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I, RESUMEN

Los metaloides vy metales representan  un  grupe importante  de  contanunantes
medioambientales cuya presencia en el ecosistema se ha visto incrementada como resultado
de la contaminacion emitida por industrias en que los procesos o productes generados
involucran, en alglin mamento, a estas especies quimicas; tal es cf caso del arsénico v el
vanadio.

El estudio de la capacidad que presentan el arsenito de sodia (NaAsO7) y el pentoxido de
vanadio (V705) de inducir aneuploidias o incrementar su frecuencia es importante, ya la
induccidn de células cromosémicamente desbalanceadas en células meidticas y mitdticas se
ha correlacionado con ciertos desordenes genéticos, abortos espontdncos y con el riesgo al
desanollo de algunos canceres. Hay datos que alertan acerca de la capacidad de
transformacion celular del vanadio y de la carcinogenicidad asociada a la exposicion a As.

En este trabajo, se estudio la capacidad aneuploidogena del NaAsO7 v del Vo035 mediante la
técnica de hibridacién fluoresecente in situ (FISH) en linfocitos humanos asi como ¢l efecto
de estas suslancias sobre del huso mitdtico, especificamente sobre la tubuling a nivel de
organizacion, polimerizacion y depolimerizacion. Fenomenos indispensables en la division
celular durante la segregacion cromosémica.

El NaAsO7 y V705 mostraron un efecto dosis-respuesta en la induccidn de hiperdiploidias
para los cromosomas | y 7 in vitra. En las concentraciones evaluadas la frecuencia de células
hiperdiploides fué significativamente diferente respecto al colcemid y al control negativo
(p=<0.05%) encontrando una proporcion de hiperdiploidias de aproximadamente 2% + 0.5%
para ambos compuestos a una concentracion de 0. 1uM. En el caso del NaAsQO7 existio
susceptibilidad individual en los efectos observados.

Los metales en estudio alteraron el ensamble adecuado de microtdbulos y microfilamentos in
vitro en las concentraciones evaluadas. Se presentaron principalmente en las concentraciones
evaluadas, células monopolares. En las concentraciones maximas, se presentd destruccion
total de microtibulos y microfilamentos in vitro.

La interaccion directa de los compuestos en estudio con la tubulina se comprobd mediante
ensayos de polimerizacién y depolimerizacion de tubulina in vitro. EI NaAsOg y V205
inhibieron la polimerizacién de (wbulina llegando « ser de hasta 48% y 53% respecto al
control respectivamente. También alteraron el proceso de depolimerizacion de tubulina. El
NaAs0y y el V205 depolimerizaron hasta un 23.3% y 29.83% los microtibulos previamente
formados. 7

Los resultados muestran que el V205 y ] NaAsO2 in vitro interactuan directanente con la
tubulina alterando los procesos de  polimerizacidn-depolimerizacion incrementando la
probabilidad de que se presenten células aneuploides durante la division cclular por la
inadecuada formacion del huso mitdtico alterindose la segregacion cromosomica a las
concentraciones evaluadas.

[



I1. INTRODUCCION

Los metales constituyen un grupo importante de contaminantes que estan fucrtemente
relacianados con el medio ambiente y las actividades humanas,

Su toxicidad varia enormemente con su estado quimico, sus propiedades fisicoquimicas,
transformacion sufrida en el medio ambiente y can los niveles de exposicién entre otros

aspectos.

Aunque se pudiera pensar que los metales son sustancias relativamente estables, cnando
interaccionan con otras sustancias o estructuras celulares sus efectos pueden verse
incrementados o abatidos. Por ello, es impormnlé considerar que los mecanismos por los que
una sustancia, compuesto o elemento quimico puede levar acabo su accion estan, en la
mayoria de los casos, relacionados con otras estructuras quimicas capaces de interaccionar

entre si y desencadenar un efecto biologicamente considerable.

Existen evidencias epidemialdgicas que alertan sobre el poteneial 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 ulceracion cutdnea hasta enfermedades mentales y en algunos casos céncer.

El arsénico (As) cs un metaloide considerado carcinogénico que se encuentra ampliamente
distribuido (0.0005%) en la cotteza terrestre (U.S. EPA, 1984), Se encuentra en diversos
compuestos inorgénicos naturales v sintéticos asf como orgénicos.

Los compuestos arsénicales se han utilizado ampliamente en la agricultura (herbicidas y
fungicidas) ast como en la preservacion de ciertas fibras como la lana (Wade, 1993), A
principios del siglo XX fue notorio su uso como uno de los primeros agentes
quimioterapeiticos. La lamada “solucién de Fowler” fué usada en el tratamiento de asma

bronquial, la leucemia, sifilis, las infecciones parasitarias y la psoriasis (Wade, 1993).



Actutlmente el As ha encontrado uso como ingrediente activo de plaguicidas, herbicidas,
conservador de maderas asi como en la industria vidricra y eleetrdnica JARC . 1980; Webb et

al; 1984).
El mecanismo por el que ejerce su carcinogenicidad se desconoce,

Por otra parte, ¢l vanadio (V) cansiderado como un posible elemento traza y también
ampliamente distribuido en la carteza terrestre 0.02%. Es usado en la produccian de

colorantes, tintas, barnices, insecticidas y wateriaies fotograficos (Browning, 1969).

La exposicion del hombre a cste metal no se Hmita a la ocupacional, también se lun
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 carcindgeno sin
embargo, estudios in vitro demuestran su capacidad tranformante en cultivos celulares.

{Klarlund, 1985).

El estudio de los efectos dxicos de los elementos como el vanadio y ei arséunico asl como de
los mecanismos por los que ejercen su loxicidad tiene gran importancia ya que permite
conocer sus efectos a corto y largo plazo asi como los efectos observados directamente en el

blanco celular a fin de poder prevenirlos o tratarlos adecuadamente.



II. Arsénico
Propiedades fisicas y quimicas.

L1 arsénico (As) es un elemento de grupo V A de la tabla periodica, su niimero atomico es 33
y su peso atémico 74.9 teniendo un punto de sublimacion de 613°C, 1 atm. Los estados de
oxidacion en que se encuentra son el As -3, +3 y 5; en ¢l estado -3, el compuesto mas
inportante es la arsina (AsH;); en los estados +3 y +5 se encuentra formando munerosos
compuestos, fundamentalmente arsenitos (As 1) y arsenatos (As V), respectivamente

(Friberg, 1979).

Los compuestos pueden ser poco 6 muy solubles en agua (arsenitos y arsenatas
respectivamente). En agua puede haber un intercambio de estados de oxidacion dependiendo
del pH o de la presencia de otros compuestos que pucden ser reducidos u oxidados (Ferguson

y Gavis 1972).

Aunque no es un metal, el As tiene muchas de las propicdades de un metal pesado,
considerdndose un metaloide. Las formas de As (11T) o arsenitos, son de las mas toxicas. El As
difiere del resto de los metales pesados comunes en que ln mayoria de sus compuestos

orgdnicos son menos toxicos que los inorgénicos (Alloway, 1990; Koren, 1991).

Las propiedades quimicas del As contribuyen a su toxicidad. El As reacciona con los residuos
sulfhidrifo de las proteinas y sustitaye al fosforo en algunas reacciones bioquimicas (Leonard,

1980; Wade, 1993).



El As esta ampliamente ditribuido en la corteza terrestre ocupa ef vigésimo lagar entre los
clementos mds abundantes, aproxinadamente de 2 a 5 ppm (Manahan, 1991; NAS, 1977). In
México, en la Comarca Lagunera, se reportavon niveles entre 3 y 9 ppm on la superficie v

nasta de 20 ppm en el subsuelo (Gonzilez, 1972),

La produccion mundial de As es de alrededor de 72,000 toneladas/afio (GESAMP, 1976) v
México se encuentra entre los principales productores. Este metaloide se obtiene
principalmente como un praducto secundario de la refinacion de metales no-ferrosos (Nelson,
1976) siendo también constituyente natural de ciertas rocas y formaciones minerales como los
minerales de sulfuro y principalmente la avsenopirita. Ademds de su ocurrencia natural, el

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

Cabe sefialar que el As ocupa el lugar nimero 12 de fos elementos mds abundantes en ¢

cuerpo ( Shrift, 1973).

Exposicidn

La exposicion ocupacional, introgénica y ambiental son las formas mds frecuentes de
exposicion al As, La exposiciéu ocupacional ocurre principalmente por la presencia del As
inorganico (6xido 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 asi como las plantas
generadoras de energia eléctrica por combustion de carbén mineral.

La exposicion iatrogénica se da por el uso de medicamentos que en su formulacion contienen
As como son el carbarsone, melarsoprol y la triparsamida. |

La exposicién ambiental ocurre de manera natural por consumo de agua con clevadas
cantidades de As y de productos marinos. También se presenta esta e;q)osicién por la

contaminacion de fuentes de agua potable como son rios y lagos asi como 1a que generan al

ambiente por las plantas fundidoras o productoras de As inorgdnico (Gonscbatt, 1994),
6



La ingestion de agua contaminada por As (hidroarsenicismo) y de preparaciones medicinales
se asocia con la aparicion de cancer de piel. Las evidencias indican que el As puede induciy
tambidn ciucer de higado, pulmon, wfion y vejiga (Argiello et al., 1979; Roth, 1958; TARC,

1980; Chen y Wang, 1990; Bates et al., 1992; Cuzick et al,, 19%2).

Bt hidroarsenfcismo cronico es un problema de salud que ha sido estudiado en varias partes
del mundo. Destacan en Ia literatura los estudios hechos en Argenting, Chile, Taiwan, ademds
de algunas regiones del notte del Continente Americano, como son; Afaska, Capadd y EULA.
(Astalfi et al., 1981; Biagini, 1975; Argitetlo, 1979; Borgofio et at,, 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 (Gonzalez
et al,, 1972) y Chihuahua (Vidal et al., 1979). En la Region Lagunera la intoxicacion cronica
por arsénico cs un problema endémico, que ha sido sujeto de diversos estudios en los que se
describe a contaminacién del agua en algunos poblades y algunos de los cfectos tdxicos que
presentaron las personas expuestas al metaloide (Espinoza, 1963, Albores et al., 1979;

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



Absorcidn, distribueion y eliminacién

Los componentes pentavalentes del As son relativantente inactivos fisiologicamente, Son
solubles en agua lo que facilita su absorcion a través de las membranas mucosas, Esto permite
unn rapida penetracion en diferentes tejidos que san capuces de reducir al arseniato a asenita,
¢sta reduceion se ha observada in vivo en rata, ratdn y conejo (Vahter y Fovall, 1981; Lerma y

Clurkson, 1983; Valter y Marafunte, 1987).

El metabolisimo desempefia un papel importante en fa toxicidad del As. En los mamiferos,
incluyendo ¢l hombre, los 0xidos inorginicos de As son interconvertidos y metabolizados a

dcido metilarsonico y dcido dimetil arsinico (Nuilez, 1994)

La metilacion del As en los mamiferos os la via de destoxificacién mds conocida, los
metabolitos orgdnicos son menos toxicos y mds rapidamente excretables que las formas
inorganicas. La actividad metilante se Jocaliza en el citosol y es dependiente de glutation
reducido requiriendo en el medio un pH 7.5-8.0 y s-adenosil metionina donadora de metilos
in vivo (Marafate y Vahter, 1984; Buchet y Lauwerys, 1987). Se sabe que la forma quimica de
As nze}aholizado por el hombre es un derivado dimetilado, que comunmente se denomina

acido cacodilico (Del Razo et al.,, 1990).

A diferencia de los compuestos pentavalentes, los compuestos trivalentes del As se absorben
menos a {ravés de las membranas mucosas debido a su hidrofebicidad pero son mejor

absorbidos a traves de Ju piel (Schoolmeester y White, 1980)

Ll As trivalente es la especie inorgdnica mds téxica, debido posiblemente a la capacidad que
presenta de unirse a grupos sulfhidrilo constituyentes de varias enzimas. Sin embargo, lu
forma pentavalente, como ya se menciond, puede ser convertida a la forma trivalente en el

cuerpo {(Crecelius, 1977, U.S. EPA, 1984),



La vida media de! As en los humanos es de 3 a 3 dias. La principal ruta de excrecidn es a
ravés det rifon. pero las heees, ta piel v el cabello tumbién pueden contener apreciables

cantidades de As (Tadlock v Aposhian. 1930).

Hay evidencias que demuestran diferencias en ol metabolismo del As enue el ser humano v
algunas especies animales. Se ha encontrado que la absorcion. distribucion. el metabolismo v
excrecion del As dependen de una gran cantidad de factores. tanto fisiologicos comwo
ambientales: lo que podrin explivar en parte. Jas diferencias en Ia toxicidad de este compuesto
en las distintas especies estudiadas (Lanz et al., 1950z Crecelius. 1977, Ponproy et al., 1980,

Valiter v Norin 1980; Buchet etal.. 1981).

Efeetos toxicos

Las manifestaciones clinjcas (Tabla A) de envenenamiento agudo por As. generaimenre
ocuren pocas horas después de la ingestion o exposicion, La lesion principal de una
intoxicacion aguda con As es el dafio gastrointestinal con vomito y diatrea. otros sintomas
incluven calambres musculares. edema factal, dermatitis. encefalopatia v ancrmalidades
cardiacas, Los individuos que sobreviven a intoxicaciones agudas desarrollan problemas a

nivel del sistema nervioso peritérico (WHO. 1981; Bryson. 1989).

En ¢l caso de las exposiciones cronicas a As, se ha observado que trabajadores de las
industrias fundidoras v en personas que beben agua con una elevada concentracion de As.
presentan lesiones en el tracto respiratorio superior incluso perforaciones en el septo masal v
alteraciones dérmicas como hiperqueratosis palmoplantar respectivamente. Esto dltimo se ha
observado wmbién en personas que se encuentran bajo tratamiento prolongade con
medicamentos arsenicales. Las alteraciones dérmicas incluyen hipo e hiperpigmentaciones

(WHO. 1981: Bencko, 1987: ATSDR, 198%).



Personas que beben agua contaminada con As v tabajadores de fundidoras expuestos a
concentraciones elevadas de compuestos arsenicales han mostrado alteraciones en la pict
como hiperqueratosis palmoplantar, incluso se presenit en los trabgjadores cdncer de tipoe
broncogénico por la inhalacion de compuestos arsenicales. Las alteraciones dérnicas s¢ han
observado ambidn en pacientes con watamiento prolongado de selucivnes arsenicales como a

de Fowler (Gonsebatt et al., 1994; [ARC. 1980: WHO. {981 Bencko. 19871,

Genotoxicidad

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

prueba bacterianos ni en células de mamifero (Jucobson-Kram y Montalbo 1983),

Los estudios realizados /n viro han demostrado que el As presenta capacidad clastogena
{Leva. 1943; Nygren. 1949: King y Lundtord. 1950: Oppenheim v Fishbein. 1963 E| Sadek,
1972 Paton y Allison. 19720 Léonard v Lauwerys, 1980: Vega et al.. 1995) asi como
comutagénica (Okui v Fujiwara, 1986: Li ¥ Rossman, 1939).

El arsenito de sodio (NaAsOn) es capaz de inducir células aneuploides y poliploides
cultivadas in virro en presencia del metaloide (Eastmond et al., 1989; Vega et al., 1993), In
vivo Gonsebatt et al.. 19924 corroboraron la capacidad aneuploiddgena det As al encontrar
que el andlisis cromosomico de individuos expuestos a As mostrd una elevada proporcién de

células poliploides en sewunda division,

La presencia de células cromosomicamente desbalanceadas puede atribuirse a la afinidad
demostrada del As por los enlaces sulthidrilo (Li v Rossman, 1989 v en consecuencia por

proteinas del huso mitético (Cherian. 1987: Vega etal.. [993).



En trabajadores expuesios al metal se ha observado un incrememo en la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas estructurales (Petres et al, 1977, Nordenson et ak 1978).
Gonsebatt 1994, describe una frecuencia celevada de aberraciones cromosdimicas de tipo
cromatidico en linlocitos de individuos expuestos cronicamente a dosis elevadas de As en el

agua de bebida,



IV. Vanadio

Prapiedades fisicas v quimicas

EI vanadio (V) estd ampliamente distribuido en fa corteza terresire. s el vigésimo primer
elemento mds abundante von una concentracion promedio de 135 ppm. En el agua marina,
este metal ocupa el lugar trigésimo euarto en abundancia con una concentracion de 2 ppb
(Nechay. 1984). La quimica del V es compleja porque el metal puede existir con estados de
oxidacion -1 a +35, EL V +4 es la forma quimica mas estable. Tiene canmo ndmero atomico 23,
¢s el primer elemento del grupo 5 en la tabla periddica de fos elementos v presenta un peso

atomico de 50.95.

El V en su forma metdlica no se encventra de manera natural en la ticyra, sin embaigo se
contacen cerca de 70 minerales de vanadio, de los cuales 40 son vanadatos (Strokinger, 1981:
\Y HQ 1988). La extraccion de metales como ¢l fierro, uranio. titanio y aluminio estd ligada a
la produccién de V. Se caleula que la produccion de V en forma de pentéxido estaba entre
34,000 v 45,000 toneladas en los afos de 1980-1985 (WHQ, 1988). Los principales
productores de V son en orden de importancia: Suddafrica, USSR, U.S.A., Finlandia y China

(Léonard y Gerber. 1994),

La mayor parte del V es utilizado en la industria metalurgica. formando aleaciones con el
acero. el resto es empleado en la industria catalitica en la produccion de dcido sulfitrico v enla
acronautica (Strokinger, 1981, WHO, 1988. Baroch. [983). Se estima que anualimente son
emitidas al ambiente 280 toneladas de las cudles el 70% se oripinan de fuentes naturales
(erosion. emisiones  volcdnicas) y el resto provienen de actividades humanas.
Aproximadamente el 50% de éstas tltimas. son emitidas por procesos industriales (Lantzy et

al.. 1979).



Exposicion

La principal forma de exposicion a compuestos de V, pricipalmente a oxidos del metal se
presenta por la contaminacion ambiental natural de la tierra v el aire (crosion y emisiones
volcdnicas) asi como la emitida por las actividades industriales, principalmente las que
emplean carbon y petrdleo (Zhong etal,, 1994). En el humano, Ia principal via de exposicion

al V es por la inhalacion de sus compuestos

Se han encontrado altas concentraciones del metal en plantas ubicadas cerca de las zonas
industriales (Rolddn et al., 1990) también en el aire proveniente de pozos petroleros en
combustion (Madany et al., 1992). Su presencia en el ambiente se debe a que se obtiene como
co-producto de desecho en la extraceién de wranio, fostato, bauxita o de alguno de los 70
minerales mas conocidos que contienen vanadio en diferentes formas quimicas (Baroch, 1983;

Phillips et al., 1983; Rosenbaum, 1983).



Absorcion, distribucion y climinacion

1 metabolismo del V no estd bien estudiado. Sin embargo, se sabe que los compuestos del
metal especialmente los éxidos insolubles son pobremente absorbidos por el traeto intestinal y
menos del 5% del tartrato de vanadio es excretado en la orina (Dimond et al., 1963). Ln
contraste, la absorcion del V en el pulmén es mayor (aproximadamente del 90% en 4 dias)
encantrandose que una pequefia fraccion de los oxides puede ser retenida por un tiempo

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

En bajas concentraciones ¢! V se encuentra en los mamiferos y las aves en forma monomérica
hidratada. En flufdos corporales a pll 4-8, la especie predominante es VO3~ con estado de
oxidacion +5 y se conoce como vanadato (metavanadato). El VO3 puede entrar a la célula
por el sistema de transporte anidnico y puede ser reducido por ci ghitation a V07, conun

estado de oxidacion de +4, conocido como vanidil (Nechay, 1984).
Se cree que las reacciones de oxido-reduccion pueden Hevarse de la siguiente forma,

H" + VO3™ 4 2GSH wwweeed VO3~ + Go$p + OH + & + H)0
{{Nechay, 1984)

En ¢l humano [a formta pentavalente cs rapidamente reducida a la forma tetravalente (Johnson

ctal.,,1974).

Laingesta diaria de V proveniente de los alimentos y del agua es de aproximadamente 116 pug
siendo la principal via de excresion la orina. Se sabe que los tejidos blandos de los animales y
los humanos presentan una clevada afinidad por los comnpuestos de V. Concentraciones
elevadas de V se han encontrado en ef pelo y queratina probablemente la afinidad ionica a los

grupos sulthidrilo presentes en estas esteucturas (Waters, 1977).



El cuerpo humano contiene normalmente cerca de 100-200 pg de V (Byrne et al., 1978),

encontrdndose fa mayor cantidad en los drganos parenquimales.

Efectos téxicos

Potencialmente, e} V presenta muchos sitios bioquimicos y cetulares de accion. Dentro de los
efectos toxicos atribuidos al V resalta su potente accion inhibitoria de enzitnas como las ATP
fosfohidrolusas, rtibonucleasas, adenilato cinasa, fosfofructocinasa, escnalen-sintetasa,
gliceraldehido 3-fosfo deshidrogenasa, gincosa 6-fosfatasa (Singh et al., 1981) y fosfotirosil-
protein-fosfatasas (Swarup, 1982)

Una de las ATPga4 (dependiente de Ca y Mg) que es inhibida por el V en concentraciones
micromolares es la dineina, enzima involucrada en la motilidad de diversas células, asi como
en la formacion del huso durante la mitosis (Cande et al,, 1978, Kobayashi ct al., 1978,

Gibbons et al., 1978).

El'V influencia Jos procesos oxido-reduccion de la via metabolica lipidica y la formacion del
eritrocita (Nechay, 1984), Generalmente 1a forma pentavalente del V es mas toxica que la
trivalente dada la facilidad de entrar a Ja célnla (Nechay et al., 1986). Existen diferencias entre
especics ya que se ha observado una suscepibilidad incrementada en ¢! raton, rata y cuyo

(Léonard y Gerber, 1994).

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

(Vouk, 1979).

En la Tabla A se muestran algunos de los signos, sintomas y enfermedades frecuentemente
observados en personas expuestas a dste metal. Foulkner, v colaboradores reportan la

presencia de irrjtacion pulmonar ¥ neumonitis con edema en personas expuesta a elevadas

concentraciones en el drea de trabajo (Faulkner et al., 1964),
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Genotoxicidad

La informacion concerniente a la actividad genotoxica del V in vivo es escasa, sin embargo los

estudios in vitro son mds abundantes,

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

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

El V205 después de la inyeceion intraperitoneal, subcutanea ¢ de su inhalacion, incrementd
la frecuencia de microniicleos en la médula dsea de ratén. Sin embargo, cuando se administro
el compuesto por via oral los resultados fueron negativos, debido probablemente a fa baja

absorcion del V por esta via (Sun, 1987).

Estudios recientes, indican la capacidad de ciertos cdmpucslos de V (SVOs, Nazvoy,
NH4V03) de incrementar la frecuench de microniicleos en eritrocitos policrométicos de vatdn
tratado i vivo. En contraste, y con la excepcién del SVOs , los demds compuestos probados
no incrementaron significativamente la  [recuencia de aberraciones  cromosomicas
estructurales.

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

significativamente respecto al control, no as la de células poliploides (Ciranni ct al., 1995).

Como se menciond anteriormente, el V en conccntraciones micromolares, es capaz .de
interferir con las enzimas involucradas en la formacion del huso mitdtico como las ATPgsys
de dincina (Conde y Wolniak, 1978; Kobayashi et al., 1978; Gibbons ct af., 1978).

Estudios in vitro revelaron que el VOSO4 y ef V205 incrementan fa frecuencia de las células
diploides y poliploides en Saccharomyces cerevisiae 'y de los linfocitos humanos
respectivamente (Sora, 1986 y Roldan et al,1990). También se han descrito vesultados
similares algunos acerca de la capacidad aneuplaidogena del V en lineas celulares y del dafip

general al huso mitdtico en Allium cepa (Sharma et al., 1987; Roldan et al., 1990).
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Ciertas especies de V resultaron ser mutagénicas o débilntente mutagenas, sin embargo, los
resultados son poco cancluyentes (Sun, 1987). A nivel de la division celular, ¢l V en ciertas
concentraciones micromolares es capaz de estimular la incorporacion de la timidina asi como

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

Rolddn et al., 1990 reportan un decremento significativo en el indice mitético de los linfocitos
tratados con V203 en concentraciones 2, 4 y 6 pg/ml; mientras que el tiempo promedio de

generacion (AGT) se incremento.

No existen evidencias suficientes acerca de la carcinogenicidad del V, aunque se sabe que este
metal es capaz de prontover la transformacién celular in vitro (Klarlund, 1985) y de estimular
la fosforilacion de la tirosin cinasa por vanadato (Brown et al,, 1984), sugiriendo posibles

repercuciones a nivel de oncogenes si se considera la relacion de ésta enzima con estos genes.



TABLA A. Formas guimicas v toxicidad de algunos metadoides y metales,

Elemento. Valencia Compuestos Enfermedades
metidlico orgdnicos imporlantes SIpnos y sintomas.
. Arsénico As -3 Arsenobetaina Pie negro (angiitis)
AsO Arsenocolina Céncer de piel.
Ast Ac. metilarsonico Envencnamicnto
AsSt Ac. dimetilarsinico cranico y aguda
Ac.trimetil arsinico (gastroenteritis,
Oxido timetilarsinico arritinfas cardiacas entre otros)
Cadmio cdo Metil cadimio Enfermedad IHai-lai
(osteomalacia, osteoporosis)
Cd2- Inestable Nefropatia tibulo intersticial
Céucer de pulmdn y de prostata).
Cromo Ci0- Ulceracion cutdnea y mucosa
Cri+ Cancer de pulmén (Cr6+)
Ci6+ Dermatitis alérgica por contacto
Plomo b0 Tetrametil/etil plomo Deficiencia iteuroconductual
pb2+ Trimetil/etil plomo en nifios, envenenamiento
Phd+ Dimetil/etil plomo agudo y cronico (sintomas
newrolégicos, gastrointestina-
les y signos hematoldgicos)
Nefropatia tibulo intersticial
Hipertension
Cincet renal (Pb0)
Mercurio Hg0 Metil mercurio Enfeninedad de Minamata
© Hgtl Dimetil mercurio (ataxia y disturbivs visuales
Hg2t retardo mental)
Envenenamiento agudo y
cronico con Hg inorgdnico,
Vanadio \23s Metavanadato de sodio Rinitis, irritacion bronquial,
Metavanadato de amonio  aneimias, tos cronica, faringi-
Ortovanadato de amonio tis.
Pentéxido de vanadio
va+ ‘Sulfato de vanidil
V3+ Triéxido de vanadio

( Adaptacién hecha de Wade, 1993 y Altamirano, L.M.A. 1992)



V. ANEUPLOIDIAS
Definicidn

Se define a la ancuploidia (como resultado de la no disyuncion) como la ganancia o pérdida
de cromosoma(s) de un genoma, en céfulas perminales o somiticas. Se excluye a las células
poliploides que presentan mimeros extras de complementos (3n, 4n etc.),

Las heteroploidias representan el conjunto de alteraciones ntmericas en los cromosomas.

Ancuploitfas y el medio ambiente.

Diversos estudios moleculares y citogenéticos han enfatizado la importancia de la presencia
de alteraciones genéticas como deleciones, translocaciones, recombinaciones y ancuploidias
en procesos carcinogénicos, Se ha reconocido la presencia de éstas aberraciones
cromosdmicas en otros desdrdenes genéticos como la infertilidad, abortos espontaneos y el

retraso mental,

El estudio de la capacidad th presentan ciertos contaminantes medioambientales de inducir
ancuploidias o incrementar su frecuencia a causado gran interés, ya que la induccién de
células cromosdémicaniente desbalanceadas en células meidticas y mitdticas se ha
correlacionado con ciertos desérdencs genéticos, abortos espontancos v con el riesgo al

desarrollo de algunos canceres.

Se estima que cerca del 0.3% de todos los recién nacidos son aneuploides la estimacion
incluye desérdenes genéticos como el sindrome de Down, Patau, Klinefelter y Turner (Bond y

Chandler, 1983; Hansmann, 1983; Hook, 1985),



Al menos el 4% de los embarazos reconocidos clinicamente presentan un problema de
ancuploidias y que cerca del 35% de los abortos espontaneos y del 4-6% de las muertes

infantiles estan asociados con aneuploidias (Hook, 1985).

Afin en los casos clinicamente “menos severos”, Tas ancuploidias se presentan frecuentemente

en los casos de desarrollo sexual anoymal y de infertilidad. (Hook, 1983).

Metddos de anilisis.

Por muchos afos, el andlisis citogenético de células en metafase encaminado al estudio de
aberraciones estructurales y numéricas en linfocitos de individuos expuestos a sustancias
toxicas con el fin de identificar poblaciones con un riesgo increnmentado al desarrolio de

enfermedades genéticas o cancer ha tenido ¢xito.

Sin embargo, ¢l uso de téenicas citogenéticas tradicionales en el estudio de éstas poblaciones
expuestas ocupacionalmente o ambientalmente es limitado ya que se requiere fa presencia de

células capaces de dividirse in vitro .

Aunado a lo anterior, los estudios exigen un trabajo intenso y personal altamente capacitado
ademds existen problemas de cardeter téenico como son la pérdida cromosémica durante

preparacion de metafases.
La hibridacion fluorescente in situ (FISH) con sondas especificas es un método citogenético

molecular mediante el cudl se puede obtener informacién relativamente rapida de eélulas

intertdsicas cromosomicamente desbalanceadas (aneuploides).
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La hibridacion con éstas sondas resulta en fa tincidn compacta de nna region marcada con la
sonda DNA especffica acoplada a un fluorocromo lo que permite canveer el nimiero de copias
de un cromosoma de interés (aneuploidias) o bien la Jocatizacion una region cromosdomica
rearreglos estrcuturales) en una cantidad apreciable de células (Rupa et al., 1995; Eastmond

etal., 1995).

[iste método ha sido aplicado en varios tipos celulares para la deteccion de aneuploidias
inducidas por agentes quiwicos y fisicos inr vitro (Raimondi et al., 198%; De Sario ctal.. 1990;
Eastmond y Tucker, 1990; Vagnarelli et al., 1990; Zhang et al., 1994; Rupa et al., 1995;

Robbins et al, 1994).

E! método de FISH, comienza ha utilizarse en el estudio de poblaciones humanas expuestas a
diversos compuestos quimicos epcontrando por ejemplo; inerementos en la fiecuencia de
alteraciones cromosomicas numéricas en linfocitos cultivados de personas expuestas a
pesticidas (Rupa et al, 1995), fumadores de cigarro (Eastmond, Rupa, Hasegawa y
Thompson, resultados no publicados) y cn trabajadores expuestos a benceno (Smith et al.,

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

Existen factores que influencian ¢l andlisis aneuploiddgeno como son la edad, el sexo
(Fitzgerald y McEwan, 1977; Galloway y Bucktan, 1978; Stane y Sandberg, 1995), el criterio
de andlisis (Verschaeve et al,,1979; Eastnond et al., 1994, 1995), pérdida cromosdmica
(Cimino et al, 1986) y posiblemente et perfodo de cultivo celular as{ como lu densidad de

metafases en Ja preparacion.



Meceanismos de acceion,

Dentro de los mecanismos que podrian explicar la generacion de células cromosdmicamente

desbalanceadas o aneuploides se encuentran:
1) Daiio al huso mitdtico.
Los cromosomas se encuentran unidos a los microtibulas formadores del huso mitdtico y del

aster los cudles permiten una adecuada distribucion cromosomica hacia la célula hija.

2) Alterando los procesos de polimerizacion y depolimerizacion de tubulina durante la

formacion del huso mitdtico.
3) Dafio 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 {(centromeros) responsables de la unidn de los

cromosomas al huso mitético.

4) Reduccién de la condensacion cromosomica generando cromosomas rezagados,

5) Alteracion de 1a membrana nuclear a la cudl esta asociada la cromatina,

6) Disfuncion de los procesos de citocinesis por los que una célula mitdtica genera dos células

hijas.

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

El citoesqueleto estd principatmente constitufdo de 3 clementos estructwrales: microtibulos
(MTs), microfilamentos (MF) y filamentos intermedios (FI). Tedos ellos presentan una
variedad de funciones celulares camo el mantener la arquitectura celular y la organizacion
interna, regulando la arquitectura celular, matilidad, division celular (mitosis y meiosis) y

otros procesos celulares (B. Alberts et al,, 1983},

Tubulina

Los MT's estan compnuestos principatmente de dos proteinas similares conocidas como a-
tubulina y P-tubulina que forman un heterodimero que se ensambla para formar los
microtibulos (Figura A) (Dellareo et al,, 1985a). Existe una tercer proteina que es conocida
como y-tubulina originalmente descubierta en Aspergillus nidulans y la cudl presenta hasta

35% de homologia respecto a o y f--tubulina (Oakley etal,, 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 (MTQC) de diferentes tipas
celulares y especificamente e¢std concentrada en el material pericentriolar donde los

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

Los MTOC (centrosomas en células animales) estin involucrados en la regulacion del
ensamble microtubular y establecen la polaridad de fos microtibulos.

Se cree gue el componente MTOC-ytubulina podria interactuar directamente con el
heterodimero aff desempefiando un papel importante en Ia nucleacion de microtibulos

{Oakley et al., 1990).
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1Los centrosomas controlan la nucleacion de los microtibulos in viva ¢ in vitro y establecen la
polaridad de los microtibulas necesaria durante el ensamble y desensamble de 1" (Weisenberg
et al,, 1975; McGill et at., 1975; Snyder et al., 1975: Luteneuer et al., 1981; Mclitosh et al.,

1984; Bergen et al., 1980; Bertalero etal ; 1980; Arclier et al,, 1994)

Polimerizacion y formacion de microtibulos,

El huso mitdtico y meidtico estan compuestos de fibras de T altamente organizadas en MTs.

La formacién del huso mitdtico puede ser dividida en 2 fases:

a) Iniciacion y crecimiento de los MT del huso

b) Organizacidn de los MTs con ofras estructuras

En general, los MTs crecen in vitro a causa de la condensacion de la T a polimeros de acuerdo
a la siguiente reaccidn:

TH+MT --eeees » MT largo
(Dellareo et al., 1985a).

La iniciacion en la elongacién puede ocurrir en cualquier extremo, siendn las constantes de
crecimiento diferentes en cada caso. Ef ensamble de la T estd acompafiado por la hidrolisis de
una molécula unida de GTP, el tiempo en que se fleva a cabo la hidrélisis no estd
rigurosamente acoplado al tiempo en el que se adicionan las subunidades de T, Dependiendo
de ¢ésta taza de ensamble, un microtibulo puede contener dos clases de T, la tubulina-GDP
formada por la hidrolisis nucleotidica de GTP (D) y un “cap” de tubulina-GTP (T) en lus
subunidades recientemente comprometidas a su adicién en el ensamble y que ain no I

experimentado la hidrdlisis (Dellarco et al., 1983a).



,»

FIGURA A. Polimerizacion de tubuling.

La iniciacion del crecimiento microtubular espontdneo in vitro es un proceso complejo el cuil
involucra fa organizacion de oligdmeros de T para formar la geometria tubular. El ntimero de
polimeros formados al inicio de la elongacién de los MTs depende de la condensacion de
unidades monomeéricas de T Uegando 4 ser saturable la polimerizacion dependiendo de la

concentracion de T en el medio (Dellarco et al., 1985)

El ensamble microtubular se caracteriza por una fase “lag” o de crecimiento qtie es el reflejo
del ensamble de varios dimeros en una forma organizada para iniciar la formacién del

microtubulo (Becker, 1986).

La fase inicial de “nucleacidn” es seguida de una rdpida fase de elongacin en donde las
: -4

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

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

monoméricas a ensamblar y los dimeros adicionados durante la polimerizacion (Becker,

1986).



Los centrosomas ¥ los cinetacoros pueden tviciar ¢f crecimiento microtubular in viro siendo
mas elicientes en este proceso las cemtrosontas, esquemdaticamente, pudiera pensarse que el
centrosoma fiunciona como un “saco de semitlas™ del cudt emergeran las MTs (Delfarco et al.

1983a: Oakley etal., 1990y,

Un MT crece por adicion de dimeros en uno de sus extremas  (Figura A). La
unidireccionalidad det crectmiento microtubular es resultado de Ia polaridad molecular de fos

dimeros y del MT en formacian (Oakley etal., 1990; Euteneuer et al,, 1981),

En la mayoria de los casos, la injciacion en la elongacion microtubular estd mediada por el
centrosomi, ef cudl requiere de energfa de activacion menor para iniciar la polimerizacion

microtubular in viva ¢ in vitro (Dellares et al., 1985a).

Estudios estructurales demuestran que la organizacidn de Jos MTs can los cromosoms,
cinetocaroy, centriolos, centros organizadores de MTs y otras estructuras mitdticas son
procesos camplejos (Dellarco et ., 1985a)

Temporalmente estos procesos coinciden en algiin punto pero mecanisticamente son distintos,

Los dimeros de T co-ensamblan con oteas protelnas conocidas como proteinas asociadas a
MTs (MAP) las cuidles alteran o favorecen las caracteristicas del ensamble in vitra y

presumiblenente in vivo (Valee et al., 1984; Stebbings, 1988.).

Estudios in vitro han demostrado 1a capacidad de Ja T de polimerizar por la aceién de diversas

sustancias y condiciones fistoldgicas especificas,

Se sabe que la adician de agentes secuestradores como el EDTA 6 el EGTAy GIP 6 AT a
los sabrenadantes de homogenadas de cerebro inducian el reensamble de MTs (Weisenberg et

al.. 1972).



Il reensamble puede generarse in virro ripidamente a 37 °C, revestise a 4 °C ¢ inhibirse por

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

La capacidad que presentan fos MTs de polimerizar in vitro en respuesta a diversas sustancias
coma cl glicerol y fa sacarosa ha permitido la purificacion de la T por procesos de
polimetizacion y depolimerizacion de esta proteina,

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

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

El mecanismo de mitosis es un fendmeno complejo, ya que en ¢ estidn involucradas una gran
variedad de estructuras celulares que son susceptibles durante ¢l curso de Ia mitdsis a

sustancias citotoxicas y genotoxicas.

Si consideramos, que la exposicion humana al As v al V es alta y que ademds existen
evidencias epidemioldgicas que alertan acerca de la carcinogenicidad del As y de la
carcinogenicidad potencial del V resulta entdnces importante conacer, estudiar y caracierizar
los efectos tdxicos que ejercen estos clementos a nivel celular asi como el o lofs)

niecanismo(s) mediante los cuales pudicran llevar a cabo cstos efectos.

Se ha reportado que el pentdxida de vanadio (V205) es capaz de inducir ¢élulas poliploides in
vitro en cultivos de linfocitos humanos. Existen también indicios de su interaccion con el huso
mitético en sistemas de origen vegetal y de la capacidad de inducir células micronucleadas en

cétulas de mamifero (Roldan et al., 1990; Sing et al., 1980).

Par atro lado, hay evidencias de que el arsenito de sodio (NaAsQ9) es capaz de inducir células
ancuploides y poliploides en cultivos de linfocitos humanos tratados in vifre, se sabe también
que ¢sta sustancia altera la proliferacion celular normal in virro de linfocitos humanos

expuestos in vivo a éste metatoide (Ostrosky-Wepgman et al,, 1991).

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

arsénica con el huso mitdtico en lineas celutares (Chou et al., 1989).

Estos y otros estudios hacen sospechar que tanto ¢l arsénico como el vanadio son capaces de
inducir alteraciones celulases en tos linfocitos proliferantes en cultivo in vitro quiza a nivel de

division celular.



El estudio de la capacidad que presentan el arsenito de sodio (NaAsQp) v el pentoxido de
vanadio {V205) de indueir ancuploidias o incrementar su frecuencia es importante, ya que la
induccion de células cromosdmicamente desbalanceadas durante la division celular meiotica
¥/o mitotica se ha correlacionado con ciertos desordenes penéticos. abortos espontaneos v con

el riesgo al desarrollo de algunos cineeres

Por lo anterior, resulta Giil ¢ importante estudiar la capacidad aneuploidogena del NaAsOy v
del V905 pentéxido de vanadio en finfocitos humanos expuestos in vitro a estas sustancias asi
como ¢l mecanismo por ¢l cudl se podrian estar generando células cromosémicamente

desbatanceadas.

Con este fin, se estudio la capacidad aneuploidégena del NaAsOj y del V705 en linfocitos
lurhanos expuestos in vitro a estas sustancias. Se determinaron también los efectos sobre el
hiuso mitdtico, que constituye una de las estructuras basicas en la distribucion cromosémica

durante la division celular,
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VIIL HIPOTESIS

Si el arsenito de sodio v el pentoxido de vanadio alteran la proliferacion celular in vitro
induciendo células cromosomicamente desbalanceadas, esto puede ser resultado de su
interaccidn con proteinas constitutivas del huso mitdtico como la tubufing alterindose los
procesos de polimerizacion y depolimerizacion en la division celular,

IX. OBJETIVOS

OBIETIVOS GENERALES

Evajuar la actividad aneuploidégena in vino del arsenito de sodio y del pentoxido de vanadio

en linfocitos humanos mediante hibridacion fluorescente i sitn (FISH),
Conocer el efecto del arsenito de sodio v del pentdxido de vanadio sobre el huso mitatico.
OBIETIVOS PARTICULARES

Comparar las técnicas citogenética cldsica y FISH en fa evaluacion del colcemid comno agente

aneuploiddgeno in vitro .

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

sodio y pentoxido de vanadio.

Determinar los efectos in vitro del arsenito de sodio y del pentéxido de vanadio al huso
mitdtico a través de la tincion inmunofluorescente de la B-tubuling, asf cono la accion de

estos compuestos sobre la polimerizacidn de éstn proteina.



X, MATERIAL Y METODOS

Se llevaron a cabo 3 disefios experimentales. El primero para comparar la sensibilidad y
reproducibilidad de la téenica citogenética clisica y la téenica de FISH, se trabajd con un
aneuploiddgeno ya conocido, ¢l coleemid. Bl segundo permitia conacer ¢l efecto
ancuploidogeno del arsenito de sodio y ef pentoxido de vanadio mediante UISH utilizando

sondas especificas para el cromosoma | y 7 en cultivos de linfocitos humanos.

Finalmente se estudid, mediante téenicas de inmunofluorescencia y de polimerizacion in virro

de tubulina, los efectos de los compuestos en estudio sobre ésta proteina,

Se hicieron cultivos de sangre entera de 2 individuos clinicamente sanos. Se cultivaron 0.5 m!
de sangre en medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA) suplementado con glutamina y
aminodcidos no esenciales. La proliferacién celular se indujo con 0.2 mi fitohemagiutinina
(PHA), Microlab, México y bromodesoxiuridina a una concentracion final de 32 pM para
detectar las células en fase de sintesis 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, NaAsQj 6 V905) se incubaron durante 24
horas mds. A las 70 horas de cultivo se agrego 0.2 ml de colcemid (Gibeo) y las células s¢
incubaron por 2 horas ms.

Transcurrido el periodo de cultivo, las células se cosecharon con una solucion hipoténica 0.1
M de KC! (Dauford, 1984) durante 10 minutos a 37° C y después fijar el inaterial can dcido
acético-metanol 3:1,

Se utilizd colcentid (0.1 M) como control positive para los estudios de citogenética clisica y

de FISH.
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El' material se goted cuidadosamente sobre un portaobjetos para evitar la pérdida
cromosdmica por efectos téenicos v finalmente las ldminas se tifieron por la 1éenica FPG

(Perry v Wollf, 1974).,

Efecto aneuploiddgeno mediante la Wéenica de FISH.

Se hicieran cultivos de sangre entera (0.5 ml) en medio de cultivo RPMI-1640 (SIGMA)
suplementado con glutamina y aminodcidos no esenciales. La proliferacion fué estimulada

con 0.2 m! fitohemaglutinina (PHA), 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, NaAsQ 6 V205 y se incubaron durante 24 hotas mds a 37 9C, para (inalmente
cosechar con solucion hipotonica de 0.075 M de KCI y una solucién fijadora dcido acético-

metanol 3:1.

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

hasta la hibridacion bajo una atmésfera de N9 en congelacion.
a) Hibridacion

El material fijado se desnaturalizé con una solucién de formamida al 70% en solucion de
citratos (SSC) durante 2 minutos a 70 °C. Inmediatamente después, se deshidrato el material
incubdndolo con etanol al 70%, 85% y 100% durante 2 minutos en cada uno. La mezcla de
hibridacion: Solucion “Master mix™ (55% formamida, I x SSC, 10% dextran) sonicado de
esperma de salmdn (500 ng), agua destilada y la sonda especifica para el cromosoma de
interés se calenté a 70 °C durante § minutos. La mezcla de hibridacion se depositd sobre la
lamina cubriéndola con un cubreobjetos y sellindolo con pegamento plistico. Las ldminas

fueron incubadas durante toda la noche a 37 °C en una camara himeda.



Al dia siguiente las liminas se lavaron con una solucion de formamida al 50 % si las liminas
se hibridaron con sondas para cromosoma 16 9 y al 60% si eran hibridadas para el crontosoma
7. Después fucron lavadas con solucion 2 x 8SC y con anortiguador PN (amortiguador de
fosfatos pH=8.0 conteniendo 0.5% de Nonidet p-40) para finalmente teflirlas can los

anticuerpos correspandientes,

En el caso de las sondas marcadas con biotina se utilizd un anticuerpo anti-avidina-FI'TC
(1:400) se realizo una amplificacion de la sefial con anticuerpos antiavidina-biotinilada
(1:100) y anticuerpos anti-avidina-FITC (1:400). En el caso de las sondas marcadas con
digoxigenina solo se wilizé anticuerpo anti-digoxigenina-F1TC (1:100). Todos los anticuerpos
se prepararon en amortiguador PNM (amortiguadar PN conteniendo 5% de leche
descremada). Las faminas fueron almacenadas a 4 9C hasta e andlisis al wicroscopio.

Las sondas empleadas fucron las siguientes:

Sonda centromerica o-satélite para el cromosoma | marcada con biotina ¢ digoxigenina
(ONCOR), sonda centrémerica o-satélite para ¢l cromosoma 7 marcada con digoxigenina
(ONCOR) 6 sonda centromerica satélite cldsica para ¢l cromosoma 9 marcada con

digoxigeninn (ONCOR).
Andlisis

Efecto aneuploiddgeno.
a) Citogenctica cldsica

Sc determing Ia frecuencia de cétulas hipoploides, hiperploides tetraploides y diploides en 200

nietafases de segunda division de acuerdo al niimero de cromosomas que presentaban:



Numero de cromosomas Cdlulas

44-45 hipoploides
46 diploides(2n)
>47 hiperdiploides

dn tetraploides

b) FISH
Se evalud la proporcion de nicleos con 0, 1, 2. 3, 4 6 mis marcas de hibridacion en un 1otal de
1000 nucleos consecutivos utilizando un microscdpio de epifluorescencia Olympus modelo

13X60 con un filtro de excitacion azul BP450-490 wn mediante el siguiente criterio;

0 marcas de hibridacian = Ineficiente hibridacion 0 falta de penctracion de la sonda.

1 marca de hibridacion = Aparente hipodiploidia o sobreposicion de las marcas de
hibridacion.

2 mareas de hibridacion = Nucleo diploide (Figura C),

3, 4 6 mas marcas de hibridacion = Nl’lclco hiperdiploide (Figura D).

(Eastmond et al., 1990)
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FIGURA C. Nicleo y metafase diploides
Ntcleo interfasico y metafase diploides

para el cromosoma 9 en linfocitos humanos.

FIGURA D. Niicleos hiperdiploides
Ntcleos hiperdiploides para el cromosoma

7 en linfocitos tratados in vitro con V705,
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Efectos sobre la tubulina
a) Immunofluorescencia

Para detectar los cfectos sobre la f-wbuling esta proteina fué tefiida siguiendo la téenica
descrita por Zhang, 1994. Para cllo, se cultivaron los linfocitos de sangre entera proveniente
de un individuo sano extraidos por una columma de Ficoll-Hypaque. Las célutas se cultivaron
en medio RPMI-1640 suplementado con plutamina y aminodcidos no esenciales durante 48
lirs estimulando su proliferacion con PHA. En la dltima hora de cultivo las células fueron
tratadas con arsenito de sodio y pentoxido de vanadio 10. | y 0.1 uM se incubaron
nuevamente a 37 ©C. Transcurrido el periodo de cultivo las células se procesaron
especialmente para ser teflidas de manera indirecta eon anticuerpos anti-Btubulina y anti-lgG
de raton acoplados a fluoresceina. Las laminas asi tefildas, se almacenaron a 4 OC hasta su

andlisis al microscopio.

El andlisis al microscopio fué cualitativo y consistio en el examen de figuras mitdticas
anormales tales como: organizacion de la f-tubulina mitésis monopolares, multipolares,
presencia o ausencia de nticrotbulos ¢ intensidad de fluorescencia

Se utilizd un microscdpio de epifluorescencia Olympus, modelo BX60, con un filtro de

excitacién azul BP450-490 nm.,
b) Polimerizacion de a tubulina
Para determinar ¢l efecto del NaAsOp y del V205 sobre la polimerizacion de la tubulina
inducida por Trifosfato de guanosina (GTP), sc purificé la tubulina del cerebros de ratones

recién nacidos. La purificacion se llevo a cabo mediante ciclos de polimerizacion y

depolimerizacién inducidos por el GTP a una temperatura y un pH especificos.
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La tubulina fué extraida del cercbro de 150 ratones recién nacidos. El tejido se homogenizo en
amortiguador de re-ensamble  (EGTA, MgClz, MES y GTP pll=6.4). Una vez
homogeneizado, s¢ centrifugd a 53,000 x g durante 1 hora a 4 °C. Se recuperd e} sobrenadante
y se incubd a 37 UC durante 20 minutos para inducir el printer ciclo de polimerizacion en
presencia de plicerol 8M (S,) Figura 18, La tubulina se recuperd por centrifugacion a 53,000
x g durante 1 hora a 25 9C (I%). E} sobrenadante se descarto (S;). La pastilla 2 () se
depolimerizé con bufler frio de re-ensamble y se incubd por 30 minutos en hiclo (Primera
depolimerizacion). Se recuperé el sobrenadante (S3) descartando la pastilla 3 (P). La tubulina
con un ciclo de polimerizacion (8;) se almacend a -20 °C en amortiguador de re-ensamble

ph=6.5 con 25% de gliceral (Shelanski etal,, 1973).

La tubulina wtilizada en los ensayos, presentaba 2 ciclas de polimerizacion (Py) Figura 6.
(Shelanski etal.,1973) y su concentracion fué determinada y ajustada a ! mg/m! segin Lowry

etal, 1951 y Laclette et al., 1980 rcspec(ivamentc._
-Electroforesis-

La protefna purificada se caracterizé por electroforesis en geles de poliacritamida at 12.5%.
¢) Ensayos de polimerizacion

Se incubd la proteina (I mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C con cada una de las
concentraciones de los metales en estudio.

Las concentraciones a probar fueron [as siguientes:

NaAsG) 10, 0.1, 0.001 uM

V205 0.1,0.001, 0.00001 uM

Tenicndo cono control negativo v positivo medio de re-ensasuble y colcemid 0.075 pM

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

polimerizacidn de la tubulina (depolimerizacion), ks concentraciones probadas fueron:

NaAs0> 0.01, 0.001, 0.00001 M
V105 1.0.01 pM

Los metales se adicionaron a los 5 y 9 minutas de inictada la polimerizacion manteniendo en
. . S . .
todo mamento fa temperatura de 37 C. La induccion de ta polimerizacion se dié mediante a

adicion unica de GTP a una concentracion final de 1mM al minuto 1.

Los efectos del V205 v NaAs0 sobre la polimerizacion y depolimerizacidn de tubulina por
acci()’n de GTP a una concentracidn final de M, se midio, registrando la turbidez inducida
por el GTP en las muestras a 350 min durante un tiecmpo total de 15 minutos a 37 °C en un
espectro Becckman modelo DU-600. Las miediciones se registraron cada mimito y solo se

agrego el GTP en el minuto 0.
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XI. RESULTADOS Y DISCUSION
-Citogenética cldsica y FISH-

Se estudio la induccién de ancuploidias en cultivos de linfocitos por el colcemid mediante la
técnica citogenética cldsica y FISH con el fin de comparar su reproducibilidad y sensibilidad

en la deteccion de agentes aneuploidégenos.

Para la evaluacidn de las ancuploidias por la técnica clisica, se determing la proporcién de
células diploides (2n), hipoploides (44-45 cromosomas), hiperploides (>46 cromosomas) y

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

Se realizaron cultivos de linfocitos estimulados con PHA de 2 individuos durante 72 h. En las
altimas 24 h de cultivo las células se tratarén con colcemid a una concentracion 0.025, 0.05,

0.075 uM.

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

en células de segunda division y solo hipoploidias e hiperploidias en primera division,

La proporcién de aneuploidias observadas en los controles se eneontrd en un rango de 5-6%

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

Se observé que la induccién de heteroploidias fué ligeramente mayor en las células de

segunda division que en células de primera divisién (Tabla I).



TABLA 1. Porcentaje de higodiploidias, diploidias, hiperdiploidins y tetraploidias en céiulas de primeray

segunda division celular.

PRIMERA

DIVISION e
HIPO M HIPER 4n

Agente

M)

Colcemid

Donador | T

0 5 95 0 0

0.025 H 82 7 0

0.05 2.5 70 15 0

0.075 14 725 13.5 0

Donador 2

0 s 9 1 0

0,025 1 30 9 0

0.05 17 T 10 2

0.075 18.3 65 14.7 2

SEGUNDA

DIVISION

Agent HiPO n HIPER 4n

(M)

Colcemid

Donador 1

0 55 93.5 05 0.5

0.025 i5.5 7 12.5 0

0.05 17 10 13 0

0.075 235 G4 15.5 2

Donador 2

0 6 92 2 0

0.025 i 78 9 2

0.05 15 70 I 4

0,075 20 60 15 5
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La induecion de hiperploidias por efecto del Coleemid en eclulas de primera division presentd

. . ; ne A .
la misma tendencia (y=176.7(x) + 1.35, y~=0.8765) que Ia proporcidn encontrada cn Jas

N
células de segunda division (v=192(x) ~ 3.8. r™=0.7931) con relacion a la dosis (Figura 1),

25 .

20 4

154

-+ Ml
X ml X

M2 ' /
- m2 - /

0 - 4 ' 4
] 0.025 0.05 06.075
" Concentracion (uM)
Primera Divisién (M1) Segunda division (M2)
Y=176.7(x) ~ 1.35 Y={92(x) + 3.8
r2=0.8765 - r3=0,793}

Figura 1, Hiperploidfas en primera y segunda divisién inducidas por
caleemid. '

Cullivos de linfocitos humanos se irataron dusante las tltimas 24 horas de cultivo con
diferentes concentraciones de colcemid. Dos horas antes de 1a cosecha se agregd coleemtid
como arrestador mitdico y e} material cosechado se 1iio mediante la téenica de
fluroescencia-Giemsa (Perry-Wolf, 1974). Se contardn los cromosomas en 200 metafases
de primera (M1) y segunda division (M2).

Donador | ¢ ? Donador 3 x

Por otra parte al determinar la frecuencia de hiperdiploidias (niicleos con 3 o mds marcas de

hibridacion) inducidas por coleemid para los cromosomas § y 9 mediante Ia téenica de FISH,

41



se observd al igual que con el métado convencional. un comportamicnto dosis respuesta

{Cromosoma | v= 53.86(x) + 0.3815. = 0.8128; Cromosoma 9 y= 4L04(x) + 03383, pe

0.8939) (Tabla 2. Figura 2).

TABLA 2.

Agenle
(M)

Dounador 1
Crsi

0

0.025

0.05

00758

Crs9
0
0.025
0.05
0.075

Donador 2

Crst
0
0.025
0.05
0.075

Crs9
0
0.025
0,05
0075

Marcas por atelen

0 ! 2 3 L
19 64 915 2 0
2 34 932 1y 4
a7 64 3 i 7Y
62 85 825 23 5"
17 58 923 2 0
33 84 969 10 bR
34 56 899 9" a~
] 83 887 19* 1=
1) 50 931 6 2
15 50 924 1t 3"
37 88 842 26* 7™
49 98 808 32" 13"
9 44 950 4 2
25 15 888 9" 37
2 49 930 - n* 8"
4 43 918 12* 2"

Nimera de tinfocitus tratados con coleemid cantenienda 0, 1, 2, 3, 4 0 mads marcas de
hibiridacidn para los cromosomas 1y 9



51 - Crs Y /

-4-Crs 1 -~

41 X ers9 x/

‘Concentracion (M)

Figura 2, Hiperdiploidias inducidas por colcemid para tos
cromosowas 1 y 9, - '

Cultivos de linfacitos lumanos se trataron durante las Gltimas 24 horas de cultiva

con diferentes concentraciones de colcemtd. EI material cosechado y fijado se hibridé
con sondas DNA especlficas para los cromosomas | 6 9. .

Donador 1 4 @ Danador 3 X o

No se encontrd una sensibilidad especial en la induccidn de hiperdiploidias por el colcemid
para alguno de los cromsomas en estudio, el comportamiento ddsis-respuesta se mantuvo al

sumar ¢} efecto para ambos cromosomas (y=47.449(x) + 0.385, r2=0.8026).

Las diferencias encontradas cn las frecuencias de 0, 1 y 2 zonas de hibridacion para los

cromosomas estudiadas tampoco {ueron significativas (Tabla 2).

Las proporciones de hiperdiplodias fueron significativamente diferentes (p< 0.05%) respecto
al control (0.12-0.56%) alcanzando niveles de hasta de 5.57% c¢n la concentracién mixima

cevaluada de colcemid (0.075 uM) para el cromosoma 1 (Figura 2).



Se observd una reproducibilidad del efecto obtenido en la téeniea citogenética clisica y FISH
ya que con ambos métados la induccion de células hiperploides siguio un comportamiento

dosis-respuesta (Figuras 1).

Evatuando la sensibilidad del método convencional y fa téenica de FISH en la evaluacion de
agentes potencialmente aneuploidogenos, hay que considerar que mediantz la téenica clisica
se evalia el total de los cromosomas (46/46 = 100%) micutras que por FISI, soto se evitud

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

Sin embargo debemos ser cuidadosos en la evaluacion del efecto ancuploidégeno por ambas
técnicas,

En el caso de Ja téenica de FISH existe ta posibilidad de que los ndeleos evaluados contengan
rompintiento(s) cromosomico(s) en 1a regidn de hibridacién con lo que se subrcslilﬁaria el
electo aneuploiddgeno del agente al contar nucleos que presentan 3 o mfs zonas de
hibridacién por un efecto clistogeno del agente y no por un efecto ancuploidogeno (Figura B).
Esto se presenta gencralmente en la evaluacion de agentes clastégenos con potencial

aneuploiddgeno coma el benceno (Rupa et al,, 1995, Eastmond et al,, 1990),
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FIGURA B. Ancuploidias aparentes.
(Tomado de : Eastmond et al., 1994)

Existen también los factores técnices como el anilisis de las marcas de hibridacion, métodos y

condiciones de hibridacidn. entre otros, los que influsen y algunas veces dificultan Ia

interpretacion de los resultados. (Fasunond et al.. 1995).

Otro factor que posiblamente influve en la evaluacion de aneuploidias en los linfocitos

humanos cultivados es que. mediante FISH no pedemos saber si los nicleos analizados se han



dividido v no en presencia del agente a estudiar. Si esto es cierto, se estarfa "subestinmndo” ef
efecta del agente en estudio.

En el caso de la iéeniea convencional. el principal inconvenicnie se di por causas téenicas
(Pérdida o ganancia de cromosomas al realizar las preparaciones) v par ol tiempo invertido en

la evaluacion.

Considerando los resultados anteriores podemos decir que la téenica de FISH resultd

apropiada en la evaluacion del eoleemid como agente aneuploiddgetio,
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-Aneuploidias inducidas por V2035 y NaAs(3-

Una vez que se demostro la actividad ancuploiddgena del Coleemid mediante las téenicas de
citogenética clasica y de FISH, se estudié el efecto aneuploiddgeno que cjerce el pentdxido de

vanadio (V203) y arsenito de sodio (NaAsQ3) sobre los Linfocitos.

EI rango de concentraciones evaluadas fué de 0.1-0.001 uM para el V205 y el NaAsO3 , ya
que cn estudios previos, se encontrd que la mayor induccion de las células hiperdiploides se
daba en este rango de concentracion. Las células fueron cultivadas durante 72 lus y a las 48

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

Se observo que la induceion de hiperdiploidias por V205 fué dosis dependiente para el
cromosoma I (y= 14.2438(x) + 0.68, r*= 0.7273) y 7 (y= 17.33(x) + 0.92 r*= 0.6776) en los

individuos estudiados ( Tabla 3 y Figura 3).

TABLA 3. Proporclones de hiperdiploidias en linfocitos tratados con V,05.

V905 Crs 1 V205 Crs7

Agente Media® + Desv. estandar Media® & Desv, estandar
(M)

0 0.17 t 0.12 02 + 0.18
0.001 0.76 +  0.66 . 1.03 + 0.76
0.01 1.34 + 0.62 1.78 * 1.19

0.1 2.06 + 0.79 2.58 * 1.20
Colcemid 3.08 4 0.40 3.53 I 1.17

Nota: ® = Promedio de los 6 datos.
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Figura 3. Hiperdiplvidias inducidas por V2Og para los cromosomas
ly7.

Cultivos de tinfocitos humanos se trataron durante las tltimas 24 horas de cultivo

con diferentes concentraciones de VoQOs. El material cosechado y fijado se hibrido
con sondas DNA especificas para los cromosomas 1 6 7.

Donador  # i Donador2 & 5,} Donador 3 # J‘

Los nicleos hiperdiploides inducidos pot ¢l V205 tamo para los cromosomas Ly 7
representan entre el 0.23 y 4.27%. Esta proporcion fué signiticativamente diferente (p<0.05%)
de la que se observd en los controles negativas (0:0.5%) y en los positivos (2,14-5.26%) en

todas las concentraciones evaluadas. (Tabla 4),



TABLA 4. Nimers de linfocitos teatndns con Y305 confeniendn 0, 1,2, 3, 4 6 mas marcas de hibridacién
paea Jos cramosonas 1y 7

Agente
M)

Danador 1
Crs i

0

0.001

0.0

al
Colcemid

Crs7

0

0.001
0.01

0.1
Colcemid

Donadar 2
Crs 1

0

a6.001

0.01

0.1 .
Coleenid

Crs?

[{)

0.004
0.0

0.1
Colcemid

Donador 3
Crsl

1]

0.001

0.0

0.1
Colcemid

Crs?

0

0.004
0.01

0.1
Coleemid

Mareas por nieleo

0 1
Y50 5547
49/54 52046
3535 66/68
29140 e
50/46 65/61
90/49 4345
5334 76/66
60/49 39/38
71/61 49/38
33743 100/70
59/53 3929
50/60 43/35
50/63 5731
47149 50/48
90/43 65164
53122 47/67
79/31 68/45
43128 56/52
29/32 60/57
36/22 §6/N
40447 15131
50148 95134
43139 100143
39/61 85/38
36/55 86/53
4951 89/74
/64 93/83
63/58 8117
T4 95/39
49/51 100789

Natas: @=Duplicado del primer experimento (%)
*= Significativo respecio a los controles

ANOVA - FISHER p<0.05 %

2 3
905/903 010
897/897 23+
894/890 5/6*
890/876 a7
860/867 2219
867/905 on
872/898 2420
898908 3/4%
T8N w7t
8467864 19/22
$99/899 R
888890 18/13*
872/887 19/15*
881/880 18/13¢
814/865 21125
897/911 30
83218499 20017
866/892 26/23¢
870/879 39/31¢
843/858 23121
883/914 1
8501915 2/3*
844/903 1/8*
850/87} 16/13*
843/858 23133
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No se encontrd una sensibilidad especial en la induceion de hiperdiploidias por ¢l V205 para
alpuno de los cromosomas en estudio, el comportamiento dosis-respuesta se mantuvo al

samar ef efecto para ambos cromosonis.

La induecion de nticleos hiperdiploides fud diferente para cada uno de los individuos
estudiados, esto podria sugerir que existe uni susceptibilidad individual en fa induccion de
células hiperdiploides por V205 en fos donadores etudindos (Figua 3),¢s1a susceptibilidad

puedc ser atribuida a diferencias biotransformantes en el metabolismo del oxido de vanadio.

Estus diferencias ya han sido observadas para algunos compuestos, tal es el caso del
diepoxibutano, niclosamida y metronidazol en donde se cice que éstas diferencias se
presentan a nivel genéico (Wicncke et al., 1992; Ostrosky-Wegman et al., 1986; Elizondo et

al., 1994},

Con respecto al NaAsO3, las evidencias estadisticas muestran que Ia induceién de nicleos
hiperdiploides para el cromosoma § y 7 siguid un comportamienta désis respuesta en los
individuos estudiados (cromosoma 1 y= 13.6912(x) + 0.7226, e 0.7089; cromosoma 7 y=

10.9515(x) + 07636, r> = 0.8465)( Tabla 5 y Figura 4).
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TABLA &

Agente
M)

BDonador |
Crs 1

0

0.001

0.01

0.1
Colcemid

Crs?

0

0.00¢
0.01

0.1
Colcemid

Donador 2
Crsl

0

0.001

0.01

0.1
Colcemid

Crs?

0

0.00¢
0.01

0.1
Colcemid

Marcas por niicleo

U | 2 3 Ao
59*/49@) 39/46 §99/901 3/4 0/0
54131 47/66 890/889 917* (I
30/49 59/51 894/886 t6/13* H*
50/64 48/48 882/882 15/18* 510
90/68 65171 814/829 21130 42
18127 341 945/925 01 0/0
25134 45/63 923/898 6/5% Ho*
34l 41/68 917/881 11/6* 0/4*
29129 36/71 921/883 13/12¢ 1/5*
3139 39/83 903/847 26/30 in
35/38 34720 931941 01 0/0
40/45 3030 9221918 8/6* 0/1*
20135 46/36 923917 17 0/5*
30/43 51438 897/899 18/19¢ A
50/50 43/43 877/866 28127 "
2131 €7/51 911917 o/t 0/0
24140 68/71 910/878 8/9* 0r2*
15721 63/56 911/903 ti/9* 0/5¢
41123 78/53 854/905 17/10* 419+
22135 91/59 858/875 27128 23

Nota: @=Duplicado del primer experimento £*)
*= Significalivo respecto a los controles

ANOVA-FISHER P< 0.05%

Numero de linfocitos tratados con NaAsOj conteniendo 0, 1, 2, 3, 4 6 mas marcas de
hibridacidn para los cromosomas 1y 7,
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]
54 Crs 1
Crs 7
4 -
®
& 3
0.01 0.1 Colcemid

Concentracion (uM)

Figura 4, Hiperdiploidias inducidas por NaAsO3 para los
cromosomas Ly 7.

Cultivos de linfocitos humanios se trataron durante las altimas 24 horas de cultivo
coit diferentes concentraciones de NaAsO. El material cosechado y fijado se
hibrido con sondas DNA especificas para los cromosomas 1 6 7.

Donador | @ $ Donador2 A

La proporcion 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%) (Tabla 6).



TABLA 6. Proporciones de hiperdiptoidias para los cromosomas 1y 7 en linfocitos tralados con NaAsOj.

NaAsO3 Crs | NaAsO Crs 7

Agente Media® + Desv. estandar Media® + Desv, estindar
(M) —

0 0.2 + 016 0.5 + 0.05
0.001 08 + 007 0.78 022
0.0} 1.37 + 0.24 1.16 T 0.15

0.1 2.04 +  01S 1.83 + 030
Colcemid 37 £ 009 3.04 + 0.18

Nola: ® = Promedio de los 4 datos.

Al igual que con el V205, no se detecté una sensibilidad especial en la_induccion de
hiperdiploidfas por el NuAs07 para alguno de los cromosomas en estudio, el comportamiento

dosis-respuesta se mantuvo al sumar ¢} efecto para ambos cromaosomas.

Cabe meneionar que la proporcion de células hipodiploides en promedio para ¢l cromosoma 1
fué ligeramente mayor comparada con la encontrada para el cromosoma 7 probablemente por
{a sensibilidad que presenta la regin heterocromatica a rompimientos (Tabla 7) (Eastmond et

al., 1989).

Con respecto a Jos nicleos con una o ninguna marca de hibridacion (aparentemente
hipodiploides) tablas 4 y 6, se observa que la frecuencia combinada es varias veces mayor que
fa observada para nicteos hiperdiploides y mucho mayor con respecto a los valores basales

determinados en el laboratorio por citogenética clasica (aproximadamente 0.25%).
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Estas diferencias, pueden ser atribuidas a: Ineficiencia en o penetracion de la sonda, pérdida
cromosdmica o no disyuncidn, rampimientos en la zona de hibridacion y por sobreposicidn de

las zonas de hibridacian de las copias cromosdmicas.

Aumado a Jo anterior, el comportamicnto en Ja induccidn de hipodiplaidias para los
cromosomas en estudio no fué claro (Tablas 5 v 6).

Consideramos por lo tanto que la téenica de FISH no fué apropiada en ta evaluacion de
nicleos hipodiploides ya que existe mna alta probabilidad de que se ¢sté sobreestimando ol

cfecto hipodiploide para un cromosoma.



-Efectos sobre fa tubulfina.-

Para investigar ¢l efccto del V205 y el NaAsO2 sobre el huso mitdlico a nivel de la
organizacion microtubular se estandarizo Ja téenica de inmunofluorescencin descrita por

Luoping, Z. 1994, utilizando amicuerpos especificos anti-f tubulina.

Se observd que las células tatadas con V20§ presentaban configuraciones witdticas
anormales encontrande principalmente mitosis monopolares en 10(a), 0.1(b), 0.001 (c) pM
(Figura 5), en el control (d) se observd la tincion homogénea de la tubulina. En la
concentracion maxima evalvada (10 M) se presentd una desorganizacion microtubular
completa semejante a la que se presentd con ¢l cblccmid {e) (contro! positivo), aliérindose en
consecuencia, el citoesqueleto én el linfocito, en algunos casos, se observaron sélo los centros

organizadores de microtibulos.

Il efecto del NaAsOj sobre la integridad microtubular a las mismas concentraciones
evaluadas fué similar al del observado con V205, Se presentd una completa desorganizacion
y milosis monopolares en la concentracion mixima evaluada (). Mientras que a 0.1 (@) ¥

0.001 (h) pM predominaban las mitdsis monopolares.

Los efectos observados mediante ¢} andlisis innwnofluorescente de) huso mitdtico reflejan I

interaccion de los metales en estudio con la tubulina.
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Figura §. Alteraciones inducidas al husa wmitético en infocitos.
Se titd, por tincion inmunofluorescente indirecta, ta B-tubuling de

tinfocitos tratados in vitro con NaAsO210 a), 0.1 (b) y 0.001 (¢) M

Los resultados s¢ contpararon con tinfocitos sin tratamicnto (d) y tratados con
colcemid (e).

También se evalud et efecto inducido por V205 en el imismo rango de
coneentraciones: 10 (1), 0.1 {g)y 0.001 {h) pM.



Para conocer el efecto del NaAsO7 v del VaOs especiticamente sobre la polimerizacion i
vitro de la tubulina. s purifico la tubulina apartir del cerebro de ratones recién nacidos

mediante ciclos de polimerizacion y depolimerizacion.

Los resultados obfenidos mostraron que se logro purificar la tubuling apartir de extractos
crudos de tejido cerebral provenientes de ratones recién nacidos. En la figura 6 se puede.
observar que en el extracto abtenido (Py) y después de haber tenido 2 ciclos de
polimerizacion-depolimerizacion; la proteina mayoritaria en la muestra presentaba un peso

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

97,400

50,000
45,000

31,000

Figura 6. Andlisis de cleetroforésis en gel de poliacrilamida.
Las protefnas fueron exiraidas det cerebro de ratones

recién nacidos mediante ciclos de polimerizacion y

depolimerizacion.

Px y Sx = Carresponden a las fracciones obtenidas de 1a separacion
diferencial apartir del homogenado iniciat S1.

La fraccion P4 corresponde a la tubulina aislada

después de 2 ciclos de polimerizacién y depolimerizacion.

Las fracciones 83 corresponden a las proteinas obienidas

después de la fraccidn de un ciclo de polimerizacion y depolimerizacion



Una vez purificada la wbulina se hicieron los ensayos de polimerizacion, en los que se
observd que el arsenito de sodio presentd un efecto inhibitorio sobre la polimerizacion de la

tubulina a las concentraciones evaluadas.

El NaAsO2 0.00] pM fué suficiente para producir una inhibicion en la polimerizacion de la
tubulina del 46.30% respecto al control negativa, el efecto fué semejante cuanda se probardn

dosis de NaAsO7 0.1 uM (Figura 7).

La mdxima inhibicion de la polimerizacion por arsénico se dio a una concentracion de 1uM y

fué de 48.8% a las 15 minutos de inducida la polimerizacion (Figura 7).

40

% 30 ~o- 0,001 uM

- 0.1 nM

20 &1 M

10

3 3 3 3 } 3 1 3 ) " 1 4
Y t 1 t 1 1 t t —t t 1 T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 It 12 13 14 15
Tiempo (min,)

Figura 7. Inhibicién de la polimerizacion de tubulina inducida por
NaAsO3, :

La tubulina extrafda de cerebro de ratones recién nacidos (1-2 mg/ml) s incubo
durante 30 minutos con diferenies concentraciones de NaAsQ2. Se delerming la
polimerizacion inducida por GTI' (1mM) mediante mediciones espectrofolamélricas
de fa urbidez durame |5 minutos.
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Se observé por otro lado, que el NaAsO2 no solo es capaz de inhibir a polimerizacion de Ia
tubulinia sino que también es capaz de depolimerizar los microtibulos previamente formados
in vitro a las concentraciones de 0.01, 0.001 y 0.00001 pM. Esto s¢ presentd desde los
primeros 5 minutos de iniciada la polimerizacion ¢ mismo cfecto fué observado a los 9
minuwtos de iniciada la polimerizacion llegando a ser de hasta 23% respecto a la turbidez

observada antes de la adicion de arsenito (Figura 8)

K1
304 -+~ 0.00001 uM
25 -&-0.001 1M

1 -4-0.01 aM

Tiempo (min.)

Figura 8. Depolimerizacién de tubulina inducida por NaAsO3.
La polimerizacion de la ubulina (1-2 mg/ml) se indujo por adicion tnica de GTP
(1mM). Diferentes concentraciones de NaAsO2 se adicionaron a los 9 ininutos de
iniciada la polimerizacion. Se determind la polimerizacion mediame mediciones
espectrofolométricas 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 of arsénito
de sodio. 1l V205 0.1 1M fué capaz de inhibir en un 53.63% Ia polimerizacion de la tubulina
a los 13 minutos de induccion. La inhibicion observada fué ligeramente mayor a la que se

presentd en la concentracion de | pM ésto debido quizi a la taxicidad causada por ¢l V205 a

esa concentracion (Figura 9).

60 -
S0 /.,,—-::‘
40 |
% 30
- 0.1 uM
20 -1 M
10 §
L e L S e S B et [T B TR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M4 15

Tiempo (min.)

Figura 9. Inhibicion de la polimerizaciéu de tubulina inducida por
V320s. '

La tubulina exiraida de cerebro de ratones recién nacidos (1-2 mg/ml) se incubd
duranle 30 minutos con diferentes concenlraciones deV20s. Se determing la
polimerizacion inducida por GTP (1mM) mediante mediclones

espectrofolométricas de 1a lrbidez durame |5 minutos.
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LI V205 0,01 y 1 1M adicionado a los 9 minutos de iniciada la polimerizacion de la tbulina
fué capaz depolimerizar los microtibulos in virro llegando a ser de hasta el 29.83% despuds

de 11 minutos de haber agregado el vanadio (Figura 10).

35,
01

25 ¢

-e~0.01 uM
- fuM -

: $ 3. i 1 3
Al T 1 t -1 +

16 11 12 13 14 15 16 17 18 1Y 20 21

Tiempo (min.)

4 ¢ : i i
t ¥ .l + 1

Figura 10, Depolimerizacion de tubulina inducida por V205,

La polimerizacion de Ja tubulina (1-2 mg/mt) se indujo por adicion inica de GTP
(tmiM), Diferentes concentraciones de V205 se adicionarén a los 9 minutos

de iniciada la polimerizacion. Se deteaming la polimerizacion mediante mediciones
especirofolométricas de fa turbidez hasta los 21 minutos.
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Los resultados anteriores muestran que el V305 y ¢ NaAsO) in viro interactuan
dircetamente can la tubulina alterando los procesos de polimerizacion-depolimerizacion de
esta proteina a las concentraciones evaluadas. Esto incrementa la probabilidad de que se
presenten eélulas aneuploides durante la division celular por la inadecuada formacion del huso
mitdtico alterdndose la sepregacion cromosdmica a las coneentraciones evaluadas.

Se sabe que el As v el V ejercen su toxicidad por union a grupos sulfibidrilo presentes en
muchas proteinas (Sunderman et al . 1979: Goyer et al., 1986. Li y Chou et al., 1992; Berg.

1986).

El As y del V son capaces de inhibir enzimas involucradas durante el ciclo celular como las
foslatasas que requieren para llevar a acabo su actividad catalitica de grupos sulfibidrilo: tal es
el caso de ATP fosfatasas (dineina), serin/treonin fosfatasas entre otras (Jones v Basinger et

al. 1983).

l.as evidencias anteriores son importantes ya que cabe la posibilidad de que los metales en
estudio, interactien con los grupos sulfihidrilo presentes cn fa moléculas de fa wbulina
proteina formadora de los microtubulos alterando los procesos de la polimerizacién-

depolimerizacion de ésta proteina y en consecuencia ef ensamble de microtubulos.

Asi. al entrar las células en division en presencia del el V205 y ¢ NaAsO2 el material

genético no se distribuye correctamente por falta o daiio del huso mitético.
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X1 CONCLUSIONES

Considerando los resultados anteriores. podemos concluir que el arsenito de sodio v el

pentoxido de vanadio:

1. Inducen células aneuploides en cultivos de linfocitos humanos tratados in virro v éstas

pueden ser detectadas mediante la téenica de FISH.

2. Ahesan ¢l ensamble de los micratubulos v los microfilamentos en linfocitos proliferantes in

vitro,
3. Inhiben la polimerizacion de bulina in virro.
4. Alteran el proceso de depolimerizacion de tubulina in viro.

5. La téenica de FISH es un método il en la evaluacion de agentes con potencial
aneuploiddgeno v durante su estudio hay que considerar pasticularmente los factores (técnicos

v celulares) influyentes en ésta evaluacion.
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