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RESUMEN

La Ciudad de México es una de las mds grandes y contaminadas del mundo. La mayor
parte de la contaminacion que se emite en esta ciudad es debida a las actividades humanas,
particularmente por la quema de combustibles fdsiles y sus derivados como la gasolina:
Entre los contaminantes que se liberan a la atmdsfera por esta fuente podemos mencionar a
metales como el vanadio.

El vanadio es un metal de transicion que puede existir en diversos estados de
oxidacién y la forma pentavalente es la mas tdxica de este metal. Los efectos adversos de
los compuestos pentavalentes del vanadio sobre la integridad y segregacidon de los
cromosomas principalmente en células somaticas ha dado como resultados la induccion de
microntcleos, rompimientos de la cadena de ADN, en diferentes sistemas in vivo e in vitro,
sin embargo hasta ahora hace falta informacidn acerca de la recuperacion del dafio causado
por el pentdxido de vanadio, por lo que en este trabajo se evaluara si hay una reparacion y
reversibilidad del dafio causado por el pentdxido de vanadio.

Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto sobre la morfologia
espermatica, asi como lesiones en el ADN en células espermaticas y sanguineas de ratones
machos de la cepa CD-1 expuestos a pentdxido de vanadio, mediante el ensayo cometa, asi
como la reparacién del dafo después de 0, 1, 2, 3 6 4 semanas al término del tratamiento.
Para ello, se empled un grupo de 24 ratones machos de la cepa CD-1 a los que se les
administré 8.5 pg/g de peso corporal, de pentéxido de vanadio por via intraperitoneal (ip)
cada tercer dia durante 60 dias. Un segundo grupo de 5 ratones fueron los testigos, los
cuales no se sometieron a ningun tratamiento.

Despues del tratamiento, un grupo de 5 animales fueron sacrificados cada semana
hasta completar las 4 semanas de recuperacién, tomando en cada caso muestras de
espermatozoides y de sangre, las cuales se procesaron para la técnica de Electroforesis
Unicelular Alcalina (ensayo cometa) pH>13. En el caso de las muestras de espermatozoides
se procesaron, también para una evaluacién morfoldgica.

Nuestros resultados mostraron una reduccidon del dafio al ADN tanto en células
sanguineas como en espermatozoides de ratén, hubo diferencias en la recuperacién entre
ambos tipos celulares, por lo que las caracteristicas particulares de cada tipo celular influyen
en la rapida eliminacién del dafio. Con respecto a las anormalidades espermaticas, estas se
fueron incrementando alo largo de las 4 semanas en las que se permitid la recuperacion del
dafio.

Estos datos sugieren que el pentdxido de vanadio altera el proceso de espermatogénesis, lo
que resulta en anormalidades espermaticas.
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ABREVIATURAS

Didxido de azufre

Oxidos de nitrégeno

Monéxido de carbono
Compuestos organicos volatiles
Particulas Suspendidas Totales
Anidn vanadato

Pentdxido de vanadio

Triéxido de vanadio

Tetradxido de vanadio

SO,
NO,
co
cov
PST
H,VO,
V,0,
V,0,
V,04

Dinucledtido de nicotidamina y adenina reducido(por sus siglas en ingles) NADH

Fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenida reducido

Aberraciones cromosdémicas
Intercambio de cromatidas hermanas
Micronucleos

Bromodesoxiuridina

Citocalacina-B

Anidn superdxido

Perdxido de hidrégeno

Radical hidréxilo
Intraperitonealmente

Cloruro de sodio

Acido etilendiamin tetracético
Trizma base

Dithiotreitol

Hidréxido de sodio

Adenosin Trifosfato (por sus siglas en ingles)

Metil metano sulfonato

NADHP
AC

ICH

MN
Brdu
Cit-B

H,O,
OH
i.p.
Nadl
EDTA
TRIS
DTT
NAOH
ATP
MMS
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Diepoxibutano DEB
Metavanadato de sodio NaVOs

Dosis Letal 50 LDso



INTRODUCCION

Contaminacion

Los seres vivos estamos expuestos a agentes fisicos, quimicos o bioldgicos de
manera permanente, tanto en el ambiente como en el lugar de trabajo e inclusive en el

hogar (Molina y Molina 2004).

Con el aumento de la actividad industrial en los ultimos afos, la emisidn de sustancias
peligrosas al ambiente también se ha elevado. Estas sustancias generadas durante los
procesos industriales y la de los compuestos subproductos de la quema de combustibles
fdsiles, como lo son el diéxido de azufre, didxido de carbono, los éxidos de nitrégeno,
hidrocarburos, particulas suspendidas y metales, entre muchos otros contaminantes, y
unido a la radiactividad, el calor y al ruido, han propiciado que se alteren los nichos

ecoldgicos (Hu 2002, Rodriguez 2006, Rojas-Lemus et al. 2007).

Cuando la exposicion de un organismo a un agente determinado tiene como
consecuencia efectos nocivos se dice que el efecto es téxico (del latin toxicum, y éste
derivado a su vez del griego toxicon: veneno). Los efectos de los agentes tdxicos sobre los
animales pueden variar segun la naturaleza del agente, la ruta de exposicidn, la duracién de
la exposicién y la dosis recibida (Guachalla y Ascarrunz 2003, Cuenca y Ramirez 2004). La
calidad del aire en México es una preocupacidn permanente, ya que los signos mas
evidentes de su deterioro como el aumento en las molestias y las enfermedades asociadas a

la contaminacidn, son ya cotidianos en las principales ciudades del pais (Semarnat 2002).
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Contaminacion del aire

Se le define como la emisidn de sustancias peligrosas al aire a una tasa que excede la
capacidad de los procesos naturales de la atmdsfera para transformarlos, precipitarlos,

depositarlos o diluirlos por medio del viento y el movimiento del aire (Rodriguez-Lara 2008).

Los contaminantes del aire se deben en gran medida a las actividades antropogénicas
como son los procesos de la industria metalurgica, la combustiéon del petrdleo y sus
derivados durante la generacion de electricidad y la combustion de gasolinas por los
vehiculos de motor, entre otras. Debido a ello, las zonas mas afectadas por este tipo de
contaminacion son las grandes ciudades, en donde la concentracion de estos tdxicos en el
aire y su constante emisidn, favorecen la exposicion crénica y la acumulacién en sus

habitantes, lo cual tiene particular incidencia sobre su salud (Kampa y Castanas 2007).

Contaminacion en las grandes ciudades

Hay tres fuentes principales de contaminacidon atmosférica en las zonas urbanas, es
decir, las emisiones de fuentes mdviles, fuentes estacionarias, la quema a cielo abierto y las
fuentes que pueden clasificarse en grupos de la fuente de generacion: el transporte, la
industria, las plantas de energia, el comercio y el combustible doméstico (Riccardia et al.
2008). La fuente mds importante para los clasicos contaminantes diéxido de azufre (SO,),
oxidos de nitrégeno (NOx), mondxido de carbono (CO), compuestos organicos volatiles
(COV), los metales pesados vy las particulas suspendidas totales (PST) es generalmente la
combustidon de combustibles fésiles. De particular importancia es la quema de combustibles

del transporte por carretera y la generacion de electricidad (Riccardia et al. 2008).

Los contaminantes, sin embargo, parten de algunas similitudes y pueden ser

agrupados en 4 categorias.



1. Gases Contaminantes. Por ejemplo: SO,, NOx, CO, ozono, compuestos organicos volatiles.
2. Contaminantes organicos persistentes (por ejemplo los plaguicidas organoclorados como
el DDT)

3. Metales pesados (por ejemplo, plomo, mercurio)

4. Particulas suspendidas totales (PST).

Los gases contaminantes contribuyen en un mayor grado en las variaciones de la
atmdsfera y son principalmente debido a la combustién de combustibles fdsiles

(Katsouyanni 2003).

Las PST estdn constituidas principalmente por metales, compuestos organicos,
material de origen bioldgico, iones, gases y carbdn; provienen de la produccion de cemento,
la extraccién de rocas y minerales, de los incendios, la erosidn, las emisiones de automdviles
e industrias y de la quema de combustibles fdsiles. Las PST, incluyen a las particulas que
miden entre 0.1 y 100 micras. Las particulas de entre 2.5 y 10 micras (PM,,), y las que miden
de 0.1 a 2.5 micras (PM,;), forman la fraccidn respirable de las PST, las primeras, solo se
depositan en el tejido pulmonar, mientras que la fraccién fina o PM, 5 llega a través de los
bronquiolos respiratorios y la regién alveolar al torrente sanguineo mediante difusién
causando efectos negativos sobre la salud, que se deben principalmente a su componente
metdlico. Las particulas mayores a 10 pm, son particulas que por su peso tienden a
precipitarse con facilidad, razén por lo cual permanecen suspendidas en el aire en periodos
cortos de tiempo. Por lo general no representan riesgos significativos a la salud humana.

(Hinds 1982, Lippmann 1989, HEI 2002, Vallejo et al. 2002, Rodriguez-Lara 2008, INE 2004).

Recientemente la Organizacién Mundial de la Salud concluyé que hay suficiente
evidencia para decir que las particulas suspendidas PM,; son mas dafiinas que las PM,, en
términos de mortalidad y de enfermedades respiratorias y cardiovasculares (Englert 2004,
Molina y Molina 2004, Choi et al. 2004). Las particulas suspendidas en la Ciudad de México

tienen una gran relevancia debido a que estudios epidemioldgicos indican que se produce un



incremento del 1% en la mortalidad por cada 10 pg/m’ de aumento en la concentracién de

PM,, (Molina y Molina 2004).

Estd ampliamente aceptado que algunas de las PST son buenos receptores,
contenedores y vehiculos de componentes toxicoldgicamente relevantes (Vallejo et al. 2002,
Fernandez et al. 2003). Un ejemplo de ello son las particulas generadas por la combustién de
derivados del petréleo. Estas usualmente consisten en un nicleo de carbén en el cual hay
complejas mezclas de compuestos adheridos a ellas, como hidrocarburos poliaromaticos,
toxinas, sulfatos, nitratos y metales de transicién (por ejemplo, vanadio (V) y manganeso
(Mn)) (Sorensen et al. 2005, Katsouyanni 2003). Se considera que estos ultimos pueden
jugar un papel muy importante en la induccién de efectos téxicos en los sistemas biolégicos

(Ghio et al. 2002).

Las PST también estdn fuertemente asociadas con enfermedades pulmonares,
incluido el cancer. Se sabe que causan dafo al ADN, a proteinas y lipidos y estos efectos son

atribuidos a los metales que transportan (Choi et al. 2004).

Metales

Los metales son componentes naturales de la corteza terrestre y se encuentran
ampliamente distribuidos en el ambiente. Algunos de ellos como el calcio (Ca), cobalto (Co),
cobre (Cu), fierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso(Mn), niquel (Ni) y Zinc (Zn), son
micronutrientes y constituyen parte esencial en los sistemas bioldgicos. En la célula catalizan
reacciones, son mediadores en el metabolismo y en el transporte de oxigeno, estabilizan
macromoléculas y estan involucrados en la traduccién de senales (Ferré-Huguet et al. 2007,
Lewin 2000, Nelson y Cox 2004). Sin embargo, en concentraciones altas algunos de ellos

tienen propiedades genotdxicas y carcindgenas (Rodriguez y Altamirano 2006).



Aunque también son la mayor categoria de contaminantes globalmente distribuidos,
es notable su tendencia a acumularse en algunos tejidos del cuerpo humano y su potencial
téxico a concentraciones relativamente bajas (Hu 2002). La exposicidon constante a ciertos
metales se ha relacionado con la inflamacién de los tejidos, dafio celular y cancer,
particularmente de pulmén y piel (Leonard et al. 2004). Cada metal tiene sus propios
mecanismos de accién algunos pueden producir efectos adversos por si mismos, mientras

que otros interactiian con otros factores de manera sinérgica (Leonard et al. 2004).

Metales pesados

Los metales pesados incluyen elementos basicos metdlicos tales como el plomo (Pb),
mercurio (Hg), cadmio (Cd), plata (Ag), niquel (Ni), vanadio (V), cromo (Cr) y manganeso
(Mn). Estos son componentes naturales de la corteza terrestre; ellos no pueden ser
degradados o destruidos, y pueden ser transportados por aire, y entran en el agua y en el

alimento de consumo humano (Jarup 2003).

Adicionalmente ellos pasan a formar parte del ambiente a través de una gran
variedad de fuentes, incluyendo la combustion y las descargas de las aguas residuales e
instalaciones industriales. Una pequefia cantidad de ellos entra al cuerpo humano donde,
como elementos traza, son esenciales para mantener las reacciones metabdlicas normales.

Sin embargo, a altas concentraciones pueden llegar a ser téxicos (Jarup 2003).

Muchos metales pesados son peligrosos porque tienden a bio-acumularse en el
cuerpo. La bioacumulacidn significa un incremento en la concentracién de un quimico en un
organismo bioldgico por algun tiempo, comparado con la concentraciéon de un quimico en el
ambiente (Kampa y Castanas 2007). Cuando se acumulan en los tejidos causan alteraciones
principalmente en el tracto respiratorio y en los sistemas: nervioso, hematopoyético y
cardiovascular, ademas producen dafio renal, alteraciones en la fertilidad y recientemente se

ha observado relacién con el desarrollo de diferentes tipos de cancer (Rodriguez-Lara 2008).
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Los principales metales considerados contaminantes del aire son; plomo, cobre,
cromo, cadmio, manganeso, mercurio, zing, hierro, berilio, talio, aluminio, niquel, entre otros
(Jarup 2003, Rodriguez-Lara 2008). Algunos metales como el plomo y el cadmio se han
estudiado ampliamente debido a sus efectos tdxicos. Sin embargo, existen en el aire otros
metales, cuyos efectos sobre la salud han sido pobremente estudiados. Un ejemplo de ello
lo constituye el vanadio, el cual es un metal pesado que en las ultimas décadas ha tomado
importancia debido a un incremento de su concentracién en la atmdsfera, principalmente en

las grandes urbes, como la ciudad de México (Fortoul et al. 2002).

Vanadio

El vanadio (V) es un metal ampliamente distribuido tanto en la naturaleza como en
los sistemas bioldgicos y es uno de los elementos traza presente en los combustibles de tipo
fdsil. En la corteza terrestre ocupa el lugar 22 entre los elementos mdas abundantes con una
presencia de 0.014 a 0.02%. Participa en la sintesis de clorofila en organismos fotosintéticos y
es un micronutriente para varias especies marinas y terrestres. Su requerimiento para los
humanos no ha sido confirmado, pero debido a sus muiltiples mecanismos de accién se ha
estimado que, en el caso de ser necesario, la ingesta aproximada seria de 15 pg/dia

(Lagerkvist et al. 1986, EFSA 2004).
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Caracteristicas Quimicas

Es un metal de color grisdceo con densidad de 6.11 g/cm’. En la tabla periddica se
ubica como primer elemento de transicion del grupo VB, con nimero atémico 23, peso
atémico 50.90, punto de fusién 1950°C y punto de ebullicién de 3600 °C. Existe en diferentes
estados de oxidacion que van de -1 a +5, y generalmente pasa de un estado a otro por
transferencia de un electrén a través de procesos de oxido-reduccidn. Sin embargo, sdlo los
tres estados mas altos, V", VV y V', respectivamente, tienen funciones bioldgicas
reconocidas (IPCS 1988, Rehder 1991, Hirao 2000, EFSA 2004). Tiene una posicién
excepcional dentro de los biometales, ya que participa en los procesos bioldgicos en forma
de anién o catién. En condiciones fisioldgicas V' predomina como anién vanadato (H,VO,) y
VY como catién vanadilo (VO*); aunque pueden presentarse otras especies de cationes y

aniones tanto de V¥ como de VV.

Usos

El vanadio es altamente usado en las industrias del acero, quimica, electrénica y de la
ceramica; ademas de que algunos compuestos tienen varios usos farmacoldgicos, tales
como, tratamiento de la diabetes, anticonceptivo vaginal, suplemento nutricional, ayuda a
mejorar el rendimiento fisico de los atletas durante su entrenamiento y en la prevencién de

carcinomas (Friberg et al. 1986, Aragdn y Altamirano 2001, Chandra et al. 2007).

Sus usos industriales, en la metalurgia, son principalmente en la manufactura de
aleaciones de alta resistencia y baja corrosion; forma amalgamas principalmente con el
aluminio (Al), el titanio (Ti), el boro (B), el cromo (Cr), el niquel (Ni), el manganeso (Mn) y el
tungsteno (W). Se utiliza en la preparacién de vidrio, de pinturas de aplicacién comun, en
colorantes para fotografia y cinematografia. En la industria agricola se emplea en la
elaboracién de fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes, ademas es
empleado en la produccién de acido sulfurico y caucho sintético. Se utiliza en materiales de

superconductividad y es importante en la industria de la energia atémica, en la construccion
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de maquinaria aérea y tecnologia espacial (Stokinger 1981, Baroch 1983, Lagerkvist et al.

1986, Carson et al. 1987, Alessio et al. 1988, IPCS 1988 y 2001).

Para los procesos industriales el vanadio se obtiene de los minerales
cuprodescoloicita, descloicita, patronita, roscolelita, vanadinita, carnotita, corvuosita y
fernandinita, entre otros menos abundantes que generalmente contienen sales y 6xidos de

este metal en forma de V", V' y V" (Baroch 1983).

Se conocen gran cantidad de compuestos inorganicos de vanadio y los mas utilizados
en la industria y que son de interés toxicolégico son: el pentdxido de vanadio (V,0s), es una
sal de color amarillo-rojizo, con punto de fusién de 1750 °C'y punto de ebullicién de 690°C, es
un agente quimico peligroso, su limite de exposicion ocupacional a polvos y humos es de
0.05 mg/m’. El triéxido de vanadio (V,05) se funde a 1970 °C, es una sal de color negro que al
contacto con el aire se cristaliza de manera gradual en indigo-azulado formando tetréxido
de vanadio (V,0,) y se descompone al calentarla produciendo humos muy téxicos. El V,0, es
un polvo azul-negro que se usa para catalizar varias reacciones a temperaturas elevadas, es
muy irritante y se funde a 1976 °C (Baroch 1983, Lagerkvist et al. 1986, Carson et al. 1987,
Alessio et al. 1988, IPCS 1988 y 2001, Budavari et al. 1996).
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CUADRO 1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE COMPUESTOS DE VANADIO

MNombre Peso molecular Estado de oxidacion Densidad Sclubilidad
(formula quimica) (g/em’)
Pentoxido de vanadio 181.88 V 3.357  Ligeramente soluble en agua. 8 gL a 20 °C.
V.00 Soluble en anhidrido acético, acetato de etilo
) v acetona
Metavanadato de amenio 116.98 vV 2326 Solubleenaguwa, 52gL al3°C 695gL a
(NH,VO,) 94 °C. Insoluble en alcohol, eter 0 NH,CI1
Metavanadato de sodio 121.93 V Sin datos  Soluble en agua, 211 gl a 25 °C. 388 gL a
(MNaVO,) 75°C
Ortovanadato de sodic 183.91 V Sin datos  Soluble en agua
(Na,WVO,)
Omitricloruro de vanadio 173.30 V 1.829  Se descompone en solucidn. Soluble en alco-
(VOC1,) hol. éter v acido acético
Tetroxido de vanadio 165.88 IV 43390 Soluble en acidos o bases. De inscluble a poco
V.0 soluble en agua *.
Sulfato de vanadilo 163.00 IV Sin datos  Muy soluble en agua fiia (20-25 °C)
(VOSO,)
Tetracloruro de vanadio 192.75 IV Sin datos  Se descompone en solucicn
(VCl
Dxidﬁ]anwc- de vanadio 137.83 IV 188 Se descompone en agua fria. Soluble en deido
(VOCL) nitrico diluide
Trioxmido de vanadio 149 88 III 487 Ligeramente soluble en agua fria. Scluble en
V.05 agua caliente, acido nitrico, acide hidroflucr-
hidrico v bases
Triclorure de vanadio 157.30 III Sin datos  Soluble en alcohol absoluto v éter. Se

(et

descompone en agua (de 3 a 18 °C).

Tomado de Rodriguez y Altamirano (2006)

Contaminacién por Vanadio

En la naturaleza el vanadio no se encuentra en forma pura, por sus propiedades
intrinsecas es propenso a reaccionar con otros elementos. El vanadio ha tomado
importancia como contaminante ambiental en las ultimas décadas; se emite a la atmdsfera
principalmente en forma de vapores y polvos de V,0; debido a actividades antropogénicas
como la quema de combustibles fdsiles (Fortoul et al. 2007). Estos compuestos son
redistribuidos y se acumulan en los ecosistemas en concentraciones que pueden ser toxicas
para los organismos, sobre todo en zonas urbanas e industriales en donde se encuentra en

elevadas cantidades (Aragén y Altamirano 2001).
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La siderurgia del acero es uno de los procesos que libera grandes cantidades de
vanadio a la atmdsfera. Se ha estimado que de las 64 mil toneladas de vanadio descargadas
anualmente, alrededor del 91% son producto de la actividad industrial, de la combustién de
petréleo, carbdn y aceites pesados, y el resto son derivadas de la erosién del suelo,
emisiones volcanicas e incendios forestales (WHO 2001). Los recursos de vanadio a nivel
mundial excedieron los 63 millones de toneladas en enero del 2008. Los principales
exportadores de aleaciones de aluminio-vanadio y vanadio metalico son México con 2 540
000 kg de peso bruto, Canada 716 000 kg, Japon 46 400 kg, Reino Unido 6 030 kg, India 1
060 y Alemania con 110 kg (Cuadro 2) (USGS 2007).

Cuadro 2. Principales paises importadores y exportadores de ferrovanadio,

pentdxido de vanadio y otros oxidos.

Ferrovanadio Pentodxido de | Otros o6xidos e
(Kg) vanadio (Kg) hidréxidos (Kg)

Importadores

Austria 19 900 183 8390

Canada 88 700

China 19 000 17 000

Republica Checa 60200

Alemania 226

Korea 29 400

Sudafrica 92100

TOTAL 217 000 109 000 8390

Exportadores

Bélgica 18 400

Brasil 2710

Canada 12100 2070 217

Alemania 6 540

México 396

Rusia 45700

TOTAL 12 500 2070 73 600

(USGS 2007)
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Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climaticas, la posicidn
geografica y de las condiciones de urbanizacidn, entre otros factores. En las grandes urbes
se han detectado concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 pg/m’® (Lagerkvist et al.
1986, IPCS 1988). Para la Ciudad de México se han reportado valores que alcanzan los 0.114
pg/m? en aeroparticulas de 10 pm y de 0.093 pg/m’ en las de 2.5 um (Gutiérrez et al. 2006).
En el agua para beber se describen valores por debajo de 10 pg/L, con un promedio de 4.3
pg/L. Cantidades altas, que van de 49.2 a 70 pg/L, se han encontrado en rios cercanos a
minas y mantos acuiferos ubicados cerca de zonas industriales en Norte América, Europa,
China y Japodn (Lagerkvist et al. 1986, IPCS 2001). El desgaste de las rocas ocednicas y de los
minerales terrestres libera vanadio en el agua y en el aire.

Se considera que la concentracion promedio de este metal en el suelo es alrededor
de 100 pg/g de peso seco, pero en suelos cercanos a plantas metaldrgicas los valores

superan los 400 pg/g (Lagerkvist et al. 1986, IPCS 1988 y 2001).
Exposicion, Absorcion y Metabolismo

La entrada de vanadio al organismos de los mamiferos ocurre a través de la piel, el
tracto gastrointestinal y el sistema respiratorio (Rodriguez y Altamirano 2006), y se sabe
que la eliminacién del vanadio del organismo es bifasica con una fase rapida (10-20 h) y una

fase terminal larga (40-50 dias) (Ivancsits et al. 2002).

La exposicion a altas concentraciones de vanadio en el aire puede ocurrir en lugares
de trabajo. En estos casos la inhalacién es la principal ruta de entrada al cuerpo y puede
resultar en una neumonia severa asociada con irritacion en las membranas mucosas y
desordenes gastrointestinales. Las cenizas de algunos compuestos de vanadio en el
ambiente producen irritacion de los ojos, nariz y garganta. La inhalacién por largos periodos
produce bronquitis crdnica, lesiones en la piel, leves temblores de las extremidades y una

coloracién verdosa en la lengua (IAOH 2007).
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Mientras que para la poblacién en general la principal via de exposicion es la comida;
el agua para beber contribuye en un menor grado, aunque se han registrado altas
concentraciones de vanadio en algunos abastecimientos de agua en dreas volcanicas. Otro
importante recurso de exposicidon a vanadio es el uso de suplementos minerales en la dieta,

los cuales pueden proveer mas de 10 mg vanadio/dia (EFSA 2004, Villani et al. 2007).

Altas cantidades de vanadio pueden ser encontradas en la pimienta negra, setas,
perejil y mariscos. En general el pescado y los mariscos contienen altas concentraciones de
vanadio comparado los otros alimentos. Como dato adicional e importante, altas
concentraciones de vanadio (de 1 a 8 ppm) han sido detectadas en el humo de tabaco

(Ivancsits 2002)

Los estados biolégicamente relevantes del vanadio son los siguientes: vanadato V (V),
el estado pentavalente usualmente como oxianién (p.e. HVO,”), esta forma predomina en el
espacio extracelular y vanadilo V(IV), el estado tetravalente usualmente como oxication (p.e.

VO™), més estable y predomina intracelularmente (Fortoul et al. 2002, SCF 2004).

En el plasma, el vanadio (V) es rapidamente reducido a vanadio (V) generalmente por
antioxidantes del plasma y se transporta unido a proteinas (Evangelou 2002). Sin embargo,
ambos estados de oxidacion existen en el plasma debido a que el vanadilo (IV) sufre

oxidacion espontanea a vanadato (V) in vivo (Mukherjee et al. 2004).

El vanadilo es transportado principalmente por albumina y transferrina y el vanadato
solo por transferrina; de esta manera el vanadio es transportado a los dérganos y tejidos
(Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005). Aproximadamente el 90% del vanadio en el
plasma se encuentra primordialmente como vanadilo unido a transferrina y albumina

(Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002, lvancsits et al. 2002).
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Siguiendo el transporte en el plasma, la distribucion del vanadio en el organismo es
rapida (t,, 1 hora) (Barceloux 1999) se acumula principalmente en hueso, rifidn, higado, bazo
y en menor grado en pulmones y testiculo (Aragén y Altamirano 2001, Evangelou 2002,
Rodriguez y Altamirano 2006, Chandra et al. 2007). También se ha detectado en corazén,
tiroides, cerebro, musculo esquelético, médula dsea y tejido graso. Los drganos que no
remueven con facilidad el metal son hueso, musculos y pulmdén, donde permanece por

tiempo prolongado (Sharma y Talukder 1987, Alessio et al. 1988, Elinder et al. 1988, French y
Jones 1993).

El vanadilo como catidn libre tiene habilidad limitada para atravesar las membranas
celulares, pero el vanadato (V) que usualmente predomina en el espacio extracelular, a pH
neutro se absorbe 5 veces mas que el vanadilo (Barceloux 1999, Evangelou 2002). Esta
bioreduccién puede ser llevada a cabo por: glutation celular, catecolaminas, cisteina, NADH,
NADHP y L-acido ascérbico (Rodriguez-Mercado et al. 2003), subsecuentemente se une a
proteinas (Evangelou 2002). Su reduccién es regulada por los mecanismos redox de la célula

que controlan el equilibrio de los estados de oxidacién del vanadio (Evangelou 2002).

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

producir toxicidad inmediata (Mukherjee et al. 2004).

Las formas tetra y pentavalentes del vanadio son las mas estudiadas debido a que
estas son capaces de reaccionar con la maquinaria genética; ellos pueden interactuar con los
grupos fosfato y los grupos alcohol del azicar de los nucledtidos para formar complejos que
inhiben o estimulan la actividad de enzimas del ADN o del ARN (Crans et al. 1989, Baran

2000, Pyrzynska y Wierzbicki 2004).
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En estudios de inhalacidon y de administracion oral en animales de laboratorio, el
vanadio absorbido en los estados pentavalente o tetravalente, se distribuye
fundamentalmente en los huesos, el higado, el rindn, el bazo y también se detecta en los
testiculos. Su principal via de excrecién del vanadio es a través de la orina y su pauta de
distribucidon y excrecién indica que es posible la acumulacién y retencién del vanadio

absorbido, sobre todo en los huesos (IPCS 2001).

En un estudio realizado por Fortoul et al. (2002), se detecto que la cantidad de
vanadio aumentd en pulmdn en autopsias practicadas a residentes de la Ciudad de México
que vivieron en la década de los 90 (1.36+0.08 pg/g en peso seco de pulmén) en
comparacion con los que vivieron en la década de los 60 (1.04 + 0.05 pg/g en peso seco de
pulmén). Las concentraciones halladas no correlacionaron con el género, la edad, los
habitos al cigarro, su ocupacién o la causa de muerte. Por otro lado, se detectaron valores
de 0.42 + 0.24 ng/mL de vanadio en muestras de sangre de estudiantes de la ciudad de
Taiwan, cuando en la literatura se reportan valores de 0.10+ 0.07 en residentes cercanos a
zonas industriales y de 0.032 a 0.095 ng/mL para la poblacidn general. Lo anterior indica que
los taiwanenses estan expuestos ambientalmente a elevadas cantidades de vanadio y el aire
representa tanto para estos habitantes como para los de la Ciudad de México un riesgo para

la salud (Rodriguez y Altamirano 2006).

Importancia Bioldgica

Al vanadio se le ha considerado como elemento esencial para muchas especies de
algas, animales invertebrados como tunicados (ascidias) y anélidos poliquetos; asi como en
pollos y roedores (Rehder 1991y 1993, WHO 2001). Se sabe que es un constituyente esencial
de varios sistemas enzimdticos como algunas nitrogenasas de cianobacterias,
haloperoxidasas en microalgas, liquenes y hongos (Crans et al. 2004), asi como en

peroxidasas de algas marinas.
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En pollos, una dieta deficiente de vanadio reduce el peso y la produccién de huevo,
retarda el crecimiento de plumas y el desarrollo esquelético, altera la concentraciéon de
triglicéridos y de colesterol en plasma (Kubena y Phillips 1983). En ratas la deficiencia afecta
la funcidén de la tiroides, provoca anemia y cambios en el crecimiento de huesos, cartilago y
musculo, disminuye el indice de fertilidad y la producciéon de leche durante la lactancia

(Nechay 1984, French y Jones 1993).

En alimentos de consumo cotidiano: semillas de cultivo, frutas, vegetales, carnes y
derivados animales, se han determinado cantidades apreciables de vanadio Il y IV, en los
cuales hay una diferencia muy marcada en cuanto a la concentracién de vanadio en los
alimentos en fresco y los productos procesados, que van de 0.1 a 50 pg/kg de peso hiumedo

y de 40 a 2000 pg/kg de peso seco, respectivamente (WHO 1988, French y Jones 1993, Rojas
etal. 1999).

Se tienen datos de que el vanadio puede encontrarse exclusivamente en los tejidos
de mamiferos en su estado de oxidacidn IV. Experimentalmente se ha demostrado que
después de una exposicidn a vanadio IV o vanadio V, el que circula en la sangre es la forma IV
y pruebas in vivo e in vitro demuestran que en los fluidos del cuerpo y en el interior de las
células respectivamente, el vanadio V es reducido a vanadio IV por distintas biomoléculas
como el glutatién, acido ascdrbico, catecolaminas y muchos péptidos (Cantley y Phillips
1979, Sakurai et al . 1980, Nechay et al. 1986, Sakurai 1994, Rehder 1991), por lo que la forma
reducida de este metal mantiene un contacto permanente con los tejidos, las células y los

componentes celulares.

El vanadio IV tiene una fuerte afinidad por las moléculas fosfatadas, las proteinas
férricas (transferrina, lactotransferrina y ovotransferrina), el glutatién y varios ligandos
carboxilados (como los 4cidos glutamico, aspartico, ascérbico y citrico), a ellos se une para

formar complejos y se almacena temporalmente (Nechay et al. 1986, Sakurai et al. 1987,

Rehder 1991y 1993).
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Estudios bioquimicos, muestran que el vanadio Il puede ser oxidado a su estado Ill o
IV por la cisteina, las sales de vanadio Il son agentes fuertemente reductores que
reaccionan lentamente con el agua para liberar H" y producir vanadio IV, pero el oxicatién
vanadilo es muy inestable a pH fisiolégico y puede rapidamente oxidarse a vanadio V (VO*)
en la ausencia o disminucion de agentes reductores en la sangre o en el citoplasma celular

(Nechay et al. 1986, Crans et al. 1990).

Genética Toxicologica

El reconocimiento de la mutagénesis, como paso previo para la carcinogenésis y los
peligros potenciales de los agentes mutagénicos para la poblacién humana y la biosfera,
despertd el interés por desarrollar la Genética Toxicolégica como ciencia, de ahi que, desde
los afos 80 en varios paises industrializados se preocuparon por implementar tecnologias
para evaluar las propiedades genotdxicas de agentes quimicos, fisicos y bioldgicos, en
aditivos alimenticios, medicamentos, entre otros. Esta disciplina tiene como objetivo
estudiar las mutaciones inducidas por estos agentes, e identificar como estos agentes, que
son llamados genotdxicos, producen efectos téxicos, letales y heredables sobre el material
genético nuclear o extranuclear en células germinales y somaticas, ademas de enfocar su
atencidon en aquellos niveles de exposicidn que no se consideran tdxicos, porque, aunque no
causan efectos inmediatos facilmente identificables, si dafan el ADN (Seoane 1999,

Guachalla y Ascarrunz 2003, Cuenca y Ramirez 2004, Vinardell 2007).
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Pruebas de Mutagénesis

Algunos campos de estudio de la Genética Toxicoldgica buscan evaluar el riesgo
genético de la ocupacion laboral tratando de establecer una asociacién entre la exposicion a
complejos metdlicos y la presencia de ciertos marcadores de dafio citogenético como son las
aberraciones cromosomicas (AC), los Intercambios de crématidas hermanas (ICH) y los
micronucleos (MN) (Ergene et al. 2007, Bolognesi 2003). Los efectos sobre la integridad y
segregacion de los cromosomas, como los micronucleos, y lesiones primarias en el ADN, asi
como la deteccién por ensayo cometa ya han sido evaluados en muchos tejidos (Leopardi et

al. 2005).

Intercambio de Cromatidas Hermanas, Aberraciones Cromosémicas y Microntcleos

El andlisis del Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH) es una técnica que sirve
para medir el impacto de agentes mutagenos como carcindgenos sobre los cromosomas, y
evaluar el dafo al ADN mediante el incremento en la frecuencia de ICH (Latt et al. 1979). El
ICH representa el intercambio de segmentos homdlogos de cromatida en un mismo
cromosoma, son percibidos mediante tinciones especiales en preparaciones citoldgicas de
cromosomas metafasicos, donde se observan fragmentos de la cromatida tefiida
intensamente y su fragmento homdlogo tenuemente (Latt et al. 1979, Morales 1988). El
método de ICHs es recomendado para detectar mutagenicidad por parte de la Comunidad
Econdmica Europea y la Organizacion para el Desarrollo y Cooperacién Econdémica (Kliesch
et al. 1982), mientras que el Comité de Genética Toxicoldgica de los E.U lo ha incluido como
sistema de prueba para detectar dafo genético por diversos agentes (Morales 1988),
ademas la formacion de ICHs da informacion acerca de la estructura del cromosoma, asi

como la deteccidn de agentes que dafian el ADN o inhiben su sintesis (Morales-Ramirez et al.

1994).
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Aunque el mecanismo de formacién de ICHs adn no es conocido, existe un modelo
que asegura que es un efecto de la reparacion del ADN durante la post-replicacion. Se
sugiere que los ICHs se forman probablemente en ciertas regiones del ADN, particularmente
en los sitios dafados (Tucker et al. 1993). Por otra parte hay otra teoria que es la mas
aceptada, fue hecha por Painter en 1980, donde dice que este fendmeno ocurre al replicarse
el ADN, ya que se forman dos cadenas nuevas de ADN entre las cuales existen intercambios
de fragmentos homdlogos, presumiblemente involucra rompimientos de ADN para su

posterior reunién (Latt et al. 1979, Tucker et al. 1993, Morales-Ramirez et al. 1994).

Para que puedan ser apreciados los ICH, es necesario que ocurran como minimo dos
ciclos continuos de divisidn celular en presencia de un analogo de base nucleotidica llamado
“5-Bromodesoxiuridina” (Brdu), que es un compuesto con la capacidad de incorporarse al
ADN sustituyendo a la timidina en la cadena sencilla que es sintetizada durante su
replicacién; por lo tanto, el resultado de metafases de las células en primera division seran
cromosomas donde sus cromdtidas contengan una cadena doble unisustituida de ADN (una
cadena sencilla normal unida a su respectiva cadena sencilla sustituida con Brdu); mientras
que metafases de células en segunda divisidn resultaran cromosomas donde una de sus dos
cromatidas contendrda ADN unisustituido y la otra estard su cadena doble totalmente

sustituida por la Brdu (Morales 1988).

El analisis de ICH in vitro requiere de cultivos celulares que puedan realizar por lo
menos dos ciclos celulares necesarios para la incorporacion de la Brdu, ellos pueden emplear
lineas celulares como fibroblastos, ovocitos, lineas celulares de pulmdn, de piel, fetal
humana, asi como linfocitos humanos. Se pueden emplear especies como rata, raton,
hamster, conejo, también en plantas, insectos, peces y embriones de pollo. El cultivo de
linfocitos humanos es el mds practico, debido a la facilidad de obtener las lineas celulares, su
buena capacidad de divisidn celular y la facilidad de lectura de los cromosomas humanos

(Perry y Wolff 1974, Nylander 1988, Jacono et al. 1992).
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El estudio in vivo de los ICHs se puede realizar en diversas especies de plantas,

insectos, peces y mamiferos.

El ensayo de Aberraciones cromosdmicas es el mds extensivamente usado y es el
mejor biomarcador validado de efectos bioldgicos primarios en estudios poblacionales. Este
ensayo puede ser utilizado con gran confiabilidad para detectar la exposicién a radiacién
ionizante, asi como la exposicion a quimicos; los cuales usualmente inducen algun tipo
especifico de aberraciones tales como rompimientos o intercambios (Bonassi y Au 2002). Las
aberraciones cromosémicas (AC) se pueden analizar en las células como anomalias
estructurales, ya sean como cromosdmicas, cromatidicas, o huecos. Generalmente son
clasificadas como estructurales o nudmericas. Las aberraciones estructurales incluyen
translocaciones, inversiones, deleciones, inserciones y amplificaciones; mientras que las
anormalidades nimericas involucran pérdidas o duplicaciones de los cromosomas (Basak et

al. 2000, Ergene et al. 2007).

Se sabe que las células con anormalidades cromosdmicas pueden llevar al desarrollo
de cancer como ocurre en la presencia de deleciones y translocaciones en los cromosomas
en la mayoria de las células cancerigenas. Las aberraciones cromosdémicas son predictivas
del desarrollo del cancer, indicando que el ensayo de AC es el biomarcador de efectos mas

importante; especialmente para predecir riesgos en la salud (Bonassi y Au 2002).

Quizas el ensayo citogenético mas frecuentemente utilizado sea la prueba de
micronucleos. Esta consiste en la deteccidn de las variaciones de las frecuencias de células
micronucleadas y generalmente se realiza en linfocitos o eritrocitos. Los microntcleos son
producidos durante la mitosis, cuando un fragmento de cromosoma o un cromosoma entero
no migra con uno de los dos ntcleos hijos formados y se pueden encontrar en cualquier tipo
de célula, somatica 6 germinal y aparecen en el citoplasma de las células que se dividieron

como un pequefio nucleo adicional.
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Algunas de las ventajas de esta prueba son: seguridad en la identificacién de células que sdlo
completaron una divisidon nuclear, sensibilidad, precision, rapidez, simplicidad y una buena

reproducibilidad (Norppa et al. 1993, Bolognesi 2003, Ergene et al. 2007, Udroiu 2007).

Otro tipo de células que también pueden ser examinadas en humanos son las células
uroteliales (Tucker y Preston 1996). Muchos mecanismos diferentes estan involucrados en la
formacion de microntcleos incluidos el rompimiento cromosémico (clastogénesis) y la
interrupcién del huso (aneuploidogenesis), ademas son eventos importantes en la aparicion

del cancery el envejecimiento.

En el ensayo de micronucleos con células binucleadas, las células que han completado
una divisién nuclear son bloqueadas en la citocinesis usando Citocalacina-B (Cit-B) y son por
consecuencia facilmente identificadas por su apariencia binucleada. La Cit-B es un
compuesto toxico que inhibe a la actina, encargada de la formacidn del anillo contractil que
separa al citoplasma para la formacién de las células hijas (Heddle et al. 1983, Sanjeev et al.

2006).

El analisis de micronucleos ha ido ganando popularidad como una prueba de
genotoxicidad in vitro y como biomarcador de exposicién genotdxica en humanos. Esto se
debe a que en comparacién con la prueba de aberraciones cromosdémicas (AC), el conteo en
MN es mds simple, requiere menor tiempo de entrenamiento para su evaluacién y el conteo
es mas sencillo, ademas es estadisticamente mas sensible que la prueba de AC (Norppa y

Falck 2003).
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Electroforesis unicelular en gel (Ensayo Cometa)

La Electroforesis Unicelular en Gel o Ensayo Cometa es un método sensible, seguro y
rapido para detectar rompimientos sencillos de la cadena de ADN, sitios alcali-labiles y
deteccidn de sitios que tardan en repararse, en células eucaridticas individuales y debido a

esto es altamente utilizado en pruebas de genotoxicidad in vitro.

En los dltimos afios la electroforesis unicelular alcalina ha sido una excelente
herramienta en el drea de toxicologia genética, ya que permite la valoracion de dafio
genético in vitro e in vivo en gran variedad de células y tejidos de animales y plantas (Tice et

al. 2000, Lee et al. 2003).

El andlisis implica la deteccidn, bajo condiciones alcalinas, de los fragmentos de ADN
de la célula, que en la electroforesis migran del ntcleo originando una imagen semejante a la
cola de un cometa y estas son las medidas para determinar la extensiéon de dafio al ADN

(figura 1) (Rojas et al. 1999a, Hartmann et al. 2003, Danadevi et al. 2004, Udroiu 2007).

Figura 1. La Técnica del Ensayo cometa, nos permite
visualizar una imagen que semeja un cometa
con cabeza y una cola o cauda

La formacién del cometa deriva de varios mecanismos y los dafios que se detectan

son lesiones iniciales o primarias (Rojas et al. 1999a).
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En condiciones neutras la migracion del ADN de debe a la deteccion de rupturas de
hebra doble, cuando el pH es cercano a 12 la migracidn se da por las rupturas de hebra
sencilla y doble, y si el pH se eleva a 13 0 mas se presentan ambos tipos de eventos, ademas

de rupturas simples producto de sitios sensibles al dlcali (Tice et al. 2000, Rodriguez 2006).

El ensayo cometa fue originalmente desarrollado por Ostling y Johanson (1984) para
cuantificar rompimientos en la cadena de ADN en células individuales expuestas a radiacion
ionizante. En los primeros intentos para detectar el dafio emplearon un sistema en el cual las
células embebidas en un gel de agarosa mostraron un halo de ADN fragmentado alrededor
del nucleo. Después el ensayo se mejord, realizando la lisis en una solucidon detergente
neutra y aplicando un campo eléctrico débil para atraer hacia el anodo los fragmentos de
ADN localizados en el nucleo. Como la corriente eléctrica pasa a través del gel, la doble
cadena de ADN rota se desenrolla y es arrastrada formando una cauda detras de la cabeza
nuclear. El ADN se tifie con bromuro de etidio y las células se visualizan usando un
microscopio de fluorescencia, resultando una imagen parecida a un cometa. Midieron la
cauda y determinaron la diferencia entre células irradiadas y no irradiadas, la longitud se
incrementd con relacién a la dosis de radiacidén, las condiciones neutras limitaron la utilidad
del ensayo ya que fue usado solamente para cuantificar células con y sin dafio al ADN (Tice

et al. 2000, Collins 2002, Bowden et al. 2003).

Un intento por superar las limitaciones cuantitativas, Singh et al (1988), basados en la
electroforesis neutra descrita por Ostling y Johanson(1984) introdujeron la versién alcalina,
aumentando el pH y el contenido de sales en la electroforesis (pH13) para detectar
rompimientos de cadena de ADN Yy sitios alcali-labiles en células individuales, las condiciones
alcalinas causaron la desnaturalizacion del ADN e hicieron al ensayo mas sensible a la
fragmentacion de una sola cadena, midieron la longitud de la cauda del cometa a partir del
primer borde del nicleo y observaron que células con la misma longitud de migracién tenian
diferente intensidad en la cauda (Ashby et al. 1995, Tice et al. 2000, Collins 2002, Olive 2002,

Speit y Hartmann 2002, Bowden et al. 2003, Lee et al. 2003, Faust et al. 2004).
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Posteriormente, Olive y colaboradores (1990) tomaron en cuenta el didmetro de la
cabeza y la longitud de la cauda (midiendo la longitud de la cauda desde el centro de la
cabeza), desarrollaron un método de lisis seguida por electroforesis neutra para detectar
rompimiento de doble cadena y electroforesis alcalina (pH 12.1) para fragmentacién de una
cadena de ADN, sin embargo y debido a que la mayoria de los agentes genotodxicos inducen
rompimientos de una cadena y sitios alcali-labiles, la versién alcalina es la mas aplicada. Por
otro lado y debido a la presencia de caudas cortas con mayor fragmentacion y largas con
pocos fragmentos de ADN, adicionalmente estos investigadores propusieron otro
parametro, la intensidad de la cauda al cual llamaron “momento de la cauda”, el cual se
definié como la distancia entre el centro de la masa de cauda y el centro de la masa de la
cabeza, multiplicado por el porcentaje de ADN en la cauda, esta metodologia requirié de la
ayuda de un sistema de computo para analizar y cuantificar cada imagen de cometa, el
momento de la cauda comenzé entonces a ser la norma para medir el dafio al ADN (Tice et

al. 2000, Collins 2002, Speit y Hartmann 2002, Bowden et al. 2003).

Por su parte Tice et al. (1990) utilizando la electroforesis unicelular alcalina, midieron
el diametro de la célula perpendicular a la direccién de electroforesis para definir la cabeza
del cometa y calcularon el momento de la cauda multiplicando la fraccion de ADN en la
cauda por la mitad de la longitud de la cauda. Debido a que las tres metodologias anteriores
tomaban en cuenta toda la cabeza o la mitad de ella junto con la longitud de la cauda, las
células sin dafio eran registradas como cometas con la longitud de la cauda igual al didmetro
o al radio del nicleo respectivamente, lo cual conduce a que las células intactas tengan un
momento de la cauda. Ashby et al. (1995) proponen medir la longitud de la cauda a partir del
limite posterior del nicleo y el momento de la cauda como el producto de la longitud de la

cauda por el porcentaje de ADN en la misma.

Desde que aparecid el concepto de momento de la cauda, se han desarrollado otras

l“

variantes del ensayo cometa, como son el “momento del cometa” y la “inercia de la cauda”,
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estos sistemas refinados han provisto nuevas vias para observar el dafio al ADN, debido a
que estas variaciones usualmente tienen una aplicacién especifica, no ha sido ampliamente
implantadas. EIl momento de la cauda queda entonces como norma o estandar para los
laboratorios que emplean un equipo de imagenes por computadora en su analisis del ensayo

cometa (Hellman et al. 1995).

Para evaluar el dafio al ADN por medio del ensayo cometa se usan varios parametros,
entre los que se encuentran 1) determinacién del porcentaje de células con cometas, 2) los
cometas son usualmente clasificados en cinco categorias, en el nivel 0 no hay dafio y en 4
estdn las células con el maximo dafo, 3) el uso de un sistema de andlisis de imagen que
determina longitud de la cauda (frecuencia de rompimientos de la cadena) y el momento de
la cauda, los tres pueden ser usados en combinacién o por separado para describir la
magnitud del efecto genotdxico al ADN (Angelis et al. 1999, Tice et al. 2000, Faust et al.

2004)

Estudios de Reparacion del ADN

Debido a sus caracteristicas, el Ensayo Cometa ha sido utilizado para evaluar la
capacidad de la célula eucaridtica para reparar diferentes tipos de dafio del ADN, incluyendo

rompimientos de cadena doble y cadena sencilla, asi como bases dafiadas (Rojas et al.

1999a)

Se ha visto que los rompimientos de cadena sencilla y de cadena doble inducidos por
la radiacidn ionizante son eficientemente reparados en células normales, en donde el 50%
del dafio es reparado en los primeros 15 minutos y la reparacion completa ocurre dentro de
las primeras 2 horas postratamiento. Este rango de reparacion ha sido también demostrado

en linfocitos humanos irradiados (Singh et al. 1990).
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Asi mismo, para investigar si la induccién de dafio al ADN y su reparacién difiere entre
cultivos de linfocitos de diferentes donadores Andersson et al. (2007) midieron el dafio al
ADN inducido por perdxido de hidrogeno. Encontraron que el dafio se incremento
significativamente en todos los cultivos después de 10 minutos de la exposicidn a perdxido y
posteriormente hubo una disminucidon de este dafio en todos los cultivos después de 30
minutos de permitir la reparacién. Contrastando lo anterior Rojas et al. (1996) encontrd un
retardo importante de la reparacién del DNA en linfocitos expuestos a pentéxido de vanadio
en uno de los 4 donadores sanos, lo que implicaria problemas con este sistema en este

individuo.
Genotoxicidad del Vanadio

La evaluacidén de la genotoxicidad del vanadio ha tomado una mayor importancia ya
que se han observado efectos adversos en concentraciones micromolares de estos
compuestos sobre la integridad y la segregacion de los cromosomas en sistemas in vitro
(Ramirez et al. 1997, Ivancsits et al. 2002, Leopardi et al. 2005). Esos descubrimientos han
sido confirmados en estudios in vivo, siguiendo la administracidon intraperitoneal o
intragastrica en ratones, a altas dosis de vanadio en su forma pentavalente y tetravalente

(IPCS 2001, Leopardi et al. 2005, Villani et al. 2007)

La produccion de las especies reactivas de oxigeno y radicales libres, dafiando a las
células y al ADN, se ha propuesto como el principal mecanismo de genotoxicidad de los
compuestos de vanadio. La reduccién del V* a V** dentro de los nucleos lleva a la formacién
del anién superéxido O* y H,0, la cual, en presencia de V** genera el radical hidréxilo OH
(Zhang et al. 2001, Capella et al. 2002). La oxidacién de las bases de ADN, rompimientos de
cadena sencilla y la inhibiciéon de la polimerizacién de la tubulina pueden ser identificados
como eventos genéticos primarios para el ataque de tales especies reactivas (Boonstra y

Post 2004).
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Los efectos genotdxicos han sido evaluados en diversos érganos mediante el ensayo
cometa y los resultados muestran un incremento de la longitud de los cometas en
esplenocitos, en células de médula dsea, en testiculo de ratén, asi como incrementos
significativos de microntcleos en células de la médula dsea y en reticulocitos. También se ha
determinado la concentracion de vanadio contenida en higado, rifidn, bazo, hueso,
estdomago, intestino delgado y testiculo, lo cual no mostrd resultados significativos en el
peso de cada érgano, ni en el peso corporal al final del tratamiento (Leopardi et al. 2005,

Villani et al. 2007).

En un estudio reciente Attia et al. (2005), encontré que el ortovanadato, en una sola
administraciéon no produjo retraso en la meiosis, mientras que en los espermatozoides las

hiperploidias se incrementaron significativamente.

Toxicidad Reproductiva del Vanadio

La toxicidad reproductiva puede ser definida como el estudio de la produccién de
efectos adversos en el sistema reproductivo como resultado de la exposicion a agentes
ambientales, siendo manifestaciones de toxicidad: las alteraciones en el comportamiento
sexual, la reduccién de la fertilidad, las interrupciones del embarazo y la modificacion de

funciones que dependen de la integridad del proceso reproductivo (Ciganda 2000).

Los efectos tdxicos del vanadio en el sistema reproductor son de especial interés
debido a que estos sistemas estan involucrados en la formacién de gametos, asi como en el
desarrollo de los mismos, y por esto tales efectos pueden afectar a las siguientes
generaciones; algunos reportes describen el potencial toxicoldgico del vanadio en el sistema
reproductor de los machos, en los cuales se ha observado que compuestos como el
metavanadato de sodio y amonio, asi como el pentdxido y tetradxido de vanadio, producen
un decremento en el peso testicular y alteraciones en la espermatogénesis tales como
reduccién en los conteos espermaticos, alteraciones morfoldgicas en la cabeza de los

espermatozoides y disminucién de la motilidad de los mismos; asi como degeneracion de las
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células, células apoptdticas en la periferia de los tubulos seminiferos, rompimiento de los
tubulos, asi como la pérdida de la maduracidén y elongacién de espermdtidas (Altamirano et
al. 1996, D’Cruz y Uckun 2000, Aragdn y Altamirano 2001, Aragdn et al. 2005, Chandra et al.

2007).

Ademas estos compuestos, disminuyen la fertilidad y fecundidad, ya que provocan
una disminucién en el nimero de implantaciones, asi como un incremento en la frecuencia
de reabsorciones y de fetos con bajo peso en hembras prefiadas por machos expuestos a
este metal (Domingo et al. 1986, Llobet et al. 1993, Altamirano-Lozano et al. 1996, Aragén y

Altamirano 2001, IPCS 2001, Morgan y El-Tawil 2003, Aragon et al. 2005).

Espermatozoide

El espermatozoide o gameto masculino es una célula diferenciada producto del
proceso de espermatogénesis que ocurre en los tubulos seminiferos (Curtis y Barnes 1996,
Merchant 1991).

Los espermatozoides estan compuestos por la cabeza, cuello y la cola o flagelo (figura 2)

La cabeza esta constituida por:

1. El acrosoma: Se origina a partir del aparato de Golgi de la espermatida, contiene
enzimas hidroliticas necesarias durante la penetracion de la corona radiada y la zona

pelicida del ovocito por parte del espermatozoide.
2. El nldcleo: Contiene el ADN condensado asociado con proteinas nucleares llamadas

protaminas. El complejo protamina-ADN es estabilizado por puentes disulfuro entre las

protaminas. El nicleo se encuentra recubierto por el capuchdn cefdlico acrosémico.
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3. El citoesqueleto: Se encuentra en el espacio que hay entre el acrosoma y la
membrana plasmatica. Tiene una funcién estructural, ya que define la forma de la cabeza, y
otra funcional que ayuda a la penetracion del espermatozoide en el évulo durante la

fertilizacion (Geneser 2000, Ross y et al. 2004).

El cuello es muy corto y se fija a la placa basal. Contiene 9 columnas segmentadas de
las cuales se originan las fibras densas externas, detrds de la placa basal se encuentra el

centriolo proximal.

La cola esta formada por pieza intermedia, principal y terminal.

1. La pieza intermedia: Contiene dos microtibulos centrales rodeados por nueve
pares de tubulos periféricos formados por tubulina y actina. A esta estructura se le denomina
axonema o complejo axonémico. Nueve fibras gruesas que se unen a las columnas
segmentadas, estas fibras gruesas acompanan los tumulos dobles del complejo axonémico.
Mitocondrias dispuestas de forma helicoidal, alrededor de las fibras densas externas y del
complejo axonémico, las cuales proveen la energia para el movimiento de la cola.

2. La pieza principal: contiene la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del
complejo axonémico.

3. Pieza terminal: Contiene el complejo axonémico (Geneser 2000, Ross y et al. 2004).
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Figura 2. Estructura del espermatozoide de ratén

Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso que se lleva a cabo en los tibulos seminiferos del
testiculo y consta de una serie de etapas de divisidn y diferenciacién celular, cuya duracién
es dependiente de la especie; en el humano es de 74 dias, en la rata es de 53 dias y en el
ratén es de 35 dias (Johnson y et al. 1997).

Durante este proceso se llevan a cabo una serie de divisiones mitéticas de las
espermatogonias seguidas de dos divisiones meidticas de los espermatocitos y cambios
morfoldgicos de las espermatidas que dan origen a los espermatozoides. Este proceso inicia
en la pubertad, se mantiene durante toda la vida, y disminuye durante la senectud. (Geneser

2000, Ross y et. al. 2004) (Figura 3).

La organizacion de los diferentes tipos celulares que comprenden Ila

espermatogénesis en los tubulos seminiferos se le conoce como ciclo del epitelio seminifero.



Este para su estudio se ha sido dividido en catorce etapas o asociaciones, que se
identifican con nimeros romanos (I hasta el XIV).

A cada etapa o asociacidn se le clasifica tomando en cuenta la estructura y morfologia
del nicleo de la célula germinal. En las etapas | a la VIII se identifican espermatogonias,
espermatocitos, espermatides redondas y espermatozoides. En las etapas IX a la XIV se
observan espermatocitos y espermatides alargadas en diferentes estadios de desarrollo

(Mendoza 2007).

Este proceso se divide en tres fases (Pineau et al. 1999)

1. La fase proliferativa o mitdtica en la que las espermatogonias son capaces de reponer su
propia reserva y experimentar una serie de divisiones mitdticas. Las espermatogonias tienen
un doble fin, producir espermatocitos primarios y mantener el nimero de espermatogonias.
2. La fase meidtica involucra a los espermatocitos diploides los cuales sufren dos divisiones
consecutivas para producir espermatidas haploides, y

3, La espermiogénesis corresponde a la metamorfosis de las espermatidas a

espermatozoides (Bizarro 2002).

Espermatogonia

La espermatogénesis inicia con las espermatogonias tipo A que son células diploides
que se apoyan en la membrana basal de los tubulo seminiferos, que proliferan por divisiones
mitdticas. Las espermatogonias tipo A tiene 4 divisiones mitdticas consecutivas A;, A;, Az, A,. .
La espermatogonia A al dividirse mitdticamente da origen a la espermatogonia intermedia,
que al dividirse da origen a la espermatogonia tipo B (Curtis y Barnes 1996, Geneser 2000,

Veldsquez 2008, Ross et. al. 2004) (Figura 3).
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Espermatocitos

Las espermatogonias tipo B se diferencian por medio de una division mitdtica para
formar los espermatocitos primarios, que son células con nucleo esférico y tiene las
caracteristicas de las espermatogonias de tipo B. Los espermatocitos primarios duplican su
ADN poco después de formarse y antes de que inicie la meiosis (preleptoteno). En este tipo
celular se inicia la primera division meidtica o reduccional. Como resultado de esta primera
divisiéon se forman dos espermatocitos secundarios. En los espermatocitos secundarios se
inicia la segunda division meidtica y se forman dos espermatidas redondas por cada

espermatocito secundario (haploides) (Curtis y Barnes 1996; Veldsquez 2008).

Espermiogénesis

La transformacién de la espermatida en espermatozoide se denomina
espermiogénesis. En esta etapa, el material nuclear se compacta y forma la cabeza del
espermatozoide; los centriolos se reorganizan e inician el armado de nueve dobletes
microtubulares periféricos y los dos tubulos centrales que dan origen al axonema de la cola

del espermatozoide, que en conjunto constituyen el flagelo.

Alrededor de la envoltura nuclear se forma el granulo acrosémico, a partir del
aparato de Golgi, este granulo posteriormente se transforma en el acrosoma, que rodea la
parte anterior de la cabeza del espermatozoide. En la pieza media se reorganizan las
mitocondrias; finalmente se elimina la mayor parte del citoplasma que es fagocitado por las

células de Sertoli (Geneser 2000, Ross et. al. 2004).
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Los espermatozoides son liberados a la luz del tubulo seminifero y transportados al
epididimo donde maduran estructural y funcionalmente; proceso conocido como
capacitacion; del epididimo se van a los conductos deferentes donde se almacenan la
mayoria de ellos. Estos conductos desembocan en los conductos excretores de la vesicula
seminal.

El conducto deferente de cada testiculo entra en la prdstata y se unen en la uretra
que se prolonga internamente por el pene (Curtis y Barnes 1996, Ross et. al. 2004, Geneser

2000, Veldsquez 2008).

Testiculo
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" © £ Espermatocitos Espermdtides
S < S
= S5 . o
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45 35 28 21 14 7 O dias

Figura 3. Proceso de espermatogenesis en ratén (Marchetti y Wyrobek 2008)

Condensacion de la cromatina del espermatozoide

La condensacion de la cromatina espermatica es un evento importante que ocurre
durante la espermiogénesis; la estructura consiste de ADN y proteinas heterogéneas. Su
importancia radica en proteger al ADN espermatico durante el transporte del genoma

paterno a través del tracto reproductivo del macho y de la hembra (Holstein et al. 2003,

Uriostegui 2007).

Este proceso inicia cuando las espermatidas estan en su etapa de alargamiento y las
histonas son removidas y reemplazadas, por proteinas nucleares denominadas protaminas;
adicionalmente en la maduracién epididimal se forman puentes disulfuro, haciendo al ADN
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unas 6 veces mas compacto con un volumen 40 veces menor que el de una célula somatica;
este empaquetamiento le permite al nucleo espermatico tener una estabilidad adicional

necesaria para asegurar la integridad del material genético (Uriostegui 2007, Gil et al. 2007).

Se ha demostrado que la cromatina de las células germinales pueden ser blanco de
algunos contaminantes ambientales y laborales como el vanadio (Sega et al. 1976, Uridstegui

2007).

Se ha descrito que la alteracion en la cromatina espermatica puede resultar de la
interacciéon de diversos compuestos con el ADN. Los estadios de espermdtida tardia y
espermatozoide son etapas sensibles al efecto genotdxico causado por agentes
ambientales. Esta sensibilidad se debe, por una parte, a la falta de capacidad de reparacion

del ADN en estos estadios (figura 3) (Uridstegui 2007).
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JUSTIFICACION

Considerable atencién ha traido en recientes anos la evaluacién de la
genotoxicidad de los compuestos de vanadio. Los efectos adversos de los compuestos
pentavalentes del vanadio sobre la integridad y segregacién de los cromosomas
principalmente en células sométicas ha dado como resultados la induccién de
micronucleos, rompimientos de la cadena de ADN, intercambio de croméatidas hermanas

(ICH) y aberraciones cromosémicas en diferentes sistemas /in vivo e in vitro.

Sin embargo hasta ahora hace falta informacién acerca de la recuperacion del
dano causado por metales como el pentéxido de vanadio, por lo que en este trabajo se
evalud si hay una reparacién y reversibilidad del dafio causado por el V,0s al analizar la
morfologia espermatica, asi como las lesiones al ADN en los espermatozoides y el dafo
al ADN en las células sanguineas con respecto al tiempo de recuperacién mediante la

técnica de electroforesis unicelular.
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HIPOTESIS

La exposicion de ratones macho de la cepa CD-1 a pentéxido de vanadio a una
dosis de 8.5 ug/g de peso, durante 60 dias, cada tercer dia, causa alteraciones
morfoldgicas en los espermatozoides y dafio al ADN en diferentes tipos celulares, sin
embargo, si eliminamos la fuente de exposicién y dejamos recuperar a los animales 1, 2,

3 6 4 semanas, el dafno observado disminuird con respecto al tiempo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

B Evaluar el efecto sobre la morfologia espermaética, asi como lesiones en el ADN
en células esperméticas y sanguineas de ratones machos de la cepa CD-1 expuestos
a pentéxido de vanadio, mediante el ensayo cometa, asi como la reparacién del

dano después del tratamiento.

OBJETIVOS PARTICULARES

[ | Evaluar los efectos del pentdxido de vanadio en la morfologia espermatica
en ratones macho CD-1, aplicado a una dosis de 8.5 ug/g de peso via
intraperitoneal por 60 dias, cada tercer dia, y a diferentes tiempos de

recuperacién después del ultimo tratamiento (0, 1, 2, 3, 4 semanas al término).

u Estimar los rompimientos de cadena sencilla inducidos en el ADN en células
esperméticas y sanguineas de ratones machos de la cepa CD-1, a distintos tiempos

al término del tratamiento.

[ | A partir del anélisis de los resultados, determinar si hay una reparacién del
dafo causado por el pentéxido de vanadio en la morfologia espermatica y
lesiones al ADN tanto en los espermatozoides como en las células sanguineas con

respecto al tiempo de recuperacién.
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METODO

Animales

Para este estudio, se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1 de 2 meses de
edad y de 40 gramos de peso. Durante el experimento los ratones se mantuvieron en
ciclos de luz/oscuridad 12:12 y alimentacién ad /ibitum. Se establecié 1 grupo de 24
ratones expuestos a pentéxido de vanadio (V,Os) a una concentracién de 8.5 ug/g de

peso corporal por 60 dias y un grupo control de 5 animales.

Tratamiento
El pentdxido de vanadio (V,0s, 99.6% de pureza, Aldrich Chemical Co.) se
preparé en solucién salina y fue inyectado intraperitonealmente (ip) en un volumen

apropiado para obtener una dosis final de 8.5 ug/g de peso corporal.

Grupos
24 machos de la cepa CD-1 fueron inyectados ip con el compuesto de V,0Os cada
3er dia durante 60 dias. Grupos de 5 animales fueron sacrificados cada 7 dias después del

término del tratamiento.

Electroforesis unicelular en gel

Grupos de 5 animales fueron sacrificados a las 24 horas de la dltima exposicién y

cada siete dias (O, 1, 2, 3 y 4 semanas) postratamiento por dislocacion cervical.

A cada animal se le removieron los conductos deferentes a los cuales se les realizd
un exprimido para extraer los espermatozoides que se colocaron en 100 ul de solucién
salina balanceada (PBS) a 37°C. De la solucién anterior se tomaron 40 ul y se mezclaron

en un tubo eppendorf de Tml con 75 ul de agarosa de bajo punto de fusién 0.5%.
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La metodologia del ensayo cometa que se utilizé fue desarrollada por alumnos del
grupo 2801 durante el curso del octavo y noveno semestre en la Unidad de Investigacion
en Genética y Toxicologia Reproductiva (UNIGEN) y se realizd6 como se describe a

continuacién:

Los 75 ul de la muestra de espermatozoides puestos en agarosa de bajo punto de
fusion se colocaron en la superficie de un portaobjetos previamente tratado con agarosa
de punto de fusién normal 1%. Una vez solidificada la segunda capa, se aplicé una
tercera capa de agarosa de bajo punto de fusién (0.5%) y se cubrié con un cubreobjetos;
las preparaciones se colocaron sobre una placa de hielo hasta que solidific6 nuevamente
el gel.

Una vez removido el cubreobjetos, los portaobjetos fueron colocados en solucién
lisis que contenia (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10mM, DTT 4mM pHIO y 5%
Tritén, en donde permanecieron por 24 horas a temperatura ambiente (22-23°C).
Terminado este tiempo las preparaciones se mantuvieron por 2 horas y media en la
solucién lisis anterior méas 75 ul de proteinasa K 10.5 ug/ml (Roche Molecular
Biochemicals, Lewes, UK) a 37°C. Posteriormente las preparaciones se colocaron en una
cdmara de electroforesis con una solucién alcalina (NaOH 10N, EDTA 200mM, pH 13)
durante 10 minutos antes de empezar la electroforesis la cual posteriormente se realizd
por 5 minutos a 25 V y 300 mA. Posteriormente los geles se neutralizaron en una
soluciéon de TRIS (0.4 M, ph 7.5) por 5 minutos y finalmente se deshidrataron en
alcohol al 70% vy al 100% por 5 minutos cada uno y se dejaron secar al aire para su

posterior evaluacion.

Para la evaluaciéon en células sanguineas; se extrajo sangre del corazdn, por
puncién, con una jeringa previamente heparinizada; se tomaron 10 ul de células y se
resuspendieron en gel y se colocaron en la superficie de un portaobjetos previamente

tratado con agarosa de punto de fusién normal 1%.



Una vez solidificada la segunda capa de agarosa, se aplicd una tercera capa de
agarosa de bajo punto de fusién (0.5%) y se colocé un cubreobjetos. Las preparaciones

se colocaron sobre una placa de hielo hasta que solidific6 nuevamente el gel.

Las preparaciones se colocaron en una solucién lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, pH 10 y 1% Tritén) durante 1 hora a 4°C y finalizado este tiempo se llevaron
las placas a la camara de electroforesis con una solucién alcalina (NaOH 10N, EDTA
200mM, pH 13) donde permanecieron por 20 minutos para permitir el desenrollamiento
del ADN. La electroforesis fue por 20 minutos a 25 V y 300 mA, después las
preparaciones se colocaron en el buffer de neutralizacion (Tris 0.4 M, pH 7.5) 3 veces

durante 5 minutos y deshidratadas por 5 minutos en etanol al 70% y al 100%.

Anélisis del dafio al ADN

En el momento del anélisis a cada uno de los geles se le adiciono 75 ul de
bromuro de etidio a una concentraciéon de 20 ug/ml, se colocd sobre el gel un
cubreobjetos y con ayuda de un microscopio de fluorescencia equipado con un filtro
para excitacién de luz entre 450-490 nm (filtro G-2A) fueron evaluadas las células de
manera individual. Se tomaron en cuenta los nicleos de las células dafadas o con estela
que toman la apariencia de un cometa, los nucleos intactos derivados de las células sin
dafio y el ADN difuso resultado de células con dafno severo. Con una escala ocular, se
midié la estela del cometa como la longitud de la migracién del ADN, de la parte
proximal al ndcleo a la mas distal. La migraciéon se observé a 400 aumentos y se

midieron 100 nucleos; los datos fueron transformados a micrémetros (um).



Evaluacién Espermética

Para evaluar la morfologia espermatica fue usado el procedimiento y criterio de
Wyrobek y Bruce (1975, 1978). De cada residuo de la suspensién original de
espermatozoides se prepard un portaobjetos con la muestra, se dejaron secar al aire y se
tifieron con Giemsa (1:40 en agua), para cada muestra se examinaron 500
espermatozoides, a 1000 aumentos, los espermas fueron marcados como normal o

anormal y los datos fueron reportados como porcentaje de espermatozoides anormales.

Anélisis estadistico

La media, errores estdndar y las desviaciones fueron calculados. El nivel de

significancia entre los grupos tratados y el control fueron determinados con la prueba t-

Student.
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RESULTADOS

Ensayo Cometa

Los resultados del dafio al ADN evaluado por el ensayo cometa en células de
sangre del corazén y de espermatozoides de ratones tratados con 8.5 ug/g de peso
corporal de pentéxido de vanadio por un periodo de 60 dias, se muestra en el cuadro 3

y en las figuras 9 a 12.

En el cuadro 3 se muestra la longitud de la migracién del dafno al ADN en um,
representados por su media y su desviacién estdndar encontrado en células sanguineas,
en donde se puede observar un incremento en el grupo tratado, el cual resulta

estadisticamente significativo con respecto al grupo testigo con una p<0.05.

Cuadro 3. Longitud promedio enpum de cometas en
células sanguineas en cada una de las semanas
postratamiento

Grupos Migracién
media + d. e.

Testigo 13.4+12.52
Semana O 26.94+5.57*
Semana 1 41.66+23.71*

Semana 2 29.16+0*
Semana 3 17.16+2.77
Semana 4 26.80+1.69%

*Significativos respecto al testigo p<0.05.

A su vez, en la figura 9 se observa que el mayor incremento en la media de la
longitud del cometa en las células sanguineas fue en la semana 1, aunque en las semanas
posteriores la longitud promedio no disminuyo significativamente comparado con el
testigo, sin embargo cabe mencionar que el nimero de células con dafio si disminuyo
considerablemente notando que en la semana 1y 2 el nimero de células que presentaron

cometa fue alto de 114 y 217 respectivamente; en las semanas 3 y 4 fue disminuyendo el
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nimero llegando a 14 y 9 respectivamente. Por lo tanto, si hubo una recuperacién y

posible reparacién del dafio en células sanguineas.

células sanguineas

longitud promedio (um)

testigo 0 1 2 3 4

semana postratamiento

Figura 9. Migracién promedio del ADN (*error estdndar) en cada tiempo después de la
exposicién, en células sanguineas. Dentro de la columna se encuentra el namero de células que

presentaron cometa

En el cuadro 4 se muestra el porcentaje de cometas obtenidos en cada tiempo
después del tratamiento. Los resultados indican que en las muestras de los grupos
tratados el porcentaje més alto fue de 54.25% el cual ocurrié en la semana 2, lo cual
resulto estadisticamente significativo con una p<0.05 comparado con el testigo mediante
la prueba t-Student. Este porcentaje se redujo a 3.5% una semana més tarde y continuo

disminuyendo hasta 2.25% en la Ultima semana, siendo significativo respecto al testigo.
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Cuadro 4. Porcentaje de cometas obtenidos en cada tiempo después del
tratamiento

Con cometa (%) Sin cometa (%)
Tratados
Semana O 2 98
Semana 1 28.5 71.5
Semana 2 54.25 45.75
Semana 3 3.5 96.5
Semana 4 2.25 97.78
Testigo
Semana O 2 98
Semana 1 3 97
Semana 2 2 98
Semana 3 0 100
Semana 4 0 100

En la figura 10 se aprecia el incremento en el porcentaje promedio de cometas que
se observd en la semana 1y 2 después del tratamiento y en las semanas posteriores (3 y
4) donde se puede apreciar una disminucién en el porcentaje de cometas. Notando una

reparacion casi total en células sanguineas.

células sanguineas
100
90
80
w 70 == Con cometa
E 60
W 50 /A\
% 40 \ testigo
X 30 / \ c/cometa
20
10 // N\
0 4 \—4\
T T 1 T A
0 1 2 3 4
semana postratamiento

Figura 10. Incremento en el porcentaje de cometas producidos en células sanguineas de ratén a
diferentes tiempos después de la exposicion a pentéxido de vanadio.



Espermatozoides

Los resultados obtenidos de la longitud promedio en espermatozoides se muestran en el

cuadro 5.

Figura 11. Migracién promedio del ADN (zerror estdndar) en cada tiempo después de la

Cuadro 5. Longitud promedio en um de cometas en
espermatozoides en cada una de las semanas
postratamiento

Grupos Migracién
media = d. e.
Testigo 31.51£9.27

Semana O 46.12+4.91*
Semana 1 35.41+1.33*
Semana 2 35.07+4.03*
Semana 3 35.28+6.44*
Semana 4 38.30+2.48*

*Significativos con respecto al testigo, p<0.05 Prueba t-Student.

Espermatozoides

~
o O o

o

longitud promedio (um)
o

= N W A U O
o

o

o

testigo 0 1 2 3

semana postratamiento

exposicion, en espermatozoides de ratén. Dentro de la columna se encuentra el nimero de células que

presentaron cometa.
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En el cuadro 6 se aprecian los porcentajes de los cometas obtenidos en cada
semana postratamiento. En el grupo tratado se puede apreciar que en la semana O y 1
después de la exposicidon el porcentaje es més alto que en las siguientes semanas, donde
los porcentajes disminuyen siendo los valores 9.30, 15.08 y 12.5% para las semanas 2, 3

y 4 respectivamente.

Cuadro 6. Porcentaje de espermatozoides que presentaron cometa a
diferentes tiempos postratamiento.

Grupos Con cometa (%) Sin cometa (%)
Tratados
Semana O 49.25 56.37
Semana 1 62.37 37.62
Semana 2 9.30 90.60
Semana 3 15.08 84.91
Semana 4 12.58 87.41
Testigo
Semana O 5.00 95.00
Semana 1 8.5 91.50
Semana 2 9.00 91.00
Semana 3 1.00 99.00
Semana 4 1.50 98.50

En la figura 12 se aprecia el incremento en el porcentaje promedio de cometas que se
observo al tiempo O y la semana 1 después del tratamiento y en las semanas posteriores
2, 3 y 4 se puede apreciar una disminucién en el porcentaje de cometas. Observando la

recuperacién del dafio ocasionado por el pentdxido de vanadio.
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Espermatozoides
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Figura 12. Incremento en el porcentaje de cometas producidos en espermatozoides de ratén a
diferentes tiempos después de la exposicidn a pentdxido de vanadio.



Morfologia Espermética

En la cuadro 7 se observa la frecuencia de anormalidades espermaticas

encontradas a lo largo de las 4 semanas de recuperacion.

Cuadro 7. Frecuencia de anormalidades espermaticas totales

Semana O 1 2 3 4 Testigo
Gancho 146 148 204 178 506 109
inusual
Amorfos 146 238 115 265 271 71
Banana 127 142 76 113 252 36
Enrollado 14 4 11 2 7 5
sobre si
Doble flagelo 2 5 0 5 1 1
macrocéfalo 8 0 16 34 27 3
microcéfalo 2 0 19 3 28 6
Parte inicial 5 3 9 5 6 2
enrollada
Parte final 13 3 15 10 5 5
enrollada
otros 24 26 67 15 41 24

En el cuadro 7 se muestra la persistencia del dafio al tiempo O y en algunos casos
el nimero de espermatozoides anormales aumenta con respecto al tiempo de
recuperacién como por ejemplo la forma de gancho inusual en donde se observa que en
el tiempo O la cantidad de espermatozoides con esta caracteristica es de 146 comparado
con 506 espermatozoides con gancho inusual de la semana 4; asi mismo los
espermatozoides en forma de banana al tiempo O fue de 127 y en la semana 4 se

encontraron 252 células con dicha caracteristica.
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Anormalidades Espermaticas Observadas

Un espermatozoide tipico del grupo control, con el gancho caracteristico y una
sola cola se muestra en la figura 13. Las anormalidades esperméticas inducidas por el
pentdxido de vanadio fueron, de acuerdo con Wyrobek y Bruce (1975, 1978): el gancho

inusual (figura 14), la cabeza en forma de banana (figura 15), amorfo (figura 16),
enrollado sobre si (figura 17).
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Figura 13. Espermatozoide normal

Figura 14. Gancho inusual
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Figura 15. Cabeza en forma de banana

i"’

Figura 16. Amorfo

Figura 17. Enrollado sobre
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Discusiéon

El vanadio es un metal ampliamente distribuido en el ambiente y tiene efectos
toxicos sobre una gran variedad de sistemas bioldgicos (Avila-Costa et al. 2005), los
cuales estan relacionados con el tipo de organismo expuesto, la dosis, la ruta y duracion
de la exposicidon asi como la naturaleza del compuesto. Se sabe que los 6xidos de
vanadio pueden ser mas dafiinos que las sales, ademds de que la toxicidad de los
compuestos de vanadio aumenta conforme a su valencia, siendo de esta manera, el
estado pentavalente el mas téxico para los mamiferos (Zhong et al. 1994, Altamirano-

Lozano et al. 1999, Barceloux 1999, Evangelou 2002).

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasifico al
pentdxido de vanadio como “un posible carcinégeno para humanos™ (Grupo 2B) (IARC
2006), sin embargo aun asi son relativamente pocos los estudios que se han realizado
para evaluar la accién genotdxica de todos los compuestos de vanadio en relacién a sus
diferentes estados de oxidacién. Es importante mencionar que muchos de ellos son

experimentos /n vitro (lvancsits 2002, Kleinsasser et a/. 2003, IARC 2006).

De los compuestos que mas se han estudiado desde el punto de vista genotdxico
estd el V,0s, y los datos encontrados muestran que induce micronuicleos, rompimientos
de cadena sencilla de ADN, intercambio de crométidas hermanas (ICH) y aberraciones
cromosdmicas en diferentes sistemas (Rolddn y Altamirano1991, Migliore et al1993 y
1995, Leopardi et al. 2005, Attia et al. 2005, Villani et al. 2007, IARC 2006). Ademas se
sabe que en fibroblastos humanos, genera rompimientos de ADN, segregacién errénea
en los cromosomas y la co-exposicién de las células a otros agentes genotdxicos pueden

resultar en un dafo persistente en el ADN (lvancsits et al. 2002, Leopardi et al. 2005).
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Los efectos reprotdxicos de los compuestos de vanadio también se han
estudiando, observando a este respecto que producen una disminucién en el peso
testicular y alteraciones en la espermatogénesis tales como reduccién en los conteos
esperméticos, alteraciones morfoldgicas en la cabeza de los espermatozoides y una
disminucién de la motilidad de los mismos, degeneracién de las células testiculares,
células apoptdticas en la periferia de los tibulos seminiferos, rompimiento de los tabulos,
asi como la pérdida de la maduracién y elongacién de espermétidas. (Altamirano et al.
1996, D'Cruz y Uckun 2000, Aragdn y Altamirano 2001, Aragdn et al. 2005, Chandra et
al. 2007).

Por otro lado estos compuestos también disminuyen la fertilidad y la fecundidad,
ya que provocan una disminucién en el nimero de implantaciones, asi como un
incremento en la frecuencia de reabsorciones y de fetos con bajo peso en hembras
prefiadas por machos expuestos a este metal (Domingo et al. 1986, Llobet et al. 1993,
Altamirano-Lozano et al 1996, Aragdn y Altamirano 2001, IPCS 2001, Morgan y El-
Tawil 2003, Aragdn et al. 2005)

Una de las ventajas que tienen todos los organismos es la capacidad de
contrarrestar el dafio producido por las exposiciones a los xenobidticos. Estos
mecanismos de desintoxicacién incluyen a los sistemas enziméticos naturales como los
citocromos, y en particular el P450, la glutation S-transferasa, los transportadores
dependientes de ATP y todo el sistema antioxidante (superoxido dismutasas, catalasas,
glutatién peroxidadas, etc) (Burdon 1999, Guengerich 2000, Strange 2000, Valko 2006)
y los sistemas de defensa no enziméticos como la vitamina E, C y el Glutatién entre otros
(Burdon 1999, Donelly et al. 1999). Sin embargo cuando el dafio producido por los
compuestos involucra al ADN o a las moléculas que estan asociadas al sistema genético
del organismo entran en funcionamiento los llamados mecanismos de reparacién del

ADN (Price 1993, Collins 2004).
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La capacidad de reparacién del ADN ofrece una proteccidn contra carcindgenos y
agentes genotdxicos y una falla de esta capacidad resulta en una gran susceptibilidad a

mutaciones y por lo tanto una mayor inestabilidad genética.

La mayoria de los dafos al ADN se corrigen mediante los mecanismos de
reparacion, estos incluyen la reparaciéon de los errores de apareamiento, la reparaciéon
directa, la reparaciéon por escisiéon de bases y la reparacién por escision de nucleétidos.
Aunque los detalles de los diferentes mecanismos varian, la mayoria requiere dos cadenas
de ADN y muestran cierta superposicién en los tipos de dafio reparado. La reparacién de
los errores de apareamiento corrigen errores que surgen durante la replicacion, la
reparacién directa vuelve a cambiar los nucledtidos alterados a su condiciéon original,
mientras que los mecanismos por escision de bases o de nucleétidos reemplazan los
nucleétidos que rodean al segmento de ADN dafado. Esas rutas de reparacion del ADN
constituyen una defensa crucial contra citotoxicidad, mutagenesis y carcinogénesis

inducidas por agentes que dafian el ADN (Braithwaite et al. 1999).

El ensayo cometa es una técnica que provee informacién sobre la induccién de
rupturas de cadenas sencillas o dobles en el ADN, muy sensible por ser capaz de detectar
1 rompimiento de cadena de DNA por cada 10 daltones, y puede ser aplicada en una

gran variedad de tejidos animales y vegetales (Rivas 1999).

Otra de las aplicaciones de la técnica del ensayo cometa es que permite estudiar la
cinética de reparacién del dafo inducido al ADN (Mc Kelvey et al1993, Rojas et
al1999a, Speit y Hartmann 2006). Por ejemplo, en algunos casos, los mecanismos de
reparacién se han evaluado mediante los rompimientos de cadena sencilla y de cadena
doble inducidos por la radiacién ionizante, los cuales son eficientemente reparados en
células normales. 50% del dafio es reparado en los primeros 15 minutos y la reparacion
completa ocurre dentro de las primeras 2 horas postratamiento. Este rango de reparaciéon

ha sido también demostrado en linfocitos humanos irradiados (Singh et al. 1990).
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El pentéxido de vanadio ha sido reportado como agente genotdxico que genera
rompimientos de la cadena de ADN pero ain no se ha determinado si estos
rompimientos que genera su exposicion pueden ser reparados hasta llegar a un nivel de
control. En el presente trabajo se realizd el ensayo cometa en células sanguineas y en
espermatozoides de ratén para estimar los rompimientos de cadena sencilla inducidos
por este compuesto y evaluarlos a distintos tiempos posteriores al término del
tratamiento (0, 1, 2, 3 y 4 semanas), para poder determinar si el dafio persiste o hay una
posible reparacién o reversién de las rupturas de cadenas en el ADN de los 2 tipos
celulares, ademas de estudiar si las alteraciones en la morfologia espermatica producidas

por este compuesto variaban con respecto al tiempo de recuperacion.

Altamirano-Lozano y colaboradores (1999) realizaron estudios para evaluar el
potencial genotdxico del pentdxido de vanadio en 6 diferentes érganos (higado, rifidn,
pulmén, bazo, corazén y médula ésea) usando la técnica de Electroforesis Unicelular
alcalina. Administraron via intraperitoneal, pentéxido de vanadio en diferentes dosis (2
mg/g, 11.5 mg/g y 5.75 mg/) y a las 24 horas los animales fueron sacrificados. En todos
los tejidos y 6rganos evaluados (excepto en la médula 6sea) se encontré incremento en

el nimero de células que presentan dafio.

Han encontrado en linfocitos y leucocitos que a bajas concentraciones (>5 uM),
se observan rompimientos de cadena sencilla en el ADN (lvancsits y colaboradores 2002,
Rojas-Lemus 2006). Por otra parte encontraron que en fibroblastos, al combinar la
exposicion de vanadato 0.5 pM/UV 4.8 kJ/m? y vanadato 0.5 puM/bleomicina 1ug/ml se
presentaban rompimientos de cadena doble en ADN, mientras que Kleinsasser vy
colaboradores (2003), observaron que la exposicién con pentéxido 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.
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Los resultados anteriores coinciden con los datos que encontramos en el presente
trabajo, en los cuales se muestra un aumento significativo del nidmero de células dahadas
en la semana 1y 2, en las que encontramos 114 y 217 cometas con respecto a la semana
O (24 horas postratamiento) donde solo hubo 8 cometas. Lo que nos indica que el
pentdxido de vanadio induce rompimientos en la cadena de ADN, que pueden ser
detectados mediante este ensayo, no solo inmediatamente después de la exposicion sino

también a largo plazo.

En lo que respecta a la reversion del dafo en las células sanguineas los resultados
observados mostraron una disminucién significativa en el nimero de células que
presentaron cometa en las Ultimas 2 semanas de recuperacion (tercera y cuarta semana),
asi como una disminucién del porcentaje total de las células que presentaron cometa. Se
observé que aunque en la primer semana la longitud de los cometas fue mayor vy
conforme pasé el tiempo disminuyd pero no de manera significativa, el porcentaje de
células que presentaron dafio si disminuyd considerablemente notando que en la semana
1y 2 fue de 28.5% y 54.2% respectivamente; en las semanas 3 y 4 disminuyd llegando a
3.5% y 2.25% respectivamente, siendo significativo respecto al testigo. Estos resultados
evidencian la accién de un mecanismo de reparacién de las rupturas de cadena sencilla

del ADN.

Trabajos anteriores concuerdan con los resultados obtenidos aqui, en cuanto a la
existencia de una reparacién del dafio causado por algin agente genotdxico. Aunque en
la mayoria de los trabajos reportados la reparacion total se ha establecido en linfocitos
en las 2 primeras horas, posteriores al tratamiento (Singh et al/ 1990), en este caso
encontramos células con dafo ain después de 4 semanas de haber terminado el

tratamiento.
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Relacionado a la presencia del dafo en la cuarta semana Giovanetti y
colaboradores (2008) evaluaron la persistencia del dafio genético en muestras de sangre
periférica de ratones de la cepa CBA/J tratados con rayos x a concentraciones de 0.1 o 1
Gy. Se tomaron las muestras tanto de los grupos tratados como las del control después
de 30 min, 24 hrs, 7 dias, 1, 3 y 6 meses posteriores a la exposicién y se analizaron
mediante el ensayo cometa. En ratones expuestos a 1Gy el dafio inicial fue alto y
decrecié conforme transcurrié el tiempo experimental, mientras que el grupo expuesto a
0.1 Gy al principio mostré un dafio bajo persistente, sin embargo fue incrementando
lentamente a los diferentes tiempos del experimento. Los ratones expuestos a una dosis
de 0.1 Gy mostraron una sensibilidad a la radiacién /n vitro dependiente del tiempo. Seis
meses después de la radiacion, el porcentaje de células apoptéticas observadas en ratones
irradiados a 0.1Gy fue significativamente mas alta comparada con el grupo control y con
los ratones expuestos a 1 Gy. Los resultados demostraron que la exposicion a bajas dosis
de rayos x puede inducir dafo a largo plazo. Aunque este autor trabajé con radiacién,
ésta también causa dafno a nivel del ADN y se puede utilizar como comparativo del
presente trabajo debido a los tiempos de evaluacién en donde también encontraron
células dafadas alin después de 6 meses, lo que podria tomarse como referencia al
momento de evaluar otros agentes genotdxicos. La persistencia del dafio genético podria

tener implicaciones relevantes para la estimacién de riesgo a bajas dosis.

La presencia de células dafiadas alin en la cuarta semana, se puede explicar
considerando las poblaciones celulares méas sensible y/o méas dafadas en sus funciones
para la reparacion (Wuttke et al. 1993). Algunos autores han reportado cierta diferencia
en la capacidad de reparacién entre linfocitos, granulocitos y leucocitos de diversos
donadores (Lankinen et al. 1996, Rojas et al. 1996, Papplert et al. 1995, Andersson et al.
2007). Es factible que esta variacion represente cambios reales de célula a célula en la
producciéon y reparacion de lesiones en el ADN. No obstante, en las poblaciones
humanas existen otros factores que pueden afectar la capacidad de reparacién, tales
como la edad, el estado de salud, los habitos nocivos de fumar y tomar alcohol vy las

condiciones fisioldgicas en general (Singh e al. 1990, Fairbairn et al. 1995).
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Una aplicacién importante de este tipo de estudios de la reparacién de los
rompimientos de la cadena de ADN es la capacidad para reconocer individuos con una
reparacion alterada. Rojas y colaboradores en 1996 expusieron linfocitos de manera in
vitro de 4 donadores sanos a pentdxido de vanadio a concentraciones de 3000, 30 y 0.3
MM. Evaluaron mediante el ensayo cometa la cinética de reparaciéon del dafio a dos
diferentes tiempos de recuperacion 45 y 90 minutos después del tratamiento,
encontrando asi un retardo importante de la reparacién en uno de los 4 donadores,
mientras que en los otros donadores a los 45 minutos después del tratamiento se habia
eliminado casi el 80% del dafno y a los 90 minutos la migracién del ADN habia

regresado a los valores del control, en dicho individuo no ocurrié asi.

En el caso de los espermatozoides se observd un comportamiento similar al de las
células sanguineas, aunque se tuvo un mayor nimero de células dafiadas: se pudo
apreciar en la semana O y 1 un porcentaje més alto que en las semanas posteriores, en las
cuales los porcentajes disminuyeron siendo los valores 9.30% en la semana 2, 15.08%
(semana 3) y 12.5% (semana 4), por lo que se observa una disminucién del dafo

inducido por el pentdxido de vanadio, pero sin llegar a los valores del grupo testigo.

Anteriormente ya se habian evaluado los efectos del pentéxido de vanadio en el
sistema reproductor. Altamirano-Lozano et al. (1996) analizé sus efectos administrando a
ratones de la cepa CD-1 a una dosis de 8.5g/g, durante 60 dias, y evaluaron los efectos
en las funciones reproductivas y en el ADN testicular cada 10 dias después de haber
comenzado el tratamiento, este Gltimo expresado en la migracién del ADN mediante el
ensayo cometa. Lo que obtuvieron fue que en la mayoria de las células testiculares de los

animales tratados hubo un mayor dafo al ADN que en los animales control.

Por otro lado y utilizando el mismo ensayo cometa, se evalud el dafio genético en
células testiculares de ratones CD-1, 24 horas después de ser inyectado pentdxido de

vanadio via intraperitoneal en dosis de 5.74, 11.5 6 23 pg/kg de peso.
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En este caso se observd un incremento significativo en la migraciéon del ADN de
dichas células (Altamirano-Lozano et al. 1999). Estos datos reportados nos permiten
confirmar que los efectos del pentéxido de vanadio también son detectados en el sistema

reproductor.

La persistencia del dafio en espermatozoides ha sido corroborada por otros
trabajos en donde se define a la fase postmeidtica de la espermatogénesis
(espermiogenesis) mas sensible a los efectos genéticos de los mutdgenos ambientales
debido a que las células germinales forman espermas maduros que progresivamente
pierden la capacidad de reparar el dafio al ADN. La capacidad diferencial de reparaciéon
del ADN de las células germinales postmeioticas tienen un mayor impacto en el riesgo de
transmitir dafio heredable paterno y sugiere que las exposiciones crénicas pueden ocurrir
en las semanas previas a la fecundacién debido a factores ocupacionales o al estilo de
vida (por ejemplo, el fumar) los cuales pueden llevar a la acumulacién de alteraciones
genéticas en los espermatozoides y provocar aberraciones cromosdmicas hereditarias
(Inoue et al. 1993, Haines et al. 2001, Haines et al. 2002, Cordelli et al. 2003, Marchetti
y Wyrobek 2008).

Inoue et al. (1993). Encontré que la frecuencia de rompimientos de cadena
sencilla de ADN en células germinales de ratén después de la exposicidon a metil metano
sulfonato (MMS) fue maés alta en espermatozoides que en espermatocitos o
espermatogonias. Esta diferencia fue atribuida a las distintas capacidades de reparacién
del ADN. Las espermatidas tardias y los espermatozoides inmaduros fueron mas sensibles
al MMS presentando mayores rompimientos de la cadena de ADN, asi como mayor
cantidad de aberraciones cromosémicas en los évulos fecundados por los machos
tratados. El almacenamiento de los espermatozoides en el tracto reproductivo parece

aumentar la produccién de rompimientos de cadena sencilla.

62



Haines y colaboradores (2001, 2002) Analizaron los espermatozoides del vaso
deferente 45 dias después de que irradiaron los testiculos con rayos-X (4Gy) o por el
isotopo de Indio-114m. Utilizaron una versién alcalina del ensayo cometa y encontraron
un incremento significativo en la migraciéon de ADN para ambos tipos de irradiacion
comparados con los controles. Sus resultados sugieren que el dafio al ADN causado en
células espermatogenicas puede ser detectado 45 dias después en los espermatozoides.
Las espermatidas, espermatocitos, espermatogonias diferenciadas y células madre de las
espermatogonias también fueron irradiadas, el mayor dafio al ADN ocurrié en
espermatogonias diferenciadas. Después de 120 dias al término del tratamiento
observaron una persistencia del dafio al ADN en células madre de las espermatogonias
(Haines et al. 2002). Un afio més tarde Cordelli y colaboradores (2003) analizaron
mediante el ensayo cometa las lesiones en células testiculares y en espermatozoides los
dias 14, 45 y 100 después de ser irradiados los testiculos con rayos X. Mostraron que 14
dias después de la irradiaciéon habia un aumento dosis-dependiente del dafio al ADN en
células testiculares, mientras que las células espermaticas maduras no se vieron afectadas.
Por otro lado, tuvieron un aumento en los rompimientos de la cadena de ADN en los
espermatozoides 45 dias después del tratamiento. El dafio al ADN regresé a los niveles
pre-radiacion a los 100 dias después de la exposicidon. En general los resultados mostraron
que el dafno al ADN inducido en células germinales pre-meidticas es detectable en

espermatocitos primarios y permanece en espermatozoides maduros.

Marchetti y Wyrobek 2008. Usaron una combinacién de exposicién Unica o
fraccionada a diepoxibutano (DEB), un componente del humo de tabaco, para investigar
las diferencias en la eficiencia de reparacién del ADN en espermatidas jovenes (21-15 dias
antes de la fertilizacién (dbf)), espermatidas tardias (14-8 dbf) y en espermatozoides (7-1
dbf) durante las 3 semanas de la espermiogenesis, y para ver si la acumulacién del DBE
inducia dafio heredable en el cigoto. El andlisis de Aberraciones cromosémicas en la
primera metafase del cigoto muestra que las espermatidas tardias y los espermatozoides
son incapaces de reparar el dafio al ADN inducido por el DEB, encontrando un
incremento en la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en el cigoto.
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La comparacion entre la exposicidon Unica y fraccionada sugiere que hay una
reparacion de ADN deficiente durante la fase final de la espermiogénesis y por lo tanto

hay una acumulacién de dafo en el ADN del espermatozoide.

Todos los resultados mencionados anteriormente  concuerdan con lo que
obtuvimos en este trabajo, en donde nosotros no sélo detectamos dafo a las 24 horas
(semana O) posteriores al tratamiento sino que este dafo es detectado aun después de
cuatro semanas donde se permitid la recuperacion de las células. Mientras que algunos
reportan la recuperacién del dafio a niveles el control 100 dias después de la exposicidon
(Cordelli et al. 2003) otros aun después de 120 dias reconocen dafio tanto en células
germinales (espermatogonia, espermatida) como en espermatozoides (Haines et al.
2002), lo que es atribuido al compuesto, pero sobre todo a la acumulacién del dafio y a
la perdida de la capacidad de reparacién conforme transcurre el proceso de

espermatogénesis.

Aunado a lo anterior se ha reportado que el vanadio incrementa la frecuencia de
anormalidades morfoldgicas en los espermatozoides (Altamirano et al. 1996, Aragdn y
Altamirano 2001). En este trabajo se evaluaron estas alteraciones para evaluar si también
disminuia su frecuencia de maneras similar al dafo al ADN. Las anormalidades
esperméticas que con mayor frecuencia se presentaron fueron la forma de gancho
inusual, amorfos y la forma de banana (Wyrobek y Bruce 1975, 1978) las cuales se fueron
incrementando a lo largo de las 4 semanas en las que se permitid la recuperacion de los

espermatozoides.

Contrario a la disminucidn que se esperaba hubo un incremento posiblemente
relacionado con el dafho presentado mediante el ensayo cometa, el cual es un indicador
de dafio genotdxico el cual puede ser responsable del incremento en el porcentaje de

formas anormales en la cabeza del espermatozoide (Aragdn y Altamirano 2001).



Todos los tipos de anormalidades encontradas resultaron significativos con
respecto al grupo control, lo que sugiere que los efectos toxicos del vanadio persisten
sobre todo en los testiculos y que las anormalidades en la morfologia espermética

podrian ser consecuencia de mutaciones génicas.

En investigaciones realizadas anteriormente con vanadio se ha confirmado que sus
compuestos producen gran cantidad de dafio reproductivo, pero sobre todo en la
morfologia espermética, Aragdn y Altamirano (2001) demostraron que las sales de
vanadio inducen reduccién en los conteos esperméticos e incrementan la frecuencia de
anormalidades en el espermatozoide /in vivo. De acuerdo a otro estudio realizado por los
mismos autores, con tetradxido de vanadio, encontraron anormalidades en los
espermatozoides, degeneracion de las células y rompimiento del epitelio de los tibulos

seminiferos.

En un estudio realizado por D’Cruz y Uckun (2000) se trataron a ratones machos
con 4 compuestos de vanadoceno via intratesticular a una dosis de 7.5 pg/kg/testicular
por 28 dias. La perdida de células germinales se determino por conteo espermético en
epididimo, peso testicular y evaluacién histoldgica de los testiculos. De acuerdo a esto,
disminuyo el conteo espermatico y hubo una reduccién del peso de los testiculos. El
examen histopatolégico revelo atrofia en los tubulos seminiferos, inhibicién de la

espermatogenesis, y la pérdida de la maduracion y elongacién de espermatidas.

Chandra et al. (2007) investigaron la posible implicacién del estrés oxidativo para
inducir el deterioro de las funciones testiculares en ratas adultas, cuando se les administro
metavanadato de sodio (NaVQs), intraperitonealmente, a dosis de 0.2, 0.4 6 0.6 pg/kg
de peso corporal diariamente por 13 dias y un grupo mas a la concentracién de 18ug/kg
(LDso) durante 26 dias, los resultados /in vivo e in vitro demostraron que hubo un
incremento significativo en la peroxidacién lipidica, una disminucién del conteo

espermatico, asi como del nivel de testosterona.
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El examen histopatolégico revelo la inhibicién de la espermatogénesis y la pérdida
de maduracion y elongacion de espermatidas junto con un incremento en el porcentaje

de espermatozoides anormales.

El tratamiento con vanadio no sélo afecta la espermatogénesis sino también la
fertilidad y el éxito de la fecundacién, cuando ratas machos y hembras maduras fueron
expuestas a 200 ppm de metavanadato de amonio en el agua y los machos fueron
expuestos 60 dias y las hembras durante 14 dias durante el apareamiento, prefiez,
gestacion y lactancia, en los machos el peso de epididimo, testiculos, préstata y vesiculas
seminales disminuyo significativamente comparado con el grupo control. Asi mismo la
fertilidad en ambos grupos se vio afectada, sin embargo, en los machos se tuvo un efecto
supresivo mas pronunciado. El nimero de sitios de implantacién y de fetos viables se
redujeron significativamente, aumenté el nimero de fetos muertos y de reabsorciones

(Morgan y El-Tawil 2003).

La presencia de espermas anormales indica que el proceso de espermatogénesis se
vié afectado; asi como algunos factores genéticos y elementos del citoesqueleto que
juegan un rol en la morfogénesis de la cabeza del espermatozoide. Dado que el vanadio
(IV) y (V) inhiben la polimerizacién de los microtibulos, la acumulacién de vanadio en
las células germinales epiteliales podrian afectar a estructuras que proporcionan la fuerza
mecénica durante la morfogénesis del nicleo del espermatozoide (Aragdn y Altamirano

2001, Chandra et al. 2007).

Algunos autores también sugieren que debido a que el tratamiento con vanadio
causa alteraciones en el ADN testicular, ya sea interfiriendo en la integridad del mismo
ADN y/o con la expresién del genoma (mutaciones), la diferenciacién del esperma
durante la espermatogénesis se ve alterada, resultando en la induccién de anormalidades

espermaticas (Altamirano et al. 1996, Wyrobek y Bruce 1975).
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La diferencia en los resultados obtenidos entre células sanguineas vy
espermatozoides en la recuperacién del dafio genético se debe principalmente a la
diferencia en cuanto a la sensibilidad de cada tipo celular al pentéxido de vanadio,
Ademas en estudios actuales se ha determinado que el testiculo es uno de los érganos en
donde el vanadio se acumula esta acumulacién podria estar generando dafios en las
diferentes poblaciones de células germinales detectables a largo plazo (Aragdén vy
Altamirano 2001, IPCS 2001, Evangelou 2002, Rodriguez y Altamirano 2006, Chandra et
al. 2007).
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CONCLUSIONES

El Ensayo Cometa es un método muy sensible para la evaluacién de dafio al ADN
en células individuales y puede ser utilizado ademas ampliamente para determinar
la reparacién de las lesiones del ADN ocasionadas por agentes genotdxicos
(mutédgenos) en funcién del tiempo (por ejemplo: Una reduccién en la migracién

del ADN).

Los tipos celulares analizados presentaron diferente sensibilidad al vanadio, siendo
los espermatozoides los mas susceptibles, por lo que las caracteristicas particulares
de cada tipo celular influyen en el efecto del téxico y en la rapida eliminacién del

dafo.

La recuperaciéon del dafno al ADN tanto en células sanguineas como en
espermatozoides después de permitir un tiempo de recuperacidon de 4 semanas se
vio incrementada, por lo que se puede sugerir que los mecanismos de reparacion

son funcionales.

Los efectos téxicos del vanadio llegan a ser persistentes lo cual puede deberse al
balance entre la cantidad del compuesto presente y la capacidad de cada érgano

para reparar el dafio.
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El tratamiento con pentdxido de vanadio puede causar alteraciones en el ADN
testicular, ya sea interfiriendo en la integridad del mismo ADN y/o con la
expresion del genoma (mutaciones), observandose que la espermatogénesis se ve

alterada, resultando en la induccién de anormalidades espermaéticas.
Este trabajo contribuye al conocimiento actual sobre el potencial genotdxico y

reprotdxico de este metal, el cual es uno de los contaminantes principales en

atmosferas muy contaminadas como la de la ciudad de México.
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