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Efecto genotoxico del pentoxido de vanadio sobre células de médula 6sea. Comparacion
por género en un modelo murino de exposicién por inhalacion.

1. Resumen

Actualmente se considera a la ZMVM como una megaciudad, ya que junto con su area
metropolitana, excede los 10 millones de habitantes; en megaciudades como la ZMVM uno de los
principales problemas es la contaminaciéon ambiental. Las principales fuentes de contaminantes del
aire son generadas por las diversas actividades antropogénicas, entre las que se encuentran: las

industrias y principalmente la quema de combustibles fosiles por automdviles.

Uno de los contaminantes que en las Ultimas décadas se ha incrementado son las particulas
suspendidas (PM), las cuales son nucleos de carbono a las que se les adosan diferentes productos
de la combustion y diferentes metales de transicion como el vanadio. Estudios previos realizados
en nuestro laboratorio, demuestran que la inhalacién de pentdxido de vanadio genera: alteraciones
ultraestructurales en células del timo, bazo y médula 6sea; aumento de numero y tamafio en
megacariocitos de machos y hembras con mayor proliferacién en estas ultimas; rompimientos de
cadena sencilla de ADN en leucocitos de sangre periférica. Debido a los resultados previos
encontrados en nuestro laboratorio es importante evaluar el potencial genotéxico del pentéxido de
vanadio V205 en células de médula 6sea. Asimismo evaluar las diferencias en la respuesta entre
géneros, ya que se han observado respuestas diferenciales entre machos y hembras sometidos a
un mismo tratamiento. Se emplearon dos grupos experimentales y dos grupos testigo, cada uno
con 30 ratones machos y 30 ratones hembra de la cepa CD-1. Los grupos experimentales
inhalaron (0.02M), V205 una hora dos veces por semana, durante cuatro semanas. Mientras que el

grupo testigo solo inhald solucién salina.

Se obtuvieron las células de médula ésea del fémur derecho de cada ratén y se procesaron para

dos técnicas: viabilidad celular por fluorocromos y Electroforesis Unicelular Alcalina pH>13.

La viabilidad celular en todos los casos fue mayor al 85% lo cual indicé que el compuesto con este
modelo de inhalacién, no presenta actividad citotoxica en células de médula 6sea. Por otro lado,
éstos resultados permitieron, evaluar el dafio genotdxico del V20s en células de médula ésea, con

la técnica Electroforesis Unicelular Alcalina para la cual se requiere una viabilidad celular <80%.

El pentoxido de vanadio por via inhalada mostré tener actividad genotoxica y generar rompimientos
de cadena sencilla en el ADN, en células de médula ésea, esto puede ser debido a la formacion de
especies reactivas de oxigeno y/o a los radicales libres que se producen durante el metabolismo de
este compuesto, 6 a la interaccion intracelular del pentéxido de vanadio con enzimas, proteinas y

factores de transcripcion.

Ademas se encontraron diferencias significativas entre géneros, ya que los machos presentan un

incremento en el porcentaje de células dafiadas durante todo el tratamiento (4 semanas) y las



hembras presentan un incremento en el porcentaje de células dafiadas hasta la segunda semana,
después en la tercera y cuarta semana se observa un decremento significativo en el porcentaje de

células dafiadas con respecto al grupo de machos.

Esto puede ser gracias al papel que desempefian los estrogenos como un agente antioxidante,
debido a su estructura quimica caracteristica, que no poseen moléculas como la testosterona y
progesterona o a la interaccion de los estrogenos en la transcripcién de genes como: transcripcion
factores de crecimiento, proteinas antiapdptoticas, previniendo el aumento de calcio intracelular e
interfiriendo con las caspasas, inhibiéndolas directamente o interaccionando con sefales

antiapoptoticas.

Por todo lo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo indican que los rompimientos de
cadena sencilla en células de médula 6sea, revisten gran importancia; ya que de ser persistente el
dafo, este podria afectar la viabilidad y supervivencia de los distintos tipos celulares que se
encuentran en la médula 6sea, asi como la produccién y diferenciacion del linaje linfoide y
mieloide, ademas de generar dafio permanente en este tejido vital, lo cual podria tener

repercusiones desfavorables en la homeostasis del organismo.



2. Contaminacién ambiental

Hoy en dia son ampliamente conocidos los problemas de contaminacion ambiental, en particular
del aire, que influyen en la salud y el bienestar de la poblacién. Gran parte de esos problemas son
consecuencia del rapido y desordenado crecimiento urbano y de la industrializacién (Lacasana-
Navarro et al. 1999).

El crecimiento urbano, estd asociado al desarrollo de diversas actividades como: la industria
petrolera, la agroindustria y el aumento en el numero de automoviles, las cuales dan como
resultado un consumo intenso de combustibles fosiles, generando elevados volimenes de
contaminantes que son nocivos para la salud y son dafinos para los ecosistemas (Romero et al.
2006).

Desde finales de la década de 1940, el creciente consumo de carbdén y petréleo ha llevado a
concentraciones cada vez mayores de diéxido de carbono y de otros gases que son emitidos a la
atmosfera, el incremento de contaminantes, ocasiona serios problemas como el efecto invernadero
(Romero et al. 2006, Riveros-Rosas et al. 1997, Molina y Molina 2004), la formacién de niebla, la
disminucién de la radiacion solar, las alteraciones en la temperatura y la distribucién de los vientos
(Gonzalez 2000).

La contaminacion atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire, en cantidades
tales que pueden ser perjudiciales para la vida y que ocasionan cambios en las condiciones
metereolégicas o climaticas (Vallejo et al.2003). Un contaminante atmosférico es cualquier
sustancia (humo, polvo, gases y cenizas), que al agregarse al aire puede modificar sus
caracteristicas naturales (Vallejo et al. 2003).

Por su origen, los contaminantes pueden clasificarse como primarios o secundarios (Romero-
Salcedo 2005). Los contaminantes primarios, son aquellos que se emiten directamente a la
atmésfera tal y como fueron generados por procesos naturales o por actividades antropogénicas
(p.e. diéxido de carbono, 6xidos de azufre, hidrocarburos, entre otros.) (Romero et al. 2006,
Gonzalez 2000). Los contaminantes secundarios (p.e. ozono, nitrato de peroxiacetilo) se forman en
la atmésfera por reacciones fotoquimicas, hidrélisis o por la oxidacién en las que intervienen

contaminantes primarios (Romero et al. 2006, Gonzalez 2000, Romero-Salcedo 2005).

Los efectos adversos en la salud por la contaminacién del aire, se volvieron ampliamente
conocidos después de la contaminacion severa ocurrida en Europa y Norte América en la década
de los 60s. Estos efectos fueron provocados por la acumulacién de algunos contaminantes como:
ozono (Os), mondxido de carbono (CO), bidxido de azufre (SO2), bioxido de nitrégeno (NO:z), plomo

(Pb) y las particulas suspendidas totales (PST) (Vallejo et al. 2003, Katsouyanni 2003).

La evidencia indica que la poblacion de mayor edad, los nifios y las personas con enfermedades

respiratorias, cardiacas o diabéticas son mas susceptibles a tener problemas de salud por la
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contaminacion del aire, presentando efectos que persisten por un largo periodo de tiempo

(<1.5meses) (Katsouyanni 2003).
2.1.1. Contaminacion de Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM)

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM), es una cuenca hidroldgica, ubicada a 2,250
m.s.n.m con una poblacion de ~ 20 millones de habitantes, que representan el 25% de la poblacion
total de México. En las ultimas décadas, la poblacion se ha incrementado rapidamente de 3

millones en 1950 a 18 millones en el afio 2000 (Molina y Molina 2004).

La region urbanizada en la udltima mitad de siglo, se ha incrementado 13 veces, de 118 km? en
1940 a cerca 1500 km? en 1995, debido a esto, ha habido una expansiéon mas alla de las 16
delegaciones del Distrito Federal, abarcando 18 municipios del estado de México y un municipio
del estado de Hidalgo (Romero-Salcedo 2005, Zuk y Tzintzun-Cervantes 2007, Tzintzun-Cervantes
et al. 2005, Molina y Molina 2004).

Se considera a la ZMVM como una megaciudad, este término se utiliza para las ciudades que junto
con su area metropolitana, exceden los 10 millones de habitantes; en megaciudades como la
ZMVM uno de los principales problemas es la contaminacién ambiental (Molina y Molina 2004). En
las décadas pasadas, el principal contaminante del aire era generado por la quema de carbdon y
actualmente es debido a las diversas actividades antropogénicas entre las que se encuentran: las
actividades industriales y principalmente a la quema de combustibles fosiles por automoviles
(Molina y Molina 2004).

La ZMVM cuenta con 46,000 industrias manufactureras, cerca de 28 000 se encuentran en el
Distrito Federal y alrededor de 22 000 en los municipios conurbados del Estado de México; hay 3.5
millones de automéviles circulando al dia, que consumen cerca de 40 millones de litros de gasolina
diarios, produciendo miles de toneladas de contaminantes al afio; aunado a esto, se estima que se

incorporan veinte mil vehiculos cada mes (Zuk y Tzintzun-Cervantes 2007).

A esto se le suman las caracteristicas geograficas propias de la ZMVM, estar rodeada por
montafias con una altura promedio de 1000 m y estar situada a 2250 m.s.n.m, lo cual provoca
bajos niveles de oxigeno atmosférico (-23%), que no permiten una combustiéon completa de los
motores, aumentando las emisiones de mondxido de carbono, hidrocarburos y componentes
organicos volatiles. Esto favorece la exposicion a radicales, capaces de transformar los
contaminantes primarios en ozono y otros oxidantes; aunado a esto, la direccién de los vientos que
predominan de noreste a suroeste, hace que la mayor concentracién de contaminantes éste en la
zona sur de la ciudad, en donde la sierra del Ajusco obstaculiza su disipacion (Pacheco 1996,
Molina y Molina 2004, Romero-Salcedo 2005).

En el 2002 la Secretaria de Ambiente y los Recursos Naturales (SEMARNAT, 2002), publicé que
las fuentes de mayor emisién de contaminantes en la ZMVM eran los automoviles (84% de las
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emisiones totales), seguidas por las fuentes de area (pequefas industrias, maquinaria agricola y
de construcciéon) (12%) y las industrias y fuentes naturales (4%). De acuerdo con estos datos
publicados, los vehiculos automotores, fueron responsables de la emision del 98% del mondxido
de carbono (CO), 80% de los 6xidos de nitrogeno (NOx), 40% de los hidrocarburos (HC) y 36% de
las particulas suspendidas (PM10).

A partir de 1991 se crea un programa integral de mejora a la calidad de aire, donde se monitorea
continuamente la cantidad de diéxido de sulfuro, 6xidos de nitrégeno, mondxido de carbono,
ozono, plomo; ademas de monitorear cada semana las particulas suspendidas (PM10) (con un

diametro menor o igual a 10 um) (Riveros-Rosas et al.1997).

Aun con el funcionamiento de este programa, se ha detectado, desde 1993 a la fecha valores
superiores a 100 IMECAS (limite de la calidad del aire satisfactorio) durante mas del 80% de los
dias, segun el del indice Metropolitano de Calidad del Aire IMECA (SEMARNAT, 2002).

Mundialmente se ha catalogado a la ZMVM como una de las megaciudades mas contaminadas,
que presenta una severa concentracion de diversos contaminantes, como son SOz, CO, O3 y
Particulas Suspendidas (PM) (Romero-Salcedo 2005) (Figura 2).

"Ciudades mas contaminadas del mundo”

502 PM Pb CO HNOZ 03

Ciudad de México

Buenos Aires
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Cairo

Seoul
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S. Paulo |
. Severo . Alto Moderado Bajo

Figura 1. Ciudades mas contaminadas del mundo. En la Ciudad de México los

contaminantes que se encuentran en una mayor concentracion son PM, SOz, CO Y Os,
después le siguen Pb y NO2z. (Modificado de Yip y Madl, 2002).

El incremento de contaminantes en la atmdsfera, es de suma importancia, ya que se ha observado
que al haber un aumento de contaminantes atmosféricos, hay un mayor nimero de consultas por
enfermedades respiratorias. Los estudios epidemiolégicos demuestran, que la exposicién a

diferentes contaminantes ambientales (incluso a niveles por debajo de las normas internacionales),



se les asocia con un incremento en la incidencia de asma y enfermedades pulmonares (Romero et
al. 2006, Brauer et al. 2001).

Otros estudios han concluido que la exposicién diaria a particulas suspendidas en zonas urbanas,
esta asociado al incremento en la mortalidad, repercutiendo en principio, en el sistema respiratorio
y cardiovascular (Alfaro-Moreno et al. 2002, Brauer et al. 2001, Ghio et al. 2002, Churg et al. 2003,
Gonzaélez-Villalva et al. 2006). El estudio de Borja-Aburto y colaboradores (1998) reportan que el
incremento de particulas suspendidas en la atmosfera de la ciudad de México, entre los afios
1993-1995, estaba directamente relacionado con el 1.4% del total de muertes. Ademas de
encontrar que el aumento en la mortalidad en este periodo de tiempo, era principalmente de

personas de 65 afios 0 mas, a causa de enfermedades respiratorias y cardiovasculares.

Otros estudios han reportado que la exposicion a concentraciones altas de particulas suspendidas,
por breves periodos, en pacientes con enfermedades cardiorrespiratorias, adultos mayores y nifios,
presentan una mayor incidencia de enfermedades pulmonares crénicas, neumonia y cardiopatia

isquémica (Rivero-Ponciano 1996, Molina y Molina 2004).
2.2.2. Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas son contaminantes constituidos por materiales de naturaleza liquida o
soélida de diversa composiciéon y tamafo (Pope Ill 2000). Las particulas suspendidas constituyen
una mezcla de muchas clases de contaminantes, que son productos de procesos naturales, como:
erupciones volcanicas, el polvo proveniente de suelos erosionados y caminos sin asfaltar; y
procesos antropogénicos como: quema de combustibles principalmente de aquellos que utilizan
diesel, industrias de fundicién, plantas productoras de energia y en la elaboraciéon de pigmentos en
la ceramica (Tzintzun-Cervantes et al. 2005, Katsouyanni 2003). El riesgo que constituyen para la
salud, puede estar asociado con sus multiples caracteristicas fisicas y quimicas, como son: el
namero, el tamano, la forma, la composiciéon quimica y la concentracion (Tzintzun- Cervantes et al.
2005, Fernandez et al. 2003).

De acuerdo con su tamanio, las particulas suspendidas se clasifican en:

1.- Particulas burdas o gruesas, con un diametro aerodinamico menor a 10 um (PM10), y mayor de
2.5 um. Estan compuestas principalmente de silice, titanio, aluminio, sodio hierro y cloruros (Vallejo
et al. 2003).

2.- Particulas finas con un didmetro aerodinamico igual o menor a 2.5 um (PM2.5), estan
compuestas por productos derivados de la combustion, particularmente de diesel e incluyen
carbono, plomo, diéxido de azufre y diéxido de nitrégeno, ademas se le pueden adosar diferentes
metales de transicion como: vanadio, cromo, hierro, niquel, cobre y platino. Estas particulas se han
demostrado, que se depositan con alto porcentaje en los alvéolos pulmonares (Costa y Dreher
1997, Vallejo et al. 2003, Sorensen et al. 2005).



3.- La particulas ultrafinas son aquellas que tienen un diametro aerodinamico menor de 1um. Estan
compuestas por los productos de las quemas agricolas y forestales y por la combustiéon de
gasolina y diesel. Estas permanecen aisladas en la atmésfera durante periodos cortos, ya que

tienden a unirse a particulas de mayor tamafio (Gonzalez-Villalva et al. 2006).
La toxicidad de las particulas suspendidas se asocia principalmente a dos factores:

a) Su tamafio: algunos estudios muestran que las particulas finas (PM2.5), pueden ser mas
téxicas que las particulas burdas (PM10), y se ha encontrado que pueden tener efectos
adversos en el sistema respiratorio (Choi et al. 2004, Churg et al. 2003, Englert 2004), se
ha reportado que el incremento de 10 pg/m*®* de particulas finas en la atmosfera,
incrementa el numero de muertes (entre1.48% a 1.83%). Por consiguiente el tamano de
las particulas suspendidas es un importante indicador del riesgo potencial en la salud de la
poblacion de la ZMVM (Ghio et al. 2002, Englert 2004).

b) Elementos que se les adosan: su toxicidad depende de los componentes que transportan,
entre los que se encuentran, compuestos inorganicos y metales de transicion como: el
cromo, el hierro, el niquel y el vanadio, a los cuales se le ha imputado la capacidad téxica

de las particulas suspendidas (Fernandez et al. 2003, Sorensen et al. 2005).
2.2.3. Metales

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en la corteza terrestre y en algunos casos son
parte esencial en los sistemas biolégicos por ser micronutrientes necesarios como el calcio (Ca),
cubre (Cu), fierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso (Mn), niquel (Ni) y zinc (Zn) (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006). Sin embargo no todos los metales son esenciales, existen
otros como el cobalto (Co), el mercurio (Hg), el plomo (Pb) y el vanadio (V), que tienen diversos
efectos y son elementos considerados como posibles carcindgenos con propiedades mutagenas y
genotoxicas (IARC, 2006). En las ultimas décadas, metales como el plomo y el vanadio han sido
ampliamente estudiados, ya que se encuentran entre los principales contaminantes atmosféricos
de las grandes ciudades y se les ha relacionado como causantes de distintas enfermedades en la

poblacién.

Los metales como el hierro, el cobre, el cadmio, el cromo, el mercurio, el niquel y el vanadio,
debido a su estructura quimica y a sus propiedades redox son capaces de desequilibrar en los
organismos la homeostasis (Stohs y Bagchi 1994). Lo anterior se debe principalmente a que
participan en reacciones de tipo Fenton, produciendo especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y
radicales libres (RL), (radical superéxido [O2-] y radicales hidroxilo [:OH]) (Stohs y Bagchi 1994,
Valko et al. 2005, Sorensen et al. 2005).

Diversos estudios muestran que estos elementos son capaces de inducir carcinogénesis en

animales y en humanos, debido a que provocan dafo en el ADN y cambios conformacionales de



proteinas nucleares, sugiriendo que los RL y ERO’s juegan un papel importante en respuestas

celulares y carcinogénicas (Wang 2001).

Los RL provocan efectos adversos en los sistemas bioldgicos, se ha reportado hepatoxicidad,
neurotoxicidad y nefrotoxicidad, entre otros, debido a la interaccion de los RL en la peroxidacion de
lipidos en la membrana plasmatica - peroxidando lipoproteinas y progresivamente generando
agregacion de proteinas, lo cual lleva al endurecimiento de membranas- segundo por la activacién
de diversos procesos mutagénicos en ADN (p.e. aberraciones cromosomicas, oxidacion de los
residuos de guanina), degradacion del ADN (ruptura y entrecruzamiento de cadenas) y apoptosis
(Ghio et al. 2002, Goc 2006, Greggi et al. 2000, Chihuailaf et al. 2002). Ademas de activar la
produccion del factor de necrosis tumoral (TNFa), proteinas cinasas y la proteina activadora 1 (AP-
1) (Stohs y Bagchi 1994).

Se ha reportado que las ERO’s y los RL’s como el radical hidroxilo, en altas concentraciones,
pueden provocar estrés oxidante, teniendo repercusiones negativas en la supervivencia de la

célula y desencadenando en algunos casos, necrosis celular (Morinville et al.1998).

El vanadio tiene una posicion excepcional dentro de los metales, ya que participa en los procesos
biolégicos en forma de anion y cation (Etcheverry et al. 2002). Ademas posee la habilidad de
producir radicales libres, provocando diversos tipos de dafio en las células, debido a los resultados
tan controversiales y poco concluyentes ha sido catalogado por la IARC (2006) dentro del grupo 2B

como un posible carcindbgeno para humanos.
2.2.4. Vanadio
2.1.4.1. Generalidades

El vanadio tiene una masa molecular de 50.9g (lvancsists et al. 2002, Wang et al. 2003a). Es un
elemento metalico suave de color plateado-grisaceo, que puede existir con diferentes estados de
oxidacién que van de -1 a +5 y generalmente pasa de un estado a otro, por la transferencia de un
electrén a través de procesos de Oxido-reduccién, sin embargo, s6lo dos estados con valencia
mayor V(IV) (vanadil) y V(V) (vanadato) tienen importancia bioldgica, el V(lll) es muy reductor y no
existe a pH fisioldgico (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Guevara-Garcia 1996,
Zhang et al. 2001, Ding et al.1999).

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en la corteza terrestre y es el vigésimo primer
elemento mas abundante, (0.014 a 0.02 %) (Kleinsasser et al. 2003, Leopardi et al. 2005, Cortizo
et al. 2000). El vanadio no se encuentra como tal en la naturaleza, debido a que tiende a
reaccionar con otros elementos, particularmente con el oxigeno, por lo tanto se encuentra unido a

otros elementos como uranio, cobre, plomo y zinc (Barceloux 1999).

La forma mas comun es el pentdxido de vanadio (V205) con una masa molecular de 181.9g y un

estado de oxidacién +5. Es de color amarillo-rojizo o también se presenta en forma de un polvo
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cristalino verde. Otros nombres que se le da a este compuesto son anhidrido de vanadio y

pentoxido de divanadio (Mussali-Galante et al. 2005b, Costigan 2001).

Se extrae principalmente de las minas de Sudafrica, Rusia y China; durante la fusiéon de la mena
de hierro, se forma escoria de vanadio con pentéxido de vanadio; otra forma de producir el
pentdxido de vanadio es por la extraccion con disolventes, a partir de menas de uranio y de los
residuos de las calderas o los residuos de las instalaciones de fosfato elemental mediante un

proceso de calcinacion de sales (Costigan 2001).

En algunos animales se considera que el vanadio es esencial, por ejemplo, en los sistemas
enzimaticos de bacterias, que se encargan de fijar el nitrégeno atmosférico, asi como en algunos
organismos tunicados, anélidos, poliquetos y microalgas, sin embargo su funciéon es incierta
(Costigan 2001, Guevara-Garcia 1996). Algunos de estos organismos llegan a tener altas
concentraciones de vanadio como las ascidias que concentran mas de 10 000ug/g y en anélidos
alrededor de 786ug/g (Costigan 2001, Willsky 1990).

2.1.4.2. Usos

En la industria se utiliza como un constituyente del acero, ya que tiene una marcada resistencia a
la corrosién y a la oxidacion por acidos y agua de mar, por lo cual se utiliza en la produccién de
aceros de alta resistencia mediante la formaciéon de aleaciones con otros metales como cobre,
cobalto, titanio, y carbono, utilizandose en la industria de la construccién y de la aeronautica
(Mercado 2006). Es importante como estabilizador de las aleaciones de titanio, las cuales

contienen aproximadamente 4% de vanadio (lvancsits et al. 2002).

El pentéxido de vanadio es utilizado en la catalisis de cambios de fase de algunos gases,
particularmente en la conversion de dioxido de sulfuro a trioxido de sulfuro, esto durante la
manufactura del acido sulfurico; en la industria agricola en la elaboracion de fungicidas e
insecticidas; en algunos pigmentos y en tintas que son utilizadas en ceramica, dando un color de
café a verde; en algunos lentes, se utiliza en los filtros ultravioleta, el cual le da propiedades
caracteristicas; y también se emplea en reveladores fotograficos (Opresko 1991, Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

En la industria médica se utliza en amalgamas, usadas en ortodoncia; en valvulas
cardiovasculares y en la elaboracion de protesis ortopédicas (Nichols y Puleo 1997, Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006).
2.1.4.3. Fuentes de emision

El vanadio es emitido a la atmosfera por dos fuentes principales: las naturales y las

antropogénicas.



a) Fuentes naturales

Las emisiones de pentdxido de vanadio a la atmdsfera por fuentes naturales (vulcanismo, erosion,
quema de bosques) son reducidas, se calcula que abarca alrededor del 9% del total emitido a la

atmosfera (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).
b) Fuentes Antropogénicas

Las fuentes antropogénicas son las mas importantes formas de emision del vanadio, éstas
contribuyen con cerca del 91% (aproximadamente 64,000 toneladas) del vanadio que es emitido a
la atmodsfera cada afo. Se libera principalmente por las actividades industriales, la combustién de

aceites y de carbon (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

El vanadio es un elemento natural, que se encuentra en mayor cantidad en el petréleo mexicano y
venezolano (lvancsits et al. 2002, Mussali-Galante et al. 2005b, Gonzalez-Villalva et al. 2006,
Mercado 2006). El petréleo mexicano se caracteriza por su alta viscosidad y elevados contenidos
de azufre 640ug/g y de vanadio 243ug/g, lo cual, debido a la geografia propia de la ZMVM vy a los
bajos niveles de oxigeno, no permite la combustion completa de gasolinas (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2006, Salinas et al. 2001). En la gasolina y en el carbon, el vanadio se
encuentra presente en una conformacion estable de porfirinas y éste es convertido en 6xidos,

cuando el combustible fésil se quema (Costigan 2001).
2.1.4.4. Niveles de vanadio en el ambiente

Actualmente utilizan las concentraciones atmosféricas de vanadio como indicador de la cantidad de
particulas suspendidas totales, que se encuentran en la atmosfera (Ghio et al. 2002). En las zonas
rurales el vanadio en el ambiente puede variar entre 25 y 75 ng/m? mientras que las
concentraciones de vanadio en las zonas urbanas varia en un rango de 0.25 hasta 300ng/m?, las
grandes ciudades pueden tener un promedio anual de 20-100ng/m3, con un aumento en la
concentracion de hasta 6 veces durante el invierno. Es importante mencionar que segun los

ultimos reportes la acumulacion de vanadio aumenta cada afo (Ghio et al. 2002).
2.1.4.5. Vias de exposicién

Los organismos estan expuestos principalmente a este metal por dos vias: la via oral y la via

inhalada.
a) ViaOral

La via oral es la fuente mas comun de exposicién para la mayor parte de la poblaciéon. Los
alimentos en general contienen bajas concentraciones de vanadio (<1 ng/g), sin embargo, hay
algunos alimentos en los cuales las concentraciones de este elemento son mayores como: la
pimienta negra, las semillas de eneldo, los hongos, el perejil, las espinacas y los mariscos

(Leopardi et al. 2005, Barceloux 1999, Mukherjee et al. 2004), cabe resaltar que la mayoria de los

10



alimentos de origen marino tienen mayores concentraciones de vanadio, comparado con alimentos

de origen terrestre (Guevara-Garcia 1996).

Por esta via la mayor parte del vanadio ingerido es excretado por las heces (Barceloux 1999,
Nielsen y Uthus 1990). Estudios en animales sugieren que la cantidad de vanadio absorbido por el

tracto gastrointestinal es <1-2%.(Costigan 2001, Nielsen y Uthus 1990).
b) ViaInhalada

La via inhalada es la ruta de exposicién mas frecuente, para la mayor parte de la poblacién y por la
cual se absorbe mayores cantidades de vanadio alrededor de un 90% (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2006). Algunos estudios como los de Fortoul y colaboradores (2002)
encontraron en muestras de autopsias (pulmoén) realizadas a personas sanas, residentes de la
Ciudad de Meéxico, en la década de los 90°s, que la cantidad de vanadio aumentaba
significativamente comparadas con la década de los 60°s. Estas concentraciones halladas no se

correlacionaron con el género, la edad, los habitos al cigarro o su ocupacion.
2.1.4.6. Toxicocinética

La toxicidad de los compuestos de vanadio, depende de una variedad de factores, que incluyen la
ruta de exposicion, el estado de valencia, la solubilidad y la toxicidad propia de cada compuesto;
en general la toxicidad aumenta conforme aumenta la valencia del compuesto V(llIh)< V(IV)< V(V)
(Barceloux 1999). Se ha reportado que la forma pentavalente es cinco veces mas toxica que la
forma trivalente (Leopardi et al. 2005). Esto se ha corroborado en pruebas realizadas in vitro,
donde se encontré que el pentdxido de vanadio es mas toxico que el trioxido de vanadio y este a

su vez es mas toxico que la forma divalente (Opresko 1991).

Dentro del organismo el vanadio puede presentar cambios en el estado de oxidacion, conversion

de la forma de vanadilo (IV) en vanadato (V) y viceversa (Guevara- Garcia 1996).

Las principales formas en que el vanadio entra al organismo son: 1) la via oral: una vez que se han
ingerido alimentos que contienen vanadio, pasan al estomago, el cual convierte a la mayoria de los
compuestos de vanadio en vanadilo (IV) y los restos de esta forma pasan a la parte media del
duodeno, donde generalmente son excretados por las heces (Barceloux 1999, Nielsen y Uthus
1990, Mukherjee et al. 2004, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

2) La via inhalada en la cual, el vanadio entra por las fosas nasales, pasa a las vias respiratorias
altas, posteriormente a las bajas, a continuacion a los alvéolos pulmonares y por ultimo al torrente

sanguineo por medio del cual se distribuira a todo el organismo (Gonzalez-Villalva et al. 2006).

La distribucion del vanadio en el organismo es rapido (t/2 cerca de 1h aproximadamente)

(Barceloux 1999); y los érganos principales donde se acumula son: el rifidn, el higado y el pulmén
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y después de un periodo de tiempo en el hueso y en los musculos (Valko 2005, Mukherjee et al.
2004, Etcheverry et al. 2002, Villani et al. 2007, IARC 2006).

Una vez en el plasma un porcentaje de V(V) es reducido a V(IV) por los antioxidantes del plasma
(no todo se reduce); posteriormente se transportara por proteinas como la transferrina (vanadato y
vanadilo) y la albumina (vanadilo), se calcula que alrededor de un 90% de vanadio es transportado
por proteinas plasmaticas y el 10% viaja libre (Barceloux 1999, Nielsen y Uthus 1990, Mukherjee et
al. 2004).

La entrada del vanadio a las células esta regulada y se explica a continuacion:

El V(IV) puede atravesar la membrana celular a través de un mecanismo semejante al de cationes
divalentes (Mukherjee et al. 2004). Por otro lado el V(V) cruza la membrana celular a través de
canales anidnicos inespecificos, una vez dentro de la célula puede nuevamente reducirse a
vanadilo (IV) por el glutation intracelular, cateolaminas, entre otros, esta reduccion esta regulada
por los mecanismos celulares redox, que controlan el equilibrio de los estados de oxidacién del
vanadio (Valko et al. 2005, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Willsky 1990,
Mukherjee et al. 2004). Por ejemplo, la reduccion del vanadato (V) por el glutatién en presencia de
NAD(P)H genera vanadilo (IV). Durante el proceso de reduccion el oxigeno molecular es reducido
a O2- y posteriormente por dismutacion a H202. La reaccion de vanadilo (IV) con H202 genera el

radical hidroxilo (OH-) por reacciones tipo Fenton (Ding et al. 1999, Shi et al. 1996). Una vez

reducido se une a las proteinas.

0: 0;
Flavoenzimas
V(V) vav)  20; +2H' 22 gy 0,40, Vanadilo (IV)+ H,0, — OH-
NADPH NADP

Fig.2 Proceso de reduccién del vanadato en presencia de NADPH. El vanadato en presencia
de NADPH genera al vanadilo y posteriormente el vanadilo al interaccionar con peréxido de

hidrogeno genera radicales hidroxilo. (Modificado de Ding et al. 1999).

Hay evidencia de que el vanadio tiene preferencia por grupos fosfato (debido a la gran similitud en
estructura VO. 3+, PQO. 3+), se calcula que el 61% total de V (IV) se une a fosfatos, 29% a
proteinas, el 9% a radicales sulfhidrilo o vitaminas, entre otras moléculas y el 1% queda libre
(Sabbioni et al. 1993, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

El V(V) se reduce a V(IV) para entrar al nucleo celular, esta reduccion lleva a la formacion de

aniones superdoxido O2— y peroxido de hidrogeno H202, por otro lado, al interaccionar estas
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moléculas con el V(IV) se generan radicales hidroxilo OHe (Zhang et al. 2001, Leopardi et al.
2005).

Una parte del vanadio, que es absorbido por via inhalada, posteriormente es excretado en la orina
con una fase rapida de 10 a 20hrs, seguida de una fase lenta de 40 a 50 dias, esto se considera

que refleja la gradual liberaciéon de vanadio de los tejidos (Barceloux 1999).
2.1.4.7. Toxicodinamica

Los compuestos de vanadio mas estudiados son las formas tetra y pentavalente, ya que ambos
reaccionan con grupos fosfato y con los azucares de los nucleétidos, el vanadato interfiere con las
fosfatasas ATP fosfohidrolasas, adenilato cinasa, gliceraldehido, 3-fosfato deshidrogenasa,
ribonucleasas (Barceloux 1999, Altamirano et al. 1993). Induce la activacién de diversos genes
como: protooncogenes factores de trascripcion como factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a),
proteina activadora-1 (AP-1), interleucina-8 (IL-8), ras, c-raf1, MAPK y la activacion de proteina
supresora de tumores p53 (Wang 2001, Noutsopoulos et al. 2007, Ghio et al. 2002, Mukherjee et
al. 2004).

Estudios in vitro demostraron que el i6n vanadato es un potente inhibidor de la bomba Na+/K+
ATPasa, el mecanismo por el cual se inhibe la bomba es a través de una proteina intermedia
fosforilada, dentro del ciclo catalitico (Willsky 1990). En general, el vanadato es un inhibidor
efectivo de las ATPasas en concentraciones >50uM, mientras que el vanadil es inhibidor a

concentraciones bajas (10nM) (Mussali-Galante et al. 2005b, Barceloux 1999).

El vanadato en la membrana plasmatica, activa la oxidacion del NADH (en ausencia de cualquier
proteina anexa) donde NADPH puede ser sustituido por NADH, produciendo radicales superéxido
y la formacién de H202 (Willsky 1990, Valko et al. 2005). Los compuestos de vanadio inhiben y
estimulan la actividad de varias enzimas del ADN y del ARN induciendo diferentes efectos

genotéxicos, como rompimientos de cadena sencilla en el ADN (Mukherjee et al. 2004).

Principalmente el vanadio puede inducir la formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y
radicales libres en los sistemas bioldgicos a través de reacciones de tipo Fenton o por la
bioreduccién del vanadato mediada por el glutation, flavoenzimas o NAD(P)H (Gandara et al. 2005,
Sorensen et al. 2005, Aust et al. 2002).

Las concentraciones bajas de radicales libres son beneficiosas e incluso indispensables en los
organismos, ya que cumplen una funcién importante en los procesos homeostaticos, como
intermediarios en reacciones de oxidacion- reduccion (redox) esenciales para la vida, sin embargo,
en cantidades excesivas son toxicas, y pueden llegar a oxidar biomoléculas, dafiar el ADN, causar
mutaciones y dafio cromosomico, desencadenando trastornos en el metabolismo celular
(Chihuailaf et al. 2002, Slamenova et al. 1997, Zhang et al. 2001). Se ha propuesto que el principal
mecanismo de genotoxicidad de los compuestos de vanadio es por medio de la generacion de
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radicales libres (Zhang et al. 2001, Leopardi et al. 2005, Cortizo et al. 2000, Wang et al. 2003a,
Sorensen et al. 2005, Valko et al. 2006, Shi et al. 1996).

2.1.4.8. Efectos en la salud

Se sabe que los efectos que se presentan cuando hay una exposicion por via inhalada de V205
son principalmente en el sistema respiratorio y especificamente causando dafio en el pulmén
(Opresko 1991, Wang et al. 2003a). En humanos la retencién pulmonar es de 35% y se estima que
el 26% del vanadio soluble es absorbido a través de los pulmones (Opresko 1991, Sorensen et al.
2005, Englert 2004, Gonzalez- Villalva et al. 2006).

Otros estudios realizados en estudiantes de Copenhagen, muestran que el vanadio y el cromo
presentes en las PM 2.5 tienen un efecto de dafio oxidativo en ADN de linfocitos, esto se determiné
usando el biomarcador de dafo al ADN 7-hidro-8oxo-2-deoxiguanosina (8-oxodG), encontrandose
que por una parte, el vanadio incrementa en un 1.9% la produccién de 8-oxodG por 1ug/l y el
cromo incrementa en un 2.2% la produccion de 8-oxodG por 1ug/l. Estos resultados son de suma
importancia, ya que se ha correlacionado significativamente el efecto de las PM en la generacion
de tumores en modelos murinos (Sorensen et al. 2005) y de igual forma es asociado en la
actualidad en la incidencia de enfermedades respiratorias y cancer (Choi et al. 2004, Sorensen et
al. 2005, Churg et al. 2003). Por otra parte, se sabe que a nivel celular, los metales de transicion
adosados a las PM inducen la liberacion de citocinas inflamatorias, generacién de radicales

hidroxilo y rompimientos de cadena sencilla en ADN. (Fernandez et al. 2003, Choi et al. 2004).

Los primeros estudios realizados con V205 por via oral (agudos) en animales, encontraron que
provocaba diversos efectos como: vasoconstriccion, enteritis, congestién y degeneracion de los

acidos grasos en el higado, ademas de congestiéon y hemorragias en el pulmén (Costigan 2001).

La toxicidad del vanadio esta bien documentada, se sabe que la exposicion crénica en Personas
Ocupacionalmente Expuestos (POE) provoca irritacion en el tracto respiratorio y garganta, tos,
cojuntivitis, dermatitis, congestion pulmonar con destruccion del epitelio alveolar (Ghio et al. 2002,
Zhang et al. 2001, Rodriguez—Mercado y Altamirano-Lozano 2006), bronquitis, rinitis, faringitis,
coloracion verde de la lengua, ademas de presentarse un incremento inflamatorio en las células de

la mucosa nasal (Barceloux 1999).
2.1.4.9. Efectos genotoxicos

Se ha reportado, que los compuestos de vanadio provocan diferentes efectos genotoxicos y
biolégicos y esto depende de diferentes factores como la dosis, la duracion de la exposicion y del

estado de oxidacion del metal (Noutsopoulos et al. 2007).

El potencial genotéxico del V205 no ha sido establecido, sin embargo esta enlistado por la IARC
(2006) como miembro del grupo IIB (posible carcinégeno para los humanos) debido a que los

resultados son contradictorios y no concluyentes.
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a) In\Vitro

Se ha reportado, que el pentéxido de vanadio induce: micronucleos, rompimientos de cadena
sencilla de ADN, intercambio de cromatidas hermanas (SCE) y aberraciones cromosdmicas en
diferentes sistemas (Villani et al. 2007). Se sabe que en fibroblastos humanos, genera
rompimientos de ADN, segregacién erronea en los cromosomas y la co-exposicion de las células a
otros agentes genotdxicos pueden resultar en un dafo persistente en el DNA (lvancsits et al. 2002,

Leopardi et al. 2005). A continuacion se describen algunos experimentos in vitro reportados.

Estudios realizados por Ivancsits y colaboradores (2002) en linfocitos y leucocitos, encontraron que
a bajas concentraciones de vanadato (1uM), no causaba dafios en el ADN, sin embargo a
elevadas concentraciones (>5uM), observaron rompimientos de cadena sencilla en ADN. Por otra
parte encontraron que en fibroblastos, al combinar la exposicion de vanadato 0.5uM /UV 4.8kJ/m?

y vanadato 0.5uM /bleomicina 1ug/ml se presentaban rompimientos de cadena doble en ADN.

En estudios realizados por Kleinsasser y colaboradores (2003), observaron que la exposicion con
pentdxido de vanadio en linfocitos, genera rompimientos de cadena sencilla en ADN, mientras que

en células epiteliales humanas y de la mucosa nasal no presentaron sensibilidad.

Estudios realizados por Altamirano y colaboradores (1993), con pentdxido de vanadio en cultivos
celulares de linfocitos, observaron una disminucion en el indice mitético, poliploidia y asociaciones

satelitales.

Las formas pentavalentes y tetravalentes del vanadio puede generar especies reactivas de
oxigeno, debido a su potencial redox y provocar efectos aneugénicos en ceélulas somaticas,
ademas de interferir con la mitosis y la distribucién cromosémica. Hay evidencia que estas formas
del vanadio, asi como el vanadio trivalente puede producir dafios en el ADN y en cromosomas,
pero aun es controvertido, ya que se tienen tanto resultados positivos como negativos (Costigan
2001, Morinville et al. 1998).

b) Invivo

Estudios de Ciranni y colaboradores (1995), evaluaron los posibles efectos del sulfato de vanadilo
via intragastrica, en médula 6sea, encontrando que después de 36 h y 26 h, habia un incremento

en el numero de células aberrantes.

En 1999 Altamirano-Lozano y colaboradores, realizaron estudios para evaluar el potencial
genotoxico del pentdxido de vanadio en seis diferentes drganos (higado, rifion, pulmén, bazo,
corazén y médula ésea) usando la técnica de Electroforesis Unicelular Alcalina (Ensayo Cometa).
Se administro por via peritoneal, pentdxido de vanadio en diferentes dosis (23 ug/g,11.5 ug/g y
5.75ug/g) y posteriormente a las 24hrs los animales fueron sacrificados. En todos los tejidos y

organos evaluados (excepto en médula 6sea) se encontré un incremento en el nimero de células
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que presentan dafio. El analisis de la migracion ADN, muestra que hay diferencias en la

sensibilidad entre los diferentes érganos y tejidos.

Ademas se ha encontrado que la inhalacién de V20s por un largo periodo de tiempo (dos afos),
hay un incremento en tumores del tracto respiratorio en ratas y ratones, asi como un incremento de
fibrosis intersticial e hiperplasia en el epitelio alveolar y bronquiolar en ratones y en ratas (Ress et
al. 2003).

Estudios de Leopardi y colaboradores (2005) con ortovanadato (NasVOa), via oral en ratones CD-1
tratados por cinco semanas a concentraciones de 750-1500ug/l NasVOs, se encontré un
incremento de micronucleos a concentraciones altas de ortovanadato (750 y 1500ug/l) en células

de médula dsea.

Fortoul y colaboradores han encontrado en estudios realizados con un modelo murino de
exposicion por inhalacion a V20s, alteraciones ultraestructurales en células del timo, bazo y médula
6sea; aumento de numero y tamafio en megacariocitos de machos y hembras (mayor proliferacion
en hembras); rompimientos de cadena sencilla de ADN en leucocitos de sangre periférica (Pifidn-
Zarate 2005; Gonzalez-Villalva 2004; Rojas-Lemus 2006).

Por lo anterior, es necesario realizar mas investigacion al respecto del potencial genotdxico de este
elemento, en los diferentes drganos, asi como en las células de médula 6sea, debido a que es un

organo importante en la produccion de células hematopoyéticas.
2.2. La médula 6sea como un importante tejido

La médula 6sea es el 6érgano en el que tiene lugar la hematopoyesis. Para que se lleve a cabo
ésta, la médula 6sea cuenta con una red de células estromales (fibroblastos, macréfagos, células
endoteliales y adipocitos) y células accesorias (monocitos y linfocitos), ademas de citocinas y
proteinas de matriz extracelular producidas por dichos componentes celulares. En conjunto estos
elementos conforman lo que se denomina como microambiente hematopoyético, en el cual las
células hematopoyéticas son capaces de proliferar y diferenciarse hacia los distintos linajes
sanguineos, mediante el contacto directo con las células estromales o por influencia de las
citocinas presentes en dicho microambiente (Montesinos y Mayani 2002). Las células que forman

el sistema hematopoyético se pueden agrupar en cuatro compartimientos:

a) El primer compartimento corresponde a las células madre hematopoyéticas pluripotenciales
(CSHP), capaces de autorrenovarse y originar las células de los distintos linajes sanguineos;

constituyen el 0.005% del total de células en la médula ésea.

b) El segundo compartimento corresponde a las células progenitoras (CPH), incapaces de
autorrenovarse y con caracteristicas de pluripotencialidad, bipotencialidad y monopotencialidad; en

conjunto, las CPH constituyen el 0.15% de las células de la médula ésea.
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c) El tercer compartimento comprende a las células precursoras reconocibles por su morfologia y

que corresponden a mas del 95% de las células presentes en la médula 6sea.

d) El cuarto compartimento corresponde a las células maduras circulantes, que representan el
ultimo estadio de diferenciacion de los elementos hematopoyéticos (Alvarado- Moreno y Mayani
2007).

0
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Fig. 3 Hematopoyesis. Las células madre (HSC) dan origen a progenitores multipotenciales
(MPP) que son capaces de originar alos precursores mieloides (CMP) que formaran
eritrocitos, granulocitos, monocitos y plaquetas y a los precursores linfoides (CLP) que
daréan origen alos linfocitos B y T. Abreviaturas: GMP, precursor de granulocitos y
macrofagos; MEP, precursor de megacariocitos y eritrocitos; M-DC, precursor de
macréfagos; ProT, precursor de linfocitos Ty NK; ProB, precursor de linfocitos B.
(Modificado de Wu y Liu 2007).

2.2.1 Efectos adversos de los metales sobre la médula 6sea

En algunos estudios realizados de contaminacion ambiental, se ha encontrado que la médula ésea
es un érgano sensible al dafio que producen los contaminantes, que se encuentran por un largo
periodo de tiempo en la atmosfera. Como los estudios realizados con ratones silvestres colectados
en tres areas conurbadas de Roma (expuestas a diferentes concentraciones de contaminantes), se
encontré un incremento en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica y

médula 6sea, ademas de encontrar que el dafio genético estaba correlacionado con los niveles de
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contaminantes en la atmosfera, debido principalmente al trafico vehicular de la zona (leradi et al.
1996).

Los metales que se encuentran en la atmésfera tales como el cloruro de cadmio por inhalacion,
induce dafio en ADN en diferentes érganos como: testiculo, células nasales epiteliales, cerebro,
pulmoén, higado, rindn y médula ésea. La médula 6sea presenta un alto porcentaje de dafio en el
ADN desde el inicio hasta el final del experimento, asi como una mayor susceptibilidad comparada
con los otros érganos (Valverde et al. 2000, Nehéz et al. 2000).

La exposicion por inhalacion de cobalto en personas ocupacionalmente expuestas (refinerias), se
ha observado que el 6rgano blanco es el tracto respiratorio, sin embargo se le ha asociado con
efectos adversos en érganos como: piel, pulmén, glandula de tiroides, miocardio y médula 6sea
(Swennen et al.1993).

En las ultimas décadas se ha encontrado efectos nocivos por la corrosiéon de diferentes metales
como niquel, cobalto, cromo y vanadio que son principalmente utilizados en protesis medicas asi
como dentales (Coen et al. 2001). En investigaciones realizadas con pacientes que utilizan prétesis
hechas de titanio-aluminio-vanadio (Ti-6Al-4V) se ha reportado que afectan seriamente ciertos
tejidos como: sangre y médula ésea, debido a la liberacion de iones en los tejidos que rodean a los
injertos, esto puede causar inflamacion, dafio cromosémico y citotoxicidad local, afectando la
morfologia y estructura del tejido y esto paulatinamente puede llevar a la carcinogénesis o
reacciones alérgicas (Coen et al. 2001, McKay et al. 1996; Case et al. 1994). Por ejemplo los
iones del niquel provocan disturbios en las etapas iniciales de proliferacion de la médula ésea,
provocando efectos nocivos en la viabilidad/ proliferacién; el hierro y el cromo interfiere con el

crecimiento normal del cultivo de células de médula ésea (Morais et al. 1999).
2.3. El género implicado en larespuesta diferencial.

Algunos autores han reportado diferencias significativas entre géneros expuestos a un mismo
tratamiento, como los estudios realizados por Fortoul y cols. (2004) quienes encontraron
diferencias, al estudiar una poblaciéon de estudiantes residentes de una zona altamente
contaminada. En este estudio se evalué el dafo genotéxico en leucocitos de sangre periférica, asi
como los cambios histolégicos en el epitelio nasal. Se encontré un alto porcentaje de dafio en el
ADN, asi como cambios en el epitelio nasal en el grupo de hombres expuestos y controles,

comparados con las mujeres.

Otros estudios de Fortoul y cols. (2005) en ratones expuestos por via inhalada a plomo, se midié la
concentracién de plomo en pulmén y la respuesta bronquiolar después de la inhalacion.
Encontrando que en las hembras habia una alta concentracion de plomo en el pulmén y por otro
lado, en los machos habia un mayor dafo celular, asi como la pérdida de células ciliadas

bronquiolares y aumento de necrosis.
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En estudios de enfermedades como el Alzheimer, se sabe que el estrés oxidante juega un papel
importante en la patologia de la enfermedad, se ha visto que hay una mayor prevalencia de la
enfermedad en mujeres postmenopausicas que en hombres. Se han realizado estudios por
Schuessel y cols. (2004) para ver la posible relacion entre el género y el metabolismo antioxidante
en el cerebro de mujeres y hombres con la enfermedad de Alzheimer. Encontrando que en
personas enfermas con Alzheimer hay un aumento de la actividad de superoxido dismutasa
dependiente de cobre/zinc (SOD), de la glutatién peroxidasa (GPx) y glutation disulfidro reductasa
(GR) comparado con los grupos controles. Los resultados indican que el metabolismo de
antioxidantes es funcional y que esta incrementado en personas con Alzheimer lo que implica que
el dano oxidante es causado por la sobreproduccién y la insuficiente desintoxicacion de ERO’s.
Ademas de encontrar que la actividad de la SOD y GPx estaba incrementada en mujeres y los

niveles de 4- hidroxinonenal (marcador de dafio a ADN) era alto en los pacientes hombres.

Otros autores como Celsi et al. 2004 han encontrado un efecto protector del estrogeno (17p-
estradiol) contra estrés oxidante formado por el péptido B-Amiloide (AB) en la enfermedad del
Alzheimer. Se ha visto que la linea celular SH-SY5Y y SH-SY5Y+SOD son menos susceptibles a
AB, ademas se observo que el estrogeno 173—estradiol protege ambas lineas celulares, sin afectar
la actividad de la SOD.

En todos estos trabajos se sugiriere la implicacion de las hormonas sexuales, como un factor
importante a considerar, en la respuesta diferencial entre machos y hembras sometidos a un

mismo tratamiento.
2.4. Ensayo Cometa

En la actualidad hay una amplia gama de técnicas para evaluar la actividad genotoxica de los
compuestos, entre ellas podemos mencionar la técnica de Micronucleos (en linfocitos o eritrocitos),
Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH), Aberraciones Cromosémicas y la Electroforesis
Unicelular Alcalina (Ensayo Cometa). El ensayo cometa es una técnica genotdxica ampliamente
utilizada en las ultimas décadas, ya que es considerada como un biomarcador sensible al dafio
temprano en el ADN, inducido por una amplia variedad de agentes fisicos y quimicos, en células
individuales expuestas in vivo o in vitro (Mussali- Galante et al. 2005a, Slamenova et al. 1997,
Hellman et al. 1995, McNamee et al. 2000).

En 1984 Ostling y Johanson, desarrollaron la técnica de Electroforesis Unicelular en condiciones
neutras, pero esta prueba resulté ser muy limitada, ya que sélo podia detectar rompimientos de
cadena doble (DSB) (Tice et al. 2000; Kasamatsu et al. 1996). Poco tiempo después Singh vy
colaboradores en 1988 desarrollaron la Electroforesis Unicelular Alcalina ph>13, a ellos se les
reconoce por haber mejorado y optimizado esta técnica, ya que al utilizar un pH alcalino, ésta se
vuelve mas eficiente al detectar distintos tipos de dafio en ADN como: rompimientos de cadena

sencilla en ADN (SSB), sitios alcalilabiles (ALS) y entrecruzamientos ADN-ADN/ADN-proteinas; por
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eso en la actualidad es una técnica ampliamente utilizada en la deteccion de agentes con actividad

genotoxica (Tice et al. 2000, Kasamatsu et al. 1996, Slamenova et al. 1997).

Varias son las ventajas que presenta esta técnica, entre las que destacan: sensibilidad a bajos
niveles de dafio en DNA (50-15,000 rompimientos/célula) superando en mas de 100 veces a las
pruebas citogenéticas, requiere de un pequefio niumero de células, la informacion es obtenida a
nivel de células individuales, aplicable a cualquier tipo celular eucarionte (proliferantes y no
proliferantes), los resultados se pueden obtener en un periodo corto de tiempo (Tice et al. 2000,
Prieto-Gonzalez 1999). Por todas estas ventajas es una técnica genotoxica actualmente muy

utilizada en los laboratorios.
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3. Justificacion

La ZMVM actualmente es catalogada mundialmente como una megaciudad por ser una zona
densamente poblada con alrededor de 20 millones de habitantes. En una metrépoli tan grande
diariamente se desarrollan diferentes actividades industriales y antropogénicas, que en su mayoria,
favorecen la emision de grandes cantidades de contaminantes a la atmésfera, aunado a esto, las
condiciones fisicas del paisaje (rodeado por montafias y estar a una altura promedio de 2500
m.s.n.m), tener vientos predominantes de norte a sur, por un lado, no favorece la combustion
completa de los motores y por el otro lado, no favorece la disipacién de los contaminantes,
provocando que estos se mantengan en la atmosfera por un largo periodo de tiempo,
sobrepasando los limites permisibles de contaminantes en la atmésfera y ocasionando diferentes

problemas de salud publica.

Dado los resultados previos encontrados en nuestro laboratorio en un modelo murino de
exposicion por inhalacién a V20s, es importante el estudio de la médula 6sea por ser uno de los
principales érganos de produccion de los diferentes linajes celulares como: eritrocitos, granulocitos,
monocitos y plaquetas; y debido a que no hay nada concluyente sobre la genotéxicidad del V20s,
es importante la evaluacion genétoxica en este importante tejido. Asi como realizar una evaluacién
entre géneros, ya que se ha reportado respuestas diferenciales entre machos y hembras
sometidos a un mismo tratamiento.

4. Hipdtesis

e EI V205 en ratones expuestos por via inhalada durante cuatro semanas, producira

rompimientos de cadena sencilla en el ADN en células de médula ésea.

e Se observaran respuestas diferenciales entre el grupo tratado de machos y el grupo tratado
de hembras, expuestos al V20s durante cuatro semanas.
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5.1.

Objetivos Generales

Comparar por género los efectos genotéxicos del pentdxido de vanadio (0.02 M) a
diferentes tiempos de exposicion mediante la técnica de Electroforesis Unicelular Alcalina

en ratones expuestos por via inhalada durante cuatro semanas.

Objetivos Especificos

Identificar la citoxicidad del V20s en células de médula 6sea, mediante la técnica de
viabilidad celular por fluorocromos.

Identificar la presencia de rompimientos de cadena sencilla en el ADN, mediante la técnica
Electroforesis Unicelular Alcalina, en células de médula 6sea de ratones hembras y

machos expuestos a la inhalacién de V20s.

Comparar por género la presencia de rompimientos de ADN en las células de médula 6sea
de los ratones expuestos a V20s.

21



6. Material y Método

Se utilizaron 30 ratones hembras y 30 machos de la cepa CD-1 de 30 = 5g, se mantuvieron en

condiciones de luz-oscuridad (12:12hrs), con agua y alimento ad libitum.

Se dividieron en cuatro grupos, dos de hembras y dos de machos. El primer grupo de hembras
(n=20), fue el grupo experimental y el segundo grupo de hembras (n=10), fue el grupo testigo; por

otra parte, el grupo de machos, se dividié de igual manera que el grupo de las hembras.

En una caja de acrilico transparente (45 x 21 x 35cm), conectada a un ultranebulizador UltraNeb®
99 con flujo 10 L/min, se sometié a los grupos testigo a la inhalacién de solucién salina y
posteriormente a los grupos tratados a la inhalacion de V205 (0.02M), una hora dos veces por

semana, durante cuatro semanas.

Posteriormente los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical a las 24hrs de la primera
exposicion y cada siete dias. Se extrajo el fémur y se tomaron muestras de médula 6sea, para dos

técnicas: Viabilidad Celular por fluorocromos y Electroforesis Unicelular Alcalina (Fig.4).

Ratones CD-1 Machos y
Hembras
1hr/2 veces por semana.

\ 4 \ 4

GPO. TESTIGO GPO. EXPERIMENTAL
Solucién salina (n=10) V205 (n=20)
24hrs. 1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas l

Muestras de médula 6sea

! !

ENSAYO COMETA VIABILIDAD CELULAR

Fig. 4 Representacion esquematica del método experimental utilizado.

Para la obtencion de muestras de médula 6sea, se extrajo el fémur derecho de los ratones (tanto

expuestos como testigos), a los cuales se les retiro los residuos de tejido circundante, para

21



posteriormente cortar ambas epifisis. Se hicieron pasar 5ml de medio RMPI, (disuelto en buffer de
fosfatos [pH 7.4] a 37°C), a través de la porcion de hueso esponjoso del fémur. Una vez realizado
lo anterior, las muestras se centrifugaron (1000rpm) durante cinco minutos y se retiré el
sobrenadante. El boton resultante se resuspendié con 500 ul de medio RPMI y se tomaron 10ul

para cada muestra.
6.1. Método de Viabilidad Celular por Fluorocromos

Para el método de viabilidad celular se siguié el método descrito por Strauss y cols. (1991) con

algunas modificaciones:

Se utilizaron dos soluciones: a) Diacetato de fluoresceina (FDA) (0.01g) disuelto en 2ml acetona y
b) Bromuro de etidio (BrEt) (0.01g) disuelto en 5ml de buffer de fosfatos (PBS). Ambos se

guardaron por separado en frascos ambar a 4°C.
En fresco, se realiza una solucion FDA (15pl), PBS (2.4ml) y BrEt (100pl).

5ul de médula dsea se mezclo con 5ul de BrEt-FDA-PBS (1:1) y se observé en un microscopio de
fluorescencia a 200x. Se cuantificaron las células vivas, que se observan de color verde-
fluorescente y las células muertas de color rojo, en campos al azar hasta completar un total de 100

células, obteniéndose la proporcion de células vivas con respecto a las células muertas.
6.2. Electroforesis Unicelular Alcalina (Ensayo Cometa)

Para realizar la Electroforesis Unicelular Alcalina se empleé el método descrito por Tice y cols.
(2000) con algunas modificaciones. Se tomaron 10ul de la muestra de médula ésea y se mezclaron
con 75ul de agarosa de bajo punto de fusién (0.5%). Se colocé en un portaobjetos, al que
previamente se le habia colocado una capa de agarosa regular (0.5%) [75ul]. Se cubrié con un
cubreobjetos libre de impurezas y se colocé en hielo hasta que la agarosa de bajo punto de fusion

se solidificd. Cada muestra se realizo por duplicado.

Una vez que la agarosa solidifico, se retir6 suavemente el cubreobjetos y se adicion6 una tercera

capa de agarosa de bajo punto de fusién (0.5%) [75 ul], nuevamente se cubrié y se dejd solidificar.

Para lisar las células, las muestras se colocan en un vaso coplin con una solucién de lisis (2.5 M
NaCl, 100 Mm Na:EDTA, 10 mM Tris- Base [pH 10]; al que se le adiciono en fresco Tritén X-100
[1%] y DMSO [10%]). Las muestras en solucidn de lisis se mantuvieron a 4°C en condiciones de

oscuridad al menos durante 1h.

El desenrrollamiento y corrida de las muestras se realizé6 en una camara de electroforesis
horizontal con buffer de desenrrollamiento (NaOH 300Mm, EDTANa: 1mM pH>13) durante 20

minutos cada proceso a 25V y 300mA.
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Una vez realizado lo anterior, las muestras se colocan en una solucién de neutralizaciéon (400mM
TRIS pH 7.5) por 15minutos y posteriormente las muestras son deshidratadas con etanol absoluto
(5 minutos). Para la observacion de las muestras se fluorocromizan con Bromuro de Etidio 50pl
(0.02mg/ml) disuelto en agua destilada (Fig. 3). Posteriormente se observaron en el microscopio de
fluorescencia (Olympus BH2-RFCA) a 200x con una reglilla integrada en el ocular y equipado con
filtro de excitacion 480-550nm y uno de absorcién 570nm.

Neutralizacion con

Agarosa TRIS pH 7.5
Regular
Muestra con Fijacién con etanol
Agarosa Low absoluto
Agarosa Low Tincién con

Bromuro de Etidio

Coplin con Observacién con
solucion de lisis Microscopio de
Fluorescencia

Camara de

- H,r","a- " Electroforesis COMETA

Fig. 5 Pasos realizados en la técnica Electroforesis Unicelular Alcalina.
(Modificado de Rojas-Lemus 2006).
6.3. Visualizacion de cometas y categorizacion de datos

Se consideran al azar 200 nucleoides por individuo. A las células con dafio (que presentan una
estela o cola) se les midid la longitud de la cola y la longitud de la cabeza (Fig. 6), posteriormente
fueron clasificadas segun Altamirano-Lozano y colaboradores (1999) mediante la férmula: longitud

de la cola /la longitud de la cabeza, en tres categorias de dafio: bajo (<1), medio (<2) y alto (>2).
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LCa (pum) LCo (pm)

Fig.6 Medicién de los cometas de medula 6sea de ratones expuestos a V20s; LCa (longitud

de la cabeza), LCo (longitud de la cola).

En cada muestra se cuantificaron células sin dafio, con dafio bajo, con dafio medio y con dafio total

y se obtuvieron los porcentajes respectivos.

Fig. 7 Categorias de dafio.
lay 1b: Células sin dafio. 2: Células con dafio bajo. 3: Células con dafio medio.
4: Células con dafio alto. 5: Células con dafio total.

6.4. Andlisis Estadistico

Con el paquete estadistico Sigma Stat versién 2.0 se realizé un andlisis de varianza ANOVA y una
prueba post-hoc Kruskal-Wallis, para determinar las diferencias entre los grupos tratados con
respecto a los grupos control, con respecto al tiempo de inhalacion; y posteriormente se realizo una
prueba t- student para determinar las diferencias entre el grupo tratado de hembras y el grupo

tratado de machos. Para las pruebas antes descritas se consideraron valores de P<0.05.
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7. Resultados

7.1. Viabilidad celular: En todos los grupos tratados expuestos a V20s y en los grupos
controles la viabilidad celular fue mayor al 85%.

7.2. Ensayo cometa: Los resultados obtenidos empleando el ensayo cometa de cada grupo

experimental comparado con su grupo control, se muestra a continuacion:

a) Machos

En el grupo de los machos se observa aumento significativo y progresivo del
porcentaje de células con dafio desde las 24 h hasta las cuatro semanas de

tratamiento con respecto al grupo testigo.
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Testigo 24 hrs 1s 2s 3s 4s
Tiempo de exposicion ANOVA (Kruskal-Wallis) *p<0.05

Fig. 8 Porcentaje de células que presentan dafio en ratones machos expuestos a V20s

durante cuatro semanas.
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i) Categorias de dafio

En el grupo de los machos se observa mayor porcentaje de células con dafo alto,

en comparacion con el resto de categorias de dano.

Categorias de
dafio:

1) Sin dafio

2) Dafio bajo

3) Dafio medio

4) Dafio alto

5) Dafio total

ANOVA (Kruskal-Wallis) *p<0.05

Fig. 9 Porcentaje de células agrupadas por categoria de dafio: sin dafio, dafio bajo, dafio

medio, dafio alto y dafio total, en ratones macho expuestos a V20s durante cuatro semanas.

b) Hembras.

En el grupo de las hembras se observa aumento significativo y progresivo del
porcentaje de células con dafo desde las 24 h hasta la segunda semana de
tratamiento con respecto al grupo testigo y posteriormente en la tercera y cuarta

semana se observa decremento del porcentaje de células con dafno. .

30

25 4 *

20 4 *

% de Células con dafio

Testigo 24hrs. 1s 2s 3s 4s
Tiempo de exposicion ANOVA (Kruskal-Wallis) *p<0.05
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Fig.10 Porcentaje de células que presentan dafio en ratones hembra expuestos a V20s

durante cuatro semanas.

ii) Categorias de dafio

En el grupo de las hembras se observa mayor porcentaje de células con dafo alto,
en comparacion con el resto de categorias de dano.

Categorias de
dafio:

1) Sin dafio

2) Dafio bajo

3) Dafio medio

4) Dafio alto

5) Dafio total
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ANOVA (Kruskal-Wallis) *p<0.05

Fig.11 Porcentaje de células agrupadas por categoria de dafio: sin dafo, dafio bajo, dafio

medio, dafio alto y dafio total, en ratones hembra expuestos a V20s durante cuatro semanas.

¢) Comparacion por género

Se observa que a) los grupos testigo presentan menor porcentaje de células con
dafio con respecto a los grupos tratados (hembras y machos), b) se observa en los
grupos tratados similitud en el porcentaje de células con dafio desde las 24 h hasta
la segunda semana, c) en la tercera y cuarta semana se observa decremento
significativo del porcentaje de células con dafo en el grupo de hembras con
respecto al grupo de los machos.
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Fig.12 Comparacion en el porcentaje de células que presentan dafio en machos y hembras

expuestas a V20s durante cuatro semanas.
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8. Discusion
8.1. Viabilidad celular por fluorocromos

La viabilidad celular por fluorocromos fue mayor al 85% en todos los casos, lo cual indico que el
compuesto en este modelo de inhalacion, no presento actividad citotdxica en células de médula
Osea. Por otro lado, estos resultados permitieron, evaluar el dafo genotéxico del V20s con la
técnica Electroforesis Unicelular Alcalina para la cual se requiere una viabilidad celular <80% (Tice
et al. 2000).

8.2. Efectos genotoéxicos del V20s

Los resultados genotoxicos obtenidos por medio de la técnica de Electroforesis Unicelular Alcalina,
nos permite interpretar que el V205 genera rompimientos de cadena sencilla en ADN a pH>13 en

células de medula 6sea tanto en el grupo de hembras como el de los machos.

El pentéxido de vanadio cuando es inhalado pasa a las vias respiratorias altas y posteriormente a
las vias respiratorias bajas, de ahi pasa a los sacos alveolares y posteriormente al torrente
sanguineo (Gonzalez-Villalva et al. 2006).

En el torrente sanguineo el vanadio es transportado por la albumina y por la transferrina, y una
parte es reducido de vanadato V(V) a vanadil V(IV) por el glutatién, el acido ascorbico, las
catecolaminas y otras sustancias reductoras del plasma (Nielsen y Uthus 1990, Mukherjee et al.
2004, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006). Del torrente sanguineo es transportado a
varios organos blanco como: higado, testiculo, rifdn, hueso y bazo (Valko 2005, Mukherjee et al.
2004, Etcheverry et al. 2002).

El mecanismo por el cual entra a las células se describe brevemente: El V(IV) puede atravesar la
membrana celular a través de un mecanismo semejante al de cationes divalentes (Mukherjee et al.
2004). Por otro lado el V(V) cruza la membrana celular por un mecanismo de transporte anionico,
una vez dentro de la célula puede nuevamente reducirse a vanadil (IV) por el glutation intracelular,
cateolaminas, entre otros; esta reduccion esta regulada por los mecanismos celulares redox, que
controlan el equilibrio de los estados de oxidaciéon del vanadio; subsecuentemente se une a las
proteinas (Valko et al. 2005, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Willsky 1990,
Mukherjee et al. 2004).

8.2.1. Mecanismos de genotoxicidad del V20s en el ADN.

Actualmente se sabe que el ADN puede ser alterado por accion de diversos agentes fisicos-
quimicos de origen extracelular como: las radiaciones ultravioletas, los plaguicidas y la exposicién
a otras sustancias del ambiente; o ser de origen intracelular como: des6rdenes metabdlicos o las
especies reactivas de oxigeno (Roche y Romero-Alvira 1996, Alberts 2002). Varios estudios

sugieren que el principal mecanismo de genotoxicidad de los compuestos de vanadio es la
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produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y de radicales libres (RL) que actuan como
segundos mensajeros en las cascadas de sefalizacion, dafian al ADN y a otros blancos celulares
(Leopardi et al. 2005, Zhang et al. 2001, Cortizo et al. 2000, Wang et al. 2003a, Sorensen et al.
2005, Valko et al. 2006). Ademas de la formacion de ERO’s y de RL, se sabe que el vanadio, tiene
gran parecido con el fosfato y debido a ello, puede inhibir o activar a varias proteinas, asi como

detener el ciclo celular (Mukherjee et al. 2004).
8.2.2. Estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) son especies quimicas que son generadoras, O
resultan de la reduccion o metabolismo de los radicales libres (RL) y que se comportan como
oxidantes como: el perdxido de hidréogeno, el singlete de oxigeno, el acido hipocloroso, el
peroxinitrito, los hidroperdxidos y los metabolitos epdxido (Venereo-Gutiérrez 2002, Chihuailaf et al.
2002, Sen y Packer 1996, Hazra et al. 2002).

Un radical libre (RL) es definido como cualquier especie quimica que posee uno o mas electrones
desapareados (un numero impar de electrones) girando en sus orbitales atémicos externos. Esta
configuracion es electroquimicamente inestable, lo cual le confiere la propiedad de ser una especie
quimica altamente reactiva de corta vida y capaz de modificar y atacar todos los principales
constituyentes celulares (Halliwell y Gutteridge 1984, Chihuailaf et al. 2002, Prokai-Tatrai et al.
2008, Galaris y Evangelou 2002). Entre los radicales libres encontramos al anién superoxido, el

radical hidroxilo, 6xido nitrico, asi como derivados de compuestos organicos (peroxilo y alcoxilo).

En los organismos las ERO’s y RL tienen origen enddégeno y su produccién se localiza en tres

fuentes claramente definidas:

a) En la respiracion celular: la cual es la principal fuente de RL y ERO’s. Las mitocondrias
consumen oxigeno molecular y lo reducen secuencialmente hasta producir agua, una
pequena fraccion del oxigeno se metaboliza via reduccién univalente y los inevitables
productos intermedios de esta reaccion son el peréxido de hidréogeno, el radical superéxido
y el radical hidroxilo; se calcula que aproximadamente la mitocondria genera 2—3 nmol de

superoxido/minuto por mg de proteina (Chihuailaf et al. 2002, Alberts 2002).

b) Los peroxisomas que contienen acil coA oxidasa, dopamina B-hidroxilasa y urato oxidasa
generan peroxido de hidrégeno como producto intermedio (Chihuailaf et al. 2002, Roche y
Romero-Alvira 1996).

c) Los fagocitos (monocitos, neutréfilos y macréfagos) destruyen células infectadas con
bacterias o virus, con una descarga oxidante compuesta basicamente por el peréxido de
hidrégeno, hipoclorito, éxido nitrico y anién superdxido (Chihuailaf et al. 2002, Roche y
Romero-Alvira 1996, Hattemann et al. 2007, Valko et al. 2006).
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Sin embargo cuando hay un exceso de ERO’s, en los sistemas bioldgicos, puede haber un
desequilibrio entre los factores proooxidantes y los mecanismos antioxidantes, encargados de
eliminar dichas especies quimicas, a lo cual se le conoce como “estrés oxidante” (Venereo-
Gutiérrez 2002, Mendoza-Nufez et al. 1999). Esto provoca diversos efectos nocivos en la
supervivencia celular y tisular como son: la peroxidacion de lipidos, interaccién con
macromoléculas como el ADN, y la induccidén de apoptosis (Ghio et al. 2002, Goc 2006, Greggi et
al. 2000, Chihuailaf et al. 2002, Slamenova et al. 1997, Zhang et al. 2001, Mendoza-Nufez et al.
1999).

Aunado a la formacion normal de los organismos de ERO’s y de RL, se sabe que el vanadato V(V)
para entrar al nucleo celular, se reduce a vanadil V(IV), esta reduccion lleva a la formacion de
aniones superoxido (Oz2—) y perdxido de hidrogeno (H20z2), al interaccionar estas moléculas con el
V(IV) generan radicales hidroxilo (OHe) (Zhang et al. 2001, Leopardi et al. 2005), esto a través de
reacciones de tipo Fenton (Metal n-1+ H202 — Metal +-OH+-OH) (Halliwell y Gutteridge 1984) o por
la bioreduccion del vanadato mediada por el glutation, flavoenzimas o NAD(P)H (Gandara et al.
2005, Sorensen et al. 2005, Aust et al. 2002). Los primeros dafios que generan las ERO’s y RL en
el nucleo son la oxidacion de bases de ADN y rompimientos de cadena sencilla del ADN (Leopardi
et al. 2005, Stemmler y Burrows 2001).

8.2.3. Actividad genotdxica de las especies reactivas de oxigeno (ERO’s) y radicales
libres (RL).

Se sabe que las ERO’s pueden alterar la transduccién de sefiales en las cascadas de senalizacién
intracelulares, asi como alterar la homeostasis del calcio, aunado a lo anterior, se sabe que el
aumento de ERO’s en los sistemas biolégicos provoca un constante estrés oxidante en las células,
lo cual ha sido relacionado con la prevalencia de varios tipos de cancer (Valko et al. 2006, Roche y
Romero-Alvira 1996).

Por otro lado las alteraciones mas frecuentes observadas en el ADN por los RL son: la hidrélisis de
la cadena de ADN que involucra la hendidura en el fosfodiéster generando fragmentos de ADN que
subsecuentemente pueden ser relegados, oxidaciones de la desoxiribosa por la eliminacion de

hidrogenos o oxidacion de las nucleobases (Noutsopoulos et al. 2007, Nakamura et al. 2003).

Se ha reportado que los radicales hidroxilo (OH-) y los radicales superdxido (O2—) provocan
reduccién de los azucares por la eliminacién de hidrégenos, lo cual lleva a la escision del ADN; las
alteraciones por radicales peroxilo son: el incremento de los niveles de fragmentacion y
modificaciones oxidantes de las bases puricas y pirimidinicas (Rao et al. 2008, Borras-Blasco
2003). Las oxidaciones no solo tienen repercusion por sus efectos mutagénicos (apareamientos de
bases incorrectos o presencia de bases no codificadoras), sino también por sus efectos en la

estructura tridimensional del ADN (imposibilidad de emparejamientos entre las bases y de
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interaccion con las histonas) asi como transcripcion y replicacion defectuosas (Roche y Romero-
Alvira 1996).

Entre los productos formados a consecuencia del ataque de radicales libres a las bases purinicas y
pirimidicas del ADN son: 8-oxoadenina, 8-oxoguanina, 4,6-diamino-5-formamidopirimidina, 5-
hidroxicitosina, 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina, 5-hidroxiuracil, timina glicol y la 8-

hidroxi-2'-deoxiguanosina (Nzengue et al. 2008, Borras-Blasco 2003, Sorensen et al. 2005).

Dentro de las alteraciones oxidantes de las bases puricas conviene sefialar que la guanina es la
mas susceptible a la oxidacion, formando como producto la 8-hidroxiguanina (8-oxoG), que es la
alteracion con mayor frecuencia observada y su importancia reside en su alto efecto mutagénico y
carcinogénico, ya que la 8-oxoG durante la replicacién del ADN, se aparea con adenina en vez de
hacerlo con citosina. Actualmente, se utiliza como un efectivo biomarcador de dafio oxidante al
ADN (Nzengue et al. 2008, Rao et al. 2008, Sorensen et al. 2005, Noutsopoulos et al. 2007, Valko
et al. 2006). Estudios in vitro muestran que la incubacion con vanadil y 2-deoxiguanosina o el ADN
en presencia de H202, generan aumento en la formacién de 8-oxoG, asi como rompimientos de
cadena de ADN (Valko et al. 2005).

0 0
HM | ~.> + OH "‘J\ >< xidacion \ | x}—CI-H
/L\‘.‘- N P N
N° N H HEN M H
guanina (G) C8-OH radical guanina 8-hidroxiguanina
(8-0x0G)

Fig.13 Reaccién de la guanina con un radical hidroxilo formando la 8-hidoxiguanina.
(Modificado de Valko et al. 2006)

Las formamidopirimidinas se forman por la ruptura del anillo de imidazol de la purina dando lugar a
la presencia de sitios apurinicos dentro de la molécula de ADN. Estos sitios apurinicos bloquean la
actividad de la ADN polimerasa, impidiendo la replicacion del ADN. Finalmente, los
desoxirribonucledsidos de 8,5’ ciclopurina producen distorsiones en la hélice de ADN por la
presencia de dimeros de purina intracatenarios dificultando, por consiguiente, el empaquetamiento
correcto y la replicacion del ADN (Roche y Romero-Alvira 1996, Borras-Blasco 2003, Hazra et al.
2002).

Dentro de las alteraciones de las pirimidinas, cabe senalar, la saturacion de los anillos de pirimidina

que incluyen a los glicoles de timina y citosina y los hidratos de pirimidina. Estas alteraciones se
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caracterizan por la pérdida de la estructura planar del anillo, por lo que las bases afectadas son
incapaces de aparearse correctamente con sus complementarias en la hebra opuesta, facilitando
finalmente la fragmentacion del ADN (Roche y Romero-Alvira 1996). Entre las lesiones a las

pirimidinas (citocinas) se encuentran 5,6 dihidrouracil (DHU) y 5-hidroxiuracil (5-OHU).

La genotoxicidad de los RL radica en la interaccion con el ADN, lo que provoca lesiones en las
bases y rompimientos de cadena. En la células estos tipos de lesiones se reparan principalmente
por la escision de bases (BER), con una bateria de enzimas de reparacion del ADN como las ADN
glicosilasas/ AP endonucleasas (Hazra et al. 2002, Mitra et al. 2002). Algunos estudios reportan
que el estrés oxidante puede danar a las enzimas de reparacion. Respecto a este punto, se sabe
que bajo condiciones normales de dafio oxidante al ADN, este es rapidamente reparado, en unas
pocas horas o unos minutos. En primer lugar las glicosilasas son las encargadas de reconocer y
escindir las bases modificadas del ADN, formando sitios apurinicos y apirimidinicos (AP), lo cual
lleva a la ruptura del ADN, posteriormente la AP-endonucleasa incorpora una nueva base en los
sitios AP. La reparacion es completada por la accién de la ADN polimerasa  y una ligasa (Galaris
y Evangelou 2002, Alberts et al. 2002, Dally y Hartwing 1997, Nakamura et al. 2003, Mitra et al.
2002).

Se sabe que las enzimas de reparacion del ADN pueden ser inhibidas por una diversidad de
metales como: cromo, cadmio, niquel, cobalto y arsénico. La interaccién de los iones de los
metales, con las enzimas de reparacion, puede ser debido a diversos mecanismos como a) estar
directamente ligado con la formacion de radicales libres, b) por la sustitucion de otros metales en la
conformacion original de las enzimas reparadoras o c) estar directamente relacionado con un bajo
nivel de GSH, esta molécula es de suma importancia ya que puede revertir la inhibicion de las

enzimas de reparacion en muchos casos (Galaris y Evangelou 2002, Dally y Hartwing 1997).

Por otro lado se ha reportado que diferentes metales como cobre, niquel, cobalto, cadmio y hierro
son capaces de sustituir al zinc, que forma parte de la estructura de las enzimas reparadoras y
provocar, un decremento de las actividades de reparacién del ADN, incrementando los niveles de
modificaciones en el ADN y consecuentemente a la progresion de procesos como la
carcinogénesis. Esto se ha observado en p53 y en el receptor de estrogenos, en ambas proteinas
la sustitucion del zinc por otros metales, lleva a modificaciones estructurales y a un mal

funcionamiento de las proteinas (Galaris y Evangelou 2002).

Por otra parte metales como el Niquel (II) y el Cadmio (II) inhiben la escisién de nucleétidos (NER),
por medio de la interaccion de estos metales con DNA y las proteinas reparacién, ademas se ha
observado que el Arsénico (lll) inhibe la escision y la union de nucledtidos y el cobalto (Il) inhibe la

escision asi como la polimerizacion de nucleétidos (Hartwig 1998).

Por todo lo anterior, es posible que el vanadio actué formando ERO’s y RL que pueden llevar a un

constante estrés oxidante, e influir en los sistemas bioldgicos afectando directamente al ADN o

33



inhibiendo las enzimas de reparacion del ADN y provocar que en nuestros resultados observemos

rompimientos de cadena sencilla en el ADN.
8.2.4. Otros posibles mecanismos de genotoxicidad del vanadio

Nuestros resultados muestran rompimientos de cadena sencilla en el ADN en células de médula
Osea y esto puede ser debido a la interaccion de las ERO’s y los RL con el ADN 6 debido a otros
mecanismos reportados de accién del vanadio como: inhibicién y activacion de diversas enzimas,
proteinas y genes del metabolismo celular, debido a la preferencia por los grupos fosfato (por la
similitud en estructura VO. 3+, PO. 3+) (Sabbioni et al. 1993, Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano 2006). Estos multiples mecanismos de accién del vanadio, son tomados en cuenta, para

una mejor comprension de las diversas formas en las que el vanadio puede provocar dafio al ADN.

Se sabe que el vanadio inhibe a los grupos tioles de la enzima calcio ATPasa encargada de
mantener el gradiente de iones Cs=" . Esto es de suma importancia, ya que el contenido intracelular
de este i6bn es habitualmente diez mil veces menor en comparacidon con su concentracion
extracelular, y cualquier perturbacion que afecte su transporte altera significativamente la funcion
celular y cuando ello ocurre, se pierde la actividad catalitica de la enzima y se modifica de esta

manera la homeostasis del Ca*"; el incremento en la concentracién intracelular de calcio estimula
la activacion de proteasas, que atacan el citoesqueleto, y de nucleasas que fragmentan el ADN

(Chihuailaf et al. 2002, Touyz 2005, Roche y Romero-Alvira 1996, Galaris y Evangelou 2002).

Se ha reportado que las formas pentavalentes de vanadio induce la inhibicién de las proteinas
tirosinas fosfatasas (PTP) oxidando sus sitios activos (cisteinas), produciendo intermediarios del
acido sulfonico que reaccionan con los grupos tioles de forma catalitica inactivando PTP disulfuros,
dirigiendo a la célula a la ruta Bcl-2 de muerte celular, en la cual hay una reduccion del potencial
trasmembranal de la mitocondria, asi como una liberaciéon de citocromo c y la activacion de las
caspasas 3, 8 y 9 que llevan a cabo la fragmentacion del ADN cromosémico (Hehner et al. 1999,
Valko et al. 2006, Zhang et al. 2002).

Dada la importancia de mantener el ADN intacto y sin dafios de una generacién a la siguiente, las
células disponen de mecanismos que les ayuda a responder a las alteraciones del ADN: retrasan
la progresion del ciclo celular hasta completar la reparaciéon del ADN (Alberts et al. 2002). Se ha
observado que el vanadio puede provocar arresto al ciclo celular, estudios de Zhang y cols. (2002),
muestran que el vanadato es capaz de producir arresto celular en la fase S en células C141
epidermales de ratén y estar involucrado p53. La activacion de p53 lleva al incremento de la

expresion de p21, lo cual resulta en una pausa en el ciclo celular.

El mecanismo por el cual el vanadato genera arresto celular tiene que ser investigado, pero aun

asi, se sabe que las ERO’s generan reacciones que causan dafio al ADN, lo que podria activar
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cascadas de sefalizacion como la activacion MAP cinasas incrementando la fosforilacion de p53
(Zhang et al. 2001, Valko et al. 2005).

Las diferencias en las fases de arresto celular inducido por el vanadato posiblemente dependen de
la linea celular que se emplee. Ya que otros estudios realizados en cultivos celulares epiteliales de

pulmén, el arresto celular se presenta en la fase G2/M (Zhang et al. 2001).

La pausa en el ciclo celular es de gran importancia, para llevar a cabo la reparacién del ADN por
medio de una bateria de enzimas que escinden la cadena, retiran los fragmentos dafados, los
sustituyen y unen nuevamente la cadena. La reparacion del ADN requiere tiempo y esto podria ser,

una posible explicacidon del porque observamos rompimientos de cadena sencilla en ADN.
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9. Diferencias entre géneros.

Se realizo una evaluacion entre géneros expuestos a V20s, ya que varios autores sefalan una
respuesta diferencial entre machos y hembras (Vahter et al. 2007, Mussali et al. 2005a, Fortoul et
al. 2005) y los resultados obtenidos fueron positivos, encontrando diferencias significativas entre
geéneros, ya que los machos presentan un incremento en el porcentaje de células dafiadas durante
todo el tratamiento (4 semanas) y las hembras presentan un incremento en el porcentaje de células
dafiadas hasta la segunda semana, después en la tercera y cuarta semana se observa un

decremento significativo en el porcentaje de células dafadas con respecto al grupo de machos.

Algunos estudios indican una diferencia significativa entre machos y hembras al ser expuestos a
diferentes metales téxicos asi como en el modo de accién de los metales, cinética y la

susceptibilidad que presenta cada género (Vahter et al. 2007).

Se sugiere que las hormonas sexuales (estrégenos y testosterona) juegan un papel importante en
la respuesta de cada género, se ha propuesto que ademas de las funciones fisiolégicas ya
conocidas de los estrégenos, como: el desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias,
regulacion de la sintesis de lipoproteinas, estimulacion de proteinas antiapéptoticas, prevencion de
la atrofia urogenital y el mantenimiento de las funciones cognoscitivas, los estrégenos estimulan
rutas de sefalizacion de proteccion contra agentes nocivos, teniendo propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes, lo cual le confiere a las hembras un ventaja sobre los machos
(Mussali et al. 2005a, Fortoul et al. 2005, Sur et al. 2003, Wang et al. 2003b).

9.1. Los estrogenos como citoprotectores

Los estrogenos son sintetizados a partir del colesterol mediante una serie de reacciones que
ocurren principalmente en la zona parafolicular de los ovarios y esta controlado mediante una

retroalimentacion negativa del eje hipotalamo- hipéfisis- génada (Abraham y Staffurth 2007).

El estrégeno natural mas potente en los humanos es el 17p- estradiol, seguido por la estrona y el
estriol, cada una de esas moléculas es un esteroide de 18 carbonos, que contiene un anillo A
fendlico (un anillo aromatico con un grupo hidroxilo en el carbono 3), y un grupo B-hidroxilo o
cetona en la posicion 17 del anillo D; el anillo fendlico A es la principal caracteristica estructural, de
la cual depende la unién selectiva y de alta afinidad a receptores de estrégenos. Los estrogenos
esteroideos se forman a partir de androstenediona o testosterona como precursores inmediatos, la
reaccion comprende aromatizacion del anillo A, y ésta es catalizada en tres pasos por un complejo
de enzima monooxigenasa (aromatasa) que utiliza la forma reducida NADPH y oxigeno molecular

como co-sustratos (Borras-Blasco 2003).
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Fig.14 Estructura molecular de los estrégenos 178- estradiol, estrona y estriol. El grupo 3-
OH en el anillo A grupo necesario con actividad protectora contra RL. (Modificado de Behl et
al. 1997).

Los ovarios constituyen la principal fuente de estrégenos, el principal producto secretado es el
estradiol sintetizado por células de la granulosa a partir de precursores androgénicos,
proporcionados por células de la teca, el estradiol secretado se oxida de manera reversible hasta
generar estrona mediante la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa, y esos dos estrégenos pueden

convertirse en estriol (Laplante et al. 2008).

Se han propuesto varias formas de accion de los estrogenos contra los radicales libres y las

especies reactivas de oxigeno como:

a) Se cree que el efecto antioxidante de los estrégenos es debido al 17-B-estradiol y algunos
derivados del estradiol que pueden prevenir la acumulacion intracelular del peréxido de hidrogeno
y radicales hidroxilo, esto debido a su anillo fendlico A y al grupo hidroxilo en el carbono 3,
confiriendo efectos antioxidantes propios, que hormonas como la progesterona y la testosterona no
tienen; sin embargo no se sabe el modo exacto de accion. Se sugiere que los estrogenos actuan
fragmentando el H20: previniendo la formacion de RL, elevando la supervivencia celular (Sur et al.
2003, Behl et al. 1997, Prokai-Tatrai et al. 2008, Ruiz-Sanz et al. 2007, Mann et al. 2007, Badeau et
al. 2005). Algunos autores como Prokai-Tatrai y cols. 2008, asi como Badeau y cols. 2005 sugieren
que el radical oxi del fenol causa interrupcion de las reacciones en cadena de los RL, donando un
atomo de hidrogeno del fenol a los radicales -OH en soluciones acuosas y asi el reciclamiento de

fenol reducido se lleva a cabo por moléculas intracelulares como el ascorbato y tioles.
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Fig. 15 Posible acciéon del 173- estradiol por su estructura quimica contra los radicales
libres. El anillo A fendlico con su grupo hidroxilo en el carbono tres, dona su atomo de
hidrégeno al radical hidroxilo. (Modificado de Behl 2002).

Algunos estudios como los realizados por Wang y cols. (2003b) indican que el estradiol a
concentraciones fisiolégicas, puede funcionar como antioxidante ya que el tratamiento con
estrogenos, reduce la peroxidacion de lipidos y atenua la produccion de peréxido de hidrogeno,

producido en la cadena transportadora de electrones en la mitocondria.

Ademas Mann y cols. (2007) han reportado 17p-estradiol y moléculas similares (17a-estradiol, 17a-
etinilestradiol; 10 nM) que contienen C3-OH en la mitad el anillo A (estructura que se presume que
tiene los efectos contra los radicales libres) comparado con moléculas sin C3-OH (Mestranol and
Quinestrol; 10 nM) encontraron que los primeros tenian actividad antiapdptotica en osteocitos in
vitro. Ademas de encontrarse que el 17B- estradiol y las moléculas similares eran capaces de
bloguear las especies reactivas de oxigeno (ERO’s que generaba las células a través de Hz202)

mientras que el Mestranol y Quinestrol no mostraron ese efecto.

b) Otra posible forma de acciéon de los estrogenos es: segun los resultados de Borras-Blasco
(2003) se sugiere que el estradiol tiene un efecto antioxidante, no relacionado con su estructura
quimica sino por su actividad hormonal, posiblemente inductora de la expresion de enzimas,

activando la expresion de genes de la superéxido dismutasa y la glutation peroxidasa.

Actualmente se sabe que los estrogenos inducen la transcripcion de varios genes como:
transcripcion factores de crecimiento, proteinas antiapéptoticas, previene el aumento de calcio
intracelular e interfiere con las caspasas (inhibiéndolas directamente o interaccionando con sefales
antiapoptoticas). Esto a través de dos mecanismo a) la uniéon con sus receptores lo que provoca
cambios conformacionales del receptor y por ultimo transcribiendo diferentes tipos de genes, o b)
interaccionando con su receptor en el citosol y posteriormente desencadenando cascadas de
sefializacion que lleva a la activacién de diversos genes (Belh 2002).
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Por lo tanto, es posible que las hembras adultas presenten una menor proporcion de células
dafiadas con respecto a los machos, debido a la presencia de estrégenos, a los cuales se les

atribuye un efecto antioxidante.
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10.  ¢Por qué es importante el dafio genotdxico en las células de médula 6sea?

Como se menciono anteriormente la médula ésea es un tejido de suma importancia. En este tejido
se lleva a cabo la hematopoyesis. En este proceso, una poblacién de células madre
hematopoyeéticas pluripotenciales da origen a células progenitoras que proliferan y maduran hacia
los diferentes linajes sanguineos (Montesinos y Mayani 2002). Este tejido se encuentra
continuamente generando nuevas células, un ejemplo de ello es la produccion de eritrocitos y
leucocitos neutrofilos: se sabe que genera 2.5x10! de los primeros y 103 de los segundos. Por otro
lado, en la médula 6sea se lleva a cabo gran parte del proceso de maduracion de los precursores

de los linfocitos By T.

Existen diferentes tipos celulares que se encuentran en la médula 6sea, entre ellos: a) Células
madre hematopoyéticas pluripotenciales (CSHP), capaces de autorrenovarse y originar las células
de los distintos linajes sanguineos, b) Células progenitoras (CPH), incapaces de autorrenovarse.
Estas pueden ser pluri, bi o monopotentes, ¢) Células precursoras de los diferentes linajes linfoide
y mieloide, d) Células maduras que seran posteriormente liberadas al torrente sanguineo y que
representan el Ultimo estadio de diferenciacion de los elementos hematopoyéticos (Alvarado-

Moreno y Mayani 2007).

Por todo lo anterior, los resultados obtenidos en este trabajo indican que los rompimientos de
cadena sencilla en células de médula 6sea, revisten gran importancia; ya que de ser persistente el
dafo, este podria afectar la viabilidad y supervivencia de los distintos tipos celulares que se
encuentran en la médula 6sea, asi como la produccion y diferenciacion del linaje linfoide y
mieloide, ademas de generar dafio permanente en este tejido vital, lo cual podria tener

repercusiones desfavorables en la homeostasis del organismo.
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11. Conclusiones

El pentoxido de vanadio por via inhalada mostré6 tener actividad genotoxica y generar rompimientos
de cadena sencilla en el ADN, en células de médula ésea, esto puede ser debido a la formacién de
especies reactivas de oxigeno y/o a los radicales libres que se producen durante el metabolismo de
este compuesto. O a la interaccion intracelular del pentéxido de vanadio con enzimas, proteinas y

factores de transcripcion.

Hay diferencias significativas entre el grupo de hembras y machos expuestos al mismo tratamiento,
encontrandose que en el grupo de hembras en la tercera y cuarta semana, se observa un
decremento significativo del porcentaje de células que presentan dafio. Y en el grupo de los
machos se encontr6 un aumento gradual del porcentaje de células con dafio durante todo el
tratamiento. Esto puede ser debido al papel que desempefian los estrégenos como un agente
antioxidante, debido a su estructura quimica caracteristica, que no poseen moléculas como la

testosterona y progesterona.

Los grupos controles muestran durante todo el tratamiento un porcentaje de células con dafio
relativamente alto, pero menor que los grupos tratados. Esto se puede deber a que la médula 6sea
es un organo que constantemente se encuentra generando nuevas células, por lo que
frecuentemente se encuentra replicando su ADN y generando fragmentos de ADN (fragmentos de

okazaki).

La importancia de este trabajo radica en que los resultados encontrados se observa un dafio
temprano en el ADN y esto puede tener implicaciones graves de continuar con un dafio constante
en el ADN, debido a que la medula dsea es el principal érgano de produccién del linaje linfoide y

mieloide y esto puede tener implicaciones bioldgicas adversas en el organismo.

Ademas debido a que la ZMVM es una zona densamente poblada con altos niveles de
contaminacion, a los que estamos expuestos diariamente todos los habitantes de la ciudad, es
importante la evaluacion del potencial genotdxico del pentdxido de vanadio en las células de
médula O0sea, como una evidencia mas de los efectos sobre la salud de los contaminantes

atmosféricos.

40



111 Perspectivas

Identificar si hay subpoblaciones en la médula 6sea que presentan mayor susceptibilidad al dafio

por la inhalacién del V20s.

Determinar la generacion de ERO’s y RL asi como identificar los diferentes tipos de dafio que el

V205 causa en el ADN. Asi como identificar si hay dafio en las enzimas de reparacion del ADN.

Determinar si los estrégenos estan implicados en la respuesta diferencial entre hembras y machos.
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