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INTRODUCCION

La ciudad de México es una de las ciudades del mundo que tiene un alto
indice de poblacién y actividades industriales que producen una contaminacion
atmosférica que supera a menudo los estandares internacionales de calidad del
aire.  El crecimiento econdmico ha causado el aumento de la contaminacion
atmosférica y de las repercusiones sobre la salud humana que le estan asociadas.

Por los riesgos que representan para la salud, los contaminantes
atmosféricos mas importantes son: Pb, SO;, CO, HC, NO,, O3 y particulas
suspendidas totales (PST). Las particulas en suspension son contaminantes que
merecen especial atenciéon por sus efectos nocivos sobre la salud humana, se
sabe que las particulas en suspension ademas del carbén tienen gran cantidad de
elementos metalicos, los mas importantes son: Si, Ca, Na, Al y Fe, aunque
también pueden encontrarse cantidades importantes de Mg, Pb, Cu, Zn, V y Mn.

Como no pueden degradarse ni destruirse, los metales pesados son
contaminantes estables y persistentes del medio ambiente. La poblacion urbana
esta expuesta a metales suspendidos en particulas, a niveles por encima de lo
normal debido a procesos antropogénicos. Se considera que los metales
suspendidos en particulas son un riesgo de salud ya que pueden absorberse en los

tejidos del pulmon durante la respiracion.




El vanadio y sus compuestos tienen diversos usos industriales, sin
embargo, también se conocen sus efectos nocivos sobre la salud humana. A
pesar de que México no es uno de los principales paises productores de V, el
petroleo mexicano estd constituido entre otros compuesto por pequefas
cantidades de vanadio ( 200-350 ppm ) que durante el proceso de combustiéon se
liberan al medio ambiente siendo ésta la principal fuente de contaminacién por

vanadio a la que esta expuesta la poblacion en general.

En el presente trabajo se investigb si existe una relacion entre la
concentracion de V presente en tejido pulmonar, hepatico y renal conforme se
incrementa la exposicion a vapores de V20s, del mismo modo se determiné cual
tejido (pulmén, higado o rifién) presento la mayor concentracion de V.

Para la determinacion de V en tejido se empleé la técnica de
espectroscopia de absorcién atémica en horno de grafito ( EAA-HGA) por ser una
técnica selectiva, precisa, sensible, practicamente libre de interferencias y que
nos permite determinar metales traza con pequefios volimenes de muestra

(microlitros).




MARCO TEORICO

1. CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién de nuestro medio ambiente se ha convertido en un
problema de gran dimensién en los Ultimos afios por el incremento de las
actividades industriales, agricolas y la poblacion en general. La mayor parte de las
fuentes de contaminacién se asocian al uso de derivados del petroleo ( como el
carbén, la gasolina y el gas natural). La quema de combustibles fosiles produce
gases dafiinos, entre otros, éxidos de azufre, dxidos de nitrogeno y compuestos
organicos volatiles (COV); también genera material particulado de pequefios
tamanios, tales como el hollin y la ceniza, que son la forma mas visible de

contaminacion del aire. "

Dos factores adicionales influyen en el agravamiento de la contaminacion
del aire en la ciudad de México. En primera instancia, las montafias que rodean a
la ciudad impiden la libre circulacion del aire que dispersaria los contaminantes, y
en segundo lugar, el fenébmeno de la inversion térmica.

El vanadio es un elemento traza principal en combustibles fésiles, por
consiguiente, la combustion de estos materiales proporciona una fuente
importante de vanadio en el medio ambiente.

En afios recientes, se ha evidenciado que los niveles medio ambientales
de vanadio estan incrementandose, ésto ha provocado preocupacion sobre la
introduccién de vanadio en el ambiente por fuentes antropogénicas. Se considera




que los metales contenidos en particulas suspendidas son un riesgo para la salud
ya que pueden absorberse en los tejidos del pulmén humano durante la
respiracion. Algunas investigaciones recientes han demostrado una correlacion

entre la exposicién al vanadio y la incidencia de cancer pulmonar.

Los metales difieren de otros agentes tdxicos, en que no son creados ni
destruidos por los seres humanos. Sin embargo el uso de los metales, por el
hombre, los convierte en peligrosos para la salud. Dos aspectos generales que
deben tomarse en cuenta al tratar de entender los efectos dafiinos de los metales

son:

i. La contribucion de las actividades humanas que incrementan la
cantidad de metales en el aire, el agua, los suelos y los alimentos.
ii. La alteracion de las formas de participacion de los elementos en los

procesos naturales.

La emisién de los metales se lleva a cabo por dos fuentes principales que
son aquellas derivadas de las actividades humanas asi como aquellas que

resultan de los fenémenos naturales.

La Organizacion Mundial de la Salud ( OMS ) considera al V como un
contaminante no cancerigeno pero que provoca dafio sobre el sistema respiratorio
en trabajadores expuestos a una concentracion de 0.02 mg V/im®, y una

concentracion tolerable de 1 pg/m® como indice para la calidad del aire.®* "2 ™




2. VANADIO
2.1 Caracteristicas.

~ El vanadio es un metal de transicion del grupo 5b, numero atomico 23,
masa atdmica = 50.9415, punto de fusién = 1940°C, punto de ebullicién
= 3407°C, densidad 6110 kg/m® a 20°C. )

» El vanadio puro es un metal gris brillante y ductil, sus compuestos
poseen una variedad de colores en solucion dependiendo de la
composicion de la sal. ©

» El vanadio es soluble en acido sulfarico, acido nitrico e insoluble en
4cido clorhidrico, hidréxido de sodio diluido y alcohol diluido. ©

> Forma o6xidos siendo los mas importantes el triéxido ( V203 ) el
pentéxido ( V20s ), ademas forma otros compuestos importantes como
el monosulfuro de vanadio ( VS ), trisulfuro de vanadio ( V2S; ), dicloruro
de vanadio ( VCls ), tricloruro de vanadio ( VCls ), dihidréxido de vanadio
( V(OH)2 ) y 4cido metavanadico ( HVO; ). S WEB 2)

2.2 Consideraciones Generales.

El vanadio no se encuentra en estado elemental, pero si en una gran
cantidad de minerales como la vanadinita, patronita, roscoelita y carnotita.
También se encuentra como fosfatos, ciertos minerales de hierro, plomo, cobre y

cinc, en arcillas y en el petréleo en forma de complejos organicos. ™




Sin embargo el vanadio es un metal muy difundido en todo el mundo,
ocupa el decimonoveno lugar en abundancia entre los elementos de la corteza
terrestre, rios, lagos y océanos. ® Pero existen pocos depdsitos con
concentracion suficiente para ser explotados, asi, en general este metal se obtiene
como un subproducto. ? Las mayores reservas de este metal se encuentran en
Sudafrica ( 42.2% ), Rusia ( 39.2% ) y China ( 12.7% ), aunque los principales
productores son Chile, Finlandia, Noruega, Sudafrica, Rusia y USA. ¥ Australia

podria ser el principal productor de vanadio durante la proxima década.®

Los compuestos del vanadio se emplean en un 90% como elementos de
aleacion, del cual el 80% como ferrovanadio ( aleacién con 86% de vanadio, 2%
de hierro y 12% de carbono) y 10% como compuestos no ferrosos.  También en
aleaciones de aceros en los cuales un pequefio porcentaje ( usualmente no mayor
de 1% ) imparte dureza y tenacidad e incrementa la resistencia al impacto.

La accion téxica del vanadio se limita principalmente al aparato
respiratorio. Se estima que la retencion del vanadio en el cuerpo humano es de 42
dias.”) Se concentra en el higado y tiene un tiempo de vida media de 15 a 20

horas. !




2.3 Uso del Vanadio.
Dentro de los principales usos del vanadio se pueden mencionar:

v Endurecimiento del acero.®

v Aleaciones de cromo-vanadio se utilizan para fabricar piezas de motores.®

v Aleaciones de titanio-vanadio se usan para vainas de proyectiles,
bastidores de motores a reaccién y compuestos de reactores nucleares.’

v' El V205 como catalizador ha sustituido en gran medida al platino en la
fabricacion de acido sulfurico, también los catalizadores comerciales
contienen cantidades apreciables de sales de potasio ademas de V,0s, sin
embargo el uso como catalizador no representa mas del 3% del consumo
del vanadio. ®'"

v' Se utiliza como tinte en la fabricacion de alfareria, cerdmica e industria
textil. ©

v También se ha utilizado en insecticidas.®

v La adicién de un 0.05 a un 5 % de V elimina el oxigeno y el nitrégeno
ocluidos en el acero, incrementando la resistencia a la corrosion de la

aleacion final.(Stio WEB 3)




2.4 Exposicion.

Las principales fuentes de emision atmosférica se deben al trabajo

metaltirgico 6 la combustién del petroleo.®

La inhalacion es la via principal de exposicion en ambientes de trabajo,
tales como la industria metalirgica y petroquimica, entre las principales

actividades que provocan exposicion al V se encuentran:

‘e La utilizaciéon del V205 en forma de particulas para la produccion de vanadio
metalico.

¢ Durante las operaciones de reparacion de instalaciones en donde se ha
utilizado V205 como catalizador.

e Durante la limpieza de calderas de los hornos de fuel-oil en las centrales

eléctricas, barcos, etc. St WEB3)

Sin embargo, el aire urbano contiene bajas concentraciones de vanadio
debido a la liberacién en el medio ambiente de residuos, que contienen este metal,
producidos durante la combustién del petréleo.

Aunque la exposicion a este metal por aire o alimentos es baja, cabe
sefialar que la segunda via de acceso del vanadio en el ser humano es por

consumo de alimentos que lo contengan.
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2.4.1 Contenido de vanadio encontrado en alimentos.

Entre los alimentos ricos en vanadio ( mayores de 40 ng/g ) se incluyen
mariscos, hongos, perejil, semillas de eneldo, pimienta negra y algunos alimentos
procesados. Los cereales, el higado y el pescado tienden a tener una cantidad
intermedia de vanadio ( 5 - 40 ng/g ). Las grasas, los aceites, las frutas y las
verduras frescas generalmente contienen menos de 5 ng/g y a menudo menos de

1 ng/g. %

2.5 Importancia Bioldgica

Entre 1971 y 1985 varios grupos de investigadores describieron posibles
sefales de deficiencia del vanadio en algunos animales. Sin embargo, debido a
que el vanadio es un elemento relativamente toxico y farmacolégicamente activo,
es dificil determinar si los signos de deficiencia en los primeros estudios obtenidos
con dietas, eran verdaderos indicios de deficiencia o manifestaciones de una
accion farmacologica del vanadio. Actualmente, si no se puede demostrar que
la ausencia de un elemento en la dieta sea causa de muerte o interrupcién del
ciclo de vida, o participe en una funcion bioquimica definida, no podra aceptarse
como un elemento esencial. '” Recientemente la FAO ha considerado al vanadio
como esencial para la dieta humana. Sin embargo debe reconocerse que el
conocimiento existente al respecto es poco y la investigacion sobre este tema

debe ampliarse. St WEB4)




El vanadio esta disponible comercialmente en algunos

multivitaminicos como el Centrum.

Tabla. Multivitaminico que contiene V. (Sit©WEBS)
Fabricante Producto(s) Contenido Indicaciones Presentacion
de V
Whitehall-Robins Centrum Ayuda a mantener los
Healthcare niveles adecuados de
(fabricante) Centrum triglicéridos y colesterol,
Silver 10pg V previene enfermedades
WYETH, S.A. de por tableta del corazon y los niveles Tabletas
C.v. Centrum adecuados de glucosa
(distribuidor en Performance en la sangre.
México)

Se conoce que el vanadio se acumula por ascidias de mar, hongos y
lombrices, sin embargo no se conoce la funcion que el vanadio tiene en estos
organismos, la investigacion sobre el tema serviria para aclarar el papel del
vanadio como elemento esencial para los humanos y otros mamiferos.”'” Algunos
autores reportan que el vanadio es esencial para los polluelos y las ratas en
cantidades muy pequefias, por otro lado la deficiencia causa disminucion del

s.419 En otro estudio, cabras alimentadas

crecimiento y problemas reproductivo!
con una dieta deficiente en vanadio presentaron un alto indice de aborto
espontaneo y una disminuciéon en la producciéon de leche, aproximadamente el
40% de las crias murieron entre los 7 y 91 dias de vida, en algunos casos la
muerte fue precedida por convulsiones. Solamente el 8% de las crias con una

dieta que incluyo vanadio murieron durante el mismo periodo. S'ic WEB &)




El vanadio muestra efectos antilipoliticos en adipositos, estimula la
captacion y oxidacion de glucosa en musculo esquelético. Ademas, la sintesis del
glicégeno en el higado es estimulada por compuestos del vanadio; incrementa la
entrada de calcio y refuerza la captacion de potasio en la célula; inhibe la bomba
de Ca-Mg-ATPasa, Na-K-ATPasa y muchas otras enzimas fosforilasas en
membrana plasmatica."” Otros autores reportan que interfiere con la biosintesis
de cisteina y colesterol, sintesis de fosfolipidos y a mayores concentraciones

inhibicion de la serotonina.®

Los compuestos de vanadio como factores de crecimiento actian en la
diferenciacion y proliferacion celular, ademas inducen la expresion de
protooncogenos. Sin embargo otros estudios han mostrado que el vanadio inhibe
el crecimiento celular y causa citotoxicidad. Este efecto parece depender del grado

de proliferacion de las células en cultivo."”

2.6 Farmacologia.

El interés en el V como posible farmaco surgid en los afios 80°s cuando
ciertas investigaciones mostraron que regulaba los niveles de glucosa en la
sangre. Actualmente se conoce que el vanadio, en diferentes formas, es capaz de
simular o mimetizar la accion de la insulina, lo cual se ha podido observar en
modelos animales con DMID (Diabetes Mellitus Insulino Dependiente) y en
experimentos in vitro. Tal efecto se cree que esté mediado por la inhibicion de
fosfotirosinfosfatasas, responsables de regular el receptor de insulina en la

membrana celular. ‘'




Hay diferencias entre las sales de vanadio y el V.0s como agentes
insulinomiméticos. No se conocen aun las razones de la baja biodisponibilidad
del vanadio por via oral y la variabilidad en la respuesta, ademas las cuestiones
sobre su toxicidad han limitado su utilidad clinica hasta ahora. '

Estudios en personas diabéticas tratadas con 100 mg de sulfato de
vanadilo por dia (via oral) durante 3 semanas experimentaron sintomas
gastrointestinales moderados, nausea, diarrea y calambres abdominales. Otro
estudio mostré6 que los niveles maximos de vanadio en el suero de pacientes
diabéticos que recibieron 25 mg V/dia (via oral) son similares a los niveles en

suero presentes en obreros expuestos al V,0s. '

Los compuestos oxovanadicos ( vanadato, vanadilo, pentdxido de
vanadio) también podrian afectar los procesos fisiologicos interfiriendo con las
proteinas y el movimiento de los organelos dentro de la célula. Una variedad de
compuestos del vanadio ( V20s, sulfato de vanadilo, metavanadato de sodio) han
mostrado genotoxicidad en: bacterias, ratones y lineas celulares humanas
(cultivo de tejido). Hay descubrimientos que hacen pensar que una ingesta mayor
de 10 mg diarios puede producir sefiales de toxicidad. Cabe sedalar que se han
encontrado  valores mas bajos de vanadio que pueden tener acciones
farmacolégicas en humanos, ésto sugiere que los pacientes pueden tener
manifestaciones toxicas bajo ciertas condiciones.!"?




Los cientificos estan intentando averiguar el mecanismo de accion del
vanadio, sus potenciales efectos secundarios y las dosis mas adecuadas de este
metal en el tratamiento de la diabetes. Para determinar el mecanismo de accién de
estos compuestos deben investigarse todas las interacciones conocidas de las
especies oxovanadicas con procesos fisiologicos. Los efectos farmacoldgicos de
especies oxovanadicas probablemente son el resultado de multiples mecanismos

de accion aun sin conocerse.

Se sabe que la unién del vanadio a las proteinas regula su efecto
farmacolégico dependiendo de la afinidad relativa de las especies oxovanadicas
por la proteina. Sin embargo, el efecto farmacolégico del vanadio se altera debido
al estado metabdlico del animal. Hay numerosos ejemplos en los que el vanadio
no afecta al animal sano pero si al animal diabético, los animales diabéticos
mostraron una disminucion en los niveles de glucosa en sangre, mientras que en
los animales sanos no se observo que el vanadio haya provocado un efecto

hipoglucemiante.'”

Algunos metales como el vanadio han sido utilizados en la sintesis de
compuestos con actividad antiviral, antitumoral y antiinflamatoria debido a que se
ha observado que la sintesis de complejos metalicos aumentan la actividad de los
farmacos y reduce la toxicidad de los mismos, debido a una liberacion lenta del
compuesto de su complejo metdlico. Una investigacion realizada sobre la
actividad amebicida de benzoimidazoles y sus complejos en cultivos de
Entamoeba histolytica, demostré que la presencia de vanadio (V20s) potencia la
actividad antiamebicida de los benzoimidazoles. Considerando estos resultados
se ha iniciado el estudio para confirmar su posible actividad en un modelo in

ViVO.{Smo WEB 7)




Se ha comercializado como un suplemento dietético para incrementar la
fuerza muscular. $"°WEB 8 £ gyifato de vanadilo ha sido usado por atletas en un
esfuerzo por mejorar su actuacion. Fawcett et al. (1991,1997) realizaron un
estudio sobre los efectos de la administracion del sulfato de vanadilo en los
parametros hematoldgicos y la bioquimica en atletas fisicoculturistas. Ellos,
trabajaron con un grupo al que se le administr6 por via oral 0.5 mg V/kg de peso
corporal durante 12 semanas y un grupo control al que se dié un placebo. Al final
del estudio no habia ninguna diferencia significativa entre ambos grupos en cuanto
al peso corporal, la presién sanguinea y la bioquimica clinica. ® WE8 9 gj,
embargo en la referencia consultada no se concluye si el sulfato de vanadilo

mejord la actuacion de los atletas.

Por el momento el vanadio no tiene uso en medicina o en la prevencién de
alguna enfermedad." WEB ® ge requiere de mas investigaciones para establecer
si el vanadio es seguro para el tratamiento de la diabetes."”

A pesar de la poca informacién disponible sobre la farmacologia del
vanadio, se comercializan actualmente productos que contienen vanadio, lo que
representa un engario al consumidor, ademas de ser un riesgo para la salud




Tabla. Algunos productos comercializados que contienen V. (S'oWEB10.11)

Laboratorio o Producto(s) Contenido Indicaciones Presentacion
Fabricante de V

Anemia, celulitis,
tendencia a la obesidad Vial de 10 cc

Biotecnoquimica Vanadio V 0.05mgV y otras alteraciones del ( inyectable )
(Venezuela) ( forma i6nica ) metabolismo de los
lipidos. Alteraciones

dermatolégicas.

0.40mg V Todas las formas de

( formaionica) | anemia, transfusiones Vial de 10 cc

Biotecnoquimica Oligoel | Contiene otros de sangre, mala (inyectable)

(Venezuela) elementas asimilacion, dispepsia,
como tratamiento de la Gotas de 35 cc

Co,Cu,Mn Mo | celulitis y en deportistas
de alto rendimiento.

Frasco con 150
Ultimate Nutrition Vanadyl 10mgV Mejora el rendimiento tabletas. (tomar
Sulfate por tableta fisico en atletas. una tableta al dia)

2.6 Toxicidad.

Con respecto a la toxicidad del vanadio y sus compuestos el efecto
depende del tamariio de particula y la solubilidad de sus compuestos, particulas
menores a 1-2 ym de diametro son predominantemente depositados en la region
alveolar donde la eficiencia de absorcion puede ser del 60 al 80 % y pueden
afectar la fisiologia del pulmon, 2 las particulas mayores a 5 pym no pueden
penetrar a los pulmones y del 40 al 60 % son excretadas por via renal después de
1 a 3 dias y del 10 al 12% del V se excreta por via intestinal.”) Este metal se
elimina rapidamente del plasma y generalmente se retiene en tejidos dentro de
condiciones normales en concentraciones menores de 10 ng/g ( peso himedo ),
sin embargo puede almacenarse en huesos y dientes, ©® ademas puede
concentrarse en el tejido pulmonar debido a una absorcion pobre cuando esta en

forma insoluble.*




La absorcion del vanadio por el aparato gastrointestinal es pobre y no
excede del 1-2 %, ademas la ingesta de compuestos con vanadio es
principalmente eliminada por heces. Mientras que la absorcién por inhalacién se

estima que es de aproximadamente el 25 %.

Por otro lado, de la vias de absorcién del vanadio la piel es
probablemente la via de absorcion de menor importancia para el hombre.”) El
vanadio absorbido se transporta en la sangre principalmente limitado por la

transferrina./'®
De los principales sintomas por exposicion industrial se encuentran;

« dolor gastrointestinal, abdominal

e nausea

« vomito

« irritacion del tracto respiratorio, mucosas, ojos y piel
+ tos seca

» dolor de pecho

+ temblor

e depresion nerviosa

« palpitacion cardiaca

e dafo renal

20



Dentro de los sintomas de intoxicacién por exposicion crénica estan;

* bronquitis

« bronconeumonia

e anemia

» coloracion verde caracteristica en la lengua

« lesiones hepaticas y renales )

En la tabla que aparece a continuacion se muestran los efectos dafiinos que
ocasionan los distintos tipos de exposicion al V205 a diferentes

concentraciones.
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TABLA. Efectos en la salud por exposicién industrial al vanadio.”

Industria Investigador Compuesto | Concentracion Sintomas
(mg/m?*)
Jadeo ( pero ningun
Industria Kiviluoto V.05 0.01 -0.04 cambio en pruebas de
del V (1980) ventilacion pulmonar )
Lengua verde, sabor
Refineria del V Faulkner Hudson V05 0.25 metalico, irritacion de
(1964) la garganta y tos
Refineria del V Lewis (1959) V,0s 02-05 Irritacion respiratoria
Kiviluoto et al. V205 02-05 Dario en la mucosa
Industria del V (1979) nasal
Limpieza de Less ( 1980) V,0s 05 Disminucion de la
calderas (15.3% V) ventilacion pulmonar
Procesamiento del Gul'ko (1956) V205 05-22 Irritacion en ojos y
V;0s bronquios
Sjéberg (1950) V205 <12 Irritacién respiratoria
Refineria del V moderada
Limpieza de Sjoberg V205 2-85 Irritacion respiratoria
calderas (1955) (V204)
Mineria y Efectos respiratorios
procesamiento del | Vintinner et al. V05 3-100 locales, sin
v (1955) envenenamiento
sistémico
Limpieza de Williams V,0s 30-104 Intoxicacion
calderas (1952) (V203)
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3. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA.

En la actualidad, los métodos cominmente usados para determinar
vanadio son analisis por activacion de neutrones ( NAA ) y espectroscopia de
absorcion atémica ( EAA ). “ La determinacion de elementos traza en medios
bioldgicos solo es abordable mediante el uso de los métodos de andlisis méas
sensibles, es el caso de la espectroscopia de absorcion atdmica con horno de
grafito. Esta técnica es sensible por la rapida volatilizaciéon del elemento, que se
produce dentro del tubo de grafito, permite un mejor rendimiento y aumenta por
unidad de espacio el nimero de atomos en estado fundamental susceptibles de

absorber la radiacion luminosa."®

El analisis espectral estd basado en la medida de la energia radiante
absorbida o emitida por los atomos o moléculas. La aplicacion analitica depende
del hecho de que los atomos de un metal absorben fuerte y discretamente,
energia a longitudes de onda caracteristicas, que coinciden con las lineas

espectrales emitidas por el mismo metal. ¥
Ventajas de la EAA con horno de grafito:

v Tiene mayor sensibilidad en comparacién con las técnicas de flama.

v Las determinaciones estan practicamente libres de interferencias.

v En algunos casos, es posible determinar la muestra sin tratamiento previo,
evitando la posible contaminacion.

v' Se requieren pequefios volumenes de muestra (microlitros) para las

determinaciones.




Ventajas del uso del microprocesador:

(O N

<

Facilita el manejo del equipo.

Mayor control de los parametros.

Linearizacion automatica de las curvas de calibracion.

Interpretacion automatica de las curvas de calibracion.

Se puede guardar en el sistema el método de trabajo.

Presentacion visual de las condiciones instrumentales y la informacion

sobre los resultados. ¥




OBJETIVOS

Objetivo General

% Determinar y comparar las concentraciones de vanadio en tejido
pulmonar, hepatico y renal de ratones en relacion al nimero de
inhalaciones a las que fueron expuestos.

Objetivos Especificos

2

% Investigar si existe correlacion entre la concentracion de vanadio
presente en tejido y el nimero de inhalaciones.

% Determinar qué tejido presenta mayor concentraciéon de vanadio

despueés de una serie de inhalaciones.




DESARROLLO EXPERIMENTAL

Muestras

Para la presente investigacion se utilizaron muestras de tejido pulmonar,

hepatico y renal provenientes de ratones machos de la cepa CD-1.

Los ratones fueron expuestos a una serie de inhalaciones de pentoxido
de vanadio ( V20s ) a una concentracién de 0.02 M durante una hora. Dicho
procedimiento se realizo en el laboratorio del Departamento de Biologia Celular y
Tisular de la Facultad de Medicina de la UNAM. ( fotografia 1)

Las muestras se enviaron al laboratorio 103 de Espectroscopia de
Absorcion Atomica de la Facultad de Quimica de la UNAM, en frascos de vidrio

ambar con los tejidos conservados en formol.

El nimero total de ratones analizados fue de 50, cabe sefalar que de un
mismo ratén se obtuvieron muestras de: pulmén, higado y rifion dando un total de

150 muestras analizadas.
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Debido a que los ratones fueron sometidos a distinto numero de
inhalaciones se presenta la siguiente tabla.

Namero de Numero de ratones
Inhalacién empleados
2 5
4
6
8
10
12
14
16
24
D31* 5
I‘(=I5:’.1' ) Estos ratones tuvieron 31 dias de reposo

después de ser sometidos a la inhalacion # 24,
posteriormente se sacrificaron.

@ an| | wnf | | | n

Es necesario aclarar que en el presente trabajo no fue posible reportar la
concentracion de vanadio en el grupo control, para cada uno de los tejidos
estudiados. Sin embargo, se hicieron determinaciones a ciegas en donde la
muestra no presento una concentracion de vanadio que fuera detectada por la

técnica de analisis utilizada.
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Fotografia 1

Ratones inhalando V.05
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Analisis de las Muestras
Material

+ Crisoles de porcelana

« Envases de plastico (7 mL)

« Guantes para acido

* Matraz aforado de 25 mL, 10 mL y 5 mL (Pyrex)

+ Micropipetas de volumen ajustable de: 10 — 100 uL y 100 —1000 pL
+ Puntas para micropipeta

* Pipeta graduada de vidriode 2 mLy 1 mL

* Propipeta

+ Papel parafim

e Piseta
Reactivos

« Acido Nitrico ( HNO3 ) suprapuro 65%, 250 mL, Aldrich
e Peroxido de hidrégeno ( H202 ) al 30%, 1 L, Merck
e Agua desionizada
» Estandar de vanadio
PE PURE. Atomic Spectroscopy Standard
Vanadium (2 % HNO3;)a 1000 pg/mL (ppm)
Volumen 500 mL
The Perkin-Elmer Corporation. PEXPRESS




Equipos

» Espectrofotémetro de Absorcion Atomica
Perkin-Elmer 3100 con Horno de Grafito HGA-600 y
automuestreador AS-60

« Horno de Microondas
CEM MDS-2000

Microwave Sample Preparation System
 Balanza Analitica

Ohaus. Analytical Plus
« Estufa Heraeus

« Parrilla

Método

+ Limpieza del material de plastico y vidrio.

Al material utilizado durante todo el estudio se le realizé un tratamiento
especial de lavado para eliminar los metales traza que pudieran contener
provocando resultados erréneos en el estudio. El tratamiento de lavado consistio
en lavar con agua y jabén el material de laboratorio, enjuagando por ultimo con
agua desionizada, posteriormente se colocd el material en un recipiente de
plastico con HNO; al 10% durante un lapso de 24 a 48 horas enjuagandolo
nuevamente con agua desionizada para eliminar el exceso de acido que pudiera
contener. Finalmente se dejo secar a temperatura ambiente.
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+ Tratamiento de las muestras.

Para poder analizar las muestras de tejido pulmonar, hepatico y renal se

sometieron a un proceso de digestion realizando los siguientes pasos:

Como el tejido pulmonar se encontraba fijado en formol fue necesario
evaporarlo por medio de calentamiento para lo cual las muestras se
colocaron en un crisol de porcelana y posteriormente en la parrilla a
una temperatura de 100°C hasta que ya no se observo
desprendimiento de gases.
A continuacién se colocaron los crisoles con las muestras de tejido en
una estufa Heraeus hasta peso constante.
Al tener el tejido a peso constante, se procedi6é a pesar en la balanza
analitica Ohaus cada muestra de tejido, colocandolas en el tubo de
digestion para ponerlas en el horno de microondas CEM.
Se adicionaron los siguientes reactivos a cada muestra:

o 1.5 mL de HNOj3 suprapuro, y

o 0.5 mL de H20;
Los tubos se colocaron dentro de sus chaquetas y se cerraron
perfectamente, para poder introducirlos al horno de microondas.

31



v. Las muestras se digirieron con el siguiente programa:

ETAPA (1) (2) | (3)
POTENCIA (% ) 100 100 100
PRESION ( psi) 025 060 100

TIEMPO ( min:seg ) | 10:00 | 10:00 | 10:00
TAP* ( min ) 0500 | 0500 | 0500
VENTILADOR (% ) | 100 100 100

* Se explica en la siguiente gréfica

3 : R
" Condiciones de Digestion "
~ 140
7 120
2100
z 80
R
w
E 23 T T T 1 T 1
0 5 10 15 20 25 30
TIEMPO ( minutos )
g J

Cada ciclo es de aproximadamente 40 min., en donde se digerian 11

muestras y 1 blanco de reactivos.




vi. Al término del programa, dentro de una campana de extraccion, se
purgaron cada uno de los vasos para eliminar los vapores del acido
que se desprendieron durante el proceso de digestion. Cada muestra
digerida se pas0 a un matraz aforado de 5 mL y se llevd a la marca
con agua desionizada, a continuacién se trasvasaron a frascos de
plastico previamente tratados y etiguetados para su mejor

conservacion y transportacion.

Después de haber realizado la digestion de las muestras se procedio a
analizarlas en el espectrofotémetro de absorcion atdmica con horno de grafito
Perkin-Elmer 3100. Para la determinacion de vanadio, el programa de trabajo
utilizado fue AA WinLab, con las siguientes condiciones:

» Condiciones para la determinacion de V por HGA

Aparato Espectrofotémetro de absorcion atdomica
Perkin-Elmer 3100
Horno Perkin-Elmer HGA-600
Lampara V (cétodo hueco) Perkin-Elmer
Corriente Operacién (mA)  Max. (mA)
Continua 40 40
Modulada 15 15
Longitud de Onda 318.4 nm
Rendija 0.7 nm
Modificador de matriz 0.05 mg Mg(NOs).
Gas Argon
Temp. de pretratamiento 1100°C
Temp. de atomizacion 2650°C
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» Condiciones del Horno

Paso T°C | Tiempo de Tiempo de Flujo Gas Lectura
Rampa |Calentamiento NIS
1 120 10 50 300 N No
2 1100 1 30 300 N No
3 2700 0 15 0 N Si
4 20 1 5 300 N No
5 300 N No
6 300 N No

La determinacion de la concentraciéon de vanadio presente en cada
muestra se realizd empleando la siguiente curva de calibracion a partir de una

disolucion patrén de vanadio a 50 pg/L (ppb).

Concentracién Alicuota H.0 Modificador
(HL) (uL) Mg(Nos),
Estandar a 10 ppb 4 pL 11 pL S5uL
Estandar a 15 ppb 6 uL 9L 5uL
Estandar a 20 ppb 8 uL 7L 5uL
Estandar a 25 ppb 10 pL 5pL 5L
Estandar a 30 ppb 12 uL 3pL 5uL

Después de cada seis muestras leidas el equipo realiza automéaticamente
un recalibrado con el estandar de 20 ppb, ésto se realizé con el fin de que la
concentracion de vanadio encontrada en cada muestra fuera confiable.
Tanto la curva de calibracién como las muestras fueron leidas por duplicado.
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En el presente trabajo se decidid6 no realizar anadlisis del formol en
donde estaban fijados los tejidos con el fin de determinar si éste es una fuente de
contaminacion, debido a que ya se contaba con una investigacion precedente en
la cual se encontré que no hay contaminacion de los tejidos.!"® Cabe sefialar
que en la investigacion referida se determind V en tejido pulmonar en el mismo
equipo y bajo las mismas condiciones de andlisis en las que se realizo el presente
trabajo. En la tesis consultada se informa que al realizar el andlisis del formol se
obtuvieron concentraciones de V estadisticamente no significativas; es decir, no
se afectan los resultados obtenidos de las muestras. '
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+ Obtencién del limite de deteccidn y cuantificacion.

La técnica de espectroscopia de absorcion por horno de grafito requiere
conocer el limite de deteccién y limite de cuantificacion para asegurar la
confiabilidad de las determinaciones realizadas en el equipo.

~ Limite de deteccion, LDD: Se define como la minima concentracién del
analito que produce una sefial analitica significativamente distinta a la sefial

del blanco.

~ Limite de cuantificacién, LDC: Se define como la minima concentracion
que se puede informar, con la confianza estadistica de que el resultado es

verdadero.

El LDD y LDC se determinaron eligiendo las curvas de calibracién que
presentaron mejor coeficiente de correlacion (r ) y empleando el programa del
Dr. Alain Quere Thorent, del departamento de quimica analitica de la Facultad de
Quimica de la UNAM . Este programa proporciona para cada serie de datos de
absorbancia los valores de limite de deteccién (LDD) y de limite de cuantificacion
(LDC) obtenidos de las ecuaciones de las rectas de regresion. También se
proporcionan los valores promedio de LDD y LDC con su desviacion estandar
(SD) vy su intervalo de confianza (IC) respectivamente, ver tabla 1 y 2. Los

resultados obtenidos fueron los siguientes:

< LDD = 1.813 pg/L (ppb) *23%
% LDC = 6.042 ug/L (ppb) *23%
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CONCEPCION Y DISENO A. QUERE T.
Facultad de QUIMICA UNAM - Nov. 00

Derechos reservados

TABLA No. 1 Vaciado de datos

Absorbancias de 10 curvas de calibracion

Unidad de concentracion: pall Parametro determinado: v
Conc. A1 A2 A3 Ad A5 A6 AT AB A9 A10
10 0.019 | 0.011 | 0.019 | 0.009 | 0.018 | 0.01 | 0.022 | 0.006 0.01 0.009
15 0.031 0.021 | 0.031 | 0.017 | 0.028 | 0.019 | 0.026 | 0.016 | 0.018 0.016
20 0.043 | 0.035 | 0.043 | 0.027 | 0.039 | 0.026 | 0.033 | 0.028 | 0.022 0.022
25 0.056 | 0.043 | 0.054 | 0.034 | 0.051 | 0.036 | 0.039 | 0.035 0.03 0.028
30 0.065 | 0.052 | 0.063 | 0.041 | 0.061 | 0.044 | 0.046 | 0.045 | 0.035 0.033
Fecha | 08-05-03 J08-05-03/20-05-03{29-05-03|05-06-03)19-06-03{10-07-03}17-07-03| 17-07-03 | 29-08-03

Analista| SGE SGE | SGE | SGE | SGE | SGE | SGE | SGE SGE SGE
LDD 1.462 2.580 1.541 1.882 0.833 1.248 2.333 2016  2.650 1.581
LDC 4873 8.600 5136 6.275 2.778 4.159 7.776 6.721  8.834 5.270

TABLA No.2 LDD y LDC promedio

Limite de deteccion LDD
y limite de cuantificacion LDC

Prom sdev I.C.
LDD 1.813 0.580 0.422
LDC 6.042 1.968 1.408
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En la siguiente grafica se muestra un ejemplo de la curva de calibracion

empleada para la determinacidn de vanadio presente en las muestras.

CURVA DE CALIBRACION

0.06

0.05

0.04 1

0.03 1

Absorbancia

0.02

0.01 4

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion del estandar pg/L (ppb)




RESULTADOS

Se analizaron en total 150 muestras que comprenden tres tejidos de
raton: pulmon, higado y rifion. La concentracion de vanadio encontrada en cada
tejido con respecto al nimero de inhalacion se presenta en la siguiente tabla.

TABLA No. 3 Concentracién de Vanadio presente en cada tejido con respecto al
numero de inhalacion ( tejido seco )

Numero de Mta(s) Pulmén Higado Rifién
Inhalacién (mglg) (malg) (nalg)
94 0.9 26 04
95 14 1.3 04
2 : 96 0.7 1.1 0.2***
127 16 24 08
128 1.2 1.5 0.8
98 1.2 0.8 09
99 0.4** 0.6 1.4
4 100 13 14 0.6
101 1.3 1.5 04
104 1.7 4.5 1.3
61 23 1.1 11
131 13 19 0.7
6 132 1.8 0.2 0.6
133 0.5 0.7 0.9
277 1.3 1.2 1.2
105 14 1.7 1.3
106 2.2 1.6 11
8 107 1.7 1.8 1.1
284 0.9 0.6 0.3
286 0.6*** 0.7 0.3*
( continua )
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TABLA No. 3 Continuacion

Numero de Mta(s) Pulmoén Higado Rifén
Inhalacion (Hglg) (malg) (nglg)
63 0.8 1.6 0.7
64 1.5 29 1.5
10 65 1.3 1.5 0.8
71 ND 0.8 g2
74 1.7 1.3 0.8
75 1.8 0.8*** 3.0
81 0.4*** 0.5*** 0.5
12 82 3.9 3977 3.4
83 1.3 0.8*** 15
84 0.8 0.8*** 0.5
90 1.7 14 14
91 21 1.5 12
14 92 11 1 1.0
93 1.2 28 1.6
337 1.7 1.6 0.8
110 14 1.9 1.0
117 1.3 1.0*** 1.5
16 118 44 39 1.8
119 22 2.0 1.4
121 34 0.3 1.0
136 3.9 21 21
144 26 2.2 25
24 145 3.5 0.9 1.3
150 3.5 3.8 1.5
151 4.0 3.4 2.1
343 0.8 0.4*** 0.7
344 0.7 0.6 0.8
D31* 345 0.5"* 0.8 0.3***
346 0.3"* 1.1 2.1
347 ND ND ND

ND = No detectado.

(**) = Dato descartado estadisticamente por prueba Q.
(*** )= Dato con £ 23 % de error.

X Notese que los LDD y LDC estan en ug/L (ppb) y los valores de V en la tabla se

encuentran en ug/g (ppm) de tejido seco.
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En la siguiente tabla ( tabla 4 ) se muestran el promedio de la
concentracion de vanadio encontrada en cada tejido con respecto al niUmero de
inhalacion, para obtener un promedio de concentracién de vanadio que fuera
estadisticamente confiable. A cada grupo de datos de la tabla 3 se le aplico la

prueba Q.

TABLA No. 4 Concentracion promedio de V presente en cada tejido con

respecto al niumero de inhalacion.

TEJIDO PULMON HIGADO RINON
Numero de \'} v v
Inhalacién (malg) % C.V. (nglg) % C.V. (pglg) % C.V.
2 1.2 31 1.8 38 0.5 52
4 1.2 40 1.1 41 0.9 47
6 1.4 46 1.0 62 0.9 28
8 14 47 1.3 45 1.2 10
10 1.3 29 1.6 48 0.8 58
12 1.6 83 0.7 21 1.8 77
14 1.6 26 17 39 1.2 26
16 25 53 1.8 74 1.3 26
24 35 16 25 46 1.9 26
D31* 0.6 38 0.7 41 1.0 80
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Las siguientes graficas muestran la variacion en la concentracion de V

en funcion al numero de inhalacion.

La grafica 1 muestra la concentracion de V con respecto al nimero de
inhalaciones para el caso de tejido pulmonar, en donde se puede observar que
conforme aumento la exposicion al V;0s la concentracion de V encontrada en el
tejido es mayor hasta alcanzar su maximo en la inhalacion # 24. Sin embargo la
concentracion de V disminuyd (0.6 pg/g ) en el grupo de ratones que estuvo 31
dias en reposo después de la inhalacion # 24 antes de ser sacrificados, en

aproximadamente el 83 % con respecto a la concentracion mas alta ( 3.5 pg/g).

GRAFICA No. 1
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En la grafica 2 se muestra la concentracion de V con respecto al nimero
de inhalacion para el caso de tejido hepatico, donde no se observa claramente una
tendencia con respecto a la concentracidn de V en funcién del nimero de
inhalaciones o exposicion al V,0s. Se encontré una concentracion muy alta en la
inhalacion # 2 ( 1.8 ug/g ) en comparacién con las concentraciones de V presente
en las inhalaciones subsecuentes ( inhalaciones # 4 a # 14 ) e igual a la
encontrada en la inhalacion # 16. Ademas en la inhalacion # 12 se encontrd una
concentracion de V muy baja para el grado de exposicién al V20s. Sin embargo se
puede observar que la concentracion de V disminuye ( 0.7 pg/g ) en el grupo de
ratones con 31 dias de reposo en aproximadamente el 72 % con respecto a la

concentracion # 24, la mas alta ( 2.5 pg/g ) encontrada en este tejido.

GRAFICA NO. 2
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La grafica 3 muestra la concentracién de V con respecto al numero de
inhalaciones para el caso de tejido renal, en donde al igual que con el tejido
hepatico no se observa claramente una tendencia con respecto a la concentracién
de V en funcién del nimero de inhalaciones. En la grafica es posible observar que
la concentracién de V presente en el tejido renal disminuyé a 1.0 pg/g en los
ratones que estuvieron en reposo, que representa el 47 % con respecto la
concentracion mas alta de 1.9 pg/g. Sin embargo la ultima concentracion después
de los 31 dias de reposo es mayor que la concentracion # 2; esta situacion es
diferente a la que se presenta para pulmén e higado en donde las concentraciones
en D31 son las mas bajas encontradas. Lo anterior indica que en el caso del rifidn

la eliminacion del V es mucho mas lenta.

GRAFICA NO. 3
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Una comparacion de la concentracion de V presente en cada tejido con
respecto al nimero de inhalaciébn se cbserva en la grafica 4, donde es posible
observar que el tejido que presentd mayor concentracion de V fue el tejido
pulmonar, seguido del tejido hepatico y por ultimo el tejido renal, asi mismo se
observa que la concentracion de V en los tejidos estudiados tiende a disminuir en
el grupo de ratones que estuvo 31 dias en reposo después de la inhalacién antes

de ser sacrificados.
GRAFICA NO. 4
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DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

La variacion presentada en las concentraciones de vanadio encontradas
en pulmén, higado y rifidn en funcién de la exposicion al V.05 se debid a varios

factores entre los mas importantes :

a) la variabilidad biolégica interindividual,

b) la cantidad de muestra con la que se trabajdé varid desde 40 mg hasta
200 mg de peso (tejido seco). Esto contribuyo a que el coeficiente de
variacion obtenido del promedio de las lecturas fuera amplio, debido a que la
concentracion de V en las muestras es de ug/L (ppb),

¢) las lecturas del elemento fueron hechas en un intervalo de 10 - 30 pg/L
(ppb), y varias muestras estuvieron alrededor del limite inferior siendo ésta

una concentracién muy baja.

La variacion que se tiene en los resultados también es consecuencia de
que el tamafio de la muestra estudiada fue muy pequefia, se esperaria que la
variacién tenderia a bajar si se analizara mayor cantidad de muestra.

Sin embargo con los datos obtenidos en el presente trabajo se observa
que el tejido que presentd mayor concentracion de V fue el pulmén con
3.5 pg/g V (tejido seco), dado que la unica via de entrada de los contaminantes
aéreos es por el sistema respiratorio éste sera el primero en verse afectado.
Mientras que la concentracion mas baja se encontrd en rifién siendo de 1.9 pg/g vV
(tejido seco). Para el caso del tejido hepatico se encontrdé una concentracion

maxima de 2.5 pg/g V (tejido seco).
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Con los resultados obtenidos se encontré que en pulmoén, higado y rifidn
la concentracion de V disminuye después de un periodo ( 31 dias) sin tener
exposicion al Vz0s, lo anterior se observo principalmente en el tejido pulmonar y
hepatico que fue de 83% y 72 % respectivamente, mientras que para el
tejido renal se observd un 47% de disminucidon en la concentracién de V
porcentaje que es practicamente la mitad de la concentracién mas alta encontrada

en este tejido.

En el tejido pulmonar fue posible observar que al incrementar la
exposicion al V20s aumenta la concentracion de V presente en el tejido, sin
embargo es necesario realizar mas determinaciones para observar claramente

esta correlacion.

Con respecto a las concentraciones de V encontradas en el presente
estudio para el tejido hepatico y renal no es posible determinar como se
relaciona la concentracién de V con respecto al nimero de inhalaciones, pero se
esperaria que presentara un comportamiento similar al encontrado en el tejido

pulmonar.

El estudio del vanadio permite conocer los riesgos para la salud que
representa estar expuesto a un contaminante atmosférico presente en particulas

metalicas; investigando cdbmo se concentra en el organismo.
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Por cortesia de la M. en C. Teresa |. Fortoul van der Goes, quien
actualmente esta realizando investigacion sobre metales en el Laboratorio del
Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad de Medicina de la
UNAM, y con quien se esta colaborando en este estudio; en las siguientes
imagenes es posible observar el dafio histolégico que presentan las células
ependimares por exposicion al V,0s. (informacion sin publicar)

Fotografia 2: Células ependimares de Fotografia 3: Células ependimares de

ratén sin exposicion al V,0s. raton expuesto al V,0s.

La fotografia #3 muestra el efecto neurotoxico del V20s en las células
ependimares y sugiere la importancia de investigar como se afecta el tejido
pulmonar, hepatico y renal conforme se incrementa la exposicion al V20s, ademas
determinar si después de un periodo sin exposicion el dafio en el tejido es

reversible o permanente.
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Es importante mencionar que en otros estudios dentro de esta linea de
investigacion dirigidos por la M. en C. Teresa |. Fortoul van der Goes sobre el
vanadio, uno de ellos: alteraciones en el extendido de sangre y hemograma en un
modelo murino de inhalacién cronica a pentoxido de vanadio, tuvo hallazgos que
sugieren que el V05 induce leucocitosis y trombocitosis. Los cambios
morfologicos en eritrocitos sugieren hemolisis, quiza relacionada con alteracion en
la Na-K-ATPasa que induce desequilibrio osmotico. La trombocitosis con
presencia de macroplaquetas (que son mas inmaduras y activas) puede ser un
factor de riesgo para la presencia de fenémenos trombéticos como el infarto agudo

al miocardio, tromboembolia pulmonar, etc.

En un estudio alterno titulado, alteraciones ulfraestructurales en
hipocampo dorsal por la inhalacién de pentéxido de vanadio, se encontrd que las
neuronas piramidales del hipocampo de los animales expuestos a vanadio a partir
de la primera inhalacién presentaron muerte celular por necrosis, disminucion de
sinapsis perforadas, invaginacion nuclear y alteraciones de la mielina. Los datos
encontrados sugieren que la consecuencia de la alteracion ultraestructural de las
neuronas piramidales del hipocampo podria dar como resultado alteraciones

funcionales, como en los procesos de aprendizaje y memoria.

Si en futuras investigaciones se determina un uso terapéutico del V, la
informacion toxicologica sobre este metal seria importante para determinar la

seguridad del medicamento.
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