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1. Resumen

La Ciudad de México es una de las mas grandes y contaminadas del mundo. La mayor
parte de la contaminacién que se emite en esta ciudad es debida a las actividades
humanas, particularmente por la quema de combustibles fésiles y sus derivados como la
gasolina. Entre los contaminantes que se liberan a la atmésfera por esta fuente, podemos
mencionar a las particulas suspendidas a las que se adosan metales de transicién como el
vanadio y el manganeso, de hecho, a los metales de transiciéon que son contenidos y
transportados en las particulas suspendidas, son a quienes se les atribuyen los efectos
adversos sobre la salud.

Tanto el vanadio como el manganeso pueden existir en diversos estados de
oxidacion; en el caso del vanadio la pentavalente es la més téxica y para el manganeso, la
divalente es la que se encuentra en mayor proporcién en los organismos.

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial genotoxico del pentéxido de
vanadio o cloruro de manganeso y su mezcla en eritrocitos de ratones hembras y machos,
tanto prepaberes como adultos, expuestos a estos metales por via inhalada, ya que esta es
la via por la que mejor se absorben estos elementos (del 90 al 100% en ambos casos).

Para ello, se emplearon 16 grupos ratones (con 6 individuos cada uno) de la cepa
CD1, de los cuales 8 fueron de hembras y 8 de machos. Para cada género, 4 fueron de
animales prepaberes y 4 de adultos. De acuerdo al grupo al que pertenecian (expuestos o
testigos), se les administré por nebulizaciéon pentéxido de vanadio (0.02 M), cloruro de
manganeso (0.02 M), mezcla: vanadio-manganeso (0.02M) o agua desionizada. Los
animales inhalaron durante una hora, dos veces a la semana por espacio de 4 semanas.

Se obtuvieron muestras de sangre entera de todos los animales antes de comenzar
con el esquema de inhalacién y posteriormente a las 24 h y cada 7 dias (durante 30 dias)
después de iniciado el esquema. Se tomaron muestras de todos los grupos a los 30, 60 y 90
dias de post-exposicion. Las muestras obtenidas se procesaron para el ensayo de
microndcleos con laminillas cubiertas con naranja de acridina.

Los resultados mostraron: a) que el vanadio, el manganeso y su mezcla son
compuestos genotdxicos debido a que fueron capaces de inducir aumento significativo en
la frecuencia de microntcleos (MNs) presentes en los eritrocitos policromaticos de los
ratones expuestos (excepto en hembras adultas), b) los machos son mas susceptibles al
dafio genotoéxico inducido por estos compuestos, ¢) tanto el vanadio como el manganeso
solos 0 en combinacién, indujeron decremento significativo en el nimero de eritrocitos
policromaticos en todos los casos (hembras y machos; preptiberes y adultos), d) los efectos
observados, tanto en la cantidad de microntcleos como en el conteo reticulocitario,
persisten por un largo espacio de tiempo (90 dias de post-exposicion).

Los MNs inducidos por la inhalaciéon de vanadio y manganeso, solos o en
combinacién, podria explicarse a varios niveles: i) ambos metales causan estrés oxidante,
lo cual se traduce en aumento importante en la presencia de moléculas altamente reactivas
que son los radicales libres (RLs). Los RLs dafian importantes biomoléculas, como lo son el
ADN (fraccionandolo) y las proteinas (interaccionando con sus grupos sulfidrilo y
generando asi, pérdida de funcion). El origen de los MNs esta relacionado con los dos
eventos antes mencionados: rompimientos cromosémicos e interaccién con las proteinas



del huso mit6tico durante la division celular. Por otro lado, las hembras adultas mostraron
susceptibilidad menor al dafio genotéxico, esto podria ser debido a la presencia sustancial
en esa etapa (sexualmente maduras) de los estrégenos. A los estrogenos se les atribuyen
propiedades antioxidantes (debidas a su estructura quimica, muy parecida a la de los
antioxidantes polifendlicos) y antiinflamatorias (por la interaccién de su receptor y los
factores de transcripcién involucrados en esas vias).

Ambos metales y en su combinacién, produjeron decremento significativo en la
proporcién de eritrocitos policromaticos, lo cual, nos indica que tienen efectos adversos
sobre la eritropoyesis de los organismos expuestos. Esto podria deberse a las interacciones
que llevan a cabo estos metales con moléculas importantes en la produccién de eritrocitos,
tales como inhibicién de cinasas y fosfatasas o la inhibicién de la produccién de
eritropoyetina.

Este trabajo contribuye al mejor entendimiento de los mecanismos por los cuales
los metales ejercen su toxicidad, aunado a la evidencia de que estos efectos persisten a lo
largo del tiempo, no obstante, la exposicién haya concluido.



Abstract

Mexico City is considered one of the most polluted cities worldwide. Suspended particles
are discharged into the atmosphere as a consequence of fuel combustion, and metals are
adhered to its surface. Vanadium (V) and manganese (Mn) are attached to the smallest
particles and travel through the air, entering to the respiratory tract reaching the systemic
circulation. Both elements in nature are in diverse oxidative states, relating its oxidative
state with its toxicity. Other factors associated with metal toxicity are age and gender.

In this study we decided to explore the modifications that hormonal state and
metal mixture made in the genotoxic potential of these elements by inhalation in a mice
model. Sixteen groups were structured, six individuals each, of CD-1; eight groups were
for each gender; from each gender, four were pre-pubers and the remained four, adults.
Mice inhaled V, Mn or V-Mn (0.02M) one hour twice a week during four weeks. A basal
sample from the tail was obtained from each mouse before the inhalation protocol began;
from that point samples were obtained at 24 h, and each week until the end of the 4 week
inhalation. Afterwards, samples were obtained at 30, 60 and 90 days after the exposure
ended. Samples were processed for micronuclei assay in slides covered with acridine
orange.

Results showed that vanadium manganese and the mixure V-Mn are genotoxic
agents: all (adult female except) mice showed an increase of MN in polychromatophil
erythrocytes after the exposure. Males were more susceptible to genotoxicity after the
three treatments compared with females. In all the experimental variables, a significant
decrease in polychromatophil erythrocytes was observed. Micronuclei persisted after
three months of recovery.

The observed MN increased could be explained by common mechanisms such as
oxidative stress which injures all type of biomolecules, including DNA, and the interaction
of the metals with sulphydril bonds, inhibiting functionality of the proteins. About
hormonal state, estrogens are considered anti-oxidative and anti-inflammatory molecules.

About the effect on polychromatophil erythrocytes could be explained as a
consequence of the interaction of the metals with the kinases and phosphatases that
control erythropyesis, or directly on erythropoietin production.

This work contribute to a better understanding of the mechanisms by which metals
and its mixtures induce genotoxic and erythropoyetic effects after its inhalation, and the
information about a long lasting effect despite the fact that the exposure ended.



2. Introducciéon
2.1. Contaminacion atmosférica

La contaminaciéon atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire, en
cantidades tales que pueden ser perjudiciales para la vida, afectar estructuras
materiales y ocasionar cambios en las condiciones meteorolégicas o climéticas. En este
sentido, un contaminante atmosférico es cualquier sustancia (quimica o biolégica) que
al agregarse al aire puede modificar sus caracteristicas naturales (Vallejo et al. 2003).
Este tipo de contaminacion es reconocida como el mayor problema para la salud
humana (Choi et al. 2004).

Los contaminantes atmosféricos pueden ser emitidos por dos tipos de fuentes:
naturales o antropogénicas. Naturales: en general, sélo una pequena fracciéon de los
contaminantes de la atmosfera es emitida por éstas, entre ellas se encuentran las
volcanicas y las geologicas. Antropogénicas: son las generadas por las actividades
humanas. Estas fuentes se han clasificado en fijas y moviles. Fijas: entre las principales
se cuentan minas, refinerias, centrales hidro, termo y nucleoeléctricas, sitios en donde
se desarrollan procesos industriales (p.e. fabricas de pintura y disolventes), lugares de
almacenamiento y distribucién de gasolina, entre otras. Mdviles: las principales son los
vehiculos de combustién interna. Los contaminantes generados por éstos son
diferentes de los que proceden de las fuentes fijas (Flores 2004).

Una manera de clasificar a los contaminantes atmosféricos es por la forma en
que las sustancias estan presentes en la atmosfera: si se encuentran tal como fueron
emitidas por las fuentes, se conocen como contaminantes primarios, mientras que las que
resultan de la interacciéon de varios contaminantes, ya sea entre si y/o con otras
sustancias del medio se les llama contaminantes secundarios (Vallejo et al. 2003, Flores
2004).

Dentro de los contaminantes primarios podemos contar a varias sustancias cuya
presencia en el aire puede ser nociva para la salud humana. Los principales son:
monoéxido de carbono (CO), biéxido de carbono (CO»), diéxido de nitrégeno (NO»),
diéxido de azufre (SO,), particulas suspendidas (PS), hidrocarburos (HC),
clorofluorocarbonos (CFC) y metales (Flores 2004).

Los contaminantes secundarios se forman por reacciones entre los
contaminantes primarios que son catalizadas por la luz ultravioleta que proviene del
sol. Entre los mas importantes estan: acido sulftrrico (H2SO,), acido nitrico (HNOs) y
ozono troposférico (Os) (Flores 2004).

2.1.1. Contaminacién atmosférica en la Ciudad de México

La Zona Metropolitana de la Ciudad de México, ésta incluye parte del Estado de
Meéxico, (comunmente llamada Ciudad de México) esta situada en una elevada cuenca
hidrolégica a 2240 msnm (Riveros-Rosas et al.1997, Vallejo et al.2003). La meseta ocupa
casi 5000 km? y estd confinada por tres lados (este, sur y oeste) por cordilleras
montafiosas, con un lado abierto hacia el norte y con un pequefio lado abierto hacia el
suroeste. Las cordilleras montafiosas a su alrededor varian en elevacién (Rivero-Rosas
et al.1997) y la mas alta es la Sierra del Ajusco (Vallejo et al.2003). El area metropolitana
se encuentra del lado suroeste de la cuenca (Molina y Molina 2004) y abarca
aproximadamente 2000 km? (Riveros-Rosas et al. 1997).



La Ciudad de México es considerada una Megaciudad (definida en términos
generales como un area metropolitana con poblacion que excede los 10 millones de
habitantes) y la contaminacion ambiental ha sido, en décadas recientes, uno de los
problemas mdas importantes de las megaciudades. Las emisiones y las altas
concentraciones de contaminantes atmosféricos pueden tener efectos adversos muy
importantes sobre la salud, incluido un incremento significativo sobre la mortalidad de
su poblacién (Katsouyanni 2003) aunado a la degradacion de los ecosistemas (Molina y
Molina 2004).

Esta Ciudad es una de las mas grandes del mundo, con alrededor de 20
millones de habitantes (Molina y Molina 2004) que viven en un &rea de 2 000 km?
(Rivero-Rosas et al. 1997), con una densidad poblacional de 12 200 habitantes/km? (una
de las mas altas a escala mundial), con 3.5 millones de vehiculos que consumen 40
millones de litros de gasolina al dia (Molina y Molina 2004) y 35 mil industrias
(Riveros-Rosas et al. 1997, Molina y Molina 2004) situadas principalmente en la zona
Norte de la ciudad (Rivero-Rosas et al. 1997). Ademas presenta caracteristicas
topogréficas y meteorolégicas complejas que la vuelven altamente susceptible a
presentar altos niveles de contaminacién (Vallejo et al. 2003) y entre ellas podemos
contar: i) Las cadenas montafiosas que junto con las frecuentes inversiones térmicas
atrapan a los contaminantes dentro de la cuenca. ii) La altitud a la que se encuentra,
determina que la concentracién de oxigeno este disminuida (-23%) en relaciéon con el
nivel del mar, y esto a su vez, reduce la eficiencia de los motores de combustion interna
y aumenta la concentraciéon de monéxido de carbono y de hidrocarburos (Vallejo et al.
2003, Molina y Molina 2004). iii) La gran elevacion de la ciudad y la intensa luz del sol
también contribuyen en los procesos fotoquimicos para la formacion de contaminantes
secundarios (p.e. ozono) (Molina y Molina 2004). iv) La direcciéon de los vientos
predominantes, de noreste a sureste, hace que la mayor concentraciéon de
contaminantes se encuentre en la zona sur de la ciudad, en donde la Sierra del Ajusco
obstaculiza su dispersion (Vallejo et al. 2003).

Por otro lado, a grandes altitudes (como es el caso de la Ciudad de México) las
personas son mas susceptibles a enfermedades respiratorias que las que viven al nivel
del mar. A mayor altitud, debe ser inhalado mas aire para obtener oxigeno suficiente,
pero al mismo tiempo, se inhalan también mayores cantidades de contaminantes
(Molina y Molina 2004). Los efectos en la salud mas comtnmente reportados por
exposicién a la contaminacién del aire son en vias respiratorias (p.e. bronquitis,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, neumonia), y en el sistema cardiovascular
(p-e. arritmias, infartos) (Rosales-Castillo et al. 2001). Asimismo, en los tltimos afios se
ha estudiado con mayor detalle a los grupos poblacionales que son mas susceptibles a
padecer los efectos de la contaminacién: nifios, ancianos, personas que sufren diabetes,
enfermedades cardiovasculares, respiratorias o asma (Rosales-Castillo et al. 2001,
Molina y Molina 2004).

En la Ciudad de México se estima que el 52% del total de la energia producida
se emplea en el transporte, que es la mayor fuente de contaminacion ambiental (Molina
y Molina 2004), 27% en las industrias y en plantas generadoras de energia y 15% en uso
doméstico. Del total de contaminantes emitidos a la atmoésfera el 83% corresponde a
fuentes moéviles, el 12% a fuentes fijas y el 5 % a fuentes naturales (Riveros-Rosas et al.
1997). El efecto combinado de las emisiones naturales y antropogénicas, y las
caracteristicas topograficas y meteorolégicas de la Ciudad de México favorecen la
persistencia de contaminantes (Vallejo et al. 2003) y el resultado es la degradaciéon
significativa del ambiente y de la salud humana (Molina y Molina 2004).



En esta ciudad se monitorean continuamente las cantidades de diéxido de
azufre, di6xido de nitrégeno, monéxido de carbono, hidrocarburos y ozono. Por otro
lado, las particulas suspendidas totales y el plomo, s6lo son monitoreados
semanalmente. Sin embargo, ademads del plomo, la presencia de otros elementos como
el cromo, el cobre, el zinc, el manganeso y el vanadio no ha sido cuantificada en esta
ciudad (Riveros-Rosas et al. 1997).

Las megaciudades a menudo presentan altas concentraciones de: diéxido de
azufre (SO,), 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrégeno (NO,), 6xidos de nitrégeno
(NOx), monoéxido de carbono (CO), compuestos organicos volatiles (COV’s),
hidrocarburos (HC), particulas suspendidas totales (PST) y ozono (Os) (Molina y
Molina 2004). Siendo estos dos ultimos los contaminantes mdas importantes que se
presentan en la Ciudad de México (Rosales-Castillo et al. 2001).

2.1.2. Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas (PS), son una compleja mezcla de diferentes componentes
quimicos (Fernandez et al. 2003) y fisicos (Katsouyanni 2003) con variacion local y
regional (Englert 2004). Se considera que el principal origen de las particulas
suspendidas es la condensacién de los productos de la combustién, tanto de fuentes
fijas como méviles (Flores 2004). Por otro lado, las particulas también pueden proceder
de reacciones quimicas o fotoquimicas que se producen en la atmosfera (Vallejo et al.
2003), de la fabricacion de hierro y acero, la fabricacion de cemento, la extraccién de
rocas y minerales, el almacenamiento y manejo de granos, de caminos sin asfaltar o de
suelos erosionados (Vallejo et al. 2003, Flores 2004).

Las particulas suspendidas totales, en términos generales, incluyen particulas
de cualquier tamafio suspendidas en el aire. Sin embargo, particulas més grandes de
30-70 pm sb6lo permanecen suspendidas por cortos periodos de tiempo antes de
depositarse (Englert 2004), por lo tanto, sélo pueden ser cuantificadas las que se
encuentran en la atmdsfera.

Las PS pueden ser caracterizadas por: su origen (antropogénico o geogénico); su
fuente (productos de la combustion); sus propiedades quimicas (su solubilidad)
(Englert 2004); por su potencial de depésito en el aparato respiratorio (inhalables y no
inhalables) (Flores 2004) o por ser particulas de formacién primaria o secundaria. Por
razones précticas para su cuantificacion, las PS son caracterizadas por el tamafo de la
particula (también llamado didmetro aerodinimico) (Englert 2004), considerdndose como
particulas inhalables a las que tienen un diametro igual o menor a 10um (Vallejo et al.
2003, Englert 2004) y se clasifican en:

» Particulas burdas o gruesas: con un diametro aerodindmico menor a 10 um (PMo)
y mayor a 2.5 pm (PMzs) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Estdn compuestas
principalmente por silice, titanio, aluminio, sodio, hierro, cloruros (Vallejo et al.
2003, Molina y Molina 2004) y manganeso (WHO 1999).

» Particulas finas: con un didmetro aerodinamico igual o menor a 2.5 pym (PMas)
(Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Estan compuestas por productos derivados de la
combustion (Fernandez et al. 2003), particularmente del diesel, e incluyen carbono,
plomo, vanadio, diéxido de azufre y diéxido de nitrégeno (Vallejo et al. 2003).

* Particulas ultrafinas: con un didmetro aerodinamico menor a 0.1 pum (PMo.)
(Englert 2004, Vallejo et al. 2003). Estan compuestas por los productos de las



quemas agricolas y forestales, y por la combustiéon de gasolina y diesel. Sin
embargo, permanecen aisladas en la atmoésfera durante cortos periodos de tiempo
debido a que tienden a unirse a particulas de mayor tamafio (Vallejo et al. 2003).

Las particulas ultrafinas (PMo.1) estan comprendidas dentro de las finas (PM.s) y éstas
a su vez, dentro de las gruesas (PMio) y todas juntas representan las Particulas
Suspendidas Totales (PST) (Englert 2004, Molina y Molina 2004).

2.1.3. Particulas suspendidas y sus efectos sobre la salud

Las particulas suspendidas son un tipo de contaminante atmosférico ubicuo, con gran
influencia en el bienestar humano y sus efectos en la salud conciernen a toda la
poblacién (Englert 2004). Estudios epidemiolégicos realizados en diferentes paises han
reportado una asociacién entre el incremento de las concentraciones de las PS y el
aumento de mortalidad y morbilidad de sus poblaciones (Ghio et al. 2002, Aust et al.
2002, Marconi 2003).

Una vez dentro del arbol respiratorio son capaces de acumularse en diferentes
sitios como: fosas nasales, laringe, traquea, bronquios, bronquiolos y sacos alveolares
(Rosales-Castillo et al. 2001). Se ha observado que conforme disminuye el tamafio de la
particula aumenta su toxicidad (Ghio et al. 2002), esto se debe a que las particulas mas
pequenas son capaces de penetrar més profundamente en las vias respiratorias (Choi et
al. 2004). Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) concluy6 que hay
suficiente evidencia para decir que las particulas suspendidas <2.5 pym (PM.s) son mas
dafiinas que las PMyo en términos de mortalidad y de enfermedades respiratorias y
cardiovasculares (Englert 2004, Molina y Molina 2004, Choi et al. 2004). Las particulas
suspendidas en la Ciudad de México tienen gran relevancia debido a que estudios
epidemioldgicos indican que se produce un incremento del 1% en la mortalidad por
cada 10 pg/m3 de aumento en la concentracion de PM;o (Molina y Molina 2004).

Estd ampliamente aceptado que algunas de las PS son buenos receptores,
contenedores y vehiculos de componentes toxicolégicamente relevantes (Vallejo ef al.
2003, Fernandez et al. 2003). Un ejemplo de ello son las particulas generadas por la
combustién de derivados del petréleo. Estas usualmente consisten en un ntcleo de
carbon en el cual hay complejas mezclas de compuestos adheridos a ellas, como
hidrocarburos poliaromaéticos, toxinas, sulfatos, nitratos y metales de transicion (p.e.
vanadio, manganeso) (Katsouyanni 2003, Sorensen et al. 2005). Se considera que éstos
altimos pueden jugar un papel muy importante en la induccién de efectos téxicos
(Marconi 2003) en los sistemas biolégicos (Ghio et al. 2002).

Las PS estan asociadas a enfermedades pulmonares, incluido el cancer. Se sabe que
causan dafio al ADN, a proteinas y a lipidos; estos efectos son atribuidos a los metales
que transportan (Choi et al. 2004).

2.1.4. Metales

Son la categoria mayor de contaminantes globalmente distribuidos. Es notable su
tendencia a acumularse en algunos tejidos del cuerpo humano y su potencial téxico a
concentraciones relativamente bajas (Hu 2002). La exposicién constante a ciertos
metales se ha relacionado con inflamacién de los tejidos, dafio celular y céncer,
particularmente de pulmoén y piel (Leonard et al. 2004b). Cada metal tiene sus propios



mecanismos de accién (Leonard et al. 2004b), algunos pueden producir efectos
adversos por si mismos, mientras que otros interactian con diversos factores de
manera sinérgica (Leonard et al. 2004a). Actualmente se sabe que los metales pueden
ser genotdxicos y carcinogénicos por medio de diferentes vias y que una de las mads
comunes es la induccién de estrés oxidante (Leonard et al. 2004a, b).

2.1.4.1 Estrés oxidante

Es consecuencia de un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y la
capacidad antioxidante de un organismo (Chihuailaf et al. 2002). En sentido estricto, un
radical libre (RL), representa cualquier especie quimica de existencia independiente
que posee uno o mas electrones desapareados girando en sus orbitales atémicos
externos. Esta configuracién, electroquimica es muy inestable, le confiere la propiedad
de ser una especie quimica altamente reactiva y de corta vida (Chihuailaif et al. 2002,
Valko et al. 2006). La mayoria de los radicales libres de interés bioldgico suelen ser
extremadamente reactivos e inestables, tienen un periodo de vida muy corto
(fracciones de microsegundo). Cuando un radical reacciona con un compuesto no
radical pueden formarse otros radicales libres, generandose asi reacciones en cadena
que dan lugar a efectos biologicos alejados del sistema que originé el primer radical
(Martinez-Cayuela 1998), aunado a que cuando colisionan con una biomolécula y le
sustraen un electrén (oxidandola), ésta pierde su funcién especifica dentro de la célula

Un amplio rango de xenobiéticos pueden generar estrés oxidante (Martinez-
Cayuela 1998). Sin embargo, independientemente del origen, los radicales libres
pueden interactuar con las biomoléculas que se encuentran en la célula como es el caso
de los acidos nucléicos (Cooke et al. 2003), las proteinas, los lipidos insaturados y los
carbohidratos (Martinez-Cayuela 1998), provocando con ello modificaciones y
consecuencias potencialmente serias para el equilibrio celular (Cooke ef al. 2003).

Los efectos pro-oxidantes de los metales de transiciéon han sido confirmados en
repetidas ocasiones en estudios tanto in vitro como in vivo (HaMai et al. 2001). El
vanadio, al igual que el manganeso, presenta habilidad de catalizar la formacién de
especies reactivas de oxigeno y de radicales libres (HaMai y Bondy 2004, Ali et al.
1995).



2.1.5. Vanadio
2.1.5.1. Generalidades

El vanadio (V), es un metal de transicién miembro del grupo VB de la tabla periédica
(Mukherjee et al. 2004) que estd ampliamente distribuido en la corteza terrestre y en
ella se encuentra presente en cantidades comparables al cobre, niquel y zinc
(Kleinsasser et al. 2003), constituyendo el elemento 21 en abundancia (Thompson 1999).
Existe en estados de oxidacién que van desde el -1 hasta el +5, siendo los mas comunes
+3, +4 y +5 (Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002, Ivancsits et al. 2002). Forma parte de 70
minerales aproximadamente (SCF 2004), pero no se le encuentra como vanadio puro
debido a que es muy propenso a reaccionar con otros elementos, particularmente con
el oxigeno (Barceloux 1999).

2.1.5.2. Fuentes de emision

La emision mundial total de vanadio en la atmésfera se calcula entre 71 000 a 210 000
toneladas por afio (Ress et al. 2003). Las fuentes antropogénicas contribuyen con dos
terceras partes del vanadio que es emitido a la atmdsfera especificamente en forma de
oxidos (Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002). Las fuentes naturales como polvos
continentales, aerosoles marinos y en menor medida, emisiones volcanicas,
contribuyen con el resto del vanadio en el ambiente (Barceloux 1999).

Entre las fuentes de vanadio se encuentran los desechos de las industrias
metaltrgicas y altos niveles de este metal (arriba de 50%) pueden aparecer en los
depositos de petrdleo particularmente de Iraq, Irdn, Kuwuait Venezuela y del Golfo de
Meéxico (Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002). Al respecto, los petréleos de México y
Venezuela acumulan grandes cantidades de vanadio. Entre el 12 al 15% de pentéxido
de vanadio (V20s) estd presente incluso después de ser procesado (Leénard y Gerber
1994).

Debido a que el vanadio es el elemento traza mdas abundante en los
combustibles fésiles, la combustion de esos materiales provee una fuente significativa
de este metal en el ambiente (De la Torre et al. 1999). La fuente mas importante de
contaminacion ambiental por vanadio es la combustion de petréleo y carbén
(Rodriguez-Mercado et al. 2003), se estima que el 90% del vanadio que es emitido cada
afno a la atmésfera proviene principalmente de la combustiéon del petréleo (Dill et al.
2004) y de sus derivados como la gasolina (Avila-Costa et al. 2004). La combustién de
esos materiales es una fuente apreciable de 6xidos de vanadio en el ambiente (Zhong et
al. 1994).

Este metal estd ampliamente distribuido como contaminante ambiental (unido a
las particulas suspendidas) en forma de 6xidos resultado de la quema de combustibles
fosiles (Cohen et al. 1992, Avila-Costa et al. 2004, 2005), aunado a que muchos procesos
metaldrgicos generan polvos que contienen 6xidos de este metal (Dill ef al. 2004).

2.1.5.3. Niveles de vanadio en el ambiente

Para el personal ocupacionalmente expuesto (POE), el limite de exposicién permisible
determinado por la Administracién para la Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) es
0.5 mg/m? en el aire (Dill et al. 2004). En el caso de las areas urbanas, el nivel medio de



vanadio en las ciudades con un alto consumo de combustibles fésiles es 0.62 pg/m3
comparado con 0.011 pg/m3 en las zonas rurales (Fortoul et al. 2002).

En afios recientes, la evidencia de que los niveles en el ambiente se han
incrementado debido a las actividades antropogénicas (De la Torre at al. 1999), son
evidenciados, en la ciudad de México, por Fortoul y colaboradores (2002). Ellos
reportan aumento significativo en los niveles de vanadio por medio de un estudio
realizado en pulmones de casos de autopsias de habitantes de las décadas de los 60 y
90 de esta ciudad.

2.1.5.4. Usos

Debido a su dureza y a su capacidad para formar aleaciones, el vanadio es
frecuentemente utilizado como constituyente del acero que se emplea para fabricar
herramientas, implantes ortopédicos (Ivancsits et al. 2002) y maquinaria (Barceloux
1999). También su uso es comun en la manufactura de semiconductores, reveladores
fotograficos y agentes colorantes; para la produccién de pigmentos amarillos y
ceramicas. El vanadato, las sales y los 6xidos de vanadio se emplean como
catalizadores para la produccién de acido sulftrico, en la purificacion de gases y en la
oxidacién de etanol (Barceloux 1999).

El pentéxido de vanadio es el compuesto mas empleado (Ivancsits et al. et al.
2002) y comercial, es también el material principal para la produccién de otros
compuestos de vanadio (Dill et al. 2004). Por otro lado, es la forma mas comun en
situaciones de exposicion industrial (Dill et al. 2004).

2.1.5.5. Vias de exposicion
a) Via oral

Para la poblacion en general, los alimentos son la mayor fuente de exposicién a
vanadio (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002, Mukherjee et al. 2004). Entre los alimentos
ricos en vanadio se incluyen: pimienta negra, hongos, perejil (Mukherjee ef al. 2004) y
espinacas (Barceloux 1999). En general, los alimentos de origen marino contienen
mayores cantidades de vanadio comparados con los de origen terrestre (Barceloux
1999, Ivancsits et al. 2002). Sin embargo, la absorcién de compuestos de vanadio por el
tracto gastrointestinal es pobre (Mukherjee et al. 2004), s6lo se absorbe < 1-2% del metal
que es ingerido (Barceloux 1999).

b) Via inhalada

El vanadio es mejor absorbido y ampliamente distribuido en el organismo cuando es
inhalado (WHO 2001). Se considera que por esta via se absorbe hasta el 90% de este
metal (Leénard y Gerber 1994). La inhalacién es la ruta principal de entrada al cuerpo
(Cooper 2007).

2.1.5.6. Toxicocinética

Los estados biol6gicamente relevantes del vanadio son los siguientes: vanadato V(V),
el estado pentavalente usualmente como oxianién (p.e. HVO42 0 H2VOy), esta forma
predomina en el espacio extracelular; y vanadilo V(IV), el estado tetravalente
usualmente como oxication (p.e. VO?*), mas estable y que predomina intracelularmente
(Stern et al. 1993, Fortoul et al. 2002, SCF 2004).
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Los metales usualmente penetran en los organismos cuando éstos inhalan
particulas suspendidas a las que se encuentran adheridos (Fortoul et al. 2002). En el
caso del vanadio, éste se une a las particulas suspendidas emitidas de las industrias
metaltrgicas y por la quema de combustibles fésiles (Ress et al. 2003). En este sentido,
las particulas més pequefias son capaces de penetrar profundamente en las vias
respiratorias (Choi et al. 2004), y una vez dentro del arbol respiratorio son capaces de
acumularse en diferentes sitios como: fosas nasales, laringe, trdquea, bronquios,
bronquiolos y sacos alveolares, y de esta manera alcanzar el torrente sanguineo
(Rosales-Castillo et al. 2001).

En el plasma, el vanadio(V) es rapidamente reducido a vanadio(IV)
generalmente por antioxidantes del plasma y se transporta unido a proteinas
(Evangelou 2002). Sin embargo, ambos estados de oxidacién existen en el plasma
debido a que el vanadilo (IV) sufre una oxidacién espontanea a vanadato(V) in vivo
(Mukherjee et al. 2004).

El vanadilo(IV) es transportado principalmente por albtimina y transferrina y el
vanadato(V) s6lo por transferrina; de esta manera el vanadio es transportado a los
6rganos y tejidos (Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005). Aproximadamente el 90%
del vanadio en el plasma se encuentra primordialmente como vanadilo unido a
transferrina y albimina (Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002, Ivancsits et al. 2002).

Siguiendo el transporte en el plasma, la distribucion del vanadio en el
organismo es rapida (ti2 1 hora) (Barceloux 1999) y se acumula principalmente en
hueso, rifién, higado, bazo, y en menor grado en pulmones y testiculos (Evangelou
2002).

El vanadilo como catién libre tiene habilidad limitada para atravesar las
membranas celulares, pero el vanadato(V) — que usualmente predomina en el espacio
extracelular, a pH neutro se absorbe 5 veces mas que el vanadilo (Mukherjee et al.
2004)— entra a las células por medio de canales idnicos inespecificos e
intracelularmente es biorreducido a vanadilo (Stern et al. 1993, Barceloux 1999,
Evangelou 2002). Esta biorreduccion puede ser llevada a cabo por: glutatiéon celular,
catecolaminas, cisteina, NADH, NADHP y L-acido ascérbico (Rodriguez-Mercado et al.
2003), subsecuentemente se une a proteinas (Evangelou 2002). Su reduccién es
regulada por los mecanismos redox de la célula que controlan el equilibrio de los
estados de oxidacién del vanadio (Evangelou 2002).

Intracelularmente, el vanadio se encuentra en estado tetravalente y se une a las
fracciones citosélicas y nucleares. Una pequena porcion (~ 1%) se puede encontrar en
forma libre (Evangelou 2002), ademas de pequefas cantidades de vanadio presentes en
la célula pueden permanecer unidas a las moléculas de grasa y por lo tanto no estar
disponibles para producir toxicidad inmediata (Mukherjee et al. 2004).

La eliminacién del vanadio del organismo es bifasica con una fase rdpida (10-20
h) y una fase terminal larga (40-50 dias) (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002). El
vanadio que no es absorbido es excretado por via urinaria, que es la ruta de
eliminaciéon principal y s6lo una pequefia cantidad (<10%) es excretado por heces
(Barceloux 1999).
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2.1.5.7. Toxicodinamica

El vanadio puede ser altamente téxico para los humanos y algunos animales debido a
que puede afectar importantes funciones celulares (Altamirano-Lozano et al. 1993)
como: el ciclo celular, vias de sefializacién y la sobrevivencia celular tanto in vitro como
in vivo (SCF 2004). Este elemento puede interferir con una gran baterfa de sistemas
enzimaticos que contienen fosfatos como: ATPasas, fosfatasas, cinasas (Zhong et al.
1994, Mukherjee et al. 2004), ribonucleasas (Mukherjee et al. 2004), ADN-polimerasas,
peroxidasas (Zhong et al. 1994), ATP fosfohidrolasas, adenilato ciclasa, fosfatasa
alcalina y proteinas propias de la sintesis de ADN (Altamirano-Lozano et al. 1999). Por
otro lado, varios genes son regulados por este elemento o por sus compuestos, se
incluyen genes como: factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a), interleucina-8 (IL-8),
proteina activadora 1 (AP-1), ras, c-raf, proteina activadora de genes mitégenos
(MAPK), p53, factores nucleares-kf3 (NE- k), entre otros (Mukherjee et al. 2004).

El vanadato estd ampliamente reconocido como un analogo estructural y
electrénico del fosfato (VO3 y PO4*), presentando reacciones similares de protonacién
(Morinville et al. 1998, Crans et al. 2004). Esta similitud quimica del vanadio al fosfato
ayuda a explicar el efecto de este metal sobre las reacciones de fosforilacion del
organismo (Fortoul et al. 2002).

2.1.5.8. Efectos en la salud

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en el ambiente y ejerce efectos téxicos
potentes sobre una gran variedad de sistemas biolégicos (Avila-Costa et al. 2005). Los
efectos toxicos de los compuestos de vanadio estdn relacionados con el organismo
expuesto, la dosis, la ruta, la duracién de la exposicion y la naturaleza del compuesto
(Evangelou 2002). Los oxidos de vanadio pueden ser mds toxicos que las sales
(Evangelou 2002), aunado a que la toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta
conforme a su valencia, siendo de esta manera, el estado pentavalente el mas téxico
(Barceloux 1999, Evangelou 2002) para los mamiferos (Zhong et al. 1994, Altamirano-
Lozano et al. 1999).

2.1.5.9. Efectos genotodxicos

La Agencia Internacional para la Investigacion del Céncer (IARC) enlista al pentéxido
de vanadio como “un posible carcinégeno para humanos” (Grupo 2B) (SCF 2004).
Pocos estudios se han realizado para evaluar la acciéon genotéxica del vanadio de
diferentes compuestos y en varios estados de oxidaciéon (Ivancsits et al. 2002,
Kleinsasser et al. 2003), es importante mencionar que muchos de ellos son experimentos
in vitro (Ivancsits et al. 2002). La informacién relacionada a la genotoxicicidad y al
potencial carcinogénico del pentéxido de vanadio es limitada (Zhong et al. 1994) y no
es concluyente (Rodriguez-Mercado ef al. 2003). A continuacién se citan algunos de los
trabajos realizados para evaluar el potencial genotéxico de los compuestos de vanadio
tanto in vitro como in vivo.

a) In vitro

Owusu-Yaw y colaboradores (1990) en células de ovario de hamster chino (CHO-K1),
administraron triéxido de vanadio (+3), sulfato de vanadilo y metavanadato de amonio
a las siguientes concentraciones 0.1-1pg/mL, 0.5-6 pg/mL y 0.5-4 pg/mL,
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respectivamente. Observaron que estos compuestos inducen incremento significativo
en la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas (ICH). Por otro lado, en
presencia de la fraccién hepatica S9, la actividad genotéxica del metavanadato de
amonio y del sulfato de vanadilo disminuye. En el mismo estudio, los tres compuestos
inducen incremento significativo de aberraciones cromosémicas estructurales, con
prevalencia de rompimientos e intercambios después de 2 h de tratamiento con 4, 8 'y
16 ng/mL de metavanadato de amonio, 6, 12 y 24 ug/mL de sulfato de vanadilo, y 12
y 18 pg/mL de triéxido de vanadio, en ausencia y presencia de activacion metabdlica.

Roldan y Altamirano (1990) no observaron induccién de aberraciones
cromosomicas estructurales (ACe) ni ICHs en linfocitos humanos sin activacién
metabdlica tratados por 48 horas con 2, 4 y 6 pg/mL de pentéxido de vanadio. Sin
embargo, si encontraron a todas las dosis, incremento significativo en la frecuencia de
células poliploides.

En un estudio realizado por Migliore y colaboradores (1993) se investigé el
potencial del ortovanadato (0.41- 13.12 ng/ml), del metavanadato (0.28-8.96 pg/ml),
del metavanadato de amonio (0.29-9.36 pg/ml) y del sulfato de vanadilo (0.41-13.04
ng/ml) para producir aberraciones cromosdémicas estructurales y numéricas (ACn),
microntcleos (MNs) e ICHs en linfocitos humanos. Los tratamientos con los
compuestos de vanadio no indujeron incremento significativo en la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas estructurales, sin embargo si observaron incremento en la
frecuencia de ICH y microntcleos. Esto habla del posible mecanismo de acciéon del
vanadio como un agente téxico para el aparato mitético. Los resultados obtenidos con
los cuatro compuestos de vanadio, muestran que el 68% de los microntcleos tienen
centrémero, es decir, que provienen de cromosomas completos. Lo anterior, confirma
el potencial aneuploidogénico del vanadio.

En otro estudio, Zhong y colaboradores (1994) no encontraron incremento
significativo de ICH en células V79 de hamster chino después de 24 h de tratamiento
con V205 (4 pg/ml), pero si aumento en el ntimero de microntcleos. Estos
microntcleos fueron cinetocoro-positivos, lo cual indica que este compuesto tiene
actividad aneuploidogénica en estas células.

En un estudio realizado por Rojas y colaboradores (1996) para detectar dafio al
ADN empleando la electroforesis de células individuales (ensayo cometa), el pentéxido
de vanadio indujo rompimientos de cadena sencilla de ADN y/o sitios alcali labiles en
linfocitos no estimulados a dosis de 0.54 pg/ml o més. Por otro lado, en linfocitos
estimulados s6lo a altas concentraciones (540 pg/ml) se observé incremento
significativo en el dafio al ADN.

Ivancsits y colaboradores (2002) observaron que el ortovanadato aumenta
significativamente la longitud de la cola de los cometas de linfocitos no estimulados y
de fibroblastos humanos a dosis de 0.25- 0.5 ug/ml y 0.025 pg/ml, respectivamente.

Rodriguez-Mercado y colaboradores (2003) evaluaron la genotoxicidad del
tetra6xido de vanadio (+4) a dosis 2- 16 pg/ml en células de sangre periférica sin
activacion metabdlica. Concluyeron que conforme se incrementaba la dosis
aumentaban también las aberraciones cromosémicas y por otro lado, se inhibia el
indice mitético. Con el ensayo cometa, no hubo cambio en los pardmetros evaluados
después de 2 h de tratamiento, posiblemente por la limitada habilidad del V+ para
cruzar la membrana celular.
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b) In vivo

Ciranni y colaboradores (1995) evaluaron la capacidad para inducir microndcleos,
aberraciones cromosdomicas numeéricas y estructurales en células de médula 6sea de
ratones machos de la cepa CD-1 por administracién intragastrica a 100, 70 y 50 mg/kg
de peso del sulfato de vanadilo, del ortovanadato de sodio y del metavanadato de
amonio, respectivamente. Se observé  que todos los compuestos indujeron
microntcleos e hiperploidia, sin embargo sélo el sulfato de vanadilo indujo incremento
significativo en la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales. Estos
resultados apoyan la idea de que los microntcleos estidn relacionados con procesos
aneuploidogénicos.

En otro estudio el ensayo cometa fue utilizado para evaluar la habilidad del
pentoxido de vanadio en la generacion dafio al ADN en un modelo in vivo en 6 6rganos
diferentes (higado, rifién, pulmén, bazo, corazén y médula 6sea) en ratones CD-1. El
compuesto fue administrado por inyeccién intraperitoneal a las siguientes dosis: 5.75,
11.5 y 23 mg/kg de peso 24 h antes del sacrificio. Se observé incremento significativo
en la migracién del ADN de las células de rifién, higado, corazén y pulmén. Un dafio
menor se evidencié en las células de bazo y no se encontré efecto significativo en las
células de médula 6sea (Altamirano-Lozano et al. 1999). Con en mismo protocolo, se
observ6 un incremento significativo en la migraciéon del ADN de células testiculares a
dosis de 5.75 mg/kg (Altamirano-Lozano et al. 1996).

Larvas de Drosophila melanogaster fueron tratadas con sulfato de vanadilo (163-
407 pg/ml) y se observé induccion de mutaciones somaticas detectadas como sectores
rojos aberrantes en los ojos de la mosca adulta (Barrera-Ferrer y Villalobos-Cabrera
1998).

2.1.6.10. Efectos hematoldgicos

Estudios en humanos han revelado que la exposicién a vanadio induce cambios en el
hematocrito, tales como leucopenia y anemia (Cooper 2007), debido a que tiene
influencia en la formacién de los eritrocitos (Lednard y Gerber 1994).

En este sentido, el vanadio ha sido de gran interés para muchos investigadores
en los dltimos afios, sin embargo su papel bioquimico y fisiolégico no esta totalmente
claro. Los efectos hematolégicos reportados se pueden resumir en tres puntos
(Zaporowska y Wasilewski 1992):

Reduce la deformabilidad de los eritrocitos, asi que las células son

frecuentemente retenidas en el sistema reticuloendotelial del bazo y son

retiradas del torrente sanguineo.

* Produce peroxidacién lipidica en la membrana del eritrocito y esto lleva a
hemolisis

= El conteo eritrocitario bajo es consecuencia de la hemélisis y del corto tiempo de
sobrevivencia de los eritrocitos (Hogan 1990, Zaporowska y Wasilewski 1992).
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2.1.6. Manganeso
2.1.6.1. Generalidades

El manganeso (Mn) es el 5to metal mas abundante en la Tierra (Lima et al.2008), es
ubicuo en el ambiente y comprende aproximadamente el 0.1% de la corteza terrestre,
es el décimo segundo elemento mdas abundante. El manganeso no ocurre en estado
puro si no como componente de mas de 100 minerales, principalmente en pirolusita,
rodocrosita y rodonita (Barceloux 1999, WHO 2004). Puede existir en 11 estados de
oxidacion que van desde el -3 hasta el +7 y los mas comunes son +2 (p.e. cloruro de
manganeso: MnCl,), +4 (p.e. diéxido de manganeso: MnO») y +7 (p.e. permanganato de
potasio: KMnO,) (WHO 2004).

2.1.6.2. Fuentes de emision

El manganeso puede ser emitido a la atmdsfera tanto por fuentes naturales como
antropogénicas. Dentro de las principales fuentes naturales se encuentran: erosiéon de
los suelos (WHO 1999, Vitarella et al. 2000, Dorman et al. 2001), aerosoles marinos y
actividad volcanica (WHO 2004). Las mayores fuentes antropogénicas de este metal
que se emite en forma de particulas suspendidas incluyen: mineria y procesamiento de
los minerales, producciéon de baterias, industrias metaltrgicas, hornos de coque,
plantas generadoras de energia y quema de combustibles fésiles (Vitarella et al. 2000,
Dorman et al. 2001, WHO 2004, Aschner et al. 2005), dentro de éstas se considera que la
quema de combustibles fosiles aporta el 20 % y las industrias el 80 % de este metal en el
ambiente (Barceloux 1999).

Se ha estimado que el 80% del manganeso se encuentra en particulas
suspendidas de didmetro <5 p y el 50 % de ese metal se estima que esta asociado con
particulas de diametro aerodinamico <2 p (WHO 1999).

2.1.6.3. Niveles de manganeso en el ambiente

En el ambiente, el manganeso tiende a estar en bajas concentraciones en lugares no
poblados (0.5-14 ng/m?® en promedio), mds alto en areas rurales (40 ng/m? en
promedio) y atn mas alto en &reas urbanas (65-166 ng/m3 en promedio). Las
concentraciones de manganeso en sitios cercanos a fundidoras pueden alcanzar 200-
300 ng/m® y hasta 500 ng/m3 en sitios cercanos a industrias de silicio y
ferromanganeso (WHO 2004).

El manganeso esté enlistado como un agente toxico ambiental por la Agencia de
Proteccién al Ambiente de Estados Unidos (U.S. EPA). Esta agencia ha establecido la
concentracion limite de referencia para el manganeso en 0.05ug/Mn/m?3 (Aschner et al.
2005).

2.1.6.4. Usos

El manganeso es uno de los metales mas ampliamente utilizados en la industria
(Zhang et al. 2004). Debido a sus propiedades fisicas, es principalmente empleado en la
produccién de acero y superaleaciones para proveer dureza a los productos (WHO
2004, Barceloux 1999).
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Sus compuestos tienen una gran diversidad de usos como: produccién de baterias
secas, cerillos, fuegos artificiales, porcelanizado, catalizadores, suplementos en
alimento para ganado, fertilizantes, esmaltes, barnices, cerdmicas, fungicida,
desinfectantes, entre otros (WHO 2004, Barceloux 1999).

2.1.6.5. Vias de exposicién

En un mundo industrializado, en el que se emplean muchos metales (manganeso,
hierro, aluminio, mercurio, cobre, plomo, zinc, vanadio, entre otros) y los humanos
estan expuestos a ellos ocupacionalmente o como resultado de la contaminacién del
agua, de los alimentos o del ambiente, los sintomas clinicos y los posibles efectos
mutagénicos producidos por exposicion crénica a los metales, revisten en la actualidad
considerable interés (Lima et al. 2008).

a) ViaOral

La biodisponibilidad del Mn esta influenciada por la ruta de exposicion. La dieta
humana es relativamente alta en manganeso y los alimentos representan un gran
fuente de este elemento para muchos individuos. Al ser un oligoelemento, la ingesta
adecuada de Mn en adultos es de 2-5mg por dia. Una pequefia fraccién del manganeso
que es ingerido esta disponible para la liberacion sistémica (Dorman et al. 2000). Los
alimentos son la fuente mdas importante para la poblacién en general (Barceloux 1999,
WHO 1999, SCF 2000), sin embargo la via oral es considerada de bajo riesgo, debido a
que este metal se absorbe pobremente por el tracto gastrointestinal (Brenneman et al.
2000); se estima que s6lo del 1 al 5% que entra al organismo por esta via es absorbido
(WHO 1999, Aschner et al. 2005).

Altas concentraciones de Mn se encuentran en: cacahuates, granos, legumbres,
frutas, vegetales (Barceloux 1999, Dorman et al. 2001b), té y varias especias (Roth y
Garrick 2003). Concentraciones menores se pueden presentar en productos lacteos,
carnes rojas, carne de aves, pescado y huevo (WHO 1999). Otra fuente muy importante
son los suplementos alimenticios (Aschner et al. 2005).

b) Viainhalada

En contraste con la via oral, la absorcién por la via inhalada de manganeso es mas
eficiente, aunado a que hay evidencia de que la inhalacién es la ruta mas comdn de
exposiciéon para los humanos (Brenneman et al. 2000). Se considera que por esta via el
100 % del manganeso es absorbido (WHO 1999). En este sentido, por un lado, la
absorcion del manganeso en el pulmoén es alta y por otro, su liberacién sistémica es mas
eficiente que cuando el metal es ingerido (Dorman et al. 2000).
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2.1.6.6. Toxicocinética

El manganeso es un elemento esencial que esta presente en todos los tejidos de los
mamiferos (Dorman et al. 2001b). Altas concentraciones de manganeso se encuentran
en higado, pancreas, hipdfisis (Barceloux 1999), hueso y rifién (Aschner et al. 2005).

En muchas enzimas el manganeso se encuentra en estado trivalente (Mn*3),
mientras que el resto estd en el organismo en forma de cationes cuatro (Mn*4) o
divalentes (Mn*2) (Aschner et al. 2005) estos ultimos predominan en los tejidos
biolégicos (Dorman et al. 2001a, SCF 2000). Se ha reportado que la ceruloplasmina
humana puede oxidar al Mn*2 a Mn*? in vitro. Esta via se considera un posible
mecanismo para la oxidacién del Mn en la sangre (Aschner et al. 2005).

Dentro del plasma, aproximadamente el 80% del Mn se une a la f-globulina y a
la albimina, y el trivalente se une a la proteina transportadora de hierro, transferrina
(Aschner et al. 2005) y transmanganina (Barceloux 1999). El Mn*? puede competir
efectivamente con el ion fierro por la union a la transferrina en la circulacion y de este
modo el Mn*3 es transportado extracelularmente unido a la transferrina formando un
complejo. Este complejo se une al receptor de transferrina (TfR) que subsecuentemente
lo internaliza dentro de vesiculas endosémicas. Dentro de éstas, se produce un proceso
de acidificacién, por el cual probablemente es liberado el Mn** del complejo
transferrina-TfR. El manganeso trivalente libre que se generé dentro del endosoma,
tiene que ser reducido a su forma divalente para poder ser transportado a través de la
membrana endosémica hacia el citoplasma celular via proteina transportadora DMT1
(Divalent Metal Transporter 1). El manganeso también puede entrar directamente a la
célula por un mecanismo que no involucra al receptor TfR pero si a DMT1 (Roth y
Garrick 2003). El Mn tiene una alta afinidad por DMT1 y es un competidor eficaz del
hierro (Fe) por este receptor (Roth y Garrick 2003). A nivel celular, el manganeso se
concentra principalmente en la mitocondria, y el exceso es secuestrado por los
lisosomas (Malecki 2001).

La eliminacién del manganeso es bifasica (Aschner et al. 2005). La mayor parte
del manganeso se excreta por via biliar (Barceloux 1999, WHO 1999), en menor medida
se elimina por orina, leche y sudor (WHO 1999).

2.1.6.7. Toxicodinamica

El Mn es un nutriente esencial, importante en gran variedad de procesos fisioloégicos
(Roth y Garrick 2003); es necesario para el metabolismo normal de los aminoacidos,
lipidos, proteinas y carbohidratos (Aschner et al. 2005). Numerosas familias de enzimas
dependen de él: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y ligasas
(Aschner et al. 2005). También es necesario para el funcionamiento de metaloenzimas
como: arginasa, glutamina sintetasa, fosfoenolpiruvato descarboxilasa y manganeso
superdxidodismutasa (Aschner et al. 2005). Es necesario para el funcionamiento normal
de los sistemas inmune, reproductor, digestivo, para el crecimiento 6seo y para los
mecanismos de defensa contra los radicales libres. E1 Mn en conjunto con la vitamina
K, ayudan a mantener los procesos hemostaticos de los organismos (Aschner et al.
2005).

Desde el punto de vista quimico el Mn es parecido al Fe en varias
caracteristicas: tienen radio ionico similar, se presentan en valencias +2 y +3 en
condiciones fisiolégicas y poseen alta afinidad por la proteina transportadora
transferrina (Chen et al. 2001). Debido a estas simililitudes se propone que el Mn no
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s6lo interactia con el mecanismo regulador del Fe, si no también que actda
directamente sobre ciertas enzimas con centros activos que comprenden uniones [Fe-S]
como: aconitasa, NADH-ubiquinona reductasa (complejo I) y succinato
deshidrogenasa (SDH, complejo II) (Chen et al. 2001).

Evaluaciones sobre el cardcter oxidante del Mn, han mostrado que genera una
acelerada formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO) debida a los estados
divalente y trivalente del metal (HaMai et al. 2001), se considera que este tltimo es un
poderoso oxidante (Woolf et al. 2002).

2.1.6.8. Efectos en la salud

Los primeros 6rganos que se afectan por el manganeso son: cerebro, higado, pulmén y
los sistemas reproductores e inmune (Zhang et al.2004). En personas expuestas a altas
concentraciones de este metal se han observado efectos adversos en la salud que
incluyen: incremento en la frecuencia de enfermedades respiratorias (neumonia
mangdnica, bronquitis, funcién pulmonar anormal) (Roth y Garrick 2003), desérdenes
neurolégicos (manganismo) y reproductores (pérdida de la libido, impotencia y
decremento en la fertilidad) (Vitarella et al. 2000, Aschner et al. 2005).

2.1.6.9. Efectos genotoxicos

Basados en los datos actuales, no es posible dar una conclusién contundente sobre el
posible peligro genotéxico para los humanos (SCF 2000), por otro lado, no existen
datos sobre el potencial genotdxico por via inhalada del manganeso (ATSDR 1992).

A continuacién se citan algunos trabajos realizados para evaluar la genotoxicidad del
Mn o sus compuestos tanto in vitro como in vivo.

a) In vitro

En células de linfoma de ratén (Oberly et al. 1982) y en células de embrion de hamster
chino (Casto et al. 1979) tratadas con cloruro de manganeso, se encontré que este
compuesto produjo mutaciones en ambas lineas celulares. En un estudio realizado por
De Méo et al. (1991) se expusieron linfocitos humanos con cloruro de manganeso en
presencia y en ausencia de la fraccién S9 y se observé sélo en el segundo caso que el
compuesto caus6 dafio al ADN.

Singh (1984) trat6 levaduras de la especie Sacharomyces cerevisiae con sulfato de
manganeso y observé aumento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas. Con el
mismo compuesto (NTP 1993) se trataron células de ovario de hamster Chino (CHO) y
se evidenci6 induccién de aberraciones cromosémicas pero no de ICH. En neuronas del
estriado que fueron expuestas a cloruro de managaneso por 48 h se not6 que estas
células mostraron fragmentacion del ADN (Malecki 2001).
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b) Invivo

Los estudios sobre genotoxicidad en animales muestran resultados no concluyentes
(EPA, 2003).

En células de médula 6sea de rata tratada con 50 mg/kg de cloruro de
manganeso por via oral se observé incremento en la incidencia de aberraciones
cromosémicas (30.9%) comparada con los animales testigo (8.5%) (Mandzgaladze 1966;
Mandzgaladze y Vasakidze 1966). Sin embargo, en otro estudio realizado con cloruro
de manganeso (MnCl,) a dosis de 0.014 mg/kg/dia, administrado por via oral a ratas
macho durante 180 dias, no se encontré dafio significativo en los cromosomas de
células de médula 6sea ni en células espermaticas (Dikshith y Chandra 1978).

Joardar y Sharma (1990) administraron sulfato de manganeso (102, 202 y 610
mg/kg) y permanganato de potasio (65, 130 y 380 mg/kg) por via oral por tres
semanas a ratones albinos. Ambos compuestos presentaron actividad clastogénica, y el
sulfato de manganeso resulté ser mas toxico. Las frecuencias de aberraciones
cromosOmicas y micronticleos en células de médula 6sea se incrementaron
significativamente con ambas sales.

La exposiciéon de linfocitos humanos de POE a MnCl,, muestra que a altas
concentraciones (25 microM) el manganeso es clastogénico y la ausencia de células
poliploides sugiere que no afecta la formaciéon del aparato mitético en las
concentraciones probada, debido a que no presenta un efecto despolimerizante sobre
los dimeros de tubulina (Lima et al. 2008). Pero Gerber y colaboradores en 2002
demostraron que a dosis elevadas (0.05 M) varios compuestos de Mn pueden afectar la
reparacion y la replicacién del ADN.

El potencial genotéxico de la férmula comercial del fungicida maneb (maneb 80,
que contiene 80% etilenobisditiocarbamato de manganeso como ingrediente activo) fue
evaluado por Arias (1988) utilizando ICHs y aberraciones cromosémicas, en embriones
de pollo. Los embriones fueron expuestos a varias dosis de maneb y se observo
incremento significativo en los intercambios de cromatidas hermanas, sin embargo, en
ninguna de las dosis se encontraron efectos clastogénicos.

En otro estudio realizado por Jablonicka y colaboradores (1989), se evalué la
produccién de aberraciones cromosémicas e intercambios de cromatidas hermanas en
cultivos de linfocitos periféricos de 44 trabajadores ocupacionalmente expuestos a
mancozeb durante la produccién del plaguicida novozir Mn80. Los resultados sugieren
que la exposicion a mancozeb incrementa significativamente la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas estructurales y la cantidad de intercambios de cromaétidas
hermanas.

Li y colaboradores (2001) en ratones, analizaron a proporciéon de microntcleos
en eritrocitos de médula 6sea inducida por la exposicién a manganeso a través de la
inyeccién a dosis de 25, 50 y 100 mg/kg. Los resutados muestran aumento significativo
de microntcleos a dosis media y alta. Esto indica que a altas dosis los efectos
genotoxicos son evidentes. Por lo anterior, los autores consideran que el MnCl, tiene
potencial mutagénico.
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2.1.6.10. Efectos Hematol6gicos

Son pocos los estudios sobre los efectos hematolégicos de este metal, al respecto Ziecik
(1977), evalué en ratas, los efectos sobre la eritropoyesis de la inyeccion intraperitoneal
de tres diferentes dosis de MnCl. Este autor reporta que la cantidad de eritrocitos
cambi6é considerablemente durante el periodo de investigacion y que se observaron
cambios histopatologicos de higado, bazo y rifiones. En estos érganos se encontré
congestion y éstasis de la sangre en ellos, especialmente en los vasos glomerulares.

En otro estudio llevado a cabo en ratas expuestas cronicamente a 6xidos de
manganeso por Carter y colaboradores (1980) se observé que los animales
experimentales desarrollaron anemia microcitica.

2.2. Mezclas de compuestos como contaminantes atmosféricos

La mayor parte de los reportes experimentales que se han llevado a cabo para entender
la toxicidad de los metales, han puesto poca atencion al efecto que pueden tener las
exposiciones simultdneas de mas de un metal (Pillai y Gupta 2005). En ese sentido, las
poblaciones en la vida cotidiana estdn expuestas simultdineamente a gran cantidad de
compuestos, lo cual indica la necesidad del trabajo experimental con combinaciones de
sustancias (Pillai et al. 2002, Pillai y Gupta 2005). Por otro lado, no hay reportes
disponibles en la literatura de los efectos potenciales sobre los organismos de la
inhalaciéon de mezclas de metales presentes en la atmoésfera (Bizarro et al. 2003).

Pocos son los estudios en la literatura al respecto, a continuacién se citan
algunos de los reportes disponibles.

Pillai y colaboradores (2002), evaluaron los efectos de la exposicién sola y en
combinacién de acetato de plomo y acetato de cadmio por via intraperitoneal (0.05
mg/kg) en ratas adultas. Evaluaron los cambios sobre la fluidez de la membrana de
células hipofisiarias. En este estudio se reporta que el plomo y el cadmio
individualmente y en combinacién causan cambios en las propiedades biofisicas de la
membrana (decremento en la permeabilidad). Los cambios posteriores al tratamiento
simultdneo son mas parecidos a los que produce sélo el cadmio que a los que produce
el plomo, los autores consideran que lo anterior es evidencia de que el cadmio media
mayores efectos debido a su naturaleza mas reactiva.

En 2003, Bizarro y colaboradores reportan los efectos ultraestructurales de la
inhalacion de acetato de plomo (0.01 M) y de cloruro de cadmio (0.006 M) sobre las
mitocondrias de células testiculares de ratones CD-1. Los resultados muestran que el
porcentaje de mitocondrias dafiadas estuvo relacionado con el tiempo de exposicion y
el metal inhalado; el cadmio solo, causé mayor dafio que el plomo solo. Importante es
mencionar, que se observé mayor dafio cuando los animales fueron expuestos a la
mezcla de los compuestos, por tanto, la inhalacion de la combinacién de los metales fue
mas agresiva que por separado. Al respecto, los autores consideran que la exposicién a
metales puede generar decremento en los niveles de glutation e interferir con los
grupos sulfidrilo de las proteinas mitocondriales, lo cual permitiria un cambio en la
permeabilidad de la membrana y la posterior muerte de la célula.

En otro estudio realizado por Pillai y Gupta (2005) en higado de ratas hembras adultas,
se reportan los efectos por via intraperitoneal (0.05 mg/kg) del acetato de plomo y
acetato de cadmio solos o en combinacién. Los resultados muestran que la habilidad de
ambos metales para inducir estrés oxidante (medido con la actividad de la superéxido
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dismutasa, catalasa, glutation y en los niveles de 4cido tiobarbittrico) en el higado, no
se intensifica cuando se administran los metales simultineamente. Los autores
argumentan que los cambios observados en los parametros de las ratas co-expuestas,
pueden ser el resultado de los efectos independientes del plomo y del cadmio, asi como
de su interaccién.

Los cambios observados en los organismos, dependen del metal, la via de
exposicién, la duracién de la exposicién, la dosis, entre otros factores. Por lo anterior,
es muy importante evaluar los efectos que presentan los organismos cuando son
expuestos a co-exposiciones de elementos toxicolégicamente relevantes como lo son los
metales de transicion.

2.3. El género y la madurez sexual: implicaciones en la respuesta a
xenobiéticos

Se ha reportado que existen diferencias por género en la respuesta posterior a la
exposicion a metales. Actualmente, existe un cuerpo creciente de evidencias sobre los
efectos en la salud que ciertos metales toxicos ejercen y que sus consecuencias se
manifiestan de manera diferente en hombres y mujeres (hembras y machos en modelos
experimentales). Estas respuestas distintas son debidas a las diferencias en la cinética,
en el mecanismo de accién o la susceptibilidad. Sin embargo, los datos sobre este
tépico, son atin escasos y, con pocas excepciones, las diferencias y las susceptibilidades
por género debidas a la exposicién de xenobidticos, no han sido consideradas en el
riesgo a la salud que representan los contaminantes ambientales (Vahter et al. 2007).

Para muchos agentes (quimicos o contaminantes ambientales), la investigaciéon
sobre el riesgo a la salud ha sido mayoritariamente basada en personal
ocupacionalmente expuesto (con la excepciéon de aquellos estudios sobre los efectos
reproductores), y los resultados han sido utilizados como si fueran representativos de
la poblacién general, incluidas mujeres, nifios y ancianos (Vahter et al.2007). Aunado a
esto, los estudios toxicologicos son casi exclusivamente llevados a cabo en modelos
experimentales que sélo incluyen animales machos (Vahter et al.2002, Vahter et al.2007).
Por esta razén, no son detectados los posibles mecanismos diferenciales o las
interacciones con las hormonas sexuales (Vahter et al.2007).

Hoy dia, es necesario prestar mucha atencién a la investigacién de interacciones
potenciales entre el género y la exposicién ambiental, para prevenir los posibles efectos
sobre la salud y el entendimiento de los mecanismos de accién para identificar a los
grupos susceptibles y determinar las medidas mas efectivas para mitigar los efectos
(Vahter et al. 2007).

A continuacién, se mencionan algunos de los estudios que reportan diferencias
por género sobre la salud, debidas a la exposicién a metales.

Estudios epidemiologicos

Niquel: La alergia a este metal es u n ejemplo de efectos género-especifico causadas
por diferencias en la exposicion. El niquel es la causa mdas comun de alergia por
contacto de todos los sensibilizadores de la piel y también es causa importante de
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eczema. El nimero de mujeres sensibles al niquel es mucho mayor que el de hombres
sensibles (Vahter et al. 2007).

Cadmio: Los efectos en la salud relacionados con cadmio son mas comunes entre las
mujeres que entre los hombres. A mitad del siglo pasado, fue considerado que las
mujeres podian estar mas afectadas por el cadmio que los hombres. La enfermedad de
Itai-Itai (una combinacién de dafio renal, osteomalacia y osteoporosis) esté relacionada
con la intoxicacién por cadmio. Esta enfermedad afecta casi exclusivamente a mujeres
ancianas y multiparas. Ademas, los hombres presentan concentraciones de cadmio
criticamente menores comparados con los niveles que presentan las mujeres. Los
efectos del cadmio sobre el hueso se cree que estdn causadas por la interferencia con el
metabolismo del calcio y de la vitamina D, secundario al dafio renal. Recientes
experimentos indican que los efectos sobre los mniveles séricos de hormonas
calciotrépicas y los desérdenes en el metabolismo del calcio y del fosfato, son mas
comunes en mujeres que en hombres (Vahter ef al.2007).

Plomo: La exposicién crénica a plomo puede tener efectos adversos sobre el sistema
nervioso central y sobre los sistemas: renal, cardiovascular, reproductor y
hematolégico. En general, los hombres tienen mayores niveles de plomo en sangre que
las mujeres, debido a que estdn mas expuestos y porque tienen un conteo eritrocitario
mayor y el plomo se une a los eritrocitos. Pero las mujeres liberan el plomo que
acumulan en el hueso, mas lentamente que los hombres (Vahter et al.2007).

Mercurio: Los efectos en la salud del mercurio dependen en gran medida de la forma
quimica. El metilmercurio (MeHg) es un bien conocido neurotéxico. Por otro lado, los
estudios epidemiolégicos de humanos neonatos asi como también en animales
experimentales, han reportado efectos adversos importantes en el desarrollo
embriol6gico principalmente de los machos (Vahter et al.2007).

Arsénico: Un gran nimero de estudios, indican que los hombres son mayormente
afectados por los efectos en la piel relacionados con arsénico, incluido el cancer de piel,
que las mujeres. Otros reportes indican que los efectos del arsénico relacionados con el
rifén, pulmones y céncer de vejiga asi como también la diabetes, proveen cierta
evidencia de que las mujeres estan en mayor riesgo que los hombres (Vahter et al.2007).

Estudios Experimentales

Scheirs y colaboradores (2006) reportaron que en ratones silvestres residentes de
lugares altamente contaminados, el dafio genético (rompimientos de cadena sencilla de
ADN) fue mayor en los ratones machos que en las hembras. Se encontré que el metal
mas abundante en esas zonas era el cadmio, por lo tanto los autores atribuyen los
efectos observados a la presencia de ese metal.

En humanos, Fortoul y colaboradores (2004) describieron el dafio genotéxico e
histolégico de células del epitelio nasal encontrado en una poblacién de estudiantes de
medicina (hombres y mujeres) expuestos a una atmosfera altamente oxidante. En este
estudio, se reporta que el dafio al ADN fue mayor en los hombres que en las mujeres
(tanto en los expuestos como en los testigos). Asimismo, los porcentajes de metaplasia
escamosa fueron mayores en los hombres. Los autores indican que los hombres,
comparados con las mujeres, presentan mayor susceptibilidad de desarrollar dafio
genotoxico.
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En 2005, el grupo de Fortoul y colaboradores identific6 la diferencia en la
concentraciéon de plomo en pulmones y en la respuesta bronquiolar de ratones
expuestos a este metal por via inhalada. En este estudio, las hembras presentaron
mayores concentraciones de plomo en los pulmones. Sin embargo, los machos
mostraron un dafio celular mayor: en ellos se encontré mayor proporcién de pérdida
de células bronquiolares no ciliadas (CBNC), descamacién y necrosis. En ambos
trabajos, los autores explican que pueden existir diferencias en: la eliminaciéon de
particulas, respuesta al estrés oxidante, actividad de enzimas importantes en la
desintoxicacién (p.e. citocromo P450) y que todo lo anterior, podria estar influenciado
por las hormonas sexuales. Las hormonas sexuales (estrégenos y testosterona) se ha
sugerido que juegan un papel esencial en estas respuestas diferenciales.

Morgan y El-Tawil (2003) expusieron ratas hembras y machos sexualmente
maduros a metavanadato de amonio en agua de bebida. En ambos casos, la fertilidad
se redujo significativamente, pero en los machos este efecto fue mas pronunciado.

La ingestion crénica de cloruro de manganeso produce, segin el reporte de
Elbetieha y colaboradores (2001), disminucién significativa de la fertilidad en los
ratones hembras y machos que ingirieron la dosis mas alta (8000 mg/L), por lo que los
autores concluyen que en los ratones la ingestion crénica de manganeso causa algunos
efectos adversos sobre la fertilidad y la reproduccion.

En pacientes (hombres y mujeres) con carcinoma gastrico que iban a entrar a
gastrectomia, Ono y colaboradores (2005) midieron TNF-alfa (Factor de Necrosis
Tumoral-alfa), interleucina 10 (IL-10) e INF-gamma (Interferon-gamma), el dia previo a
la cirugia, y posteriormente, 1 y 3 dias post-cirugia. Ellos reportan que las mujeres
presentaron niveles mayores de TNF-alfa e IL-10, y después de la cirugia los hombres
mostraron mayores niveles de TNF-alfa y menores niveles de INF-gamma, sugiriendo
que esos son factores que contribuyen al incremento de susceptibilidad de los hombres
a desarrollar respuesta inflamatoria sistémica y complicaciones post-operatorias.

Al respecto, los estudios que se han llevado a cabo utilizando diferentes
modelos animales, han mostrado que en roedores hembras se observa una mejor
respuesta inmunoldgica que los machos, lo que resulta en una mayor tasa de
sobrevivencia después de sufrir algtin dafio. Por otro lado, en machos y en hembras
ovariectomizadas, la administraciéon de 17-beta-estradiol después de un trauma
hemorragico, se ha notado que se restablece la funcién cardiaca, hepatica e inmune
(Ono et al. 2005).

Todos los anteriores son ejemplos que muestran la necesidad de llevar a cabo
investigacion para identificar las diferencias por género en exposicién, cinética y
toxicidad de los contaminantes (Vahter et al. 2007).

Por otro lado, es de interés mencionar, que la edad de los organismos (lo cual indica la
madurez sexual), es un factor importante en la respuesta diferencial ante la exposicién
que pueden presentar. Sin embargo, los estudios relativos a este punto, son escasos. En
los reportes, lo que se evaltia con mayor frecuencia, es la disimilitud que existe entre
animales que son considerados adultos jévenes y animales ancianos, pero no hay
reportes en la literatura que indiquen las posibles diferencias que presenten animales
sexualmente inmaduros (prepuberes), puesto que el estado hormonal del organismo
puede ser un factor de suma importancia en los efectos que ejercen los xenobidticos y
por lo tanto, en la respuesta de los individuos.

Al respecto, Lépez-Diazguerrero y colaboradores (2005) evaluaron la severidad
del dafo genotéxico, tanto in vivo como in vitro, causado por tetracloruro de carbono
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(CCLy) y por perdxido de hidrégeno (H2O:) sobre ratones jovenes (60 dias de edad) y
ratones ancianos (420 dias de edad). Sus resultados indican que los niveles de 8-
oxoGua fueron significativamente més altos en los ratones ancianos que en los jévenes
cuando fueron expuestos simultineamente a ambos compuestos. Sin embargo, el dafio
inicial de ambas edades, fueron similares. Los autores sugieren que el dafio al ADN
observado en los animales ancianos, es probablemente el resultado de la acumulacién
del dafno endégeno relativo a la edad (p.e. reparacion insuficiente, lo cual genera que
aumente el efecto causado por la exposicion a agentes toxicos).

Dorman y colaboradores (2004) reportan la influencia del género y la edad de
ratas adultas y ancianas sobre la farmacocinética del sulfato y fosfato de manganeso.
Los autores indican que el género y la edad no afectan la distribucién del manganeso
en algunas zonas del sistema nervioso central (estriado), pero si influencian las
concentraciones de manganeso en otros tejidos; al final del periodo de exposicién,
estructuras tales como el bulbo olfatorio, los pulmones y tejidos como la sangre,
presentaron mayores concentraciones de manganeso, particularmente en los machos
jovenes que las hembras de la misma edad y que en los machos ancianos. Lo anterior,
indica que existen diferencias sustanciales entre organismos de la misma especie,
mismo género pero con distinto estado hormonal.

En farmacologia clinica, los cambios relacionados con la edad han sido
revisados exhaustivamente y aunque esta bien establecido el manejo diferente de los
xenobioticos en términos fisiolégicos y toxicolégicos por los animales mas jovenes con
respecto a los adultos, pocos esfuerzos se han hecho en investigar las alteraciones
relacionadas con la edad en las respuestas toxicolégicas y mads especificamente en
relacion con los agentes toxicos ambientales (De la Torre et al. 1999).

2.4. Antecedentes directos: hallazgos con el modelo de Inhalacién

La inhalacién es la via por la cual los organismos estamos principalmente expuestos a
los contaminantes atmosféricos y ésta es, ademads, por la que mejor se absorben tanto el
vanadio como el manganeso (del 90 al 100%, respectivamente). Por lo que el grupo de
Fortoul y colaboradores, han desarrollado un modelo experimental en el cual los
animales son expuestos a la inhalaciéon de particulas de didmetro similar a las que
respiramos cotidianamente (0.5-5 pm). Con este esquema de inhalacién se han
obtenido una serie de resultados que son importantes para el presente trabajo.

Al respecto, Gonzalez-Villalba (2004) obtuvo resultados que indican que la inhalacién
de pentéxido de vanadio en ratones machos, causa dafio ultraestructural de las células
de timo, bazo y médula 6sea. En estudios posteriores, Pifion-Zarate (2005) encontré
que la exposicion a vanadio produce el incremento significativo de megacariocitos en
el bazo de los ratones, aunado a que en las hembras se observé una mayor
proliferacion. Los dos trabajos anteriores sugirieron que este metal tiene efectos sobre
la hematopoyesis.

Concerniente a la genotoxicidad del vanadio y del managaneso, Rojas-Lemus
(2006) reporté que la inhalacién de pentéxido de vanadio y cloruro de manganeso
causa dafio genotéxico (identificado como rompimientos de cadena sencilla: RCS) en
los leucocitos de sangre periférica de los ratones machos, sin mostrar disminucion en la
viabilidad celular. Pérez-De Gante (2008) observé que el pentéxido de vanadio produce
dafio genotoxico (RCS) en células de médula 6sea, presentandose en los machos,
mayores proporciones de células dafiadas comparadas con las hembras, en este trabajo,
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también se reporté que no hay disminucién de la viabilidad celular en las células de
este tejido. Ambos trabajos indicaron que el vanadio y el manganeso eran elementos
con actividad genotodxica, sin producir citotéxicidad y que los machos presentan mayor
susceptibilidad a sufrir dafio genotdxico.

Por otro lado Mussali y colaboradores (2005), reportaron que el pentéxido de
vanadio causa decremento significativo en la gamma-tubulina, proteina importante
para la formacién de los microtibulos, por lo que el vanadio podria tener efectos
adversos sobre la formacién del aparato mitético durante la divisién celular.

2.5. Técnicas para la deteccién de genotoxicidad

La generacion de dafio al ADN es considerado como un evento inicial importante en la
carcinogénesis (Moller 2005); es mas probable que las células con ADN dafiado
desarrollen mutaciones después de la exposicién a agentes genotodxicos (Olive et al.
2001).

Hoy dia, se utilizan diferentes pruebas, con un alto grado de sensibilidad para
evaluar diversos tipos de dafio al ADN (Fatima et al. 2001). Existe una considerable
bateria de técnicas para la deteccion de efectos genotoxicos (Moller 2005) tanto in vitro
como in vivo en sistemas celulares procarioticos y eucariéticos (Sorsa et al. 1988, Fatima
et al. 2001) que son utilizadas para evaluar diferentes agentes ya sea en condiciones
experimentales, ambientales u ocupacionales (Moller 2005). Entre ellas estan la prueba
de Ames, microntcleos, aberraciones cromosémicas (Sorsa et al. 1988, Fatima et al.
2001), aductos por cromatografia liquida de alta presion (HPLC), intercambio de
crométidas hermanas (Herrera et al. 1999, Shahan et al. 2001) y la electroforesis
unicelular o Ensayo Cometa (Rojas et al. 2000, Vrhovac y Zeljezic 2000). Sin embargo,
algunas de estas pruebas pueden tener usos limitados por tener complicaciones
técnicas o por ser aplicables s6lo a unos cuantos tipos celulares (Moller 2005).

2.5.1. Ensayo de microntcleos

El ensayo de microntcleos en roedores, ha sido ampliamente utilizado para detectar
genotoxicidad. La evaluacion de la frecuencia de MNs es, in vivo, la prueba primaria en
la bateria de técnicas para detectar actividad genotdxica y estd recomendada por las
agencias reguladoras en el mundo para ser llevado a cabo como parte de la evaluaciéon
de seguridad (Krishna y Hayashi 2000).

Los trabajos sobre los mecanismos por los cuales los agentes median los efectos
genéticos adversos y los estudios epidemiolégicos de la frecuencia de los efectos
genéticos relativos a la exposicion a xenobidticos, son de gran importancia para
dilucidar mayor informacién sobre los tres niveles de mutacién: a) genes, b)
cromosomas y c) aparato célular necesario para la segregacién cromosémica. Esta
informacidén es necesaria para proveer una amplia cobertura de la mutagenicidad y del
potencial carcinogénico del xenobidtico evaluado. En este sentido, el ensayo de
microntcleos ha sido ampliamente validado para evaluar genotoxicidad tanto in vitro
como in vivo (Krishna y Hayashi 2000).

¢ Qué es un Microniicleo?

Es un cuerpo citopldsmico de naturaleza nuclear que corresponde a material genético
no incorporado correctamente a las células hijas durante la division celular (Zalacain et
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al. 2005), por tanto, es un pequeio nucleo, separado del ntcleo principal de la célula,
que se produce durante la mitosis (en telofase) (EPA 1998). Los MN (conocidos
también como cuerpos de Howell-Jolly), son de forma redonda y de contorno liso
(Krishna y Hayashi 2000). Reflejan aberraciones cromosémicas que pueden ser debidas
a errores durante la replicacion del material genético y/o por la exposicién a agentes
genotoxicos (Zalacain et al. 2005). Un microndcleo contiene material genético que
puede provenir de fragmentos cromosémicos o cromosomas completos (EPA 1998).

El propésito de este ensayo, es identificar a los xenobiéticos que causan
formaciéon de MNs, los cuales son resultado de rompimientos cromosémicos
(clastogenicidad) o de cromosomas completos (aneugenicidad). En este sentido, el
ensayo de microntcleos con laminillas cubiertas con naranja de acridina, aprovecha el
proceso de eritropoyesis (produccién de eritrocitos) (Krishna y Hayashi 2000).

En el ratén adulto, el bazo y la médula d6sea son é6rganos hematopoyéticos, en
los cuales las células troncales forman la base de la eritropoyesis; estas células deben
pasar por diversos estadios de proliferacion y maduraciéon (Krishna y Hayashi
2000).Durante la proliferacién, las células se dividen, también en ese momento el
agente es administrado, por lo tanto, puede actuar y causar dafios, tales como:
cromosémico (rompimientos e intercambios) a las biomoléculas relacionadas con la
disyuncion de las cromatidas hermanas (p.e. tubulina), causando de esta manera que el
aparato mitético no funcione adecuadamente. Estos efectos, dependeran del
mecanismo de accion del agente evaluado (Krishna y Hayashi 2000).

El material genético (un cromosoma completo o un fragmento de cromosoma)
no integrado al nudcleo de la célula hija, puede quedarse atras durante la division
celular y permanecer en forma de microndcleo que puede ser observado en el
citoplasma de la célula que lo heredé (Krishna y Hayashi 2000).

Durante la diferenciaciéon del linaje eritroide, cuando un eritroblasto se
desarrolla en un eritrocito policromatico (eritrocito joven que atn contiene ARN), el
caracter que define esta etapa es la expulsién del nticleo principal, por tanto, cualquier
microntcleo que se haya formado permanece en el citoplasma de la célula, que ahora
es una célula anucleada, lo cual facilita la visualizacién de los microntcleos (Krishna y
Hayashi 2000).

El incremento en la frecuencia de EPC micronucleados (EPCMN) en los animales
tratados con el agente, es una indicacién de dafio genético (Krishna y Hayashi 2000).

Los EPC, con el tiempo, degradan el ARN y contienen primordialmente
hemoglobina, entonces se conocen como eritrocitos normocrémicos (ENC) o eritrocitos
maduros. Los EPC y los ENC se tifien de manera diferencial cuando se fluorocromizan
con naranja de acridina (NA) (Krishna y Hayashi 2000). Los eritrocitos policroméaticos
o inmaduros son células que tienen menos de 24 h de haber sido liberadas a la
circulacién, por lo tanto, la naranja de acridina al interaccionar con el ARN de los
ribosomas, emite fluorescencia rojo-naranja; los eritrocitos inmaduros, por tanto,
pueden ser distinguidos facilmente de los maduros que no emiten fluorescencia,
debido a que éstos ultimos no presentan ningtn tipo de &cido nucléico en su
citoplasma (EPA 1998). Los resultados positivos indican que el xenobiético induce la
formacién de microndcleos, los cuales son resultado de dafio cromosémico y/o dafio
en el aparato mitético de los eritroblastos (EPA 1998). Si se obtienen resultados
positivos en la prueba de rutina, pueden emplearse posteriormente, anticuerpos
centroméricos o pruebas de ADN, para determinar el mecanismo de formacién de
MNss (Krishna y Hayashi 2000) (Figura 1).
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Por otro lado los reticulocitos son liberados normalmente desde la médula 6sea
de 18 a 36 horas antes de su maduracidn final en eritrocitos. Por lo tanto, proveen una
evaluacién en tiempo real del estado funcional de la eritropoyesis, por lo que el conteo
de reticulocitos periféricos refleja el estado funcional de este importante proceso
(Goodnough et al. 2000).
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Figura 1. Mecanismo de generacion de microntcleos durante la eritropoyesis (Modificado de Krishna y
Hayashi 2000).

Ventajas del Ensayo de Micronucleos con laminillas cubiertas de Naranja de Acridina
(Hayashi et al. 1990, Yamamura et al. 1992, Krishna y Hayashi 2000):

e La poblacién celular se distribuye de manera uniforme, por lo tanto, es mas
sencillo cuantificar a las subpoblaciones.

e El reconocimiento de las subpoblaciones es objetiva: evidencia las diferencias
cuantitativas y cualitativas entre los reticulocitos y los eritrocitos maduros.

e Se requiere una pequefa cantidad de sangre periférica que puede ser tomada
repetidamente sin sacrificar a los animales tratados.

e Es posible hacer preparaciones a diferentes tiempos del tratamiento por
muestreo periddico del mismo individuo.

¢ El procedimiento para obtener las muestras es muy sencillo; se pueden obtener
muestras de buena calidad sin requerir entrenamiento exhaustivo previo.

¢ El ensayo requiere poco tiempo para obtener resultados.

e Con las modificaciones necesarias, puede detectar agentes clastogenos y
aneugeénicos.

e Puede ser facilmente integrado dentro de los estudios toxicolégicos generales.
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Actualmente, el ensayo de microntcleos esta considerado como una prueba préctica,
universalmente validada y accesible tecnolégicamente, tutil para evaluar Ia
inestabilidad genética inducida por agentes con actividad genotéxica (Zalacain et al.
2005).
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3. Justificacion

La posicion geografica de la Ciudad de México aunada a los altos niveles de
contaminacién atmosférica que en ella se encuentran, representan un problema grave para
la salud humana. La exposicion continua de los habitantes a altos niveles de
contaminacién por largos periodos de tiempo es un fenémeno que se da cotidianamente.

Diariamente se emiten a la atmésfera grandes cantidades de contaminantes,
provenientes principalmente de la quema de combustibles fosiles y de las industrias, entre
los que podemos contar a las particulas suspendidas que son consideradas como uno de
los dos contaminantes mds importantes de esta ciudad. Las particulas suspendidas
contienen agentes, como el vanadio y el manganeso, que son dafiinos para los organismos.
Por esta razén ha cobrado una gran importancia determinar los efectos sobre la salud
causados por la exposicion a los contaminantes.

Evaluar la genotoxicidad de los contaminantes es importante para conocer el riesgo
potencial que ellos representan sobre el ADN. En el caso del vanadio y del manganeso los
estudios que se han realizado sobre su potencial genotéxico son controvertidos, aunado a
que no se ha establecido su posible riesgo por via inhalada ya que esta es la via por la que
mejor se absorben estos metales de transicion.

En estudios previos con nuestro modelo, se ha reportado que en células de timo,
bazo y médula 6sea de ratones expuestos a estos metales, mostraron alteraciones en la
cromatina, lo cual podria ser un indicio de la presencia de dafio genot6xico causado por la
inhalaciéon de estos compuestos, sin embargo, dado que no estamos expuestos a un solo
contaminante a la vez, es relevante evaluar la respuesta que presentan los individuos
cuando son expuestos a las mezclas de los compuestos.

Por otro lado, la diferencia en la susceptibilidad por género en la respuesta a
agentes toxicos ambientales, es un tépico atin pobremente reportado en la literatura, por
ello, cobra cada dia més importancia investigar sobre las posibles diferencias o similitudes
entre las respuestas de las hembras y los machos sometidos a un mismo esquema de
inhalacion. En este sentido, el estado hormonal de los individuos, dado por la edad, nos
podria ayudar a dilucidar los mecanismos por los cuales los metales ejercen su toxicidad.
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4. Hipotesis

e Si el pentéxido de vanadio (0.02 M), el cloruro de manganeso (0.02 M) o la mezcla
de los compuestos (0.02 M), son capaces de producir dafio genotdxico, identificado
como micronucleos, entonces se encontrard aumento de éstos en los eritrocitos de
ratones expuestos por via inhalada durante 4 semanas.

e Si el pentoxido de vanadio (0.02 M), el cloruro de manganeso (0.02 M) o la mezcla
de los compuestos (0.02 M), son capaces de producir alteraciones en la
eritropoyesis 0 son compuestos citotéxicos entonces se observardn cambios en el
nuimero de eritrocitos policromaticos de los ratones expuestos.

e Si el estado hormonal de los ratones es un factor importante para la respuesta,
entonces se encontraran diferencias entre los ratones preptberes y adultos
expuestos al mismo compuesto.

e Si el género es un factor importante, entonces se observaran diferencias entre los
machos y las hembras expuestos al mismo compuesto.

e Silos compuestos se comportan en el organismo de manera diferente (sinergismo,

antagonismo, aditivismo), entonces se notardn diferencias entre los grupos de
exposicion.
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5. Objetivo general

Determinar y comparar, mediante el ensayo de microntcleos, los efectos sobre los
eritrocitos policromaticos de ratones prepuberes y adultos, tanto en hembras como en
machos, expuestos durante 4 semanas a pentéxido de vanadio (0.02M), cloruro de
manganeso (0.02) o la mezcla de los compuestos por via inhalada, asi como evaluar los
pardmetros antes mencionados, durante 1, 2 y 3 meses post-exposicion (recuperacion).

5.1. Objetivos particulares

En los eritrocitos de ratones preptuberes y adultos tanto en hembras como en machos,
expuestos a la inhalacion de V205, MnCl, o V20s-MnCl; durante 4 semanas y
posteriormente, durante el periodo de recuperacion:

1. Determinar el efecto genotéxico de los compuestos mediante el ensayo de
microntcleos.

2. Determinar la citoxicidad de los tres compuestos.

3. Comparar por edad: la presencia de microntcleos y los cambios cuantitativos de
los eritrocitos policromaticos.

4. Comparar por género: la presencia de microntcleos y los cambios cuantitativos de
los eritrocitos policromaticos.

5. Comparar los efectos de los tres compuestos sobre los distintos grupos expuestos.
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6. Método

6.1. Seleccion de grupos expuestos

Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD-1. La seleccion de edades se
consider6 con respecto a las etapas de vida del ratén y de acuerdo a Saiz y colaboradores
(1983).

Se eligieron ratones prepuberes (30 dias de edad) y adultos (60 dias, edad de la
primera cubricion); con estas diferencias de edad, se asegura que los ratones preptberes
no presenten los cambios hormonales propios de la madurez sexual, y de este modo, tratar
de omitir los efectos de las hormonas (testosterona y estrégenos) en esos grupos expuestos.
Por otro lado, los ratones de 60 dias, son considerados como animales sexualmente
maduros que son totalmente aptos para la reproduccion, lo cual indica que se encuentran
en un momento en el que sus hormonas sexuales estan en niveles 6ptimos.

Se emplearon 16 grupos de 6 ratones cada uno. De los cuales: 8 grupos fueron de
hembras y 8 de machos. De los 8 grupos de hembras o machos, 4 fueron de animales
prepuberes y 4 de adultos. De éstos, cada subgrupo inhalé: V>0s[0.02M], MnCl>[0.02M],
V205-MnCl[0.02M] (grupos expuestos) o agua desionizada (grupo testigo).

En todos los casos, los animales experimentales se mantuvieron en condiciones de
luz-oscuridad (12:12 h) con agua y alimentacién ad libitum.

6.2. Esquema de inhalacién

Modelo de inhalacion: los animales se colocaron en una caja de acrilico transparente (45 x 21
x 35 cm) conectada a un ultranebulizador UltraNeb®99 con flujo de 10 L/min que contenia
el compuesto respectivo para cada grupo. Los animales se sometieron a este
procedimiento durante 1 hora dos veces a la semana, hasta completar 4 semanas de
exposicion.

Transcurridas las primeras 24 h y cada 7 dias (durante la exposiciéon) y
posteriormente cada 30, 60 y 90 dias de post-exposicion, se tomé por corte de la vena
caudal una pequeia muestra de sangre entera (7.5 pL) de 5 ratones de cada grupo. Las
muestras de sangre se procesaron para el ensayo de microntcleos con naranja de acridina
(Figura 2).

6.3. Ensayo de micronitcleos

El ensayo de microntcleos con laminillas cubiertas con naranja de acridina (NA) se llevo a
cabo de acuerdo con Hayashi y colaboradores (1990) y Hayashi y Krishna (2000) con
algunas modificaciones.

Preparacion de laminillas: El florocromo (NA) se disolvié en agua destilada (Img/ml). Una
pequena cantidad de la soluciéon de NA (10 puL) se extendié sobre una laminilla pre-
calentada (~70°C) y libre de impurezas. Las laminillas cubiertas con NA se almacenaron a
temperatura ambiente en un lugar seco hasta que se utilizaron (Figura 3).
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Figura 2. Representacion esquematica del método.

Preparacion de muestras: La sangre periférica fue obtenida por corte de la vena caudal del
raton y se recolecté con una micropipeta. 5 pL de sangre fueron colocados en el centro de
una laminilla cubierta con NA y se cubrié con un cubreobjetos; cada muestra se realizé por
duplicado. Las preparaciones se colocaron en cajas portalaminillas y se mantuvieron a 4°C
durante al menos 24 h (para maximizar la tincién) y hasta 3 dias. Las laminillas no pueden
ser almacenadas por largos periodos, asi que se analizaron a la brevedad, dentro de las 48
a 72 hrs siguientes (Figura 3).

Microscopia de fluorescencia: Una regiéon adecuada de la preparacion se seleccioné con un
objetivo de bajo aumento (20X) antes de comenzar la cuantificacién de los microntcleos
que se realizé con un objetivo de mayor aumento (100X). En la preparacion se observaron:
i) células intactas, ii) el ntcleo de los leucocitos exhibiendo fluorescencia verde-amarilla y
iii) la estructura reticular de los reticulocitos (eritrocitos policrométicos) con fluorescencia
rojo-naranja. Los eritrocitos que presenten en su citoplasma sélo puntos rojos, no son
considerados ya como reticulocitos. Por otro lado, el reconocimiento de un microntcleo es
sencillo: presentan forma redonda y muestran una fuerte flourescencia verde-amarilla.

La observacioén fue hecha con un microscopio de fluorescencia Olympus equipado con un
filtro de exitacion azul y un filtro barrera de 515-530 nm.

Cuantificacion de MNs y EPCs: A 5 animales por cada condicién se les tomé muestra. Por
cada 1000 eritrocitos se cuantificé el nimero de eritrocitos policromaticos. De esta manera
se obtuvo la proporciéon de EPC de los individuos. Posteriormente, 2000 EPC fueron
contados y de éstos, ciantos microntcleos fueron observados, de esta manera se obtuvo el
nimero de MN presentes en los EPC (Figura 4).
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Figura 3. Método para realizar preparaciones de laminillas cubiertas con naranja de acridina. A) Laminilla
precalentada, B) Naranja de acridina, C) Laminilla cubierta con naranja de acridina, D) Muestra de sangre, E)
Cubreobjetos, F) Muestra flourocromizada durante 24 h, G) Microscopia de fluorescencia.

Figura 4. Observacioén al microscopio de fluorescencia. A) Conteo de eritrocitos policromaticos y B) Conteo de
microntcleos. En ambos fotomicrografias, observese la tincion diferencial de los eritrocitos con la tincion
supravital de naranja de acridina: eritrocitos maduros o eritrocitos ormocromaticos (negros), reticulocitos o
eritrocitos policromaticos (rojos), en el citoplasma de un EPC se observa un microntcleo (amarillo-limén).

6.4. Analisis Estadistico

Las diferencias significativas para cada grupo fueron determinadas por pruebas de
ANOVA utilizando la prueba post-hoc Holm-Sidak (en el caso de las comparaciones entre
el tiempo cero y el tiempo de exposicién/recuperaciéon, asimismo en las comparaciones
por grupo de exposicion). Para el caso de las comparaciones por género y edad, se empled
la prueba t-student (2 colas), para ambas pruebas se utilizd el paquete estadistico
SigmaStat version 3.1 para Windows.

En todos los experimentos los datos fueron reportados como Media + Error
Estandar y los valores de P<0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.
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7. Resultados
7.1. Comparacion entre el tiempo de exposicién/recuperacion y el tiempo cero
7.1.1. Pent6xido de Vanadio (V20s)

a) Hembras preptiberes

i) Microniicleos

Los resultados obtenidos con el ensayo de micronticleos muestran, que el nimero de MN
presentes en los eritrocitos policromaticos (EPC) aumento significativamente durante las 4
semanas de exposicion (excepto en la semana 1), y posteriormente, no existe diferencia
significativa entre ellos y el tiempo 0 durante los 3 meses de recuperacién (Figura 5A).

i) Eritrocitos Policromdticos
El namero de EPC disminuy6 significativamente a partir de las 24 h hasta la semana 4 de
exposicion, patron que se repitié durante los 3 meses de recuperacioén (Figura 5B).
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Figura 5. En A) Numero de microntcleos (MN) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policrométicos, de las hembras preptberes expuestas a V205 durante 4 semanas y su posterior recuperaciéon
durante 3 meses (*P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).

b) Hembras adultas

i) Microniicleos
No se observé diferencia significativa en el nimero de MN durante la exposicién y de
igual manera durante el periodo de recuperacién (Figura 6A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa decremento significativo en el nimero de EPC durante el tiempo de exposicion
y el de recuperacién, sin embargo durante el primer mes de recuperaciéon se nota
incremento significativo comparado con la semana 4 de exposicion y los meses 2 y 3 de
recuperacion. No obstante, en todos los tiempos la diferencia con respecto al tiempo 0 es
significativa (Figura 6B).
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Figura 6. En A) Numero de microntcleos (MN) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaéticos (EPCs), de las hembras adultas expuestas a V,Os durante 4 semanas y su posterior recuperacion
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4° sem # 1mR, b= 4% sem # 2mR, c= 4% sem #
3mR, d= 1mR # 2mR, e= TmR # 3mR).

c) Machos preptuberes

i) Microniicleos
Se presenta aumento significativo en el namero de MNs durante el tiempo de exposicién
y durante el periodo de recuperacion (Figura 7A).

ii) Eritrocitos policromdticos
Se observa decremento significativo y progresivo del nimero de EPCs a partir de las 24 h
de exposicién y hasta los 3 meses de recuperacion (Figura 7B).
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Figura 7. En A) Numero de microndcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policrométicos, de los machos preptberes expuestas a VoOs durante 4 semanas y su posterior recuperacion
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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d) Machos adultos

i) Microniicleos
Se observa aumento significativo en el nimero de MNs a partir de la semana 1 de
exposicion y, de igual manera, durante los 3 meses de recuperacion (Figura 8A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Durante la exposicién y la recuperacion se encontré disminucién significativativa del
namero de EPCs de los ratones expuestos en comparacioén con el tiempo cero. Se observa
una caida dréstica en las primeras 24 h de exposicion y posterior aumento paulatino
durante el resto del tiempo, hasta llegar al valor méas alto en el mes 3 de recuperacion,
pero sin alcanzar los valores del tiempo cero (Figura 8B).
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Figura 8. En A) Numero de microndcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policrométicos, de los machos adultos expuestas a V>Os durante 4 semanas y su posterior recuperacion
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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7.1.2. Cloruro de Manganeso (MnCly)

a) Hembras prepuberes

1) Micronticleos

Se observa aumento significativo a partir de las 24 h de y hasta las 4 semanas de
exposicién, sin embargo durante los 3 meses de recuperacién los valores no son
significativamente diferentes al tiempo cero (Figura 9A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa decremento significativo y progresivo a partir de las 24 h y hasta la semana 4
de exposicién, con un ligero aumento durante el mes 1 disminuyendo posteriormente
durante los mese 2 y 3 de recuperacion (Figura 9B).

ya Vi
6 0 4
o
@ o
@ L
-H L]
; : +
E 44 @
= . E
= o ki
w * i
e a
o o ry
ﬁ * * 3
E 21 @
2 £
=
04
t0 24h 1s 2s 3s 4s 1mR 2mR 3ImR 1mR 2MR 2mR
A Tiempo de Exqposiddn Recuperadon B Tiempo de Exqposiddn Recuperadon

Figura 9. En A) Numero de microndcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaéticos, de las hembras preptiberes expuestas a MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4% sem # 1mR, b= 4% sem # 2mR, c= 4° sem #
3mR, d= 1mR # 2mR, e= TmR # 3mR).

b) Hembras adultas

i) Micronticleos
No se presenta diferencia significativa entre el tiempo cero, la exposicion y la recuperacion
de las hembras adultas que inhalaron MnCl, (Figura 10A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa disminucién significativa y progresiva a partir de las 24 h de exposiciéon y hasta
los 3 meses de recuperacion, alcanzando en ese tiempo, su valor mas bajo (Figura 10B).
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Figura 10. En A) Ndamero de Microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Ntumero de eritrocitos
policromaticos, de las hembras adultas expuestas a MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).

c) Machos preptiberes

1) Micronticleos

Se observa aumento significativo en el nimero de microntcleos durante el tiempo de
exposicion y el periodo de recuperaciéon. En los meses 1, 2 y 3 de recuperacion se
observa aumento significativo comparado con la semana 4 de exposicion (Figura 11A).

i1) Eritrocitos Policromdticos

Se observa disminucién progresiva y significativa desde la semana 2 de exposicion y
durante todo el periodo de recuperacion, en éste tultimo se observa que el namero de
EPCs se mantiene constante (Figura 11B).
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Figura 11. En A) Namero de micronticleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Ntimero de eritrocitos
policromaticos, de los machos prepiberes expuestos a MnCl, durante 4 semanas y su posterior
recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4* sem # 1mR, b= 4* sem #
2mR, c= 4% sem # 3mR, d= ITmR # 2mR, e= ImR # 3mR).
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d) Machos adultos

1) Microniicleos

Se observa aumento significativo y constante a partir de la semana 1 de exposicién.
Durante el periodo de recuperacién se presenta aumento significativo y progresivo
desde el mes 1 hasta el mes 3 (Figura 12A).

ii) Eritrocitos policromdticos

El namero de EPCs disminuye significativamente a partir de las primeras 24 h de
exposiciéon. En el conteo, se observa el valor minimo durante el mes 3 de recuperacién
(Figura 12B).
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Figura 12. En A) Numero de microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaticos, de los machos adultos expuestos a MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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7.1.3. Mezcla: Pentéxido de Vanadio-Cloruro de Manganeso (V205-MnCly)
a) Hembras prepuberes

1) Micronticleos

Se observa aumento significativo durante las semanas 1, 2 y 4 de exposicién, el pico
maximo del nimero de MNs se presenta durante la semana 4, sin embargo, durante el
tiempo de recuperacién no se observa diferencia significativa con el tiempo cero pero si
con respecto a la semana 4 de exposicion (Figura 13A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa disminucién significativa y progresiva tanto en el tiempo de exposicién
como en el de recuperaciéon. Durante los meses 2 y 3 de recuperaciéon se presenta
disminucion significativa con respecto a la semana 4 de exposicion (Figura 13B).
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Figura 13. En A) Numero de microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaticos, de los hembras preptbers expuestas a la mezcla V>Os-MnCl, durante 4 semanas y su
posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4* sem # 1mR, b= 4%
sem # 2mR, c= 4% sem # 3mR, d= ImR # 2mR, e= ImR # 3mR).

b) Hembras adultas

1) Microniicleos
No se observan cambios significativos durante el periodo de exposiciéon, de igual
manera sucede en el periodo de recuperacion (Figura 14A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se presenta disminucion significativa que se mantiene relativamente constante durante
el periodo de exposicion, esta disminucioén se presenta de manera progesiva durante el
periodo de recuperacién (Figura 14B).
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Figura 14. En A) Ndmero de microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos

policromaticos, de los hembras adultas expuestas a la mezcla V,Os-MnCl, durante 4 semanas y su
posterior recuperacién durante 3 (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).

c) Machos preptiberes

1) Micronticleos

Se observa aumento significativo durante las semanas 1, 2 y 3 durante la exposicién, y
el periodo de recuperacion, es diferente tanto al tiempo cero asi como a la semana 4 de
exposicion (Figura 15A).

ii) Eritrocitos policromdticos
Se presenta disminucién significativa a partir de las primeras 24 h de exposicién hasta
los 3 meses de recuperacién, siendo esta disminucién més evidente en el periodo de
recuperacion (Figura 15B).
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Figura 15. En A) Ndmero de microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaticos, de los machos prepubers expuestos a la mezcla V>05-MnCl, durante 4 semanas y su
posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4* sem # 1mR, b= 4%
sem # 2mR, c= 4% sem # 3mR, d= ImR # 2mR, e= ImR # 3mR).
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d) Machos adultos

1) Micronticleos

Se observa aumento significativo y progresivo durante los meses 1, 2 y 3 de
recuperacion, siendo diferentes estadisticamente a la semana 4 de exposicion (Figura
16A).

ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa decremento significativo y drastico a partir de las primeras 24 horas de
exposicion, que aumenta ligeramente durante la exposicién sélo para decaer de nuevo
durante el tiempo de recuperacién (Figura 16B).
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Figura 16. En A) Numero de microntcleos (MNs) presentes en los EPCs y en B) Numero de eritrocitos
policromaticos, de los machos adultos expuestos a la mezcla Vo,Os-MnCl, durante 4 semanas y su posterior
recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= 4 sem # 1mR, b= 4% sem #
2mR, c= 4% sem # 3mR, d= ImR # 2mR, e= ImR # 3mR).
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7.2. Comparacion por Edad: Preptaberes vs Adultos
7.2.1. Hembras
a) Pentoxido de Vanadio (V20s)

1) Micronticleos

Se observé aumento significativo en el nimero de MNs presentes en las
hembras prepuberes con respecto a las hembras adultas que inhalaron V205, desde las
primeras 24 h hasta las 4 semanas de exposicion. Sin embargo, durante los 3 meses de
recuperacion, no se observé diferencia significativa entre ambos grupos (Figuras 17 y
18).
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Figura 17. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en las hembras preptberes y
las hembras adultas que inhalaron V>Os durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses
(*P<0.05 t-test).
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Figura 18. Media del niimero de MNs presentes en las hembras preptberes y las hembras adultas que
inhalaron V2Os durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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ii) Eritrocitos policromdticos:

No se observé diferencia significativa entre las hembras adultas y las
prepuberes que inhalaron V205, ni durante las 4 semanas de exposiciéon ni durante el
periodo de 3 meses de recuperacién. La disminucién en el conteo de EPCs es constante
y progresiva en ambas edades (Figuras 19 y 20).
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Figura 19. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCss presentes en las hembras preptberes y
las hembras adultas que inhalaron V,Os durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses
(*P<0.05 t-test).
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Figura 20. Media del namero de EPCs presentes en las hembras prepiiberes y las hembras adultas que
inhalaron V,0s durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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b) Cloruro de Manganeso (MnCl,)

1) Micronticleos

Se observo diferencia significativa del nimero de MNs presentes en los EPCs de las
hembras preptiberes con respecto a las adultas que inhalaron MnCl, a partir de los
primeras 24 h y hasta 4 semanas de exposicién. Sin embargo, durante el periodo de
recuperacion, no existe diferencia entre ambos grupos (Figuras 21 y 22).
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Figura 21. Comparacién de las medias (+ e.e.) del niimero de MNs presentes en las hembras preptberes y
las hembras adultas que inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses
(* P<0.05 t-test).
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Figura 22. Media del niimero de MNs presentes en las hembras preptberes y las hembras adultas que
inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.



ii) Eritrocitos policromdticos

Se observé disminucion significativa en el nimero de EPCs de las hembras adultas con
respecto a las hembras prepuberes que inhalaron MnCl, en las primeras 24 h y la
semana 1 de exposiciéon y posteriormente durante los meses 1 y 3 de recuperaciéon
(Figuras 23 y 24).
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Figura 23. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs presentes en las hembras prepuberes y
las hembras adultas que inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses
(* P<0.05 t-test).
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Figura 24. Media del namero de EPCs presentes en las hembras preptiberes y las hembras adultas que
inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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¢) Mezcla: Pentéxido de Vanadio y Cloruro de Manganeso (V205-MnCly)

1) Microniicleos

Se observa que las hembras adultas presentan un nimero significativamente menor de
MNs durante las semanas 3 y 4 de exposiciéon con respecto a las hembras prepuberes.
Sin embargo, durante los 3 meses de recuperaciéon, no se observa diferencia entre
ambos grupos (Figuras 25 y 26).
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Figura 25. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en las hembras prepuberes y
las hembras adultas que inhalaron la mezcla de los compuestos V,0s5-MnCl, durante 4 semanas y su
posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05 t-test).
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Figura 26. Media del numero de MNs presentes en las hembras preptberes y las hembras adultas que
inhalaron V20s-MnCl; durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses.
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11) Eritrocitos Policromdticos
Se observé disminucién significativa del ntimero de EPCs de las hembras adultas a
partir de las primeras 24h y hasta la semana 2 de exposicién, sin embargo esta
diferencia desaparece durante el resto de la exposicién y de igual manera, durante los
3 meses de recuperacion (Figuras 27 y 28).
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Figura 27. Comparacion de las medias (= e.e.) del niumero de EPCs presentes en las hembras prepuberes y
las hembras adultas que inhalaron la mezcla de los compuestos V,0s-MnCl, durante 4 semanas y su
posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05 t-test).
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Figura 28. Media del namero de EPCs presentes en las hembras preptberes y las hembras adultas que
inhalaron V,0s-MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperaciéon durante 3 meses.
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7.2.2. Machos
a) Pentéxido de Vanadio (V205)

i) Microniicleos

No se observé diferencia significativa en el nimero de MNs de los ratones adultos y
prepuberes expuestos a V»20s ni durante la exposicion, ni en el periodo de
recuperacion. Se observa tendencia a aumentar en este parametro durante el tiempo de
recuperacion para ambas edades (Figuras 29 y 30).
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Figura 29. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en los machos prepuberes y
los machos adultos que inhalaron V>Os durante 4 semanas y su posterior recuperaciéon durante 3 meses (*
P<0.05 t-test).
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Figura 30. Media del nimero de MNs presentes en los machos preptberes y los machos adultos que
inhalaron V2Os durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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ii) Eritrocitos policromdticos

Durante las primeras 24 h, la semana 1 y 2 se observa disminucién significativa
del nimero de EPCs de los machos adultos con respecto a los preptberes, sin embargo
durante las semanas 3 y 4 esta diferencia desapararece. Posteriormente, durante el
periodo de recuperacion, se observa que los machos adultos presentan un ntmero
significativamente mayor de EPCs durante los mese 1 y 3 comparados con los machos
prepuberes (Figuras 31y 32).
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Figura 31. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs presentes en los machos prepuberes y
los machos adultos que inhalaron V>Os durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses
(*P<0.05 t-test).
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Figura 32. Media del nimero de EPCs presentes en los machos preptberes y los machos adultos que
inhalaron V205 durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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b) Cloruro de Manganeso (MnCl,)

1) Microniicleos

No se observaron diferencias significativas en el nimero de MNs presentes en los EPCs
de los ratones machos adultos y preptiberes que inhalaron MnCl, durante 4 semanas ni
durante su posterior periodo de 3 meses de recuperacioén (Figuras 33 y 34).
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Figura 33. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en los machos preptberes y
los machos adultos que inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses
(* P<0.05 t-test).
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Figura 34. Media del nimero de MNs presentes en los machos preptberes y los machos adultos que
inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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ii) Eritrocitos policromdticos

No se observé diferencia significativa en el ntimero de EPCs de los machos
preptberes y adultos que inhalaron MnCl,, durante las 4 semanas de exposiciéon ni
durante los 3 meses de recuperacién (Figuras 35y 36).
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Figura 35. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs presentes en los machos prepuberes y
los machos adultos que inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses
(* P<0.05 t-test).
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Figura 36. Media del nimero de EPCs presentes en los machos preptberes y los machos adultos que
inhalaron MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacion durante 3 meses.
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b) Mezcla: Pentoxido de Vanadio y Cloruro de Manganeso (V205-MnCly)

a) Micronticleos

No se observa diferencia significativa en el nimero de MNs presentes en los EPCs de
los ratones machos adultos y preptberes expuestos a la inhalaciéon de la mezcla V20Os-
MnCl, durante las 4 semanas de exposiciéon. Sin embargo, durante el periodo de
recuperacion se presenta aumento significativo en el grupo de machos adultos durante
el mes 3. La tendencia para ambos grupos es a aumentar (Figuras 37 y 38).
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Figura 37. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en los machos prepuberes y

los machos adultos que inhalaron la mezcla V205-MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién
durante 3 meses (* P<0.05 t-test).
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Figura 38. Media del nimero de MNs presentes en los machos preptiberes y los machos adultos que
inhalaron la mezcla V;O5-MnCl, durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses.
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ii) Eritrocitos policromdticos

Se observa disminucién significativa en el nimero de EPCs de los machos adultos con
respecto a los machos preptberes que inhalaron la mezcla de los compuestos, desde las
primeras 24 h hasta la semana 2 de exposicién, y durante la recuperacion, en el mes 3.
La tendencia para ambos grupos es a disminuir (Figuras 39 y 40).
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Figura 39. Comparacién de las medias (= e.e.) del del nimero de EPCs presentes en los machos
prepuberes y los machos adultos que inhalaron la mezcla V,0s-MnCl, durante 4 semanas y su posterior
recuperacién durante 3 mes (* P<0.05 t-test).
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Figura 40. Media del nimero de EPCs presentes en los machos preptberes y los machos adultos que
inhalaron la mezcla V;0O5-MnCl;, durante 4 semanas y su posterior recuperacién durante 3 meses.

55



7.3. Comparacién por género: Hembras vs Machos
7.3.1. Pent6xido de Vanadio (V205)
a) Prepuberes

1) Micronticleos

Las hembras preptiberes expuestas a V>Os presentan un ntimero significativamente
mayor de microntdcleos durante las 4 semanas de exposicion (excepto en la semana 1)
que los machos de la misma edad, sin embargo esta respuesta se invierte durante el
periodo de recuperacion (Figuras 41 y 42).
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Figura 41. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras preptberes expuestos a V>Os durante 4 semanas y posterior periodo de
recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 42. Microntcleos presentes en los EPCs de los machos y las hembras preptiberes que inhalaron
V>0s5 durante 4 semanas y posterior recuperacion durante 3 meses.
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ii) Eritrocitos policromdticos

Los machos prebuberes presentan un numero de EPCs significativamente
mayor que las hembras de la misma durante la semana 3 y 4 de exposicién y
posteriormente durante los meses 2 y 3 de recuperaciéon (Figuras 43 y 44).
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Figura 43. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras
prepuberes expuestos a V205 durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacién de 3 meses (* P<0.05
t-test).
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Figura 44. Media del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras preptiberes expuestos a V>Os
durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacion de 3 meses.
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b) Adultos

1) Microniicleos

Se observé aumento significativo en el nimero de MNs de los machos adultos
expuestos a VoOs durante la semana 4 de exposicién y posteriormente, durante los 3

meses de recuperacion (Figuras 45 y 46).
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Figura 45. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras adultos expuestos a V2Os durante 4 semanas y posterior periodo de

recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 46. Media del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los ratones machos y hembras

adultos expuestos a V205 durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacion.
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ii) Eritrocitos policromdticos

El ntimero de EPCs de los machos adultos es significativamente mayor que el
ndmero de EPCs de las hembras adultas en el tiempo cero. Durante la exposicién en las
primeras 24h y las semanas 1 y 2, el nimero de EPCs de los machos es
significativamente menor que en las hembras de la misma edad. Sin embargo, el patréon
se invierte durante la semana 4 de exposicién y en el mes 3 de recuperacion (Figuras 47
y 48).

Py
P

EE Hembras Adultas

’E B Machos Adultos
@ 60 A
H
i
=
@
£
= 40 1 -
=
ar
g *
g 20
E *
=

O -

to 24 h 1s 2s 3s 4 s 1mR 2mR 3 mR

Tiempo de Bxposicion/Recuperacion

Figura 47. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras
prepuberes expuestos a V2Os durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacién de 3 meses (* P<0.05
t-test).
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Figura 48. Media del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras preptiberes expuestos a V>Os
durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacién de 3 meses.
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7.3.2. Cloruro de Manganeso (MnCly)
a) Prepuberes

i) Microniicleos

Desde el tiempo cero hasta la semana 4 de exposicién, no hay diferencias significativas
en el nimero de microndcleos entre ambos grupos de ratones prepuberes. Durante el
periodo de recuperacion, se presenta aumento significativo del nimero de MNs en los
machos preptiberes que fueron expuestos a MnCl, (Figuras 49 y 50).
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Figura 49. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras preptberes expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior perfodo de 3
meses de recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 50. Media del nimero de microndcleos presentes en los EPCs de los ratones machos y hembras
prepuberes expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de recuperacion.
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ii) Eritrocitos policromdticos

El namero de EPCs de los ratones hembras y machos expuestos a MnCl, no presenta
diferencia significativa entre géneros durante el periodo de exposicioén, ni durante la
recuperacion (Figuras 51 y 52).
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Figura 51. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras
prepuberes expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de recuperaciéon de 3 meses (*
P<0.05 t-test).
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Figura 52. Media del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras prepuberes expuestos a MnCl,
durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacion de 3 meses.
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b) Adultos

i) Microniicleos

Durante

la exposiciéon se observa que los machos presentan un ntmero

significativamente mayor de MNs que las hembras durante las semanas 1 y 3. En los
meses de recuperaciéon, los machos adultos presentan aumento significativo y
progresivo del nimero de MNs comparado con las hembras de la misma edad (Figuras

53y 54).
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Figura 53. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras adultos expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses
de recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 54. Media del niimero de microntcleos presentes en los EPCs de los ratones machos y hembras
adultos expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de recuperacién.
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ii) Eritrocitos policromdticos

No existen diferencias entre el nimero de EPCs de los ratones hembras y machos
adultos que inhalaron MnCl, durante 4 semanas, de igual manera, no se presentan
diferencias durante los 3 meses de recuperacion (Figuras 55 y 56).
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Figura 55. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras
adultos expuestos a MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacion de 3 meses (* P<0.05 t-
test).
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Figura 56. Media del numero de EPCs de los ratones machos y hembras adultos expuestos a MnCl,
durante 4 semanas y posterior periodo de recuperacién de 3 meses.
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7.3.3. Mezcla Pentoxido de Vanadio y Cloruro de Manganeso (V205-MnCly)
a) Preptberes

1) Microniicleos

No existe diferencia significativa (excepto en la semana 4) entre los ratones machos y
hembras preptberes que inhalaron la mezcla de los compuestos. Sin embargo, durante
el periodo de recuperacién, los machos preptiberes presentan aumento significativo en
el nimero de MNs durante los 3 meses (Figuras 57 y 58).
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Figura 57. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras preptberes expuestos a la mezcla V>O5-MnCl, durante 4 semanas y posterior
periodo de 3 meses de recuperacion (* P<0.05 t-test).
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Figura 58. Media del nimero de microndcleos presentes en los EPCs de los ratones machos y hembras
prepuberes expuestos a la mezcla V2Os-MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de
recuperacion.
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ii) Eritrocitos policromdticos

No existe diferencia significativa en el ntimero de EPCs de los ratones machos y
hembras preptberes que inhalaron la mezcla V,Os5-MnCl,, durante el periodo de
exposicion ni durante el periodo de recuperacion (Figuras 59 y 60).
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Figura 59. Comparaciéon de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras
preptberes expuestos a la mezcla V,0s-MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de
recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 60. Media del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras preptiberes expuestos a la mezcla
V205-MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de recuperacion.
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b) Adultos

i) Microniicleos

Se presenta aumento significativo en el nimero de MNs de los machos adultos sélo
durante la semana 3 de exposiciéon. Sin embargo, durante los tres meses de
recuperacion, los machos presentan un mayor nimero de MNs que las hembras de la

misma edad (Figuras 61y 62).
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Figura 61. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de microntcleos presentes en los EPCs de los
ratones machos y hembras adultos expuestos a la mezcla V>Os-MnCl, durante 4 semanas y posterior
periodo de 3 meses de recuperacion (* P<0.05 t-test).
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Figura 62. Media del niimero de microntcleos presentes en los EPCs de los ratones machos y hembras
adultos expuestos a la mezcla V>Os-MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de

recuperacion.
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ii) Eritrocitos policromdticos

No existe diferencia significativa entre los machos y hembras adultos expuestos a la
inhalacién de la mezcla V,0Os-MnCl, durante 4 semanas, ni durante los 3 meses de
recuperacion (Figuras 63 y 64).
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Figura 63. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras

adultos expuestos a la mezcla V,0s-MnCl, durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de
recuperacién (* P<0.05 t-test).
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Figura 64. Media del nimero de EPCs de los ratones machos y hembras adultos expuestos a la mezcla
V205-MnCl; durante 4 semanas y posterior periodo de 3 meses de recuperacion.
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7.4. Comparacion por grupo de exposicion (V205 vs MnCl» vs V205-MnCly)

7.4.1. Hembras prepuberes

1) Microniicleos
Se observé incremento significativo en los 3 grupos (V20s, MnCl, y V205-MnCly)
durante las primeras 24 h, y las semanas 1, 3 y 4. En general, se observa una tendencia
a presentar mayor cantidad de MNs a partir de las 24h hasta la semana 4 de exposicién
en los tres grupos experimentales. S6lo a las 24 h de exposicion el grupo que inhalé
V205, presenta un mayor nimero de MNs que el grupo que inhal6é la mezcla de los
compuestos, lo mismo sucede en la semana 3 de exposicion con el grupo que inhal6
MnCl; en comparacion con el grupo que inhal6 la mezcla. Con respecto al tiempo de
recuperacion, ninguno de los grupos experimentales presenta diferencia significativa

entre grupos ni con respecto al testigo (Figuras 65 y 66).
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Figura 65. Comparacion de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en hembras prepuberes
expuestas a: V205, MnCl, o V205-MnCl, durante cuatro semanas y posterior recuperaciéon durante 3 meses.
(* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= MnCl, # V,05-MnCl,, b= V,05 # V,05-MnCl,, ¢= V,05 # -

MnClz).
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11) Eritrocitos Policromdticos

No se encontré diferencia entre los tiempos cero de cada uno de los grupos
experimentales. En los tres grupos, durante la exposicién y la recuperacion se observa
disminucion significativa del namero de EPCs con respecto al tiempo cero de cada uno
de los grupos.

Durante la semana 4 de exposicion el grupo que inhal6 V.05, presenta
disminucién significativa en el nimero de EPCs con respecto a los otros dos grupos
experimentales. Durante el mes 1 de recuperaciéon el grupo V>0Os-MnCl, se observa el
conteo mas bajo de EPCs comparado con los grupos V205 MnCl,, sin embargo esta
diferencia no persiste durante los siguientes 2 meses. Al final del tiempo de
recuperacion, no existen diferencias entre los grupos experimentales, observandose en
el tercer mes, los conteos mas bajos (Figuras 67 y 68).

70 ////
.
o B \/anadio
_: €0 - = [ Manganeso
129
Q - T = v/ Mn
— 50 A |
m - e P
E == - C
= 40 - - -
E -
B¢ 30 A
s - :
[+ - -
e -
@ 20 4 -
£
= |
= 10 A
-~
o =
tO 24 h 1s 2es 2= 4 1TmR 2mR 3 mR

Tiempo de Fxposicion/Recuperacion

Figura 67. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs entre los 3 grupos experimentales de
hembras preptiberes expuestas durante 4 semanas a la inhalacién de los compuestos. Se observa una
disminucion significativa durante el tiempo de exposicién y de recuperacion. Esta diferencia se presenta
en los 3 grupos experimentales (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= MnCl, # V,0s-MnCl,, b=
V205 * V205-MnC12, c= V205 * -MnClz).
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7.4.2. Hembras adultas

i) Microniicleos

No se observa diferencia significativa en el nimero de MNs durante el tiempo
de exposicion ni durante el tiempo de recuperacién ambos respecto al tiempo cero. De
igual manera, no existe diferencia entre los tres grupos experimentales (Figuras 69 y

70).
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Figura 69. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en los EPCs de hembras

adultas expuestas a V205, MnCl, o V205-MnCl; (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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Figura 70. Media del nimero de MNs en EPCs de hembras adultas expuestas a: V205, MnCl, o V,0s-
MnCl. Se observa la ausencia de cambios significativos durante la exposicién y la recuperacion,
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ii) Eritrocitos policromdticos

No se observa diferencia significativa entre los tiempos cero de cada uno de los
grupos. Durante el tiempo de exposiciéon y durante el tiempo de recuperaciéon se
presenta disminucioén significativa del nimero de EPCs. En las primeras 24 h de
exposicion se nota que los grupos que inhalaron MnCl y V20s-MnCl, presentan
disminucion significativa con respecto al grupo que inhalé V2Os, sin embargo esta
diferencia desaparece inmediatamente. Durante la recuperacion, no existe diferencia
entre ninguno de los grupos, y se observa el conteo mas bajo de EPCs durante el mes 3
de recuperacion para los tres grupos experimentales (Figuras 71 y 72).
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Figura 71. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de EPCs presentes en las hembras adultas
espuestas a: V205, MnCl, o V20s-MnCl, durante 4 semanas y el posterior periodo de 3 meses de
recuperaciéon (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak en donde: a= MnCl, # V,05-MnCl,, b= V,05 # V,05-MnCl,,
c= V205 # -Mnclz).

70 ////
—&— Vanadio
[e] Manganeso
52 —w— V/Mn
¢ 50 A
EL
L
=
o 40 4
(<5}
&
=
_— 30 4
20 41 o
v
10 T T T T T T // T T T
to 24 h 1s 2s 3s 4s 1TmR 2mR 3 mR

Tiempo de: Exposicion / Recuperacion

Figura 72. Media del namero de EPCs en hembras adultas expuestas a: V205, MnCl, o V205-MnCl,,
durante 4 semanas y posterior recuperacién durante 3 meses.
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7.4.3. Machos preptuberes

i) Microniicleos

No se observa diferencia significativa entre los tiempos cero de cada uno de los grupos
experimentales, de igual manera no existe diferencia entre ninguno de los grupos ni
durante el periodo de exposicion. Sin embargo, se presenta aumento significativo en el
namero de MNs durante los tres meses correspondientes al periodo de recuperacién.

No existe diferencia significativa entre grupos experimentales (Figuras 73 y 74).
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Figura 73. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en EPCs de ratones macho

prepuiberes de ratones expuestos a: V2Os, MnCl, o V20s- MnCl, durante 4 semanas y posterior
recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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Figura 74. Media del nimero de MNsen EPCs de ratones macho preptiberes expuestos a , MnCl, o V,0s-
MnCl; durante 4 semanas. Se observa el aumento de MNs durante el periodo de recuperacion en los 3
grupos experimentales.
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ii) Eritrocitos policromdticos

Los tiempos cero de los grupos tratados no presentan diferencia significativa entre
ellos. Por otro lado, durante la exposicién y la recuperacién se observa disminuciéon
significativa de los grupos experimentales con respecto al tiempo cero. Sin embargo,
entre ellos practicamente no existe diferencia (Figuras 75y 76).
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Figura 75. Comparacion de las medias (+ e.e.) del ndmero de EPCs en ratones prepuberes macho
expuestos a: V205 MnCl, o V205- MnClz y posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA-
Holm-Sidak en donde: a= MnCl; # V,05-MnCl,, b= V,05 # V,05-MnCl,, ¢= V,05 # -MnCl,).
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Figura 76. Media del nimero de EPCs en machos prepuberes expuestos a: V205, MnCl, o V20s- MnCl, y
posterior recuperacién durante 3 meses.

73



7.4.4. Machos adultos

i) Microniicleos

No se observa diferencia significativa entre los tiempos cero de los grupos
experimentales ni durante el tiempo de exposicién. Sin embargo, se presenta
incremento en el nimero de MNs durante el periodo completo de recuperacién en los
tres grupos experimentales, pero no se evidencié diferencia entre ellos (Figuras 77 y
78).
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Figura 77. Comparacién de las medias (+ e.e.) del nimero de MNs presentes en los EPCs de los ratones
machos adultos expuestos a: V205, MnCl, o V;05- MnCl, durante 4 semanas y posterior recuperacion
durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA- Holm-Sidak).
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Figura 78. Numero de MNs en EPCs de ratones machos adultos expuestos a: V20s, MnCl, o V,0s- MnCl,
durante 4 semanas. Se observa el aumento de MNs durante el periodo de recuperacién en los 3 grupos
experimentales.
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ii) Eritrocitos policromdticos

No se observa diferencia significativa entre los tiempos cero de cada uno de los grupos
experimentales. Durante todo el periodo de exposicién y de recuperacién se presenta
disminucion significativa del namero de EPCs de los 3 grupos experimentales con
respecto al tiempo cero. Sélo durante el mes 3 de recuperacion el grupo que inhalé
V205 tuvo una cantidad significativamente mayor de EPCs que los otros dos grupos
experimentales (Figuras 79 y 80).
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Figura 79. Comparacién entre el nimero de EPCs de los ratones machos adultos expuestos a: V205,
MnCl; o V>0s- MnCl, durante 4 semanas y posterior recuperacién durante 3 meses (* P<0.05, ANOVA-
Holm-Sidak en donde: a= MnCl; # V,05-MnCl,, b= V,05 # V,05-MnCl,, c= V,05 # -MnCl,).
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7.5. Resumen de resultados

1. Comparacion entre el tiempo de exposicién/recuperacion y el tiempo cero.

i) Microniicleos

Las hembras preptberes (en los 3 grupos de exposicion: V205, MnCl,, V,0s5-
MnCl,) presentan un nimero significativamente mayor de MNs durante el
tiempo de exposiciéon (24h hasta la semana 4) comparados con el tiempo cero.
Sin embargo, durante el tiempo de recuperacién, no se observa diferencia
significativa entre la recuperacién y el tiempo cero.

Las hembras adultas (en los 3 grupos de exposiciéon: V>Os, MnCl,, V2Os-MnCly)
no presentan diferencia significativa en el nimero de MNs ni durante el tiempo
de exposicion ni en la recuperacion.

En los machos prepuberes (en los 3 grupos de exposicién: V20s, MnCl,, V,0s5-
MnCl,), se presenta aumento significativo del namero de MNs durante el
tiempo de exposicién comparado con el tiempo cero. Sin embargo, durante los
tres meses de recuperacién, se observa en todos los casos, aumento
significativo en la presencia de MNs comparados con el tiempo cero y en
algunos casos, con la cuarta semana de exposicion.

En los machos adultos (en los 3 grupos de exposicion: V205, MnCl, V20s-
MnCl,) se observa aumento significativo en el nimero de MNs durante el
tiempo de exposicién y durante la recuperacién, comparados con el tiempo

cero.

i1) Eritrocitos Policromdticos

En todos los grupos de exposicion (V20s, MnCl, V>20s-MnCl), en las dos
edades (preptberes y adultos) y en ambos géneros (hembras y machos), se
observo a partir de las primeras 24 hrs de exposicion, disminucién significativa
del ntimero de eritrocitos policromaticos que perduré hasta los 3 meses de
recuperacion.

2. Comparacion por edad: Prepuberes vs Adultos

1) Microniicleos

Las hembras preptberes en todos los grupos de exposicion (V20s, MnCly, V2Os-
MnCl), presentan en la mayor parte de los tiempos de exposicién, un ntimero
significativamente mayor de MNs que las hembras adultas. Sin embargo, estas
diferencias desaparecen durante el tiempo de recuperacion.

Los machos preptiberes de todos los grupos de exposiciéon (V20s, MnCl,, V2Os-
MnCl), no presentan diferencias significativas ni durante la exposicién ni en el
periodo de recuperacion (excepto en el mes 3 de recuperacion en el grupo V,Os-
MnCl) en el nimero de MNs comparados con los machos adultos.

ii) Eritrocitos policromdticos

Solo en el ~25% de los tiempos (tanto de exposicién como de recuperacion), las
hembras adultas presentan un ndmero significativamente menor de EPCs
comparadas con las hembras prepuberes.
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Los machos adultos que inhalaron V>0s, presentan durante las primeras 24 h y
las semanas 1 y 2, disminucién significativa en el ntmero de EPCs,
comparados con los machos prepuberes. Sin embargo, durante la recuperaciéon
se observa aumento significativo durante los meses 1y 3.

No se presenta diferencia entre los machos preptberes y adultos que inhalaron
MnCl,.

Los machos adultos que inhalaron la mezcla V,Os-MnCl, al igual que el grupo
que inhal6 sélo V205, presenta disminucion significativa, comparados con los
machos prepuberes, durante las primeras 24 hrs y las semanas 1 y 2 de
exposicion y durante el mes 3 de recuperacion.

3. Comparacion por género

1) Microniicleos

Los animales preptberes (hembras y machos) expuestos a MnCl, y a la mezcla
V205-MnCl;, no exhiben diferencias significativas en el ntimero de MNs
durante el tiempo de exposiciéon. Por otro lado, el grupo de hembras
prepuberes que inhalaron V>0Os, si tienen un nimero significativamente mayor
de MNs comparado con los machos preptberes. Por otro lado, durante los 3
meses de recuperacién los machos prepuberes de los 3 grupos de exposicion,
presentan un nimero de MNs significativamente mayor que las hembras
prepuberes expuestas a los compuestos.

Los animales adultos (hembras y machos) presentan aumento significativo en
algunos casos comparados con las hembras adultas en el nimero de MNs
durante el tiempo de exposicion. Sin embargo durante el tiempo de
recuperacion, en los tres grupos de exposicion, los machos adultos tienen un
numero significativamente mayor de MNs comparados con las hembras
adultas.

ii) Eritrocitos policromdticos

Los machos preptiberes comparados con las hembras preptuberes de los 3
grupos de exposicién, practicamente no presentan diferencias significativas en
el nimero de EPCs.

Sélo en el grupo de machos adultos que inhalé V>Os, se observa disminucién
significativa del namero de EPCs durante algunos tiempos de exposicion. Sin
embargo, durante el mes 3 de recuperacion esta diferencia se invierte
significativamente. En los dos grupos restantes (MnCl> y V20s-MnCly) no se
presentan diferencias significativas entre hembras y machos.

4. Comparacion por grupo de exposicién: V2Os vs MnCl, vs V205-MnCl,

e No se observan diferencias significativas entre grupos de exposicién en

ninguno de los dos pardmetros analizados.
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8. Discusion
8.1. Irrigacion de la médula 6sea

La médula 6sea (MO) en los mamiferos superiores, constituye aproximadamente del 1
al 2.5% del total del peso corporal (Iversen 1997). Es el principal tejido en el que se lleva
a cabo la produccion de células sanguineas, a través del complejo proceso conocido
como hematopoyesis (Mayani et al. 2007). Para mantener una hematopoyesis adecuada,
la MO depende de un aporte sanguineo adecuado. En reposo, recibe del 2 al 4% del
gasto cardiaco. La microvasculatura de la médula 6sea, consiste en una red de
sinusoides fenestrados (endotelio y lamina basal discontinua) lo cual permite alta
permeabilidad a los solutos (Iversen 1997), entre ellos cualquier xenobidtico que viaje
en el torrente sanguineo.

8.2. Origenes de los microntcleos

Los microntcleos se originan de dos maneras (Fenech 2000):
1. Por el rompimiento de la doble hebra de ADN: lo cual generaria que el MN

observado contenga un fragmento de cromosoma que al no tener centrémero,
no puede migrar ni incorporarse al ntcleo de la célula hija. El rompimiento
cromosOmico se debe a dano al ADN, entre ellos: aductos, bases oxidadas o
rompimientos de cadena sencilla, es decir dafios que deban ser escindidos por
los mecanismos de reparacién. De esta manera, un rompimiento de cadena
sencilla, cuando el material genético pasa por la fase de sintesis, se puede
convertir en un rompimiento de cadena doble y generarse asi, un microntcleo.

2. Por la alteracion del aparato mitotico o la inhibicién del centrémero: lo cual generaria
que el MN observado en el citoplasma del EPC contenga un cromosoma
completo que no se incorporé correctamente al nticleo de la célula hija. Durante
la divisiéon celular, es de vital importancia que el aparato mitético y/o el
centrémero lleven a cabo sus funciones adecuadamente, si esto no es asi, el
huso acromaético podria no interactuar con los cromosomas y generar pérdidas
de material genético.

Ambos mecanismos se resumen en la figura 81.
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Figura 81. Mecanismos de generacion de microntcleos: Agente clastogénico (izq) y Agente
aneugénico (der).
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8.3. ;Como el vanadio y el manganeso pueden producir microntcleos?

Se ha reportado que una gran variedad de metales pueden actuar como agentes
mutagénicos y carcinogénicos en modelos humanos y animales (Leonard et al. 2004a),
muchos estudios se han enfocado en el mecanismo por el cual los metales inducen
efectos adversos, como es el caso de los efectos genotéxicos (Valko et al. 2006).Sin
embargo en el caso del pentéxido de vanadio y del cloruro de manganeso los
resultados en este Gltimo aspecto no son concluyentes (Opresko 1991, WHO 1999).

El dafo al ADN puede ser producido por gran variedad de agentes, éstos
pueden ser exégenos como los rayos ultavioleta, el humo del cigarro, las radiaciones
gamma, los antibiéticos, los contaminantes (Taylor 1994) y también por agentes
endogenos como las especies reactivas de oxigeno (Lindahl y Wood 1999). Los tipos de
dafio son tan numerosos como los agentes que los causan. Un ejemplo de ello son los
rompimientos de cadena sencilla que son frecuentemente el resultado del ataque a esta
biomolécula por radicales libres (Lindahl y Wood 1999).

En un estudio previo con el modelo de inhalacién, Rojas-Lemus (2006) reporto,
que tanto el pentéxido de vanadio como el cloruro de manganeso fueron capaces de
generar rompimientos de cadena sencilla en leucocitos de ratones expuestos a estos
metales por via inhalada, lo cual concuerda con estudios previos que se han llevado a
cabo con otros modelos y con otros compuestos de este metal (Rolddn y Altamirano
1990, Cohen et al. 1992, Migliore et al. 1993, Rodriguez Mercado 1996, Rojas et al. 1996,
Altamirano-Lozano et al. 1996, Altamirano et al. 1999, Ivancsist et al. 2002, Evangelou
2002, Kleinsasser et al. 2003, Rodriguez-Mercado et al. 2003). La induccién de
microntcleos por el vanadio o sus compuestos han sido reportados por varios autores
(Migliore et al. 1993, Zhong et al. 1994 y Ciranni et al. 1995). En el caso del cloruro de
manganeso, aunque la informacién sobre su potencial genotdxico es escasa, los
resultados observados en este estudio para el caso de los rompimientos de cadena
sencilla, concuerdan con lo reportado por De Méo (1991) y por Malecki (2001), y en el
caso de los microntcleos, por Joardar y Sharma (1990) y Sadykov (2008).

Vanadio y Manganeso: ingreso al sistema

Tanto el pent6xido de vanadio como el cloruro de manganeso cuando son inhalados,
ingresan profundamente en las vias respiratorias, llegan a los sacos alveolares y
posteriormente alcanzan el torrente sanguineo (Rosales-Castillo et al. 2001). En el caso
del primer compuesto, en el plasma el V5* es rapidamente reducido a V4, sin embargo
ambos estados de oxidacién existen debido a que el V4 sufre oxidacién espontanea a
V5+ (Evangelou 2002, Mukherjee et al. 2004 ). El vanadio tetravalente es transportado
por albimina y transferrina, mientras que el vanadio pentavalente sélo por transferrina
(Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005). En el caso del manganeso, una vez en la
sangre, la ceruloplasmina puede oxidar al Mn?* a Mn3* (Aschner et al. 2005). E1 80 %
del manganeso se une a las proteinas transportadoras albtimina y {-globulina,
mientras que la forma trivalente lo hace preferencialmente a transferrina (Aschner et al.
2005) y a transmanganina (Barceloux 1999), unidos a estas proteinas tanto el vanadio
como el manganeso pueden alcanzar los érganos y tejidos (Rosales-Castillo et al. 2001,
Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005).

El vanadio ingresa a las células por canales iénicos inespecificos, ambas formas
de vanadio pueden penetrar, sin embargo, el V5* se absorbe cinco veces mas que el V4
(Rodriguez-Mercado et al. 2003). Una vez dentro de la célula, el vanadio pentavalente
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es reducido nuevamente por antioxidantes enzimaticos (p.e. NADPH) y no
enzimaticos (p.e. L-acido ascérbico) (Valko et al. 2006). Se considera que los efectos
adversos que el vanadio ejerce sobre los sistemas biolégicos tanto in vivo como in vitro,
asi como también por diferente via de exposicién, son debidos en gran medida a la
induccion de estrés oxidante: generacion de especies reactivas de oxigeno y de
radicales libres (Evangelou 2002). Este metal en diferentes estados de oxidacion es
capaz de interaccionar con gran nimero de componentes celulares, ejerciendo al
mismo tiempo gran variedad de efectos biolégicos: lipoperoxidaciéon de las
membranas, desnaturalizaciéon y oxidaciéon de proteinas y dafio al ADN tal como
oxidacién de bases, rompimientos de cadena sencilla y doble, entrecruzamientos ADN-
proteinas, entre otros (Attia et al. 2005, Avila-Costa et al. 2005, Leopardi et al. 2005). En
este sentido, datos sobre el potencial mutagénico de este metal, muestran que el
vanadoceno (Evangelou 2002) y el vanadio tetra y pentavalente son capaces de
reaccionar con el grupo fosfato y con el aztcar de los nucleétidos. También son
efectivos inhibidores de proteinas propias del metabolismo del ADN como las
polimerasas y ribonucleasas (Rodriguez-Mercado et al. 2003).

Por otro lado, el manganeso divalente (Aschner et al. 2005) entra a las células
via receptor TfR- transportador DMT1 o sélo por el transportador DMT1 del que es un
eficaz competidor con el Fe (Roth y Garrick 2003). En el interior, es oxidado a la forma
trivalente (Aschner et al. 2005). El manganeso, en condiciones fisiol6gicas, existe dentro
de la célula como catién divalente y trivalente; la evidencia sugiere que cuando su
concentracién excede los niveles fisioldgicos, puede causar efectos indeseables como la
inhibicién de la produccién de energia celular y la generacion de estrés oxidante (Ali et
al. 1995, Keller et al. 2005).

El manganeso intracelular, se concentra especificamente en la mitocondria
(Chen et al. 2001, HaMai et al. 2001), en donde puede formar complejos con el ATP
(Aschner et al. 2005) e inducir el decremento de glutation (GSH) comprometiendo de
esta manera la mayor defensa de la célula contra los radicales libres (Sloot et al. 1996).
Se ha demostrado que en la mitocondria puede inhibir al complejo I de la cadena
respiratoria, propiciando con ello el desacoplamiento de la fosforilacion oxidante
(Aschner et al. 2005, Keller et al. 2005), aunado al descenso en la producciéon de ATP y al
incremento en la produccion de lactato (Sloot et al. 1996). En resumen, el manganeso
puede propiciar el desacoplamiento entre los saltos energéticos para la formacién de
ATP en de la cadena respiratoria mitocondrial; bloquear este mismo proceso debido al
aumento de calcio acumulado en el organelo e interferir con los mecanismos de
defensa antioxidantes de la célula. Todo lo anterior facilita la hiperproduccién de
especies reactivas de oxigeno y de radicales libres (Halliwell y Gutteridge 1984, Wei et
al. 1985, Erikson et al. 2004).

8.3.1. Mecanismo comiin: estrés oxidante.

La valencia del metal de transicién, como en el caso del Fe y del Cu, ha sido establecida
como un factor importante en la habilidad del metal para catalizar la formacion de
ERO’s en reacciones de tipo Fenton. (HaMai et al. 2001, HaMai y Bondy 2004).

El vanadio es un metal que se puede encontrar en varios estados de oxidacién
y puede participar en reacciones que conllevan a la produccion de radicales libres y
que pueden tener lugar dentro de la célula (Valko et al. 2006):
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1) V& + O, — V5* + Oy~ (Radical supero6xido)
2) V5+ + Oy~ — [V4-00-] (Radical peroxovanadilo)
3) V4 + HO, — V5++ OH- + ‘OH (Radical hidroxilo)

En el caso del manganeso, la interaccién entre el ién divalente y el trivalente de
manganeso podrian conllevar a la formacién de radicales libres como se observa en la
siguiente cadena de reacciones (HaMai ef al. 2001, HaMai y Bondy 2004):

1) Mn2* + H,O; < [ Mn2*- OH &Mn?* --OH] <> Mn?* + ‘OH +OH- (Radical hidroxilo)

Se considera que el Mn?* no es capaz de producir ERO’s por si mismo (Aschner et al.
2005) o que solo es un modesto pro-oxidante (HaMai et al. 2001). Sin embargo, la
presencia traza del manganeso en su forma trivalente es suficiente para catalizar la
formacion de radicales libres (Erikson et al. 2004, Aschner et al. 2005) en interaccién con
el Mn?* (HaMai y Bondy 2004). Aunado a lo anterior, el Mn en cualquier estado de
oxidacién puede espontdneamente convertirse en manganeso trivalente (Aschner et al.
2005).

Las diferentes propiedades del Mn2* y Mn3 y su interaccion durante los
eventos oxidantes pueden ser particularmente relevantes en el contexto de los sistemas
biolégicos; mientras que el estado divalente es la forma mas estable del manganeso, la
forma trivalente es el predominante en muchos tejidos biolégicos (HaMai et al. 2001).

Ambos metales son capaces de producir diferentes radicales libres, entre ellos el
altamente reactivo radical hidroxilo.

Por otro lado, es importante mencionar que el pentéxido de vanadio demostré
ser un compuesto capaz de generar peroxidacion lipidica en tejido hepatico en este
modelo (Acevedo- Nava 2005).

8.2.2. Radicales libres y dafio al ADN

Dentro del espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN por accién de los RL se
describe la oxidacién de desoxirribosas, ruptura y entrecruzamientos de cadenas y la
modificacién de bases nitrogenadas, principalmente (Chihuailaif et al. 2002). Los
rompimientos de cadena doble o sencilla que se generan por la interaccién de radicales
libres con el ADN, son producidos por la fragmentacion del esqueleto de la
desoxirribosa o indirectamente por la escisiéon de bases oxidadas (Mitra et al. 2002).

La generacion de radicales hidroxilo que son altamente téxicos pueden a su vez
disparar nuevas reacciones que generan mds radicales, ocasionando lo que se conoce
como reaccion en cadena, perpetuando asi la generacién de éstos (Evangelou 2002). El
radical hidroxilo (‘OH) es presumiblemente el mas reactivo de los radicales, y puede
ser in vivo el oxidante mas importante de componentes celulares como es el caso del
ADN, proteinas y lipidos (Mitra et al. 2002). El aumento en la producciéon de -OH
puede conducir a que este radical reaccione con las bases nitrogenadas o con el
esqueleto de la desoxirribosa del ADN y de esta manera producir dafio a las bases o
rompimientos de cadenas (Rodriguez-Mercado et al. 2003). Se ha propuesto que los
rompimientos producidos por el radical ‘OH en esta biomolécula son debidos a la
accesibilidad de los atomos de hidrégeno del esqueleto del ADN. Este radical es
conocido por reaccionar con todos los componentes de la molécula del ADN, dafiando
tanto bases ptricas como pirimidicas y también al esqueleto del aztcar desoxirribosa
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(Valko et al. 2006). Otro radical considerado como importante es el superéxido, que
también puede oxidar lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Slupphaug et al. 2003). En
el caso de la oxidacidon a nivel del aztcar desoxirribosa, la abstraccién de uno de los
hidrégenos puede iniciar el proceso de la ruptura oxidante (Lorente 2005) (Figura 82).
La oxidacién de bases nitrogenadas ocurre preferentemente a nivel de la guanina
fundamentalmente por ser la base nucleica de menor potencial de oxidacién (Lorente
2005) (Figura 82).
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Figura 82. A: Rompimiento de la cadena de ADN por la interaccién del radical hidroxilo con el esqueleto
del aztcar desoxirribosa. B: Oxidacién de las bases nitrogenadas (p.e. guanina).

Se han identificado mas de 20 diferentes tipos de dafio a las bases del ADN por estrés
oxidante. El mas comtn es a la purina 7, 8-dihidro-8-oxoguanina, comtunmente
llamada 8-oxoguanina u 8-oxoG. Mientras que el dafio mds comun a las pirimidinas es
la formacién de timina glicol (Tg) (Slupphaug et al. 2003).

Por otro lado, Kehrer (1993) reporta los cambios que pueden desencadenar los
RL en su accién sobre las proteinas al describir los efectos sobre el gradiente de iones
Ca?*. El contenido intracelular de este i6n es habitualmente diez mil veces menor en
comparacién con concentracién extracelular, y cualquier perturbacién que afecte su
transporte altera significativamente la funcién celular. La enzima calcio ATPasa,
encargada de mantener el gradiente de iones Ca?*, contiene grupos tioles que pueden
ser inactivados pos los RL. Cuando ello ocurre, la enzima pierde su actividad catalitica
y se modifica la homeostasis del Ca?*. El incremento en la concentracion intracelular de
estos iones estimula la activacion de proteasas, que atacan al citoesqueleto y de
nucleasas que fragmentan al ADN.

En general, el dafio al ADN producido por estrés oxidante comprende
oxidacion y modificacién de bases nitrogenadas y grupos azucares, entrecruzamientos
y también rompimientos de cadena sencilla y doble (Slupphaug et al. 2003; Valko et al.
2006), todos ellos son dafios al ADN que en células que se encuentran en proliferacién,
podrian traducirse en microntcleos. Cualquier agente que reaccione con el ADN es
potencialmente peligroso (Halliwell et al.1984); el dafio al ADN puede resultar en
arresto mitético, induccién de la transcripciéon de genes, errores en la replicacién e
inestabilidad genémica, todo esto implicado en procesos carcinogénicos (Valko et al.
2006).
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8.3.1.2. Vanadio y Manganeso: Interaccion con los mecanismos antioxidantes

Dado que las EROs y otras formas de radicales libres se producen constante e
inevitablemente durante los procesos metabdlicos o aquellos implicados en la
patogenicidad, la célula ha desarrollado un poderoso y complejo sistema de defensa
para limitar la exposicién a estos agentes. Las moléculas que previenen la formacién
descontrolada de RLs o inhiben sus reacciones con estructuras bioldgicas, reciben el
nombre genérico de antioxidantes (Chihuailaf et al. 2002, Scibior y Zaporowska 2007).
La gama de antioxidantes celulares endégenos incluyen al glutatiéon reducido (GSH),
la dismutasa de stiper 6xido, la glutation peroxidasa, asi como también a los exdgenos
como el alfa-tocoferol, el beta-caroteno y al dacido ascoérbico, todos ellos son
importantes componentes de la defensa antioxidante de los mamiferos (Scibior y
Zaporowska 2007).

Se ha reportado que el vanadio puede disminuir significativamente los niveles
de la concentracién de acido ascérbico y de GSH en la sangre y en algunos 6rganos
importantes como higado y rifién (Scibior y Zaporowska 2007).

Por otra parte, Zhang y colaborades (2004) indican que la exposicion subcrénica
de Mn podria resultar en un marcado decremento de la actividad de la glutation
peroxidasa en las mitocondrias del higado y del cerebro de ratas expuestas a este
metal.

8.3.2. Interaccién con el aparato mitético

La interferencia con la organizacién y el ensamblaje del huso mitético es un proceso
critico para el movimiento normal de los cromosomas, de hecho es el mecanismo
propuesto de cémo contribuye pentoxido de vanadio al incremento de las aneuploidias
(Ramirez et al. 1997).

El ortovanadato de sodio inhibe de manera considerable el ensamble (mas del
65%) y la tasa de desensamble (aprox el 60%) de los microttibulos. Aparentemente el
vanadio produce un cambio alostérico en las proteinas de los microtiibulos lo que
conlleva a una cinética de polimerizaciéon anormal de la tubulina (Kirazov y Weiss,
1986). El resultado, es la alteraciéon en el aparato mitético y, por tanto, cambios
relacionados con el nimero cromosémico que puede producir transformaciones
neoplasicas en una via similar a la previamente observada con colcemida y
dietilestilbestrol (Ramirez et al. 1997).

Los mecanismos por los cuales este metal interfiere con el ensamble de los
microtdbulos no es totalmente conocido, sin embargo su toxicidad ha sido atribuida
por su alta afinidad por los grupos sulfidrilo de las proteinas. Ramirez y colaboradores
(1997) reportaron que las tubulinas alfa y la beta contienen 12 y 8 residuos de cisteina
(un aminoacido que contiene abundantes grupos sulfidrilo), respectivamente y que
algunos de esos residuos son criticos para la formacion y funcién normal de la
proteina.

Los datos indican de manera mas convincente, que los compuestos de vanadio
tienen potencial aneugénico. Son potentes inhibidores de fosfatasas de tirosina,
incluyendo a las fosfatasas cdc25 y de la dineina ATP-asa, lo cual explica porqué
interfieren con la formacién apropiada del aparato mitético y predisponen a la mala
segregacion cromosémica (Attia et al. 2005).
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Por otro lado, los lipidos insaturados, los acidos nucléicos y las proteinas son los
blancos fundamentales de las reacciones de los radicales libres. Debido a la reactividad
de los radicales libres con las moléculas insaturadas o que contienen azufre, las
proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina,
metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones aminoacidicas mediadas por RLs
(Martinez-Cayuela 1998). Las reacciones de los radicales libres con estos aminoécidos
dan lugar también a alteraciones estructurales en las proteinas provocando
entrecruzamientos y fenémenos de agregacion que se ven favorecidos por la formacién
de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Martinez-Cayuela 1998), como
consecuencia se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la
proteina, formacién de grupos carbonilos e impiden el desarrollo normal de sus
funciones (Rodriguez et al. 2001).

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los
radicales libres. Estos enlaces pueden romperse tras la oxidacién de residuos de prolina
por radicales hidroxilo o superéxido (Martinez-Cayuela 1998). Aunado a que los
grupos tioles son inactivados por las ERO’s (Chihuailaf et al. 2002).

Por todo lo anterior, tanto el pentéxido de vanadio como el cloruro de
manganeso son compuestos que pueden ser considerados mutagénicos y genotdxicos
con efectos clastogénicos y/o aneuploidogénicos y, aunque no existen datos que
indiquen que el vanadio o el manganeso son carcinégenos, no debe eliminarse esa
posibilidad, debido a que interfieren con la distribucién cromosémica, asi que podria
considerarse que presentan propiedades carcinogénicas (Leénard y Gerber 1994).

8.4 ;Por qué se observaron diferencias entre hembras y machos?
8.4.1. Diferencias per se

En 2003, Borras y colaboradores aportan evidencia experimental sobre las diferencias
per se entre hembras y machos. Debido a que la mitocondria es la mayor fuente de
radicales libres en las células, se analizaron los niveles basales de antioxidantes
mitocondriales en hembras sanas, hembras ovariectomizadas y en machos adultos. En
ese estudio, los autores reportan que las hembras generan la mitad de la cantidad de
peroxidos que los machos y esto no ocurre en hembras ovariectomizadas, aunado a
que las hembras presentan mayores niveles de glutation reducido que los machos,
mientras que las ovariectomizadas tienen los mismos niveles que éstos tltimos.

Las mitocondrias hepaticas de los machos, producen 40% mas de peréxido que
las mitocondrias hepaticas de las hembras, de igual manera, las mitocondrias
cerebrales de los machos generan 80% mas de peréxidos que las de las hembras de la
misma edad (Borras et al. 2003).

Por otro lado, el dafio oxidante al DNA mitocondrial en los machos es 4 veces
mayor que en las hembras, el nivel de 8-Oxo-Gua en la mitocondria de los machos es
mayor en un 400%. Esto es debido a la alta expresién y a la gran actividad de la Mn-
superoxido dismutasa y de la glutation peroxidasa en hembras, lo cual confiere
proteccion contra el dafio oxidante (Borras et al. 2003).

Importante es mencionar que cuando a las hembras ovariectomizadas y a los
machos se les administraron estrégenos, se observé que éstos tienen un efecto protector
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contra la produccién de radicales libres en la mitocondria. Esto refuerza la idea de la
actividad protectora de los estrégenos (Borras et al. 2003).

También se reconocen diferencias por género en la farmacocinética de los
xenobioticos. Los reportes indican que los hombres tienen menos concentraciéon de
ferritina en el suero y absorben significativamente menos manganeso desde el tracto
gastrointestinal, que las mujeres. Sin embargo, las concentraciones de manganeso en el
suero son mas altas en hombres sanos que en mujeres sanas; los hombres tienen
aproximadamente 24% mads alta la concentraciéon de Mn en el suero que las que tienen
las mujeres, ademas de que este metal, en los hombres, es retenido por un tiempo
significativamente mayor (Dorman et al. 2004).

8.4.2. Diferencias hormonales: estrogenos

La formacién intracelular de especies reactivas de oxigeno EROs) y de nitrégeno
(ERNs), estan implicadas en la patogénesis de gran cantidad de enfermedades (Tamir
et al. 2002). Hoy dia, es bien conocido que los estrégenos confieren proteccion a la
célula en varias enfermedades relacionadas con estrés oxidante (p.e. Alzheimer y
Parkinson) (Tamir ef al. 2002).

La proteccién de los estrégenos en modelos tanto in vitro como in vivo incluyen:
activacion del receptor nuclear a estrégenos, expresion de Bcl2 y de proteinas
antiapoptoticas relacionadas, activacion de la via de las MAPKs, activacion de las vias
de transduccion de AMPc, modulaciéon de la homeostasis del calcio y actividad
directamente antioxidante (Tamir et al. 2002) (Figura 83).
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Figura 83. Mecanismos de proteccién celular propuestos para los estrégenos. El grupo OH del
anillo fendlico A se sefiala con la linea punteada rosa.
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Los datos sugieren, que los estrégenos y sus derivados funcionan como antioxidantes
por ser ‘barredores’ de radicales libres y que ejercen esta funciéon de manera
independiente del receptor e involucra el atrapamiento de radicales asi como también
la reduccién y/o quelaciéon de los iones oxidantes (Badeau et al. 2005). Los
requerimentos estructurales para la actividad antioxidante de los estrégenos son: los
compuestos que presentan un anillo monofenélico son poderosos barredores de RL
porque pueden donar con facilidad electrones (p.e. los antioxidantes flavonoides
polifendlicos como la vitamina E y A). Los reportes indican que el grupo hidroxilo en el
carbono 3 del anillo fenélico A de los estrégenos, es de suma importancia (Amantea et
al. 2005, Badeau et al. 2005). Este grupo hidroxilo del anillo A, puede donar un
hidrégeno, desintoxicando asi, la acumulacién de radicales libres (como es el caso del
radical hidroxilo). De esta manera, los estrégenos pueden actuar como “escudo
quimico” en contra del estrés oxidante (Behl 2002).

Aunado a su estructura quimica, los estrégenos pueden interactuar con otros
antioxidantes, proveyendo protecciéon adicional (Badeau et al.2005).

Experimentalmente, se ha sugerido que la conexiéon entre las propiedades
antioxidantes de los estrégenos y la proteccién, es debida a que las propiedades
protectoras a bajas concentraciones de estradiol (<InM) aumentan considerablemente
en la presencia de glutation (Xia et al. 2002).

Por otro lado, la disfuncion mitocondrial resultado del estrés oxidante ha sido
implicado en la cascada patolégica que culmina en la muerte de la célula. Se ha
propuesto que los estrogenos que ejercen un efecto estabilizante sobre la mitocondria y
mitigan el dafio mitocondrial. Los estrégenos proveen un efecto citoprotector contra el
estrés oxidante in vitro, manteniendo la integridad y previniendo la despolarizacion
mitocondprial (Moor et al. 2004).

Los niveles de estrégenos en los machos adultos sanos, son inmensamente
menores que en las hembras adultas sanas, por lo que las concentraciones mayores de
estrogenos en los ratones hembra (tanto en las adultas, como en las preptiberes durante
el periodo de recuperacion), podrian estar ejerciendo un efecto protector, previniendo
el dafo genotoxico.

8.5. ;Como el vanadio y el manganeso podrian causar la disminucién del conteo
eritrocitario?

Todos los mecanismos que se describen a continuacién, podrian estar implicados en
mayor o menor medida en la disminucion del conteo reticulocitario que se observé en
los animales expuestos, para ello es importante hacer una breve resefa del proceso
esencial conocido como eritropoyesis.

Eritropoyesis

La eritropoyesis es un complejo proceso de la produccién de las células de la serie roja
a través de la promocion de la supervivencia, proliferacion y diferenciacién de los
progenitores eritroides en la médula 6sea. El balance entre la divisién y la maduracién
requiere la expresién coordinada de factores de transcripcién linaje-especificos,
proteinas estructurales y receptores de factores de crecimiento que confieren una
fisiologfa tnica a la célula eritroide (Aguirre et al. 2005). Los progenitores eritroides
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mas primitivos son denominados unidades formadoras de brotes eritroides (BFU-E),
estos proliferan y dan origen a progenitores eritroides mas maduros, denominadas
unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E). Estos progenitores dan lugar a
precursores eritroides dentro de los que se incluyen: proeritroblastos, eritroblastos
basofilos, eritroblastos policromatofilos, eritroblastos ortocromaéticos y reticulocitos,
estos tltimos a su vez dan origen a los eritrocitos (Mayani ef al. 2007).

A lo largo de esta ruta de diferenciacion, la Eritropoyetina (EPO) actia como
una de las principales citocinas reguladoras de la eritropoyesis. Esta molécula es
producida por células renales y en menor proporcion por las células hepaticas (Mayani
et al. 2007).

Ademas de la EPO, citocinas como interleucina 3 (IL-3), trombopoyetina (TPO),
ligando de tirosina fetal 3 (FLT-3L) y el factor de células seminales (SCF) participan
también en la eritropoyesis; estas citocinas son capaces de sinergizar con EPO y regular
la proliferacién, diferenciacién y sobrevivencia de células progenitoras y precursores
eritroides (Mayani ef al. 2007).

Cabe mencionar que ademas de las citocinas estimuladoras de la mielopoyesis
existe un nimero considerable de citocinas que la inhiben, como: el factor de necrosis
tumoral-o. (TNF-a), el factor de crecimiento transformante-p (TGF-B), la proteina
inflamatoria de macréfagos-la. (MIP-1a) y los interferones (IFN), entre otras (Mayani
et al. 2007). Estas moléculas son capaces de disminuir los niveles de células troncales y
progenitoras hematopoyéticas, mediante la inhibicion de su proliferacién; dicha
inhibicién puede ocurrir de manera directa -por inducir la disminucién de la expresién
de receptores de moléculas estimuladoras- o a través del efecto sinérgico entre dos o
mas factores, causando un efecto supresor en la proliferacién y formacién de colonias
hematopoyéticas (Mayani et al. 2007).

Es evidente que la hematopoyesis es un proceso muy complejo, en el que
participan diversos tipos celulares y sus productos: todos estos interaccionan
estrechamente para permitir que la produccién de células sanguineas ocurra de manera
controlada, es claro también que al ocurrir alteraciones en algunos de los
compartimientos celulares del sistema hematopoyético, sobre todo en los mas
primitivos, la producciéon de células sanguineas puede verse modificada, de manera
que los niveles de células circulantes sean abatidos drasticamente o incrementados
muy por encima de lo normal; cualquiera de estas dos condiciones puede conducir a
estados patoldgicos, e incluso a la muerte del organismo (Mayani et al. 2007).

Factores implicados en la disminucién de la eritropoyesis
i) Inhibicion de Fosfatasas y Cinasas

La eritropoyesis es un proceso finamente regulado, aproximadamente 10 11 células
tienen que ser reemplazadas diariamente. La citocina principal que controla la
produccién apropiada de eritrocitos, es la Eritropoyetina (EPO), la cual es
principalmente sintetizada en el rifién. La EPO acttia con multiples vias de sefializaciéon
que son transducidas por el receptor de EPO en los eritroides progenitores (von
Lindern et al. 2004).

En condiciones normales, la EPO controla principalmente la sobrevivencia
celular durante la diferenciacién eritroide, sin embargo en condiciones anormales, la
EPO coopera con otros factores tales como el factor de células stem (SCF o c-Kit). Los
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receptores para EPO y c-Kit se asocian y forman complejos con cinasas de tirosina,
cinasas de lipidos, fosfatasas y algunas otras moléculas, las cuales son las responsables
del mantenimiento del fenotipo y progresion hacia la diferenciacion del linaje eritroide
(von Lindern et al. 2004). En este sentido, el vanadio es un potente inhibidor de una
gran variedad de enzimas entre ellas, cinasas y fosfatasas (Ciranni et al. 1995), por lo
que es posible, que interfiera directamente con el proceso de diferenciacion eritroide.
La evidencia experimental apoya esta teoria, debido a que Aguirre y colaboradores
(2005) encontraron cambios en los conteos de los precursores eritroides en médula 6sea
después de la inyeccion de ortovanadato. Se observé incremento significativo en la
proporcién de eritroblastos policrométicos y normoblastos ortocromaticos, lo cual
indica que la eritropoyesis se detiene en estadios previos al de reticulocito.

ii) Induccion de TNF-a

El vanadato y los radicales libres inducen la activacién del promotor de TNF-alfa lo
cual a su vez incrementa la concentracién de esta molécula (Ye et al. 1999). La
importancia radica en que esta citocina es capaz de inhibir los procesos mielopoyéticos
en médula 6sea (Mayani et al. 2007).

iii) Compuestos hepatotéxicos y nefrotoxicos

La exposiciéon a vanadio (aguda o crénica) tanto en modelos experimentales como en
estudios en humanos, indica que este metal influencia el metabolismo celular y la
funcion de los tejidos provocando procesos patologicos y fisiopatologicos (Cooper
2007).

En 2007, Cooper reporta que la exposicién cronica a la inhalacion de pentéxido
de vanadio (27mg/m3 durante 70 dias) produce cambios histopatolégicos en el higado,
estos cambios incluyen: congestiéon de la vena central con pequehas hemorragias y
degeneraciéon de los hepatocitos. Por otro lado, la exposicién a este compuesto,
estimula la secrecion por los hepatocitos de citocinas y quimiocinas que estan asociadas
con hepatotoxicidad.

La secrecion de EPO estd fuertemente regulada por el estado funcional del
rifién, por ejemplo en los casos de glomerulonefritis, la anemia aguda que se produce,
es debida a la falta de secrecién renal de eritropoyetina, en la que la liberaciéon de
citocinas pro-inflamatorias en el tejido renal inhibe la secrecion de EPO y esto lleva a
anemia. Este tipo de anemia se caracteriza por presentar un hematocrito bajo con una
reticulocitemia inferior a la normal. Al respecto, De la Torre y colaborades (1999)
reportan que el vanadio es nefrotéxico in vivo.

Por lo anterior, si los compuestos tienen efectos adversos sobre los dos érganos
principales de produccién de EPO, factor esencial en la eritropoyesis, entonces es
posible que este sea, en parte, el mecanismo por el cual la produccién eritrocitaria se ve
afectada.

iv) Eriptosis

La muerte por 'suicidio’ de los eritrocitos (eriptosis) estéd caracterizada por vesiculacién
de la membrana, activaciéon de proteasas y la exposicion de fosfatidilserina en la
hojuela externa de la membrana. La exposicion de la fosfatidilserina es reconocida por
los macréfagos que engullen y degradan a las células afectadas. La eriptosis excesiva
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favorece el desarrollo de anemia. La eriptosis es disparada por el eritrocito en
respuesta a varios factores, entre ellos el estrés oxidante, deficiencia de hierro,
intoxicacién por plomo o mercurio, talasemia, deficiencia en la glucosa-6-fosfato (Lang
et al. 2006) y al incremento en la concentraciéon de Ca?* en el eritrocito (Foller et al.

2008).

Dentro de la bateria de enzimas que son inhibidas por el vanadio y sus
compuestos se encuentra la glucosa-6-fosfato, por lo que este podria ser un factor mas
que conlleve al bajo conteo eritrocitario (Ledénard y Gerber 1994), aunado a la
generacion del estrés oxidante que causan tanto el vanadio como el manganeso.

v) Interaccién con el metabolismo del hierro

Se ha reportado, que grandes cantidades de manganeso en la dieta de ratas, causan
anemia, lo cual indica un efecto negativo del manganeso sobre la absorcién del hierro y
subsecuentemente sobre la eritropoyesis (Rossander-Hultén et al. 1991).

In vitro, la exposicién a manganeso puede perturbar la regulacién celular del
hierro (Fe) debido a que altera directamente a la proteina reguladora del hierro (IRP),
una consecuencia téxica y funcional de ello, puede ser su incremento intracelular
(Reaney y Smith, 2005). Por otro lado, el manganeso es un antagonista del hierro
(Rodriguez et al. 2001). Particularmente, la exposicion a Mn(III) afecta el metabolismo
del hierro en mayor medida que el Mn(Il). Por lo anterior, se sugiere que la exposiciéon
a este metal produce una disminucién muy importante en las reservas celulares de
hierro (Reaney y Smith 2005).

El hierro sirve como transportador de oxigeno de los pulmones a los tejidos a
través de la hemoglobina de los glébulos rojos, como transportador de electrones en la
membrana intracelular y como integrante del sistema enzimético en diversos tejidos
(Baiocchi 2006).

La absorcién del hierro es facilitada por el transportador de metales divalentes
(DMTI) conocido también como transportador divalente de cationes (DCTI) (Baiocchi
2006). El hierro circula en el plasma unido a la transferrina y en pequefia proporcion a
la albtimina que lo transportan desde las células intestinales a los receptores celulares
de hierro. Todas las células del organismo tienen receptores de membrana para
transferrina (RTf) aunque la mayoria de ellos se encuentran en los precursores
eritroides de médula 6sea (Baiocchi 2006). Cabe mencionar que el manganeso utiliza
practicamente las mismas vias de entrada a la célula y a las mismas proteinas
transportadoras, con la excepciéon de que este metal tiene una mayor afinidad por ellas
debido a que es el competidor mas eficaz del Fe2*.

En la anemia ferropénica, los depdsitos de hierro se encuentran agotados, el
transporte de hierro reducido y la concentracién de hemoglobina por debajo de los
limites normales, los eritrocitos se observan madas pequehos (microcitosis) e
hipocrémicos (Baiocchi 2006). Una de las causas de la anemia ferropenica es por una
pobre absorcion del hierro.

La evidencia sugiere que la absorciéon de manganeso inhalado comparado con
la que es ingerido sea mayor y que el incremento en la absorcion esté asociada a la
deficiencia de hierro (Cooper 2007). Lo anterior estd apoyado por la evidencia obtenida
con POE, en los que se ha observado que altos niveles de manganeso correlacionan
perfectamente con la deficiencia de hierro (Boojar et al. 2002).
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La biodisponibilidad del hierro es esencial para la eritropoyesis y ésta puede
disminuir si el hierro no estd disponible (Baiocchi 2006).

Por todo lo anterior, la interaccién del metabolismo del manganeso con el
metabolismo del hierro, puede tener efectos adversos sobre la biodisponibilidad de
este ultimo por parte de las células de médula 6sea, e interferir de esta manera con los
procesos eritropoyéticos.

Figura 84. Posibles mecanismos por los cuales el vanadio y el manganeso causan la disminucion del conteo
reticulocitario.
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8.6. ;(Por qué no se observaron diferencias significativas entre los grupos expuestos?

Cuando los organismos son sometidos a exposiciones simultdneas los resultados
pueden ser muy variables, entre lo que se ha encontrado podemos mencionar:

a) Ausencia de diferencia entre el grupo expuesto a la mezcla y los grupos
individuales (Pillai y Gupta 2005).

b) Un efecto potenciado en el grupo expuesto a la mezcla (Bizarro et al.
2003).

c) Efecto en el grupo expuesto mas parecido al efecto que causa uno de los
dos compuestos (Pillai y Gupta 2002).

El efecto que se observa, depende de varios factores como: diferencias especificas en
las toxicidades de los metales, la solubilidad, la absorbilidad, el transporte dentro del
cuerpo, la actividad quimica del elemento y los complejos que éste o éstos puedan
formar en el organismo.

En este caso, no hubo efecto diferencial en la exposicién de la mezcla vanadio-
manganeso. Lo cual podria deberse a que estos metales compiten entre si para ejercer
su toxicidad o debido a que tienen mecanismos de accién muy similares. Por lo
anterior, en exposiciones simultaneas, es necesario realizar investigaciones dirigidas al
entendimiento de las interacciones de los metales que se administran y de las
respuestas de los organismos.
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9. Conclusiones

1. El V05, el MnCl» y su mezcla, son compuestos genotéxicos debido a que
fueron capaces de inducir aumento significativo en el nimero de MNs de
los individuos expuestos por via inhalada, lo cual podria deberse a la
interaccion de los metales con el huso acromatico o al rompimiento de las
cadenas de DNA, que al tratarse de células en proliferacion, se pueden
convertir en rompimientos de cadena doble y generar de este modo,
pérdida importante de material genético evidenciada como microntcleos.

2. Nuestros resultados indican que la presencia de MNs esta relacionada con
el género y con el estado hormonal (edad) de los individuos.

* Los animales prepuberes presentan una mayor susceptibilidad al
dafio genotdxico que los animales adultos. En el caso de las
hembras, los efectos desaparecen conforme maduran
sexualmente, lo cual indica que la presencia de estrégenos
podria ser un factor de proteccién importante.

* Los machos adultos son mas susceptibles al dafio genotéxico que
las hembras adultas. Lo anterior podria estar mediado por la
presencia de estrégenos, a los cuales se les considera eficaces
antioxidantes que pueden presentar en las células diversos
mecanismos de accién.

3. El V205, el MnCl, y su mezcla, fueron capaces de inducir decremento
significativo en el ntimero de EPCs de los individuos expuestos por via
inhalada, lo anterior sugiere que son compuestos citotoxicos para las células
de médula ésea o que pueden actuar desfavorablemente sobre los procesos
eritropoyéticos.

4. Nuestros resultados indican, que el efecto de estos compuestos sobre la
disminucion de EPCs, no esta relacionado con factores como el estado
hormonal o el género, sino que todos los individuos son igualmente
susceptibles a los efectos adversos de estos metales.
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9.1. Relacién con los hallazgos anteriores con el modelo de inhalacién

Gonzalez-Villalva (2004), reporté la disminucién de hematocrito y de
hemoglobina en animales expuestos a vanadio. En este sentido, los datos
obtenidos en este trabajo experimental apoyan la teoria de que el vanadio por
via inhalada es capaz de generar un cuadro de anemia en los organismos
expuestos, la cual persiste a lo largo del tiempo.

Pinon-Zarate (2005) observé aumento en el nimero de Megacariocitos de
ratones hembras (mayor proliferaciéon y ploidia) y machos expuestos a la
inhalacion de pentéxido de vanadio. En nuestros resultados se observé una
disminucion significativa en el nimero de EPCs, lo cual abre la posibilidad de
que la célula madre bipotencial que da origen a ambos linajes (megacariocitico
y eritroide) se encuentre afectada. Por otro lado, se ha reportado que los
estrégenos inducen la proliferaciéon de los megacariocitos, asi que esto nos
permite abrir el panorana para la siguiente cuestion: ;Qué papel juegan los
estrogenos o sus receptores en nuestro modelo?

Pérez-De Gante (2009) reporta rompimientos de cadena sencilla en células de
médula 6sea de ratones hembras y machos expuestos a V2Os, observando que
los machos presentan mayor proporcion de células dafiadas. En ese sentido, el
patron diferencial de dafio genotdxico se confirma con este modelo de
exposicion.

Este trabajo es el primero en reportar los efectos a largo plazo que causan la
inhalacién de vanadio, manganeso y su mezcla, lo cual indica la importancia
no sdlo de los efectos que se presentan durante el periodo de exposicion, sino
también de los efectos que persisten, no obstante, la exposiciéon haya
concluido.

10. Consideraciones finales

La contaminacién ambiental es un problema que se acrecenta dia con dia en las
megaciudades, particularmente es de nuestro interés, la Zona Metropolitana del Valle
de México, debido a que en ella habitamos 22 millones de personas que estamos
expuestas diariamente a su atmoésfera. Este trabajo aporta informacién en varios
sentidos:

1.

Sobre el potencial genotoxico experimental de dos contaminantes
toxicologicamente relevantes (puesto que se adosan a las particulas
suspendidas) los cuales respiramos cotidianamente.

Sobre la susceptibilidad por género y edad que puede presentarse ante la
exposicién a xenobibticos, asi como la respuesta que no esta influenciada por
este factor.

Sobre los efectos a largo plazo de estos metales, que persisten atn después de
concluirse la exposicién. Esto reviste especial interés, debido a que, en futuras
investigaciones, se debe tomar en cuenta que la respuesta del organismo
expuesto, va mas alla del periodo experimental.

La correlacion con otros trabajos experimentales con este modelo de inhalacion,
nos ayuda al entendimiento de los mecanismos de accién por los cuales los
metales ejercen su toxicidad y a comprender nuestro modelo biolégico. Esto
evidencia la importancia del trabajo multidisciplinario y en conjunto.
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