al., 1994) 

Polimerización y formación de inicrotúlndos. 

El huso mitótico y meiótico estan compuestos de libras de T altamente organizadas en MTs. 

La formación del huso mitótico puede ser dividida en 2 fases: 

a) Iniciación y crecimiento de los MT del huso 

b) Organización de los MTs con otras estructuras 

En general, los MTs crecen in vitro a causa de la condensación de la 1' a polímeros de acuerdo 

a la siguiente reacción: 

T MT 	> MT largo 

(Dellarco et al., 1985a). 

La iniciación en la elongación puede ocurrir en cualquier extremo, siendo las constantes de 

crecimiento diferentes en cada caso. El ensamble de la 1' está acompañado por la hidrólisis de 

una molécula unida de GTP, el tiempo en que se lleva a cabo la hidrólisis no está 

rigurosamente acoplado al tiempo en el que se adicionan las subunidades de 1'. Dependiendo 

de ésta taza de ensamble, un microtúbulo puede contener dos clases de T, la tubulina-GDP 

formada por la hidrólisis nucleotídica de GTP (D) y un "cap" de tubulina-GTP (T) en las 

subunidades recientemente comproMetidas a su adición en el ensamble y que aún no ha 

experimentado la hidrólisis (Dellarco et al., 1985a). 
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FIGURA A. Polimerización de (ubulina. 

La iniciación del crecimiento microtubular espontáneo in vitro es un proceso complejo el cual 

involucra la organización de oligómeros de T para formar la geometría tubular. El número de 

polímeros formados al inicio de la elongación de los MTs depende de la condensación de 

unidades monoméricas de 1' llegandoá ser saturable la polimerización dependiendo de la 

concentración de Ten el medio (Dellarco et al., 1985) 

El ensamble microtubular se caracteriza por una fase "lag" o de crecimiento que es el reflejo 

del ensamble de varios (limeros en una forma organizada para iniciar la formación del 

microtubulo (Becker, 1986), 

La fase inicial de "nucleación" es seguida de una rápida fase de elongación en donde las 

unidades diméricas se adicionan al crecimiento del MT. La polimerización ya iniciada 

provoca un decremento de la T libre ocasionando un equilibrio entre las unidades 

monoméricas a ensamblar y los dineros adicionados durante la polimerización (Becker, 

1986). 
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Los centrowmas y los cinetocoros pueden iniciar el crecimiento microtubular irr Viír0 sie do 

InáS 	 C,SIC proceso los ceo trosomas, esquemáticamente, pudiera pensarse (pie el 

eentrw;tmla funciona corno un "saco de semillas" del cual emergen) los NITs (Delinco el al.. 

1985a. Oaklcv et al., 1990). 

Un NIT crece por adición de dineros en uno de sus extremos (Figura A). La 

unidireccionalidad dcl crecimiento microtubular es resultado de la polaridad molecular de los 

dímeros y del MT en formado» (Oakiey et al., 1990; Euteneuer et al., 1981). 

En la mayoría de los casos, la iniciación en la elongación microtubular está mediada por el 

cenit osoma. el cuál requiere de energía de activación menor para iniciar la polimerización 

microtubular in vio e in vitro (Dellarco et al., 1985a). 

Estudios estructurales demuestran que la organización de los fas con los cromosomas, 

cinclocoros. centriolos, centros organizadores de MTs y otras estructuras mitóticas son 

procesos complejos (Delinco et al., I985a) 

Temporalmente estos procesos coinciden en algún punto pero mecanistícamente son distintos. 

Los (limeros de T co-ensamblan con otras proteínas conocidas como proteínas asociadas a 

M'i's (MAP) las cuáles alteran o favorecen las características del ensamble in vitro y 

presumiblemente in vivo (Vallee et al., 1984; Stebbings, 1988). 

Estudios in rimo han demostrado la capacidad de la T de polimerizar por lo acción de diversas 

sustancias y condiciones fisiológicas especificas. 

Se sabe que la adición de agentes secuestradores como el EDTA ó el EM.A y GT11  ó ATP a 

los sóbretiadantes de homogenados de cerebro inducían el recnsainble de MTs (Weisenberg el 

al.. 1972). 
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El reensamble puede generarse in vitro rápidamente a 37 'C, revertise a 4 °C e inhibirse poi 

calcio, colcemid y tuebendazol en cisticercos (Shelanski el al., 1973; Laclette et al., 1980). 

La capacidad que presentan los MTs de polimerizar in vitro en respuesta a diversas sustancias 

como el glicerol y la sacarosa ha permitido la purificación de la T por procesos de 

polimerización y depolimerización de esta proteina. 

Con este procedimiento, se pueden obtener solo aquellas subunidades de T capaces de 

polimerizar y eliminar la proteína desnaturalizada en la prepamción.(Shelanski et al.,1973) 
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VIL PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, 

El mecanismo de mitosis es un fenómeno complejo. ya que en él están involucradas una gran 

variedad de estructuras celulares que son susceptibles durante el curso de la mitosis a 

sustancias citotóxicas y genotóxicas. 

Si consideramos, que la exposición humana al As y al V es alta y que además existen 

evidencias epidemiológicas que alertan acerca de la carcinogenicidad del As y de la 

carcinogenicidad potencial del V resulta entónces importante conocer, estudiar y caracterizar 

los efectos tóxicos que ejercen estos elementos a nivel celular así como el o lo(s) 

mecanismo(s) mediante los cuales pudieran llevar a cabo estos efectos. 

Se ha reportado que el pentóxido de vanadio (V205) es capaz de inducir células poliploides iu 

.vitro en cultivos de linfocitos humanos. Existen también indicios de su interacción con el huso 

mitótico en sistemas de origen vegetal y de la capacidad de inducir células micronucleadas en 

células de mamífero (Roldán et al., 1990; Sing et al., 1980). 

Por otro lado, hay evidencias de que el arsenito de sodio (NaAs02) es capaz de inducir células 

aneuploides y poliploides en cultivos de linfocitos humanos tratados in vitro, se sabe también 

que ésta sustancia altera la proliferación celular normal in vitro de linfocitos humanos 

expuestos in vivo a éste metaloide (Ostrosky-Wegman et al., 1991). 

De manera similar que el V, existen evidencias cualitativas que sugieren una interacción del 

arsénico con el huso mitótico en lineas celulares (Chou et al., 1989). 

Estos y otros estudios hacen sospechar que tanto el arsénico como el vanadio son capaces de 

inducir alteraciones celulares en los linfocitos proliferantes en cultivo in vitro quizá a nivel de 

división celular. 
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El estudio de la capacidad que presentan el arsenito de sodio (NaAs02) y el pentóxido de 

vanadio (V205) de inducir aneuploidias o incrementar su frecuencia es importante, ya que la 

inducción de células cromosómicamente desbalanceadas durante la división celular meiótica 

y/o mitótica se ha correlacionado con ciertos desórdenes genéticos, abortos espontáneos y con 

el riesgo al desarrollo de algunos cánceres 

Por lo anterior, resulta útil e importante estudiar la capacidad aneuploidógena del NaAs02 y 

del V205 pentóxido de vanadio en linfocitos humanos expuestos in vitro a estas sustancias así 

como el mecanismo por el cuál se podrían estar generando células cromosómicamente 

desbalanceadas. 

Con este fin, se estudió la capacidad aneuploidógena del NaAs02 y del V205 en linfocitos 

humanos expueStos in vitro a estas sustancias. Se determinaron también los efectos sobre el 

huso mitótico, que constituye una de las estructuras básicas en la distribución cromosómica 

durante la división celular. 
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VIII. HIPOTESIS 

Si el arsenito de sodio y el pentóxido de vanadio alteran la proliferación celular in vitro 

induciendo células cromosómicamente desbalanceadas, esto puede ser resultado de su 

interacción con proteínas constitutivas del huso mitótico como la tubulina alterándose los 

procesos de polimerización y depolimerización en la división celular, 

IX. OBJETIVOS 

OBJETIVOS GENERALES 

Evaluar la actividad aneuploidógena in vitro del arsenito de sodio y del pentóxido de vanadio 

en linfocitos humanos mediante hibridación fluorescente in sito (FISII), 

Conocer el efecto del arscnito de sodio y del pentóxido de vanadio sobre el huso mitótico. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Comparar las técnicas citogenética clásica y FISII en la evaluación del colcemid como agente 

aneuploidógeno in vitro . 

Conocer la frecuencia de células aneuploides en cultivos de linfocitos tratados con arsenito de 

sodio y pentóxido de vanadio. 

Determinar los efectos in vitro del arsenito de sodio y del pentóxido de vanadio al huso 

mitótico a través de la tinción inmunotluoreseente de la 0-tubulina, así como la acción de 

estos compuestos sobre la polimerización de ésta proteína. 
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X. MATERIAL Y METODOS 

Se llevaron a cabo 3 diseños experimentales. El primero para comparar la sensibilidad y 

reproducibilidad de la técnica citogenética clásica y la técnica de FISII, se trabajó con un 

aneuploidógeno ya conocido, el colcemid. El segundo permitió conocer el efecto 

aneuploidógeno del arsenito de sodio y el pentóxido de vanadio mediante FISII utilizando 

sondas específicas para el cromosoma 1 y 7 en cultivos de linfocitos humanos. 

Finalmente se estudió, mediante técnicas de inmunoíluorescencia y de polimerización in vitro 

de tubulina, los efectos de los compuestos en estudio sobre ésta proteína. 

Liflaunuploisiságoo  por la técnica cilogen4tica clásicte 

Se hicieron cultivos de sangre entera dé 2 individuos clinicamente sanos. Se cultivaron 0.5 ml 

de sangre en medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA) suplementado con glutamina y 

aminoácidos no esenciales. La proliferación celular se indujo con 0.2 ml titohernaglutinina 

(PIM), Microlab, México y bromodesoxiuridina a una concentración final de 32 uM para 

detectar las células en fase de síntesis se incubaron los cultivos a 37 °C durante 72 horas. A las 

48 horas de iniciado el cultivo, las células fueron tratadas con cada una de las concentraciones 

a probar de los compuestos en estudio (Colcemid, NaAsO2 ó V205) se incubaron durante 24 

horas más. A las 70 horas de cultivo se agregó 0.2 ml de colcemid (Gibco) y las células se 

incubaron por 2 horas más. 

Transcurrido el período de cultivo, las células se cosecharon con una solución hipotónica 0.1 

M de KCI (Dauford, 1984) durante 10 minutos a 37° C y después fijar el material con ácido 

acé t ico-metanol3 :1 . 

Se utilizó colcemid (0.1 pM) como control positivo para los estudios de citogenética clásica y 

de Fin'. 
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El material se goteó cuidadosamente sobre un portaobjetos para evitar la pérdida 

cromosómica por efectos técnicos y finalmente las láminas se tiñeron por la técnica FPG 

(Perry y Vs'olff, 1974). 

F. re tO  

Se hicieron cultivos de sangre entera (0.5 ml) en medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA) 

suplementado con glittamina y aminoácidos no esenciales, La proliferación fué estimulada 

con 0.2 ml titohemaglutinina 	Microlab. México. Los cultivos se incubaron a 37 °C. 

A las 48 horas de iniciado el cultivo, las células se trataron con diferentes concentraciones de 

Colcemid, NaAsO2 ó V105 y se incubaron durante 24 horas más a 37 °C, para finalmente 

cosechar con.  solución hipotónica de 0.075 M de KCI y una solución fijadora ácido acético-

metanol 3:1. 

El material celular fué goteado una sola vez en un punto y las láminas así fijadas se guardaron 

hasta la hibridación bajo una atmósfera de N2 en congelación. 

a) Hibridación 

El material fijado se desnaturalizó con una solución de formamida al. 70% en solución de 

citratos (SSC) durante 2 minutos a 70 °C. inmediatamente después, se deshidrató el material 

incubándolo con etanol al 70%, 85% y 100% durante 2 minutos en cada uno. La mezcla de 

hibridación: Solución "Master mix" (55% formamida, 1 x SSC, 10% dextran) sonicado de 

esperma de salmón (500 ng), agua destilada y la sonda específica para el cromosoma de 

interés se calentó a 70 °C durante 5 minutos. La mezcla de hibridación se depositó sobre la 

lámina cubriéndola con un cubreobjetos y sellándolo con pegamento plástico. las láminas 

fueron incubadas durante toda la noche a 37 °C en una cámara húmeda. 
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Al día siguiente las láminas se lavaron con una solución de tbrinamida al 50 % si las láminas 

se hibridaron con sondas para cromosoma 16 9 y al 60% si eran hibridadas para el cromosoma 

7. Después fueron lavadas con solución 2 x SSC y con amortiguador PN (amortiguador de 

fosfatos p1-1-8.0 conteniendo 0.5% de Nonidet p-40) para finalmente teñirlas con los 

anticuerpos correspondientes. 

En el caso de las sondas mareadas con biotina se utilizó un anticuerpo anti-avidina-FITC 

(1:400) se realizó una amplificación de la señal con anticuerpos antiavidina-biotinilada 

(1:100) y anticuerpos and-avidina-FITC (1:400). En el caso de las sondas marcadas con 

digoxigenina solo se utilizó anticuerpo anti-digoxigenina-F1TC (1:100). Todos los anticuerpos 

se prepararon en amortiguador PNM (amortiguador PN conteniendo 5% de leche 

descremada). Las láminas fueron almacenadas a 4 °C hasta el análisis al microscopio. 

Las sondas empleadas fueron las siguientes: 

Sonda centrómerica a-satélite para el cromosoma 1 marcada con biotina ó digoxigenina 

(ONCOR), sonda centrómerica a-satélite para el cromosoma 7 mareada con digoxigenina 

(ONCOR) ó sonda centrómerica satélite clásica para el cromosoma 9 marcada con 

digoxigenina (ONCOR). 

1 

Análisis 

Efecto aneuploidógeno. 

a) Citogenética clásica 

Se determinó la frecuencia de células hipoploides, hiperploides tetraploides y diploides en 200 

metafases de segunda división de acuerdo al número de cromosomas que presentaban: 
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Número de cromosomas 	Células 

44-45 	 hipoploides 

46 	 diploides(2n) 

>47 	 hiperdiploides 

4n 	 tetraploides 

b) F1S1-1 

Se evaluó la proporción de núcleos con 0. 1, 2.3, 4 ó más marcas de hibridación en un total de 

1000 núcleos consecutivos utilizando un microscopio de epilluorescencia Olympus modelo 

13X60 con un filtro de excitación azul 13P450-490 mn mediante el siguiente criterio: 

O marcas de hibridación - Ineficiente hibridación ó falta de penetración de la sonda. 

1 marca de hibridación - Aparente hipodiploidía o sobreposición de las marcas de 

hibridación. 

2 marcas de hibridación = Núcleo diploide (Figura C). 

3, 4 á más marcas de hibridación = Núcleo hiperdiploide (Figura D). 

(Eastmond et al., 1990) 
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FIGURA C. Núcleo y metafase diploides 

Núcleo interfásico y metafase diploides 

para el cromosoma 9 en linfocitos humanos. 

FIGURA D. Núcleos hiperdiploides 

Núcleos hiperdiploides para el cromosoma 

7,en linfocitos tratados in vitro con V205. 
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EflAsIs sobrditimblinil 

a) I mil unotluorescene ia 

Para detectar los efectos sobre la fl-tubulina esta proteína fué teñida siguiendo la técnica 

descrita por Zhang, 1994. Para ello, se cultivaron los linfocitos de sangre entera proveniente 

de un individuo sano extraídos por una columna de Ficoll-flypaque. Las células se cultivaron 

en medio RPM1-1640 suplementado con &lamina y aminoácidos no esenciales durante 48 

hrs estimulando su proliferación con PlIA. En la última hora de cultivo las células fueron 

tratadas con arsenito de sodio y pentóxido de vanadio 10. I y 0.1 pM se incubaron 

nuevamente a 37 °C. Transcurrido el período de cultivo las células se procesaron 

especialmente para ser teñidas de manera indirecta con anticuerpos anti-íitubulina y anti-lgG 

de ratón acoplados a fluoresceína. Las láminas así teñidas, se almacenaron a 4 °C hasta su 

análisis al microscopio. 

El análisis al microscopio fué cualitativo y consistió en el examen de figuras mitóticas 

anormales tales como: organización de la (i-tubilliha mitosis monopolares, multipolares, 

presencia o ausencia de microtúbulos e intensidad de fluorescencia 

Se utilizó un microscopio de epifluorescencia Olympus, modelo BX60, con un filtro de 

excitación azul BP450-490 nm. 

b) Polimerización de la tubulina 

Para determinar el efecto del NaAsO2 y del V205 sobre la polimerización de la tubulina 

inducida por Trifosfato de guanosina (GTP), se purificó la tubulina del cerebros de ratones 

recién nacidos: La purificación se llevo a cabo mediante cielos de polimerización y 

depolimerización inducidos por el GTP a una temperatura y un pll específicos. 
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La tubulina fue extraída del cerebro de 150 ratones recién nacidos. El tejido se homogenizó en 

amortiguador de re-ensamble (EGTA, MgCl2. MES y GTP pl1=6.4). Una vez 

homogeneizado, se centrifugó a 55.000 x g durante 1 hora a 4 °C. Se recuperó el sobrenadante 

y se incubó a 37 °C durante 20 minutos para inducir el primer ciclo de polimerización en 

presencia de glicerol 8M (S1) Figura 18. La tubulina se recuperó por centrifugación a 55,000 

x g durante 1 hora a 25 °C (P2). El sobrenadante se descartó (S2). La pastilla 2 (Pa) se 

depolimcrizó con buffer frío de re-ensamble y se incubó por 30 minutos en hielo (Primera 

depolimerización). Se recuperó el sobrenadante (S3) descartando la pastilla 3 (P3). La tubulina 

con un cielo de polimerización (S3) se almacenó a -20 °C en amortiguador de re-ensamble 

111,--6.5 con 25% de glicerol (Shelanski et al., 1973). 

La tubulina utilizada en los ensayos, presentaba 2 ciclos de polimerización (P4) Figura 6. 

(Shelanski et al.,1973) y su concentración fué determinada y ajustada a 1 mg/ml según Lowiy 

el al., 1951 y Laclette et al., 1980 respectivamente. 

-Electroforesis- 

La proteína purificada se caracterizó por electroforesis en geles de poliacrilamida al 12.5%. 

c) Ensayos de polimerización 

Se incubó la proteína (1 mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C con cada una de las 

concentraciones de los metales en estudio. 

Las concentraciones a probar fueron las siguientes: 

NaAs02 
	

10, 0.1, 0.001 1tM 

V205 
	

0.1, 0.001, 0.00001 pM 

Teniendo como control negativo y positivo medio de re-ensamble y colccinid 0.075 nM 

respectivamente. 
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Por otra parte, se hicieron ensayos para conocer los efectos de los metales sobre la 

polimerización de la tubulina (depolimerización), las concentraciones probadas fueron: 

NitAsOi 	 0.01, 0.001. 0.00001 01 

V205 	 1.0.01 111‘7 

Los metales se adicionaron a los 5 y 9 minutos de iniciada la polimerización manteniendo en 

todo momento la temperatura de 37°C. La inducción de la polimerización se dió mediante la 

adición única de GTP a una concentración final de 1mM al minuto 1. 

Los efectos del V205 y NaAsOg sobre la polimerización y depolimerización de tubulina por 

acción de GTP a una concentración final de liuM, se midió, registrando la turbidez inducida 

por el GTP en las muestras a 350 nin durante un tiempo total de 15 minutos a 37 "C en un 

espectro Beeckman modelo DU-600. Las mediciones se registraron cada minuto y solo se 

agregó el GTP en el minuto 0. 
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XL RESULTADOS Y DISCUSION 

-Citogenética clásica y PIM-- 

Se estudió la inducción de aneuploidias en cultivos de linfocitos por el colcernid mediante la 

técnica citogenética clásica y PIM con el fin de comparar su reproducibilidad y sensibilidad 

en la detección de agentes aneuploidógenos. 

Para la evaluación de las ancuploidías por la técnica clásica, se determinó la proporción de 

células diploides (2n), hipoploides (44-45 cromosomas), hiperploidcs (>46 cromosomas) y 

tetraploides (4n), en metafases de primera y segunda division. 

Se realizaron cultivos de linfocitos estimulados con PIM de 2 individuos durante 72 h. En las 

últimas 24 h de cultivo las células se trataron con colcemid a una concentración 0.025, 0.05, 

0.075 n.M. 

Como se muestra en la tabla 1, el Colcemid indujo hipoploidias, hiperploidias y tetraploidias 

en células de segunda división y solo hipoploidias e hiperploidias en primera division. 

La proporción de aneuploidias observadas en los controles se encontró en un rango de 5-6% 

en las células de primera división y entre 6-8% en células de segunda división (Tabla 1). 

Se observó que la inducción de lieteroploidías fué ligeramente mayor en las células de 

segunda división que en células de primera división (Tabla 1). 
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TABLA 1. Porcentaje de hipodiploidlas, diploidlas, hiperdiploidias y tetraploidias en células de primera y 
segunda división celular. 

PRIMERA 
DIVISION 

HIPO 	 2n 	 HIPER 	 4n 
Agente 
(IM) 
Colcemid 

Donador  

0 5 95 0 0 
0.025 II 82 7 0 
0.05 22.5 70 7.5 O 
0.075 14 72.5 13.5 O 

Donador 2 

0 5 94 I 0 
0.025 II 80 9 0 
0.05 17 71 10 2 
0.075 18.3 65 14.7 2 

SEGUNDA 
DIVISION 

Agent 	HIPO 
	

2n 
	

HIPER 	 4n 
(11M) 

Colcemid 

Donador 1 

0 5.5 93.5 0.5 0.5 
0.025 15.5 72 12.5 0 
0,05 17 70 13 0 
0.075 23.5 64 15.5 2 

Donador 2 

0 6 92 2 0 
0.025 I I 78 9 2 
0.05 15 70 I I 4 
0.075 20 60 15 5 
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La inducción de biperploidías por efecto del Colcemíd en células de primera división presentó 

la misma tendencia (y=176.7(x) 	1.35. r--0.8765) que la proporción encontrada en las 

células de segunda división (r192(x) 3.8, 1'4.7931) con relación a la dosis (Figura 1). 

0.025 	 0,05 
	

0.075 

Concentración (pM) 

Primera División (MI) 	Segunda división (M2) 
Y= 176.7(x) -,- 1.35 	 Y.192(x) + 3.8 
'1.0.8765 	 r22=0.7931 

Figura 1. Iliperploidlas en primera y segunda división inducidas por 
colcemid. 
Cultivos de linfocitos humanos se trataron durante las últimas 24 horas de cultivo con 
diferentes concentraciones de colcemid. Dos horas antes de la cosecha se agregó colcemid 
como arrestador mitótico y el material cosechado se tiñó mediante la técnica de 
fluroescencia-Giemsa (Perry•Wolf,1974). Se contarán los cromosomas en 200 metafases 
de primera (M I) y segunda división (M2). 
Donador I ♦ p 	Donador 3 It 

Por otra parte al determinar la frecuencia de hiperdiploidias (núcleos con 3 o más marcas de 

hibridación) inducidas por colcemid para los cromosomas 1 y 9 mediante la técnica de 
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se observó al igual que con el método convencional. un comportamiento dosis respuesta 

(Cromosoma I y 53.86(x) + 0.3815. 1-2.= 0.8128: Cromosoma 9 y' 44.04(x) * 0.3385. r2= 

0.8959) (Tabla 2. Figura 2). 

TABLA 2. 	Número de linfocitos tratados con colcemid conteniendo 0, 1, 
hibridación para los cromosomas 1 y 9 

2, 3, 4 6 más marcas de 

Agente Marcas por núcleo 
D1M1 O 1 2 3 4ó!  

Donador I 
Crs 1 
O 19 64 915 2 0 
0.025 20 34 932 10' 4' 
0.05 47 64 871 11' 7" 
0.075 62 85 825 23' 5' 

Crs 9 
O 17 58 923 2 0 
0.025 33 84 969 10' 2" 
0.05 34 56 899 9 ' 2' 
0.075 21 83 887 19' 11" 

Donador 2 

Crs 1 
O 11 50 931 6 2 
0.025 15 50 921 11" 3' 
0.05 37 88 842 26' 7" 
0.075 49 98 808 32* 13' 

Crs 9 
0 9 44 950 4 2 
0.025 25 75 888 9 " 3' 
0,05 2 49 930 22' 8' 
0.075 4 43 918 12' 21' 
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• .• Crs 9 

-+—Crs 1 

• K• crs 9 
—X— crs 1 

x 
.................... 

• ' 
7./,  • 	 • " • 

0 
	

0.025 	 0.05 
	

0.075 

Concentración (0) 

Figura 2, liipertliploidias inducidas por colcemid para los 
• cromosomas 1 y 9. 

Cultivos de linfocitos humanos se trataron durante las últimas 24 horas de cultivo 
con diferentes concentraciones de colcemid. El material cosechado y fijado se hibridó 
con sondas DNA especificas para los cromosomas 1 ó 9. 
Donador 1 e 	Donador 3 X ol°  

No se encontró una sensibilidad especial en la inducción de hiperdiploidías por el colcemid 

para alguno de los cromsomas en estudio, el comportamiento dósis-respuesta se mantuvo al 

sumar el efecto para ambos cromosomas (y--.17.449(x) -t• 0.385, r2=0.8026). 

Las diferencias encontradas en las frecuencias de 0, 1 y 2 zonas de hibridación para los 

cromosomas estudiados tampoco fueron significativas (Tabla 2). 

Las proporciones de biperdiplodías fueron significativamente diferentes (p< 0.05%) respecto 

al control (0.12-0.56%) alcanzando niveles de hasta de 5.57% en la concentración máxima 

evaluada de colcemid (0.075 uM) para el cromosoma 1 (Figura 2). 
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Se observó una reproducibilidad del efecto obtenido en la técnica citogenética clásica y FIS1 1 

ya que con ambos métodos la inducción de células hiperploides siguió un comportamiento 

dosis-respuesta (Figuras 1). 

Evaluando la sensibilidad del método convencional y la técnica de FISH en la evaluación de 

agentes potencialmente aneuploidógenos, hay que considerar que mediante la técnica clásica 

se evalúa el total de los cromosomas (46/46 = 100%) mientras que por FISII, solo se evaluó 

en este caso, 4/46 del genoma aproximadamente el 2.2% (2 cromosomas). 

Sin embargo debemos ser cuidadosos en la evaluación del efecto aneuploidógeno por ambas 

técnicas. 

En el caso de la técnica de FISH existe la posibilidad de que los núcleos evaluados contengan 

rompimiento(s) cromosómico(s) en la región de hibridación con lo que se sobrestimaría el 

efecto aneuploidógeno del agente al contar núcleos que presentan 3 o más zonas de 

hibridación por un efecto clástogeno del agente y no por un efecto aneuploidógeno (Figura 13). 

Esto se presenta generalmente en la evaluación de agentes clastógenos con potencial 

aneuploidógeno como el benceno ([tupa et al., 1995, Eastmond et al,, 1990), 
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FIGURA 13. Aneuploidías aparentes. 

(Tomado de : Eastmond et al., 1994) 

Existen también los factores técnicos como el análisis de las marcas de hibridación, métodos y 

condiciones de hibridación. entre otros, los que influyen y algunas veces dificultan la 

interpretación de los resultados. (Eastmond et al.. 1995). 

Otro factor que posiblemente influye en la evaluación de aneuploidias en los linfocitos 

humanos cultivados es que. mediante FlSI I no podemos saber si los núcleos analizados se han 
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dividido o no en presencia del agente a estudiar. Si esto es cierto, se estarla "subestimando" el 

electo del agente en estudio. 

En el caso de la técnica convencional. el principal inconveniente se da por causas técnicas 

(Pérdida o ganancia de cromosomas al realizar las preparaciones) y por el tiempo invertido en 

la evaluación, 

Considerando los resultados anteriores podemos decir que la técnica de FISH resultó 

apropiada en la evaluación del colcemid como agente aneuploidógeno. 
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-Ancuploidías inducidas por V905 y NaAs02- 

Una vez que se demostró la actividad aneuploidógcna del Colcentid mediante las técnicas de 

citogenética clásica y de FISI-1, se estudió el efecto aneuploidógeno que ejerce el pentóxido de 

vanadio (V205) y arsenito de sodio (NaAs02) sobre los linfocitos. 

El rango de concentraciones evaluadas fué de 0.1-0.001 uM para el V205 y el NaAs02 , ya 

que en estudios previos, se encontró que la mayor inducción de las células hiperdiploides se 

daba en este rango de concentracion. Las células fueron cultivadas durante 72 hrs y a las 48 

horas de iniciado el cultivo fueron tratadas con los metales en estudio. 

Se observó que la inducción de hiperdiploidias por V205 fué dosis dependiente para el 

cromosoma 1 (y= 14.2438(x) + 0.68, r2= 0.7273) y 7 (y= 17.33(x) + 0.92 r2= 0.6776) en los 

individuos estudiados ('tabla 3 y Figura 3). 

TABLA 3. Proporciones de Iiiperdiploidias en linfocitos tratados con V205. 

V205 Crs 1 	 V205 Crs 7 

Agente 	Mediata t  Dcsv. estándar 	 Medias ± Desv. estándar 
(uM) 

0.17 	t 	0.12 	 0.2 	i 	0.18 
0.001 	0.76 	± 	0.66 	 1.03 	± 	0.76 
0.0I 	1.34 	± 	0.62 	 1.78 	± 	1.19 
0.1 	 2.06 	± 	0.79 	 2.58 	± 	1.20 
Coleen' id 	3.08 	+ 	0.40 	 3.53 	1 	1.17 

Nota: 03 = Promedio de los 6 datos. 
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Figura 3.11iperdiploidías inducidas por V205 para los cromosomas 
1 y 7. 
Cultivos de linfocitos humanos se trataron durante las últimas 24 horas de cultivo 
con diferentes concentraciones de V205. El material cosechado y fijado se hibridú 
con sondas DNA especificas para los cromosomas I ti 7. 
Donador 1 • y 	Donador 2 	 Donador 3 • di  

Los núcleos hiperdiploides inducidos por el V205 tanto para los cromosomas 1 y 7 

representan entre el 123 y 4.27%. Esta proporción fue significativamente diferente (p<0.05%) 

de la que se observó en los controles negativos (0.0.5%) y en los positivos (2,14-5.26%) en 

todas las concentraciones evaluadas. (Tabla 4), 
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TA 111..A 4. Número de linfocitos Intuidos con V205  conteniendo 0, 1, 2, 3, 4 6 mas marcas <le hibridación 
para los cromosomas 1 y 7 

Agente Marcas por núcleo 
(111) 01 2 3 4o 

Donador 1 
Crs 1 
O 4051/ 55/47 905/903 0/0 010 
0.001 . 49/54 52/46 897/897 213* 0/0 
0.01 35/35 66/68 894/890 5/6' 0/1* 
0.1 29/40 71/74 890/876 10/7* 0/3* 
Colcemid 50/46 65/61 860/867 22/19 3/7 

Crs 7 
0 90/49 43/45 867/905 0/1 0/0 
0.001 53/34 70/66 872/898 2/2' 0/0 
0.01 60/49 39/38 898/908 3/4* 0/1* 
11 71/61 49138 7701891 9/7' 1/3* 
Colcemid 33/43 100/70 846/864 19/22 2/1 

Donador 2 
Crs 1 
0 59/53 39/29 899/899 3/2 0(0 
0,001 50/60 43/35 888/890 18/13* 0/2* 
0.01 50163 57/31 872/887 19/15* 2/41  
0.1 	. 47/49 50/48 881/880 18/13* 4/10* 
Colcemid 90/43 65/64 814/865 27/25 4/3 

Crs 7 
0 53/22 47/67 897/911 3/0 0/0 
0.001 79/37 68/45 832/899 20/17* 1/2' 
0.01 43/28 56/52 866/892 26/23* 9/5* 
0,1 29/32 60/57 870/879 39/31' 2/1* 
Colcemid 36/22 86/91 843 /858 23/27 12/2 

Donador 3 
Crs 1 
0 40/47 75/37 883/914 211 1/1 
0.001 50/48 95/34 850/915 2/3* 2/0* 
0.01 43/39 100/43 844/903 7/8* 6/7* 
0.1 39/61 85/38 850/871 16/13' 10117* 
Colcemid 36/55 86/53 843/858 23/33 12/1 

Crs 7 
0 49/51 89/74 859/872 3/2 2/1. 
0.001 71/64 93/83 830/845 5/7" VI* 
0.01 63/58 87/77 835/850 15/13' 3/2* 
0.1 71/49 95(39 803/886 2)/17* 10/9* 
Colcemid 49/51 100'89 801/814 39/37 11/9 

Notas: @.--Duplicado del primer experimento (") 
s.,  Significativo respecto a los controles 
ANO VA - FISIIER p<0.05 
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No se encontró una sensibilidad especial en la inducción de hiperdiploidias por el V205 para 

alguno de los cromosomas en estudio, ci comportamiento dósis-respuesta se mantuvo al 

sumar el efecto para ambos enimosomas. 

La inducción de núcleos hiperdiploides fue diferente para cada uno de los individuos 

estudiados, esto podría sugerir que existe una susceptibilidad individual en la inducción de 

células hiperdiploides  por V205 en los donadores etudiados (Figura 3),ésta susceptibilidad 

puede ser atribuida a diferencias biotransformantes en el metabolismo del óxido de vanadio. 

Estas diferencias ya han sido observadas para algunos compuestos, tal es el caso del 

diepoxibutano, niclosamida y metronidazol en donde se cree que éstas diferencias se 

presentan a nivel genético (Wiencke et al,. 1992; Ostrosky-Wegman et al., 1986; Elizondo et 

al., 1994). 

Con respecto al NaAsO2, las evidencias estadísticas muestran que la inducción de núcleos 

hiperdiploides para el cromosoma 1 y 7 siguió un comportamiento dosis respuesta en los 

individuos estudiadoS (cromosoma I y= 13.6912(x) + 0.7226, r2=. 0.7089; cromosoma 7 

10.9515(x) + 0.7636, r
2 	

0.8465) ( Tabla,5 y Figura 4). 

so 



TABLA 5. 
hibridación 

Agente 
(PM) 

Número de linfocitos tratados con Na As02 conteniendo 0, 1, 2, 
para los cromosomas 1 y 7. 

Marcas por núcleo 
2 	 3 

3, 4 ó más marcas de 

46 

Donador 1 
Crsl 
o 59./49@ 39/46 899/901 3/4 0/0 
0.001 54/37 47/66 890/889 9/7* 0/1* 

0.01 30/49 59/51 894/886 16/13" 1/1' 

0.1 50/64 48/48 882/882 15/18" 5/0' 
Colcemid 90/68 65/71 814/829 27/30 4/2 

Crs7 
0 18/27 37/47 945/925 0/1 0/0 
0.001 25/34 45/63 923/898 6/5" 1/0" 
0.01 31/41 41/68 917/881 11/6* 0/4' 
0.1 29/29 36/71 921/883 13/12' 1/5' 
Colcemid 31/39 39/83 903/847 26/30 1/1 

Donador 2 
Crsl 
0 35/38 34/20 931/941 0/1 0/0 
0.001 40/45 30/30 922/918 8/6* 0/1" 
0.01 20/35 46/36 923/917 11/7" 0/5" 

0.1 30/43 51.'38 897/899 18/19' 4/1' 
Colcemid 50/50 43/43 877/866 28/27 /4 

Crs7 
0 22/31 67/51 911/917 0/1 0/0 

0.001 24/40 68/71 900/878 8/9" 0/2' 

0.01 15/27 63/56 911/903 11/9' 0/5" 

0.1 47/23 78/53 854/905 17/10" 4/9" 

Colcemid 22/35 91/59 858/875 27/28 2/3 

Nota: @,-Duplicado del primer experimento V/ 
Significativo respecto a los controles 

ANOVA•FISHER P< 0.05% 
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Figura 4. Iliperdiploidias inducidas por NaAs02 para los 
cromosomas t y 7. 
Cultivos de linfocitos humanos se trataron durante las últimas 24 horas de cultivo 
con diferentes concentraciones de NaAs02. El material cosechado y fijado se 
hibridó con sondas DNA especificas para los cromosomas I ó 7. 
Donador I • 	Donador 2 A os  

La proporción de células hiperdiploides en cada una de las concentraciones evaluadas fueron 

significativamente diferentes respecto a los controles negativos (0-0.4%) y positivos (2.77-

3.09%) (Talla 6). 
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TABLA 6. Proporciones de hiperdiploidlas para los cromosomas I y 7 en linfocitos tratados con NaAsO2. 

IslitAs02 Crs 1 	 NaAsO2 Crs 7 

Agente 	Media® ± Desv. estándar 	 Media® + Desv. estándar 
(uM) 
0 	 0.2 	+. 	0.16 	 0.5 	4 	0.05 
0.001 	0.8 ± 0.07 	 0.78 	0.22 
0.01 	1.37 	± 	0.24 	 1.16 	± 	0.15 
0.1 	 2.04 	± 	0.15 	 1.83 	± 	0.30 
Colcemid 	3.17 	t 	0.09 	 3.04 	± 	0.18 

Nota: - Promedio de los 4 datos. 

Al igual que con el V205, no se detectó una sensibilidad especial en la, inducción de 

biperdiploidias por el NaAsO2 para alguno de los cromosomas en estudio, el comportamiento 

dósis-respuesta se mantuvo al sumar el efecto para ambos cromosomas. 

Cabe mencionar que la proporción de células hipodiploides en promedio para el cromosoma I 

fué ligeramente mayor comparada con la encontrada para el cromosoma 7 probablemente por 

la sensibilidad que presenta la región hetcrocromática a rompimientos (Tabla 7) (Eastmond et 

al., 1989). 

Con respecto a los núcleos con una o ninguna marca de hibridación (aparentemente 

hipodiploides) tablas 4 y 6, se observa que la frecuencia combinada es varias veces mayor que 

la observada para núcleos hiperdiploides y mucho mayor con respecto a los valores basales 

determinados en el laboratorio por citogenética clásica (aproximadamente 0.25%). 
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Estas diferencias, pueden ser atribuidas a: Ineficiencia en la penetración de la sonda, pérdida 

cromosómica o no disyunción. rompimientos en la zona de hibridación y por sobreposición de 

las zonas de hibridación de las copias cromosómicas. 

Aunado a lo anterior, el comportamiento en la inducción de hipodiploídías para los 

cromosomas en estudio no fué claro (Tablas 5 y 6). 

Consideramos por lo tanto que la técnica de FIS11 no tiré apropiada en la evaluación de 

núcleos hipodiploides ya que existe una alta probabilidad de que se esté sobreestimando el 

efecto hipodiploide para un cromosoma. 
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-Efectos sobre la tubulina.- 

Para investigar el efecto del 17105 y el NaAsO2 sobre el huso mitótico a nivel de la 

organización microtubular se estandarizó la técnica de ininunolluorescencía descrita por 

Looping, Z. 1994, utilizando anticuerpos específicos anti-p tubulina. 

Se observó que las células tratadas con V205 presentaban configuraciones mitóticas 

anormales encontrando principalmente mitosis monopolares en 10(a), 0.1(b), 0.001 (e) pM 

(Figura 5), en el control (d) se observó la lindón homogénea de la tubulina. En la 

concentración máxima evaluada (10 pM) se presentó una desorganización microtubular 

completa semejante a la que se presentó con el colcemid (e) (control positivo), alterándose en 

consecuencia, el citoesqueleto en el linfocito, en algunos casos, se observaron sólo los centros 

organizadores de microtábulos. 

El efecto del NaAsO2 sobre la integridad microtubular a las mismas concentraciones 

evaluadas fue similar al del observado con V705. Se presentó una completa desorganización 

y mitosis monopolares en la concentracion máxima evaluada (f). Mientras que a 0.1 (g) y 

0.001 (h) pM predominaban las mitósis monopolares. 

Los efectos observados mediante el análisis ininunolltiorescente del huso mitótico reflejan la 

interacción de los metales en estudio con la tubulina. 
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Figura 5. Alteraciones inducidas al huso mitótico en linfocitos. 
Se finó, por lindón inmunolluorescente indirecta, la P-tubulina de 
linfocitos tratados in vitro con NaAs0210 (a), 0.1 (b) y 0.001 (c) 
Los resultados se compararon con linfocitos sin tratamiento (d) y tratados con 
colcemid (e). 
También se evaluó el efecto inducido por V205 en el mismo rango de 
concentraciones; 10 (1), 0.1 (g) y 0.001 (b) 



Para conocer el efecto del NaAs02 y del V205 específicamente sobre la polimerizacion rn 

vitro de la tubulina. se purificó la tubulina munir del cerebro de ratones recién nacidos 

mediante ciclos de polimerización y depolimerización. 

Los resultados obtenidos mostraron que se logró purificar la tubulina apartir de extractos 

crudos de tejido cerebral provenientes de ratones recién nacidos. En la figura 6 se puede. 

observar que en el extracto obtenido (P.1) y después de haber tenido 2 ciclos de 

politnerización•depolimerización; la proteína mayoritaria en la muestra presentaba un peso 

molecular de aproximadamente 55 KDa y que corresponde al peso molecular de la tubulina. 

PM P4 S4 P3 S3 P3 S2 Si 

97,400 

50,000 
45,000 

31,000 

Figura 6. Análisis de electroforésis en gel de poliaerilamida. 
Las proteínas fueron extraídas del cerebro de ratones 
recién nacidos mediante ciclos de polimeriz.ación y 
depolimerización. 
Px y Sx = Corresponden a las fracciones obtenidas de la separación 
diferencial apartir del homogenado inicial SI. 
La fracción P4 corresponde a la tubulina aislada 
después de 2 ciclos de polimerización y depolimerización. 
Las fracciones S3 corresponden a las proteínas obtenidas 
después de la fracción de un ciclo de polimerización y depolimerización 
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Una vez purificada la tubulina se hicieron los ensayos de polinterización, en los que se 

observó que el arsenito de sodio presentó un efecto inhibitorio sobre la polimerización de la 

tubulina a las concentraciones evaluadas. 

El NaAs02 0.001 pM fié suficiente para producir una inhibición en la polimerización de la 

tubulina del 46.30% respecto al control negativo. el efecto tiré semejante cuando se probarón 

dósis de NaAs02 0.1 fiM (Figura 7). • 

La máxima inhibición de la polimerización por arsénico se dio a tina concentración de luM y 

fué de 48.8% a los 15 minutos de inducida la polimerización (Figura 7). 

0 	11141111111 	—114 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Tiempo (min.) 

Figura 7. Inhibición de la polimerización de tubulina inducida por 
NaAs02. 
La tubulina extraída de cerebro de ratones recién nacidos (1.2 mg/m1) se incubó 
durante 30 minutos con diferentes concentraciones de NaAs02. Se determinó la 
polimerización inducida por GIL,  (1mM) mediante mediciones espectrofotométricas 
de la turbidez durante 15 minutos. 
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Se observó por otro lado, que el NaAsO2 no sólo es capaz de inhibir la polimerización de la 

tubolina sino que también es capaz de depolimerizar los microtúlmtlos previamente formados 

in vitro a las concentraciones de 0.01, 0.001 y 0.00001 uM. Esto se presentó desde los 

primeros 5 minutos de iniciada la polimerización el mismo efecto fué observado a los 9 

minutos de iniciada la polimerización llegando a ser de hasta 23% respecto a la turbidez 

observada antes de la adición de arsenito (Figura 8) 

10 
	

11 
	

12 	13 	14 	15 	16 	17 
	

18 	19 
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Figura 8. Depolimerización de tubulina inducida por NaAsO2. 
La polimerización de la tubulina (1.2 mg/m1) se indujó por adición única de GTP 
(1111M). Diferentes concentraciones de NaAs02 se adicionaré!' a los 9 minutos de 
iniciada la polimerización. Se determinó la polimerización mediante mediciones 
espectrofotometricas de la turbidez hasta los 19 minutos. 
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En el caso del V205 los efectos observados fueron similares a los encontrados con el arsénito 

de sodio. El V2O5 0.1 pM fue capaz de inhibir en un 53.63% la polimerización de la tubulina 

a los 15 minutos de inducción. La inhibición observada fue ligeramente mayor a la que se 

presentó en la concentración de 1 pM ésto debido quizá a la toxicidad causada por el V205 a 

esa concentración (Figura 9). 

Figura 9. Inhibición de la polimerización de tubulina inducida Por 
V205. 
La tubulina extraída de cerebro de ratones recién nacidos (1-2 mg/m1) se incubo 
durante 30 minutos con diferentes concentraciones deV2O5. Se determinó la 
polimerización inducida por GTP (I m NI) mediante mediciones 
especirofotométricas de la turbidez dUrante 15 minutos. 
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El V205 0,01 y 1 pM adicionado a los 9 minutos de iniciada la polimerización de la tubulina 

fué capaz depolimerizar los microtúbulos in vitro llegando a ser de hasta el 29.83% después 

de II minutos de haber agregado el vanadio (Figura 10). 

Figura 10. Depolimerización de tubulina inducida por V205. 
La polimerización de la tubulina (1-2 mg/m1) se indujo por adición única de GTP 
(linN1). Diferentes concentraciones de V205 se adicionarón a los 9 minutos 
de iniciada la polimerización. Se determinó la polimerización mediante mediciones 
espectrofotométricas de la turbidez hasta los 21 minutos. 
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l..os resultados anteriores muestran que el V205 y el NaAs02 in varo interactuan 

directamente con la tubulina alterando los procesos de polimerización-depolimerización de 

esta proteína a las concentraciones evaluadas. Esto incrementa la probabilidad de que se 

presenten células aneuploides durante la división celular por la inadecuada formación del huso 

mitótico alterándose la segregación cromosómica a las concentraciones evaluadas. 

Se sabe que el As y el V ejercen su toxicidad por unión a grupos sultihidrilo presentes en 

muchas proteínas (Sunderman et al . 1979: Goyer et al.. 1986. Li y Clon el al.. 1992; l3erg. 

1986). 

El As y del V son capaces de inhibir enzimas involucradas durante el ciclo celular como las 

fosfatasas que requieren para llevar a acabo su actividad catalítica de grupos sullihidrilo, tal es 

el caso de ATP fosfatasas (tiniebla), serinítreonin fosfatasas entre otras (Dones y l3asinger et 

al.. 1983). 

Las evidencias anteriores son importantes ya que cabe la posibilidad de que los metales en 

estudio, interactúen con los grupos sulfilndrilo presentes en la moléculas de la tubulina 

proteína (armadora de los microtúbulos alterando los procesos de la polimerización-

depolimerización de ésta proteína y en consecuencia el ensamble de microtúbulos. 

Así. al entrar las células en división en presencia del el V205 y el NaAs02 el material 

genético no se distribuye correctamente por falta o daño del huso mitótico. 
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XI. CONCLUSIONES 

Considerando los resultados anteriores. podemos concluir que el arsenno de sodio y el 

pentóxido de vanadio: 

I. Inducen células aneuploides en cultivos de linfocitos humanos tratados in vino y éstas 

pueden ser detectadas mediante la técnica de FISI-1. 

2. Alteran el ensamble de los microtübulos y los microlilamentos en linfocitos proliferantes in 

vitro. 

3. Inhiben la polimerización de tubulina itr vitro. 

4. Alteran el proceso de depolimerización de tubulina in vitro. 

5. La técnica de FISII es un método útil en la evaluación de agentes con potencial 

aneuploidógeno y durante su estudio hay que considerar particularmente los factores (técnicos 

y celulares) influyentes en ésta evaluación. 
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