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Resumen.

La Zona Metropolitana del Valla de México (ZMVM) es una de las ciudades mds grandes
del mundo y actualmente una de las mds contaminadas, esto debido al crecimiento de la
poblacién y la demanda de servicios, lo que contribuye a la emisién de contaminantes,
principalmente por la quema de combustibles fésiles y sus derivados. Entre los componentes
que forman parte de los contaminantes ambientales se encuentran las particulas
suspendidas a las cuales pueden adosarse a su superficie metales como el vanadio.

El vanadio es un metal de transicién que se encuentra en diferentes estados de oxidacién,
siendo la forma pentavalente la mds téxica y entre de los efectos adversos de este metal se
encuentran la formacién de especies reactivas de oxigeno que alteran la continvidad del
DNA.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la cinética de la reparacién de los rompimientos de
cadena sencilla del DNA causados por inhalacién de vanadio a una concentracién de 0.02
M por 1 hora durante 3 dias consecutivos en leucocitos de ratones macho de la cepa CD-1.
Se utilizaron 30 ratones divididos en seis grupos experimentales: a) testigo, b) vanadio, ¢)
camptotecina, d) metil metano sulfonato, e) demecolcine y f) vanadio + camptotecina.

A todos los individuos de cada grupo se le tomé una muestra de sangre entera periférica
para la realizacién de la técnica de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa pH>
13) y viabilidad celular por fluorocromos, en todos los casos la viabilidad celular fue mayor
al 80%.

Los nucleoides obtenidos en el ensayo cometa fueron observados y clasificados
dependiendo del nivel de dano dentro de una de cinco categorias, se calculé el indice de
migracién (IMg) de cada uno de los individuos y se realizdé el andlisis estadistico para
evaluar las diferencias entre los grupos y con el grupo testigo con respecto a los distintos
tfiempos de muestreo.

Los resultados obtenidos mostraron que el vanadio no interfiere con los mecanismos de
reparaciéon de cadena sencilla del DNA. Sin embargo, tiene similitud en el comportamiento
de la cinética de reparacién con un agente aneugénico pero también es capaz de danar al

DNA como un agente clastégeno.



Introduccién.

1. Contaminacién atmosférica.

La contaminaciéon atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire, en
cantidades que pueden ser prejudiciales para la salud, afectar estructuras, materiales,
ocasionar cambios en las condiciones meteorolégicas o las climdticas y la degradacién del
ecosistema (Vallejo et al. 2003, Molina y Molina 2006).

Un contaminante atmosférico es cualquier sustancia de origen quimico o biolégico que al
agregarse al aire puede modificar sus caracteristicas naturales. Estos contaminantes
atmosféricos pueden ser de origen natural, tales como los productos de la erosién y de los
incendios forestales o de origen antropogénico. Los contaminantes de origen antropogénico,
han existido desde que el ser humano aprendié a usar el fuego, y se han incrementado
rapidamente debido a la industrializaciéon y la urbanizacién. Las emisiones de origen
antropogénico se categorizan dentro de cuatro grupos: tréfico vehicular, industrias, plantas
generadoras de energia y combustibles domésticos (Mayer 1999, Katsouyanni 2003,
Vallejo et al. 2003, Molina y Molina 2004, INE 2012).

Los contaminantes atmosféricos se clasifican por su origen en:

Contaminantes primarios. Estos se encuentran en la atmésfera tal y como fueron emitidos por
procesos naturales o por actividades del ser humano, por ejemplo: plomo, monéxido de
carbono, éxidos de azufre, é6xido de nitrégeno, hidrocarburos y particulas suspendidas
(Vallejo et al. 2003, INE 2012).

Contaminantes secundarios. Son originados en el aire por la interaccién quimica o
fotoquimica entre dos o mds contaminantes primarios o por reacciones de los componentes
naturales de la atmésfera, por ejemplo: ozono, sulfatos, nitratos, dcido sulfirico y peroxi-

acetil nitrato (INE 2012).

1.1. Contaminacion atmosférica en la Ciudad de México.

La Ciudad de México o Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) comprende al
Distrito Federal y a 59 municipios del Estado de México (INE 2012). La ZMVM es una
cuenca hidrolégica, situada a 2, 240 m de altura sobre el nivel del mar en su parte central,
con una extensién territorial de 1,200 km2. Se encuentra confinada por el este, sur y oeste
por montafias con una altura promedio de 1000 msnm, las mds altas son la Sierra del
Ajusco y los volcanes Popocatépetl e Ixtaccihuatl. Debido a estas caracteristicas, la

concentraciéon de oxigeno se encuentra disminuida (-23%) en relaciéon con la del nivel del



mar, lo que aumenta la concentracion de monéxido de carbono e hidrocarburos. Aunado a
que las radiaciones solares intensas facilitan las reacciones fotoquimicas en la atmésfera y
esto provoca que los contaminantes primarios se transformen en contaminantes secundarios
tales como ozono y otros oxidantes. Por otro lado, la direccién de los vientos predominantes
(de noreste a suroeste) hace que la mayor concentraciéon de contaminantes esté en la zona
sur de la ciudad, en donde la Sierra del Ajusco obstaculiza su disipacién (Vallejo et al.
2003, Molina y Molina 2004, Roubicek et al. 2007).

La ZMVM es una megacivdad, es decir, un drea metropolitana con mdas de 10 millones de
habitantes (Molina y Molina 2004) y es considerada como una de las ciudades con mads
problemas de contaminacién en México y quizds en el mundo (Bravo et al. 1991). Debido al
acelerado crecimiento de la poblacién y, por lo tanto, de los de servicios, existe una enorme
demanda de energia y transporte lo que ha generado importantes consecuencias en la
atmésfera de la Tierra (Roubicek et al. 2007). El inventario de emisiones de la ZMVM
reporta que las emisiones anuales de contaminantes son mayores a los 3 millones de
toneladas, de los cuales del 52 al 85 % proviene de los vehiculos (2.7 millones), del 10 al
27 % de las industrias (35 000) y los servicios; el 5 % de otras fuentes como los suelos y la
vegetacion (Rivero-Rosas et al. 1997, Amador-Muiioz et al. 2001, Molina y Molina 2006).
Con el fin de medir la calidad del aire y contribuir al bienestar de la poblacién, se han
identificado ciertos contaminantes como altamente nocivos para la salud de los seres
humanos y se les ha denominado contaminantes criterio que incluyen a los hidrocarburos, el
monéxido de carbono, los éxidos de azufre, los 6xidos de nitrégeno, el ozono y a las

particulas suspendidas (PM1o y PM2s) (SMA 2010, INE 2012).

1.2. Particulas suspendidas.

Las particulas suspendidas (PS) son una mezcla compleja de materiales sélidos y liquidos o
ambos, que contienen sustancias orgdnicas e inorgdnicas. Generalmente, estdn constituidas
de un nucleo de carbén inerte cubierto por moléculas contaminantes que se adsorben a su
superficie. Entre los contaminantes que se adsorben se encuentran los metales, sales,
compuestos de azufre, pequefios componentes orgdnicos y materiales traza (Roubicek et al.
2007). Estas particulas pueden variar significativamente en tamafio, forma y composicién;
son capaces de interferir con uno o mds mecanismos de defensa del aparato respiratorio.
Actian como vehiculo de sustancias téxicas que se adosan a la superficie de las particulas.

En este grupo ademds se incluyen sustancias que se desprenden al ambiente como el polvo



proveniente de suelos erosionados y caminos sin asfaltar o que se forman en la atmésfera
por reacciones quimicas o fotoquimicas, en las que intervienen gases y compuestos
orgdnicos. Se consideran como particulas inhalables a las que tienen un didmetro igual o
menor a 10 um (Vallejo et al. 2003) y se clasifican en (INE 2012):

Particulas gruesas con un didmetro aerodindmico menor a 10 um (PMio) pueden entrar
directamente al aparato respiratorio y depositarse en diferentes regiones. Estdn
compuestas principalmente de silice, titanio, aluminio, sodio, hierro y cloruros (Vallejo et al.
2003; INE 2012). Sus emisiones son generadas principalmente por la intensa actividad
vehicular, fuentes méviles y de la actividad industrial (INE 2012).

Particulas finas con un didmetro aerodindmico igual o menor a 2.5 Um (PM2.s), permanecen
mds tiempo en el aire y se transportan a mayores distancias que las PM1o, debido a esto
tienen mds impacto en la salud, ya que estas particulas pueden penetrar hasta los alveolos
pulmonares en dénde se depositan. Son originadas por las fuentes méviles, la produccién de
materiales de construccién, la fundicién y el moldeado de productos metdlicos, asi como la
generacién de energia eléctrica. Estdn compuestas por productos derivados de la
combustién, particularmente diesel e incluyen carbén, diéxido de azufre, didéxido de
nitrégeno, plomo y vanadio (SMA 2010, INE 2012).

Particulas ultrafinas son aquellas que tienen un didmetro aerodindmico menor de 1 pum, estdn
compuestas por los productos de quemas agricolas y forestales y por la combustién de
gasolina y diesel. Sin embargo permanecen aisladas en la atmésfera durante periodos de

tiempo corto ya que tienden a unirse a particulas de mayor tamaiio (Vallejo et al. 2003,

INE 2012).

1.3. Particulas suspendidas y sus efectos sobre la salud.

Los efectos en la salud de las PS dependen de su tamafio y de su composiciéon quimica
(Machado et al. 2008). Los estudios experimentales apuntan a que el mayor impacto en la
salud proviene de las particulas con un nicleo de carbén elemental al que se adosan
diferentes sustancias como compuestos orgdnicos, especialmente hidrocarburos aromdticos
policiclicos, sulfatos, nitritos y determinados metales como arsénico (As), cadmio (Cd),
hierro(Fe), zinc (Zn), cromo (Cr), cobre(Cu), aluminio (Al), niquel (Ni), plomo (Pb) y vanadio
(V) (Machado et al. 2008).

La contaminacién por PS se asocia con problemas en la salud como el asma, el aumento de

los sintomas de enfermedades respiratorias, como tos, respiracién dificil y dolorosa,



bronquitis crénica y reduccién de la funcién pulmonar (Ferrer-Carbonell y Escalante
Semerena 2009, SMA 2010). Ademds, se observa mayor impacto sobre grupos vulnerables
como lo es la poblacién infantil y los adultos mayores. En los nifios menores de un afio se
afecta el desarrollo pulmonar y se incrementa el riesgo de sufrir muerte respiratoria; en los
adultos mayores se asocia con el aumento de muertes por enfermedades respiratorias,
complicaciones cardiovasculares y cdncer de pulmén (WHO 2005, Gonzdélez-Villalva et al.
2006, Gutiérrez-Castillo et al. 2006, Ferrer-Carbonell y Escalante Semerena 2009).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, més de dos millones anuales de
muertes prematuras se atribuyen a los efectos de la contaminacién atmosférica; y la ZMVM
es una de las ciudades que padece de manera mds intensa el deterioro de la calidad del
aire (Gutiérrez-Castillo et al. 2005, Ferrer-Carbonell y Escalante Semerena 2009)

Segin la Organizacién Panamericana de la Salud, los efectos de la contaminacién se
asocian principalmente con los provenientes de la quema de combustibles fésiles, es decir,
las fuentes méviles son las principales responsables y por lo tanto del deterioro de la
calidad del aire, lo cual estd estrechamente relacionado con el crecimiento y la antigiedad
de la flota vehicular y la calidad de los combustibles (WHO 2005, Ferrer-Carbonell y
Escalante Semerena 2009). En la ZMVM este problema se ha agravado por las condiciones

climdticas y topograficas (Ferrer-Carbonell y Escalante Semerena 2009).

1.4. Los metales como contaminantes ambientales.

Los metales son los principales agentes inorgdnicos que se unen a las particulas suspendidas
y pueden generar diversos efectos en la salud dependiendo del metal en particular, debido
a que cada uno tiene un mecanismo de accién y un lugar de acumulacién diferente. (IARC
2006, Eréstegui Revilla 2009).

Estos se encuentran de forma natural en la corteza terrestre, sin embargo pueden
convertirse en contaminantes si su distribucion en el ambiente se altera debido a las
actividades humanas. En general, esto ocurre en procesos como la extraccién de minerales,
el refinamiento de productos mineros o por la liberacién al ambiente de efluentes
industriales y emisiones vehiculares (INE 201 2).

Los metales que se consideran con mayor frecuencia como contaminantes son el cobalto (Co),
Fe, Pb, Mercurio (Hg), Cd y V, debido a que tienen diversos efectos y son elementos que
pueden incrementar la lista de compuestos carcinogénicos y genotéxicos (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006, INE 201 2).



2. Vanadio.

El vanadio se encuentra ampliamente distribuido en la corteza terrestre, en cantidades
similares al zinc y al niquel (Byerrum 1991). Es un metal color grisdceo, ubicado en la tabla
peridédica como el primer elemento de transicién del grupo VB, tiene como nimero atémico
23, su configuracién electrénica es [Ar] 452 3d3 y su peso atémico es 50.95. Se halla en la
naturaleza en estados de oxidacién de -1 a +5. Sus valencias mds comunes son +3,+4 y
+5, la forma més estable en la naturaleza es el vanadil (VO2*) (Rodriguez Mercado y
Altamirano-Lozano 2006).

El vanadio se localiza en los petréleos crudos como elemento traza, formando parte del
complejo orgdnico-metdlico. La cantidad en la que se halla en el crudo depende de la
fuente de extraccidon (Fortoul et al. 2011). Dentro de los petréleos que tienen mayor
concentraciéon de vanadio en el mundo se encuentran los de la nacién drabe, el occidente de
Venezuela y los petréleos de la regiéon maya de México (Fortoul et al. 2002).

Este metal estd ampliamente distribuido en el ambiente, ya que se adsorbe a la superficie
de las PS. La forma mds comin de emisién del vanadio como contaminante atmosférico es
en forma de 6xido, que resulta de la quema de combustibles fésiles como el petréleo,

carbén y aceites pesados (Fortoul et al. 2002, IARC 2006, Gummow 2011).

2.1. Fuentes de emision.
Las principales fuentes de emisién atmosférica de vanadio son:
e Naturales, como el polvo contfinental, las emisiones volcdnicas, los incendios
forestales y los aerosoles marinos (Barceloux 1999, Gummow 2011).
e Antropogénicas, como actividades en la industria metalirgica y la quema de

combustibles fésiles (Barceloux 1999, Rodriguez Mercado y Altamirano-Lozano

2006).

2.2. Niveles de vanadio en el ambiente.

Se ha estimado que cerca de 110, 000 toneladas de V es liberado a la atmosfera
anualmente (Mukherjee et al. 2013). De estas emisiones se estima que el 91% es producto
de la actividad industrial, de la combustién del petréleo y sus derivados, del carbén y el
resto, es derivado de la erosién del suelo, las emisiones volcdnicas y los incendios forestales.

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climdticas, la posicién geogrdéfica y



condiciones de urbanizacién, entre otras variables (Rodriguez Mercado y Altamirano-
Lozano 2006).

Las concentraciones de vanadio en la atmésfera dependen del drea en donde ésta se midaq,
en zonas como el Artico se ha registrado un rango promedio de 0.0006-0.0024 ng/m3, en
zonas rurales del noroeste de Canadd y Puerto Rico el rango promedio es de 0.2-1.9
ng/m3 (IARC 2006).

En zonas urbanas, como la ZMVM se detectaron altas concentraciones de PS en las que se
encontré la presencia de V en cuatro puntos de la ciudad (durante el 2002 y 2003). Se
estima que este metal alcanza valores de 0.114 pg/m3 en PMio y 0.093 pg/m3 en las
PM2.s (Gutiérrez-Castillo et al. 2006, Rodriguez Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

De manera indirecta, se sabe que las concentraciones de vanadio en la atmésfera en la
ZMVM han aumentado de manera significativa; Fortoul y colaboradores (2002) realizaron
un estudio en el que se observé mayor presencia de vanadio en tejido pulmonar de

habitantes de la década de los 90’s comparados con muestras de residentes de los 60’s.

2.3. Usos.

Los usos del vanadio incluyen la obtencién de aleaciones para la manufactura de acero, se
emplea como catalizador en la produccién de dcido sulfurico, en la elaboraciéon de
semiconductores y vidrio, en los reveladores fotogrdficos, en los agentes de color y en la
fabricacién de pigmentos amarillos para cerdmica y en colorantes para cinematografia
(Barceloux 1999, Rodriguez Mercado y Altamirano-Lozano 2006). La adicién de
compuestos de vanadio provee dureza, maleabilidad y resistencia a los metales-carbones;
las aleaciones no férricas que contienen vanadio son usadas en la fabricacién de aviones,
en la tecnologia espacial e industria energética nuclear (Barceloux 1999). En la industria
agricola es un componente de fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes
(Rodriguez Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Algunos compuestos de vanadio se han utilizado para tratamiento de la anemia, diabetes,
tuberculosis y sifilis (Fortoul et al. 2002), asi como también en suplementos alimenticios para

atletas (Aragén et al. 2005).

2.4. Vias de exposicién.



Las principales vias de exposicion a este metal son a través de la inhalacién e ingesta,
siendo la primera la mds téxica. La toxicidad depende de una variedad de factores como
la solubilidad del compuesto, la ruta de administracién, la dosis, la via, el tiempo de
exposicion y de la capacidad de las enzimas encargados de desintoxicar al organismo

(Barceloux 1999, Fortoul et al. 2002, 2011).

2.4.1. Via oral.

El vanadio se encuentra en alimentos en los estados de oxidacién lll y IV (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006). Por esta via se absorbe aproximadamente el 10 %
de vanadio que ingresa por el tracto gastrointestinal (Mukherjee et al. 2004, IARC 2006).
Agua.

Se le encuentra disuelto en forma pentavalente, en agua dulce se han reportado
concentraciones de 0.1 Wg/L, mientras que en cuerpos de agua cercanos a plantas
metallrgicas y zonas industriales, se han reportado concentraciones de 220 lg/L (IARC
2006). En el agua para beber se han descrito valores promedio de 4.3 Ug/L (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Alimentos.

Varios alimentos contienen bajas concentraciones de vanadio (<1 ng/g) entre éstos se
encuentran diversos cereales, peces, frutas y verduras frescas. Los alimentos ricos en
vanadio incluyen hongos, mariscos, eneldo, perejil, pimienta negra, carne y tabaco para

fumar (Mukherjee et al. 2004, Rodriguez-Mercado y Altamirano Lozano 2006).

2.4.2. Via inhalada.

El vanadio generado por la combustion de productos derivados del petréleo (quema de
combustibles fésiles) es inhalado cuando se adhiere a las particulas suspendidas (Fortoul et
al. 2011). Los pulmones son el principal sitio de entrada en los casos de exposiciéon a la
contaminacién atmosférica, el porcentaje de vanadio que se absorbe por esta via es del 25
al 100 %. Una vez que entra al sistema circulatorio, se transporta a los tejidos del cuerpo
por el torrente sanguineo. La via inhalada es la ruta de exposiciéon que produce toxicidad
inmediata (Barceloux 1999, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Gummow

2011).



2.5. Toxicocinética.

Los estados de oxidacién fisioldgicamente relevantes del vanadio son +3, +4 y +5
(Gummow 2011). Una vez absorbido, es transportado en el plasma (en un tiempo medio
aproximado de 1 hora) por la albdmina (vanadil) y por la transferrina (vanadato). El V (V)
entra en la célula por mecanismos de transporte anidnico, principalmente por los canales de
fosfato (Heinz et al. 1982, Rodriguez-Mercado et al. 2002, Cooper 2010) y una vez dentro
de la célula es reducido de [V (V)] a [V (V)] (Rodriguez-Mercado et al. 2002) por
reductores biolégicos, principalmente por el glutatiéon intracelular y el dcido ascérbico
(Evangelou 2002, Rodriguez-Mercado et al. 2002).

La similitud quimica del vanadio con el fosfato explica su efecto en las reacciones de
fosforilacién en el organismo (Fortoul et al. 2002, Mukherjee et al. 2004).

Los érganos en que lo acumulan son el higado, los rifiones, el hueso y el bazo, mientras que
los pulmones y los testiculos lo concentran en menor cantidad; también es detectado en el
corazédn, la tiroides, el cerebro, el musculo esquelético, la médula ésea y el tejido adiposo.
Los érganos que no lo remueven con facilidad son el hueso, los misculos y los pulmones, en
los cuales permanece por tiempo prolongado (Fortoul et al. 2002, Rodriguez- Mercado et
al. 2002)

La mayor parte del vanadio absorbido es rdpidamente desechado principalmente en la
orina, con una vida-media de 15 a 40 horas. El resto se elimina en las heces; la bilis es
probablemente la via de excrecién menos importante. (Rodriguez- Mercado et al. 2002,
Cooper et al. 2007). La cinética de la eliminacién por la orina sigue un comportamiento
bifdsico, en las primeras 20 horas se excreta la mayor cantidad y en los siguientes 40 a 50

dias la otra parte (Rodriguez- Mercado et al. 2002).

2.6. Toxicodinamica.

El vanadio es capaz de modificar la actividad de numerosas enzimas, como la (Na*, K*)-
ATPasa, la tirosina cinasa, fosfatasas, colinesterasa, (Ca?*, Mg?*) —ATPasa y (H*, K*)-
ATPasa; asi como también regular la actividad de ciertos oncogenes y actuar como
insulinomimético (Léonard y Gerber 1994, Stemmler y Burrows 2001, Gummow 2011).
También puede inhibir o estimular la actividad de diversas enzimas del DNA y RNA
(polimerasas) induciendo diversos efectos genotdxicos y mutagénicos (Zhong et al. 1994,
Valko et al. 2005). Ademds incrementa los niveles de proteinas inflamatorias de

macréfagos (MIP), de NF-kB, induce la liberacion del factor de necrosis tumoral (TNF-a), de




la interleucina- 8 (IL-8) y el activador de proteinas-1 (Zhong et al. 1994, Mukherjee et al.
2004)

La accién del vanadio se asocia con la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como radicales libres hidroxilo ((OH) generadas por reacciones de tipo Fenton durante la
reduccién de V(V) a V(IV) por la NADPH, lo que induce incremento de ROS, estrés oxidante
y apoptosis (Capella et al. 2002, Mgller et al. 2008).

2.7. Estrés oxidante y Vanadio.

El principal mecanismo de accién del vanadio es a través de la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) por la activacién de las MAP cinasas que pueden fosforilar
diversas enzimas tal como la ERK 1/2, resultando en la activacién de diversas vias de
sefializacién (Fortoul et al. 2011) y radicales libres hidroxilo -(OH), que dan inicio a la
peroxidacién lipidica de las membranas celulares (Avila-Costa et al. 2004).

Se considera un radical libre (RL) o especie reactiva de oxigeno (ROS) a las moléculas
radicales y no radicales que son agentes oxidantes y que son fdcilmente convertidos en
radicales. En su estructura atédmica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital
externo, lo que le da una configuraciéon inestable. Estos radicales derivados del oxigeno
representan la clase mds importante de especies generadas en los sistemas bioldgicos. Las
ROS son agentes toxicos y generadores de patologias debido a que constituyen un
mecanismo molecular comin de dafo cuando los animales son sometidos a altas presiones
de oxigeno y a radicales des-ionizantes. El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes
produce efectos téxicos y la produccion de RL es un fenémeno implicado en el
envejecimiento y en la carcinogénesis (Avello y Suwalsky 2006, Valko et al. 2006, Mayor-
Oxilia 2010).

Las biomoléculas sufren las consecuencias del estrés oxidante, y el DNA es uno de los
principales blancos. El dano al material genético representa la primera etapa involucrada
en la mutagénesis, en la carcinogénesis y en el envejecimiento (Risom et al. 2005, Mayor-
Oxilia 2010, Manke et al. 201 3).

Los RL causan dafio al DNA; pueden formar aductos, rupturas de cadena sencillg,
modificacién de bases nitrogenadas, formacién de sitios apiricos y apirimidicos (sitios AP),
entrecruzamientos DNA-proteinas, sitios dlcali-ldbiles y con menor frecuencia, ruptura de
cadena doble. Los efectos genotdxicos pueden ser causados por la interacciéon directa de

los xenobidticos (como el vanadio) con el material genético o de manera secundaria por el
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estrés oxidante o por la inhibicion de los mecanismos de reparacién (Risom et al. 2005,
Metha et al. 2008, Manke et al. 2013, Smith et al. 201 3).

Sin embargo, la célula cuenta con diversos mecanismos de reparacién celular, los cuales son
esenciales para el mantenimiento de las funciones celulares adecuadas (Pollard et al.2010).
Estos mecanismos de reparacién cuentan con cuatro pasos principales que son la deteccidn,
en donde se reconoce la seccién del DNA daiada; escisién, en donde son removidos los
nucleétidos dafiados por medio de un set de enzimas (p. e glicosilasa); polimerizacién,
siendo la DNA polimerasa la encargada de agregar y reemplazar los nucleétidos dafiados
y ligacién, en donde la DNA ligasa une los cortes en el esqueleto azicar-fosfato (Pollard ef
al.2010).

Entre los mecanismos de reparacién del DNA de cadena sencilla se encuentran:

Reparacién por escisién de bases (BER). La via principal encargada de corregir el dafio
ocasionado por el metabolismo celular, ERO, metilacién, desaminaciéon e hidroxilaciéon
(Metha et al. 2008); esta via remueve pequefias lesiones en el DNA (de una a seis bases
dafiadas) (Seo et al. 2002, Pollard et al. 2010)

Reparacién por escisién de nucleétidos (NER). Es la mayor via de reparaciéon del DNA en las
células humanas y corrige dafios inducidos por fuentes endégenas o exdgenas (Risom et al
2005); esta via remueve grandes lesiones del DNA (de 21 a 30 bases) (Seo et al. 2002,
Pollard et al. 2010).

Reparacién no acoplada (MMR). Corrige bases recién insertadas que no se encuentran

acopladas apropiadamente (Snustad et al. 2006)

2.8. Efectos en la salud.
Son numerosas las patologias que han sido asociadas a los efectos del vanadio, siendo la

forma pentavalente la mds téxica (Barcelox 1999).

2.8.1. Personal Ocupacionalmente Expuesto: POE.
En la Tabla 1 se enlistan algunos de los efectos en la salud que se han reportado como
consecuencia de la exposiciéon a vanadio:

Tabla 1. Consecuencias de la exposicion a vanadio en POE.

Sistema v érgano Efectos Referencia

Sistema Nervioso Trastornos en habilidades visuo-espacial y Barth et al. 2002

atencion.

1



Continuacién Tabla 1.

Sistema v érgano

Efectos

Referencia

Sistema cardio-vascular

Sistema reproductor

Sistema respiratorio

Higado

Genotoxicidad

Anemia y leucopenia, asociadas a la
interferencia en la eritropoyesis.
Cambios en el ritmo cardiaco.

Daiio a la espermatogénesis.

Necrosis en espermatogonias,
espermatocitos y células de Sertoli.
Cambios en los microtibulos.

Daiio en la movilidad espermdtica.

Daiio en las vias aéreas bronquiolares.

Tos persistente

Disminuciéon del aliento, contraccién del
pecho e inflamacién pseudo-asmatica.

Hepatotoxicidad debido al estimulo de la
secrecion de citocinas y quimiocinas.
Micro-hemorragias.

Degeneracién granular de los hepatocitos.

Aberraciones en la funcién renal y micro-
hemorragias corticomedulares.

Dolor de cabeza, dermatitis, disminucién
del aliento, debilidad, anorexia, fiebre,
conjuntivitis, aumento en la peristalsis,
vémito y diarrea.

1 Micronicleos

1 Puentes nucleopldsmicos
dicéntricos)

1 Brotes nucleares (amplificaciéon génical)
1 Oxidacién de las bases

1 Afecta la cinética de reparacién

(cromosomas

Evangelou 2002
Cooper 2007.

Evangelou 2002
Cooper 2007

Cooper 2007

Cooper 2007

Cooper 2007

Barceloux 1999
Cooper 2007

Ehrlich et al. 2008

1 Aumento, | Disminucién

2.8.2. Modelos experimentales.

Los resultados obtenidos con modelos experimentales, especialmente en modelo murino,

muestran las consecuencias de la exposicién a vanadio, algunas de las cuales se enlistan en

la Tabla 2.

Tabla 2. Consecuencias de la exposicion a vanadio en modelos experimentales.

Sistema v érgano Efectos Referencia
Alteraciones funcionales, citolégicas y ultra-estructurales Avila-Costa et al.

Sistema Nervioso en bulbo olfatorio, corteza motora, hipocampo vy 2004, 2005
sustancia nigra.
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Continuacién Tabla 2.

Sistema v érgano

Efectos

Referencia

Sistema Nervioso

Sistema cardio-
vascular

Sistema reproductor

Sistema respiratorio

Sistema inmunolégico

Higado

Otros efectos

| Densidad y pérdida de espinas dendriticas.

En barrera hemato-encefdlica:

| Cilios y de las uniones de las células ependimales del
cuarto ventriculo cerebral.

Alteraciéon en la  generacién  de
dopaminérgicas.

Desprendimiento del epitelio ependimal.

neuronds

| Ndmero de plaquetas

Produccién de megaplaquetas
Iniciacién de eventos trombo-embélicos.
| Hemoglobina

1 Leucocitos, neutréfilos y linfocitos.

1 Tamafio y nimero de megacariocitos.
Cambios morfolégicos en eritrocitos

Alteraciéon en los testiculos, necrosis en
espermatogonias, espermatocitos, células de Sertoli.

| Espermatogénesis, movilidad espermatica, conteo
espermdtico.

1 Anormalidades morfolégicas y dafio al citoesqueleto.
Alteraciones en el desarrollo embrionario fetal.

1 Citocinas (IL-6 y TNF-a) en epitelio bronquio-alveolar.
Cambios en las células bronquiolares no-ciliadas y
células ciliadas.

Funcién pulmonar anormal.

1 Inflamacién e hiperplasia epitelial.

Cambios en la corteza y médula del timo.
Esplenomegalia

1 NUmero y tamafio de megacariocitos.
Alargamiento de la pulpa blanca.
Cambios nucleares en linfocitos de timo.

1 Peroxidacién lipidica.
Destrucciéon oxidante de los dcidos
insaturados y filtrado inflamatorio.

grasos poli-

| Diuresis (ratas y gatos).
| Filtrado glomerular.

| Esmalte dental.
Afecta la histodiferenciacién.

Avila-Costa et al.
2004, 2005
Fortoul et al. 2011

Gonzdlez-Villalva et
al. 2006, 2009

Ciranni et al. 1995
Rodriguez Mercado y
Altamirano-Lozano
2006.

Fortoul et al. 2007,
2011

Fortoul et al. 2011

Fortoul et al. 2011

Fortoul et al. 2011

Evangelou 2002

Fortoul et al. 2011

1 Aumento, | Disminucién




3. Vanadio y DNA.

La Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, enlista al pentéxido de vanadio
como un posible carcinogénico para humanos (grupo 2A) con base en la limitada evidencia
de su potencial para causar cancer (IARC 2006, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano
2006).

Los estudios con modelos experimentales tanto in vitro como in vivo, indican que los
compuestos de vanadio tienen potencial téxico, mutagénico y genotdxico (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006). Algunos de los estudios concernientes a los efectos

genotdxicos del vanadio se citan en la Tabla 3.

Tabla 3. Efectos genotdxicos del vanadio.

Sistema v Via y compuesto Efecto Referencia
érgano
Cultivo de In vitro 1 Células poliploides y asociaciones Rolddn y
linfocitos V20s satelitales. Altamirano-
humanos | indice mitético. Lozano
1990
Células del In vitro 1 Aberraciones cromosémicas numéricas y | Zhong et al.
fibroblasto de V205 estructurales. 1994
pulmén de | indice mitético.
criceto chino
(V79)
Via oral 1 Aberraciones cromosémicas numéricas y | Ciranni et al.
Ratén CD-1 NH4 VO3 estructurales. 1995
Médula ésea Na3 VO4 T Micronucleos.
Células Via intraperitoneal 1 Rompimiento de cadena sencilla. Altamirano-
testiculares V205 Lozano et al.
1996
Cultivo de In vitro 1 Rompimientos de cadena sencilla. Rojas et al.
linfocitos V205 Citostdtico y citotéxico. 1996
humanos.

HI'ngO, pu|m6n, Via infrdperi'roneql T Rompimienfos de cadena sencilla Altamirano-
bazo, corazén, V20s Lozano et al.
rifion y médula 1999

ésea.
Rodriguez-
Leucocitos In vitro T Rompimiento de cadena sencilla. Mercado et al.
humanos de V204 Aberraciones cromosémicas. 2003
sangre
periférica.
Ratén CD-1 Via inhalada Micronicleos y rompimientos de cadena Fortoul et al.
Leucocitos V205 sencilla. 2011
Ratén CD-1 Via inhalada 1 Microndcleos Rojas-Lemus et
Leucocitos V205 al. 2014,

1 Aumento, | Disminucién
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Sin embargo, la informacién relacionada con el potencial genotéxico y carcinogénico del

V205 es controversial (Zhong et al. 1999, Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

4. Vanadio y reparacion del DNA.

Rojas y colaboradores (1996) observaron en un modelo in vifro la cinética de la reparacién
del DNA, en linfocitos humanos, en dos tiempos de recuperaciéon posteriores a los
tratamientos con V205 (45 y 90 minutos) hallaron que a partir del primer tiempo de
recuperacion se repard cerca del 80% de los rompimientos de cadena sencilla y a los 90
minutos, la migracién del DNA tenia valores similares a los del testigo.

Rodriguez Mercado y colaboradores (2011) en un modelo in vitro de reparacién del DNA
en cultivos celulares de leucocitos expuestos a diferentes sales de vanadio: triéxido de
vanadio (lll), pentéxido de vanadio (V) y tetradéxido de vanadio IV). Encontraron que el
tridxido de vanadio (lll) y el pentéxido de vanadio inducen incremento del porcentaje de
células con dafio a las 2, 4 6 6 horas de exposicién y el tetradxido de vanadio a las 4
horas de exposicidon. En cuanto al tipo de daiio, el triéxido y pentéxido de vanadio causan
rompimiento de cadena sencilla mientras que el tetraéxido de vanadio provoca
rompimiento de cadena doble. Estos autores indican que las células son capaces de reparar
el DNA dafiado después de 90 minutos con trioxido de vanadio (lll) y pentéxido de
vanadio (V) y pueden regresar a valores similares como el testigo. Mientras que las células
tratadas con tetraéxido de vanadio (IV) son capaces de restaurar el dafio en 120 minutos
(Rodriguez- Mercado et al. 2011).

No obstante, se ha observado que algunos metales y aldehidos pueden inhibir la via NER y

contribuir a procesos carcinogénicos (Metha et al. 2008).

5. Consecuencias del dafio al DNA.

La reduccion de la capacidad de reparaciéon es un importante mecanismo de los
carcinégenos y los pro-carcindégenos para causar mutaciones y subsecuentemente cdncer
(Metha et al. 2008).

Entre las efectos generados por el dafio en los mecanismos de reparacién se incluyen
defectos genéticos como xeroderma pigmentosum (XP), como resultado de mutaciones en
genes codificantes en la via de NER; enfermedades neurodegenerativas, deficiencias
neurosensoriales, discapacidad mental, bulbar, extrapiramidal, corea y ataxia (desérdenes

cerebelares) y trastornos del habla (Smith et al. 201 3).
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Incluso se ha observado que en individuos con defectos genéticos en los genes de
reparacion tal como es xeroderma pigmentosum (XP), estdn predispuestos a tener mayor
incidencia de cdncer en piel y duplicar el riesgo de padecer cdncer en érganos internos

(Metha et al. 2008,).

6. Pruebas para detectar genotoxicidad.
Los seres humanos estdn expuestos a una amplia variedad de agentes que son
potencialmente peligrosos para el DNA. Existen diferentes técnicas para detectar el dafo al
material genético, entre ellas se encuentran:
e Ensayo de micronucleos. Detecta la pérdida de material genético debido a procesos
aneugénicos o clastogénicos (Zalacain et al. 2005).
e Intercambio de cromdtidas hermanas. Se basa en el material genético roto y unido
entre cromdtidas en el mismo locus (Mussali-Galante et al. 2005).
e F[Ensayo Cometa. Es una prueba dependiente de pH en donde el DNA es
desnaturalizado y sometido a electroforesis para analizar el dafio al material
genético, identificado como rompimientos en las hebras de DNA (Collins et al. 1997,

Tice et al. 2000).

6.1. Electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa pH>13).

Entre las pruebas mds utilizadas para detectar actividad genotdxica, se encuentra la
electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa. Esta técnica, ha sido propuesta como un
método sensible para la deteccién de dafio y reparacién del DNA (Altamirano-Lozano et al.
1996, Tice et al. 2000, Mussali-Galante et al. 2005).

Dentro de las ventajas de este ensayo se encuentran: la aplicacién en una gran variedad
de células eucariontes, la alta sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio (de 50 a
15 000 rompimientos por célula), la requisicién de una pequeiio cantidad de muestra (de
10 000 a 50 000 células), es una técnica no invasiva, es de fdcil y rdpida realizacién, se
puede aplicar en muestras frescas o congeladas, y el dafio puede ser detectado en células
ciclantes y no ciclantes (Tice et al. 2000, Olive y Banath 2006).

Esta prueba consiste en embeber células en geles de agarosaq, lisarlas en una solucién rica
en detergentes y, posteriormente, el DNA liberado es sometido a electroforesis bajo

condiciones alcalinas (pH >13), neutralizado y tefiido con fluorocromos. La apariencia final
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asemeja a un cometa: la cabeza formada por el DNA intacto y la cola por los fragmentos
(Mussali-Galante et al. 2005).

Esta técnica, de acuerdo con la variante que se utilice, detecta rompimientos de cadena
sencilla y doble, sitios dlcali-labiles, entrecruzamientos DNA-DNA/ DNA-proteinas y sitios

retardados de reparacién (Tice et al. 2000, Mussali-Galante et al. 2005).

7. Testigos de efecto genotéxico.

Son los fdrmacos probados durante este trabajo con diferentes mecanismos de accién para
comparar la cinética de reparacién y comportamiento del vanadio.

7.1. Camptotecina.

La Camptotecina (CPT) es un alcaloide pentaciclico aislado de la planta china Camptotheca
acumiata, presenta actividad antitumoral debido a su habilidad de estabilizar el complejo
covalente DNA-Topoisomerasa |. La topoisomerasa | (Topo |) eucarionte tiene un rol en
procesos biolégicos fundamentales como la relajacién del enrollamiento del DNA durante la
transcripcién, la replicacién y la reparacién de esta biomolécula (Rivory y Robert 1995,
Morham et al. 1996; Natelson et al. 1996, Pizzolato y Saltz 2003, Attia et al. 2009).

La CPT interfiere con el complejo formado por DNA-Topo |, interactuando con la
topoisomerasa | y obstruyendo la religacion del DNA, de esta manera convierte a esta
enzima en un veneno celular capaz de fragmentar al DNA, generar muerte celular por
apoptosis, intercambio de cromatidas hermanas y aberraciones cromosémicas. Siendo su
accién mds evidente durante la fase S del ciclo celular (Rivory y Robert 1995, Natelson et
al. 1996, Du 2003, Thomas et al. 2004, Attia et al. 2009, Lee et al. 2012).

La principal via de excrecién de la CPT es a través de las heces (23.6-59.9%), después de
48-72 horas post-administracién in vitro (Kaneda et al. 1990, Kaneda y Yokokura 1990,
Rivory y Robert 1995).

7.2. Metil Metano Sulfonato.

El metil metano sulfonato (MMS) es un agente alquilante debido a que reacciona
directamente con los dcidos nucleicos (DNA y RNA) en diferentes modelos, tanto in vivo como
in vifro. Se distribuye rdpidamente a través del cuerpo, su presencia en la sangre se
encuentra 2 horas después de haber sido administrado por via intraperitoneal (Fedorcsak y
Enhrenberg 1966, IARC 1987, Diaz- Barriga et al. 1999, Chang et al. 2002, Speit y Schiitz
2008).
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El MMS es capaz de modificar la guanina a 7-metilguanina y la adenia a 3-metil-adenina
y causa el desapareamiento de bases, ademds de generar aductos en el DNA (Lundin et al.
2005). Estos dafios son reparados por la via de la reparacién por escision de bases (BER),
(Sugiyama et al. 1992, Fedorcsdk y Enhrenberg. 1966, Seo et al. 2002)

El MMS es excretado como CO» a partir de las 30-48 horas (Diaz Barriga et al. 1999,
Schwartz y Kmiec 2005).

7.3. Demecolcine.

El Demecolcine (DM) es un derivado menos téxico de la colchicina (Rieder y Palazzo
1992). Al igual que ésta inhibe la polimerizacién de la tubulina de los microtibulos, que son
la principal proteina que compone a los microtibulos que son cruciales para regular
diversas actividades como migraciéon celular, divisiéon y polarizaciéon. Actda como un agente
aneugénico (Ramirez et al. 1997, Niel y Scherrmann 2006, Wang et al. 2009).

El demecolcine se une a la tubulina 6 S y detiene la elongacién de los microtdbulos lo que
inhibe la formacién del huso mitético y evita la migracién de los cromosomas hacia los polos.
Este arresto mitético bloquea a las células durante la metafase y causa aneuploidias
(Williams 1968, Hennig et al. 1988).

Cuando el demecolcine es administrado por via oral es absorbido a nivel del duodeno e
ileon y excretado principalmente por medio de la bilis (Chappey y Scherrmann 1995, Niel
y Scherrmann 2006).

Sin embargo se ha observado que una vez excretado el demecolcine, hace a las células
mas sensibles a la radiacién UV, inhibe el re-ligamiento en la via NER, afecta la accién de
la ligasa |, perturba el ciclo celular e inhibe la replicacion del DNA permitiendo el
incremento en la migracién del DNA observado a través del ensayo cometa (Hsun et al.

2005, Ginter y Schiitz 2008).
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8. Justificacion.

Debido a las caracteristicas geogrdéficas de la ZMVM, para sus habitantes es continua y
prolongada la exposicion a contaminantes que se emiten principalmente por fuentes
antropogénicas. Entre los contaminantes mds importantes que se encuentran en esta ciudad,
estdn las PS a las que se adosan metales como el vanadio, cuyas concentraciones han
aumentado en las Gltimas décadas, aunadas a que la inhalacién es la forma por la que se
absorben mayores cantidades de este metal.

La evidencia indica que el vanadio es capaz de causar dafo al material genético, lo que
cobra importancia debido a que puede generar inestabilidad cromosémica, la cual estd
estrechamente relacionada con procesos carcinogénicos. Sin embargo, el dafio al material
genético causado por vanadio puede ser reparado, mal reparado o no reparado y debido
a la nula existencia de estudios in vivo es importante conocer el efecto que ejerce sobre los

mecanismos de reparacién de cadena sencilla del DNA en este modelo.

9. Hipétesis.

Si el vanadio es capaz de alterar o modificar los mecanismos de reparacién de cadena
sencilla del DNA, entonces habrd aumento en la longitud de la cola de los cometas que
perdurard a través del tiempo en los leucocitos de sangre periférica de ratones macho

expuestos por via inhalada.

10. Objetivos.
10.1. Objetivo general.
Evaluar la cinética de reparacién de los rompimientos de cadena sencilla del DNA causados
por la inhalacién de vanadio en leucocitos de ratones macho de la cepa CD-1 mediante el
ensayo cometa.
10.2. Objetivos particulares.
e En leucocitos de sangre periférica de ratones macho de la cepa CD1:
1. Evaluar el efecto citotéxico de los grupos experimentales a las 0, 48, 144 y 240
h, mediante viabilidad celular por fluorocromos.
2. Readlizar las curvas de tiempo-migraciéon del DNA de los grupos experimentales
desde las O hasta las 320 h, empleando el ensayo cometa.
3. Comparar la curva del grupo vanadio contra los grupos controles de efecto

genotdxico.
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11. Método.

Grupos experimentales

Se utilizaron 30 ratones macho de la cepa CD-1 con un peso de 30-35 g de peso y 60 dias
de edad. Los 30 ratones se mantuvieron en un fotoperiodo 12:12 (L: O) con alimento Rodent

Laboratory Chow y agua ad libitum. Se dividieron en 6 grupos de 5 ratones cada uno:

11.1. Protocolo de inhalaciéon.

Los ratones se colocaron en una caja de acrilico transparente de 45 em X 21 cm X 35 cm
con un volumen total de 3.3 L conectado a un ultranebulizador UltraNeb® 99 con flujo
continuo de 10 L/min de la solucién de V205 (0.02 M). Los ratones inhalaron 1 hora, tres

dias consecutivos.

11.2. Testigos de efecto genotéxico.

Demecolcine. La dosis de 5 ml/kg se establecié con base en el articulo de Scheneide et al.
(1995) que utilizé una dosis de 20 ml/kg para inducir aneuploidias.

Metil Metano Sulfonato. A este grupo se le administré por via i.p. una dosis Unica de 40
mg/kg, como lo reportado por Diaz-Barriga et al. (1999) para estudios genotéxicos con
este fdrmaco.

Camptotecina. A este grupo se le administré por via i.p. una Onica dosis 4 mg/kg, que es la
reportada por Attia et al. (2009) para causar dafio al DNA sin comprometer la viabilidad

celular (Figura 4).

11.3. Toma de muestras.

11.3.1. Viabilidad celular por fluorocromos.

De cada uno de los individuos de todos los grupos, se tomé una muestra de 2 uL de sangre
entera por corte de la vena caudal al tiempo cero (0 h), a las 48, 144 y 240 horas post-
exposicién/administracién

11.3.2. Ensayo cometa pH>13.

De igual manera que las muestras para viabilidad celular por fluorocromos, de todos los
individuos se obtuvieron 5 UL de sangre al tiempo cero (0O h), a las 24, 48, 72, 144, 192,

240 y 312 horas post-exposiciéon o administracion.
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12. Estrategias experimentales.

12.1. Viabilidad celular por fluorocromos.

La técnica de viabilidad celular por fluorocromos se llevé a cabo de acuerdo con Strauss
(1991):

Se utilizé 0.01 g de diacetato de fluoresceina (FDA) disuelto en 2 mL de acetona, 0.01 g de
bromuro de etidio (Br Et) disuelto en 5 mL de amortiguador de fosfatos (PBS). Antes de
utilizarse, se mezclaron 100 L de la solucién de Br-Et, 15 L de la solucién de FDA con 2.4
mL de PBS.

La muestra de sangre entera se mezclé con la solucién de fluorocromos (FDA-PBS-Br Et) en
proporcion 1:1. Las muestras se observaron inmediatamente con microscopia de
epifluorescencia. De un total de 100 células por muestra, se cuantificé el nimero de células

muertas (fluorescencia roja) y de las células vivas (fluorescencia verde) (Figura 1).

Figura 1. Células observadas con la técnica de viabilidad celular por fluorocromos con microscopio de
epifluorescencia, 20X. Los puntos verdes corresponden a células vivas y los rojos a células muertas.

12.2. Electroforesis unicelular alcalina (Ensayo cometa pH > 13)

La técnica se llevé de acuerdo a Singh et al. (1988) para detectar los rompimientos de
cadena sencilla en el DNA. Cada una de las muestras se realizé por duplicado.

De cada ratén se tomd una muestra de sangre entera de 5 L y esta se mezclé con 75 L
de agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% con una temperatura aproximada de 36.5-38
o o o . s

C y fueron colocados en laminillas que previamente se les preparé con una capa de

agarosa regular al 0.5%. Esta muestra se extendié con ayuda de un cubreobjetos
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completamente limpio para no dafar la muestra. Se colocaron las laminillas en hielo
durante 5 minutos para permitir la solidificacion de la segunda capa de agarosa y asi
permitir retirar el cubreobjetos sin riesgo de maltratar la muestra y asi colocar una tercera
capa de agarosa de bajo punto de fusién al 0.5% la cual se extendié de nueva cuenta con
el cubreobjetos y se le colocé de nueva cuenta en hielo para la solidificaciéon de la tercera
capa de agarosa y retirar el cubreobjetos.

Una vez solidificada las capas de agarosa, se colocaron las laminillas en una solucién de
lisis compuesta de NaCl 2.5M, Tris 0.01M, EDTA Naz 0.1 M, Tritén X-100 (1%) y DMSO
(10%). Se mantuvieron en refrigeracién a una temperatura de 4 °C en condiciones de total
oscuridad durante 36 horas.

Para la realizacién de la electroforesis horizontal, las muestras fueron colocadas en un
amortiguador de desenrollamiento y corrida compuesto por NaOH 0.3M y EDTA Na>
0.001M revisando que el pH de los amortiguadores para desenrollar el DNA fuera igual o
mayor a 13. Se les dejé por 20 minutos en los amortiguadores para desenrollar el DNA y
transcurrido el tiempo se les sometié a una corriente de 300mA y 25V durante 20 minutos.
Todo lo anterior en condiciones de oscuridad.

Posterior a los 20 minutos de electroforesis, las muestras se neutralizaron con una solucién
de neutralizacién compuesta por TRIS 0.4 M con un pH igual a 7.5 durante 15 minutos.

Para la fijacién se utilizé etanol absoluto por 10 minutos y se les dejé secar a temperatura
ambiente.

Una vez fijadas, las muestras se observaron con un microscopio de epifluorescencia
OLYMPUS B201 BH-2. Para visualizar los cometas se utilizé 1 mg de Br Et 0.02M disuelto
en 5 mL de agua destilada (Solucién Stock) de esta solucidén se tomé 1 mL y se disolvié en 9
mL de agua destilada (solucién de rutina). De la solucién de rutina se tomaron 35 plL que se
colocaron sobre la muestra a la cual se le aplicd posteriormente un cubreobjetos.

Para el registro de cometas se tomaron al azar el conteo de 300 células por laminilla del
individuo por cada una de las horas de muestreo realizadas y se midié la migracién,
después se clasificd dentro una de las cinco categorias propuesta por Rodriguez- Mercado
et al. (2011) de acuerdo al valor del radio del nicleo. En donde: r= medida de la cola

(LCo)/medida de la cabeza (LCa) (Figura 2.).
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Figura 2. Cometa observado con microscopio de epiflorescencia (40x). En donde LCa es la cabeza

del cometa formada por DNA intacto y LCo la cola formada por DNA desfragmentado.

Y se clasificaron en (Figura 3):

(A) — nucleo intacto, no hay dafio al DNA.
(B) r< 1— dafo bajo al DNA.

(C) 1<r = 2 — daino moderado del DNA
(D) r > 2 — daiio severo del DNA

(E) — en donde las células son virtualmente todo el DNA migrado, lo que

considera un daiio total del material genético o también conocido como “nubes”.

Figura 3. Cometas observados con microscopio de epifluorescencia (40x). En donde: 1. sin dafio; 2. dafio
bajo; 3. dafioc moderado; 4. dafio alto y 5. Dafio severo.

se
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13. Andlisis de resultados.

Para el andlisis de resultados se calculé el Indice de migracién (IMg) de cada uno de los

individuos de acuerdo con la férmula propuesta por Rodriguez-Mercado et al. (2011):

IMg= [(A)1+ (B)2+ (C)3+ (D)4+ (E)5 / Total de células analizadas (%).

Ratones macho cepa CD-1
30-35 gramos 60 dias

| ] | ] | ]
Testigo MMS Demecolcine Camptotecina Vemadio Vanadio +
0.02M 1h/3 i
40 myg/kg 5mil/kg 4mg/kg ) Camptotecina
diasi1 S.
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
n=5
| | | | | J
| | i | | | | |
Oh 24 h 48 h 72h 144 h 192 h 240h 312h

Toma de 5 |IL de sangre periférica

|

Electroforesis unicelular alcalina pH> 13

Lectura y clasificacion de cometas en microscopio
de fluorescencia

Calculo del indice de Migracién (IMg) de cada
individuo

v

Viabilidad celular por fluorocromos

Andlisis estadistico en GraphPad Prism 6. -

Figura 4. Representacién esquemdatica del método.

14. Anadlisis Estadistico.

Los datos obtenidos se procesaron con el programa GraphPad Prism 6 vy se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba post hoc Dunnett para evaluar la diferencia
entre los grupos tratados y el grupo testigo con respecto a los diferentes tiempos de
Para evaluar las diferencias entre dos grupos por cada tiempo, se utilizé la

muestreo.

prueba t de Student pareada (dos colas). Las diferencias se consideraron como

significativas cuando el valor de P fue <0.05.



15. Resvltados.

15.1. Viabilidad celular.

En la Tabla 4 se observa que en todos los grupos el porcentaje de viabilidad celular fue

mayor al 81%. Este porcentaje es acorde con el requerido para realizar electroforesis

unicelular alcalina (ensayo cometa pH>13) (Tice et al. 2000).

Tabla 4. Porcentaje de viabilidad celular de los distintos grupos experimentales muestreados a diferentes

tiempos
Horas Testigo MMS DM CPT \ V + CPT
Oh 98.0+1.0 94.0%1.5 93.0£1.0* 92.3+1.5* 958+1.3 98.8+0.3
48 h 90.8+0.5 85.7+0.8* 88.7+4.9 87.0x1.0* 95.0+1.5% 86.5+3.5
144 h 91.7+1.5 90.3*+0.8 89.7+0.9 84.710.9* 88.5+2.6 81.8+4.9
240 h 94.3+1.7 88.3+0.8* 93.7+1.8 93.310.7 97.0£2.0 91.3%4.2

*P< 0.05 (prueba t de Student) contra el grupo testigo del mismo tiempo de muestreo. MMS: Metil metano

sulfonato, DM: demecolcine, CPT: camptotecina y V: vanadio.

15.2. Electroforesis unicelular alcalina (Ensayo Cometa pH>13).

15.2.1. Testigo.

En el grupo testigo, no se observé diferencia significativa en el indice de migracién del DNA

entre el tiempo cero y el resto del tiempo experimental, excepto a las 72 h (Figura 5).

Figura 5. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo Testigo. *P<0.05, tiempo

indice de Migracion del DNA

(Unidades Arbitrarias)
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*
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cero vs tiempo post-exposicion, ANOVA post Hoc Dunnett.




15.2.2. Metilmetano Sulfonato: MMS.
Los ratones a los que se les administré este fdrmaco, mostraron aumento significativo en el

indice de migraciéon del DNA a partir de las 24 y hasta las 192 horas post-exposicion. A las

240 y 312 h no se observé diferencia significativa con respecto al tiempo cero (Figura 6).
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= N

1 1
*
*

-
o
L

indice de Migracion del DNA
(Unidades Arbitrarias)

0 24 48 72 144 192 240 312

Tiempo Post-exposicion (h)

Figura 6. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo MMS. *P<0.05, tiempo
cero vs tiempo post-exposicion, ANOVA post Hoc Dunnett.

15.2.3. Demecolcine.
Los ratones a los que se les administré este fdrmaco, mostraron aumento significativo en el
indice de migracién del DNA sélo a partir de las 144 y hasta las 240 h post-administracion

con respecto al tiempo cero (Figura 7).
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Figura 7. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo Demecolcine (DM). ¥P<0.05,
tiempo cero vs tiempo post-exposicidn, ANOVA post Hoc Dunnett.

15.2.4. Camptotecina.

Los ratones a los que se les administré este fdrmaco, mostraron aumento significativo en el
indice de migraciéon del DNA a partir de las 24 y hasta las 144 h; el pico mdximo de dano
se presenté a las 72 h post-exposicion. A las 312 horas se observé la disminucidn

significativa en la migracién del DNA de las células evaluadas (Figura 8).

1.34

1.24

1.1+

indice de Migracion del DNA
(Unidades Arbitrarias)

0 24 48 72 144 192 240 312

Tiempo Post-exposicion (h)

Figura 8. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo CPT. *P<0.05, tiempo
cero vs tiempo post-exposicion, ANOVA post Hoc Dunnett.
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15.2.5. Vanadio.
Los ratones que inhalaron este compuesto mostraron aumento significativo en el indice de

migraciéon del DNA a partir de las 24 y hasta las 240 horas post-exposicién (Figura 9).
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Tiempo Post-exposicion (h)

Figura 9. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo V. *P<0.05, tiempo cero
vs tiempo post-exposicion, ANOVA post Hoc Dunnett.

15.2.6. Vanadio + Camptotecina.

Los ratones a los que se les administr6 ambos compuestos, mostraron aumento significativo y
progresivo de la migraciéon del DNA a partir de las 72 h y hasta el final del tiempo de
muestreo. El méximo valor del indice de migracién se observé a las 240 h post-exposicion

(Figura 10).
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Camptotecina (V+CPT). *P<0.05, tiempo cero vs tiempo post-exposicién, ANOVA post Hoc Dunnett.

indice de Migracion del DNA
(Unidades Arbitrarias)
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Figura 10. indice de migracién del DNA en leucocitos de ratones del grupo Vanadio +

Tabla 5. Tabla comparativa entre los IMg de los diferentes grupos experimentales.

Hrs. Testigo \'% DM MMS CPT V+CPT

0] 1.020+0.0059 1.0241+0.0046 1.037+0.0120 1.005+0.0035 1.032+0.0083 1.030+0.0058
24 | 1.040£0.0058 1.086+0.0096* | 1.073+0.0133 1.133£0.0081* | 1.065+0.0043* | 1.050%0.0041
48 | 1.023£0.0066* | 1.064+0.0067* | 1.080+0.0252 1.175£0.0127* | 1.093%£0.0081* | 1.075+0.0210
72 | 1.050%£0.0073 1.074+0.0079* | 1.090%£0.0153 1.172+0.0121* | 1.131£0.0043* | 1.088+0.0225*
144 | 1.04210.0060* | 1.088+0.0111* | 1.130+£0.0057* | 1.146£0.0148* | 1.056+0.0022* | 1.120+0.0123*
192 | 1.037£0.0088* | 1.108+0.0085* | 1.110+0.0057* | 1.085+£0.0215* | 1.030+0.0034 1.170+0.0248%*
240 | 1.028+0.0101* | 1.095£0.0202* | 1.155£0.0150* | 1.0441+0.0116 1.024+0.0054 1.235£0.0050*
312 | 1.030£0.0100 1.0501+0.0091 1.0871+0.0067 1.0241+0.0061 1.003£0.0013* | 1.143£0.0145*

*P<0.05, ANOVA, tiempo cero vs tiempo post-exposicién, post Hoc Dunnett

15.3. Comparacion entre grupos experimentales.

15.3.1. Testigo vs Vanadio.

Los ratones de estos tratamientos mostraron diferencia significativa en el indice de
migraciéon del DNA a partir de las 48 y hasta las 240 h, a excepcién de las 72 h (Figura
11).
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Figura 11. Comparacién del indice de migracién del DNA del grupo Testigo y Vanadio.
*P< 0.05 (prueba t de Student).

15.3.2. Vanadio vs Camptotecina.
Los ratones de estos tratamientos mostraron diferencia significativa en el indice de

migracién del DNA a partir de las 48 y hasta el final del tiempo de muestreo (Figura 12).
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Figura 12. Comparacién del indice de migracién del DNA del grupo Vanadio y Camptotecina.
*P< 0.05 (prueba t de Student).




15.3.3. Vanadio vs Demecolcine.

Los ratones de estos tratamientos mostraron diferencia significativa en los indices de

migraciéon del DNA sélo a las 144 y 240 horas (Figura 13).
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Figura 13. Comparacién del indice de migracién del DNA del grupo Vanadio y Demecolcine.*P<
0.05 (prueba t de Student).

15.3.4. Vanadio vs MMS.

Los ratones de estos tratamientos mostraron diferencia significativa en sus indices de
migraciéon del DNA a partir de las 24 h y hasta el final del tiempo de muestro, a excepcién

de las 192 h (Figura 14).
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Figura 14. Comparacién del indice de migraciéon del DNA del grupo Vanadio y MMS.
*P< 0.05 (prueba t de Student).

15.3.5. Vanadio vs MMS vs Demecolcine.

En las curvas de comportamiento de los ratones de los grupos experimentales MMS,
vanadio y demecolcine, se observé que el grupo vanadio presenta mayor diferencia
estadistica con el grupo MMS a partir de las 24 y hasta las 312 h, excepto a las 192 h. No
obstante, presenta menor diferencia estadistica con el grupo demecolcine, por lo que

presenta mayor similitud con este grupo (Figura 15).
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Figura 15. Comparacién del indice de migracién del DNA del grupo Vanadio, MMS y Demecolcine.
*V vs MMS  @Demecolcine vs V, PMMS vs Demecolcine, *P<0.05, ANOVA post Hoc Dunnett.
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15.3.6. Vanadio vs Vanadio+CPT.
Los ratones de estos tratamientos mostraron diferencias significativas a partir de las 24 y
hasta el final del tiempo de muestreo, excepto a las 48 h; el pico mdximo de dafio se

observé a las 240 h (Figura 16).
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Figura 16. Comparacién del indice de migracién del DNA del grupo Vanadio y V+CPT
*P< 0.05 (prueba t de Student).

16. Resumen de resultados

e Viabilidad Celular
o En la viabilidad celular se observé que el vanadio no causa efectos
citotéxicos y los fadrmacos utilizados como testigos de efecto genotdxico
presentan baja actividad citotdxica. Sin embargo, en todos los grupos se

observé que la viabilidad celular fue mayor al 80 %.

e indice de migracién por grupos
Testigo: no se observé aumento en los rompimientos de DNA.
b. MMS: a partir de las 24 y hasta las 192 h se presentan rompimientos.
c. DM: a partir de las 144 y hasta las 240 h se presentan rompimientos.
d. CPT: a partir de las 24 y hasta las 144 h se presentan rompimientos. A las
312 h se observa disminucién con respecto al tiempo cero.

e. V:a partir de las 24 hasta las 240 h se presentan rompimientos.




f.

V+CPT: a partir de las 72 y hasta las 312 h se presentan rompimientos.

Comparacién de las curvas

a. T vs V: a partir de las 48 y hasta las 240 h el grupo V presenta

rompimientos.

V vs CPT: a las 48 y 72 h el grupo V presenta menos rompimientos que el
grupo CPT. A partir de las 144 y hasta las 312 h presenta mds
rompimientos.

V vs DM: Sélo en dos tiempos (144 y 240 h) el grupo DM presenta mds
rompimientos que el grupo V.

V vs MMS: Sélo en dos tiempos (TO y 192 h) no se observa diferencia entre
estos grupos.

V vs MMS vs DM: La cinética de las curvas muestra que el grupo V se
comporta similar al grupo DM.

V vs V+CPT: La curva V+CTP muestra mayor indice de migracién a partir de

las 72 y hasta las 312 h.
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17. Discusioén.

17.1 Viabilidad celular.

sPor qué es importante tener una viabilidad minima del 80%?2

De acuerdo con los lineamientos establecidos por Tice et al. (2000), los cuales indican que
para realizar ensayo cometa en modelos in vivo, es requerido un porcentaje minimo del 80
% de viabilidad celular. Con este porcentaje, se consideran vdlidos los resultados, ya que
los rompimientos que se observen no serdn debidos a la muerte celular.

Todos los grupos experimentales de este trabajo, presentaron el porcentaje minimo
requerido de células viables, lo que hizo posible realizar el ensayo cometa sin

interpretacion errénea de los resultados.

éPor qué el vanadio no es citétoxico?

La literatura indica que las lesiones provocadas por vanadio en el DNA son reparables y
por ello se puede explicar el porqué no se observa un efecto contundente en las células y
puede ser un mutdgeno débil que produce efecto citotéxico (Migliore et al. 1993, Léonard y

Gerber 1994)

Otros autores que coincidan con los resultados.

Los resultados del presente trabajo con respecto a los rompimientos de cadena sencilla del
DNA causados por la exposicién a vanadio coinciden con los observados por Rolddn vy
Altamirano (1990), Migliore et al. (1993) y Rojas et al. (1996) en cultivos linfocitos humanos.
Altamirano-Lozano et al. (1999), Rodriguez-Mercado et al. (2003), Fortoul et al. (2011) en
células de sangre periférica.

Todos ellos observaron baja actividad citotéxica con diversos compuestos de vanadio.

éPor qué el MMS, DM y CPT tienen baja actividad citotéxicag

Cada uno de estos fadrmacos tiene mecanismos de accidén citotdxicos diferentes sobre las
células.

El MMS causa muerte celular debido a que dana a las membranas celulares (Smith y

Grisham 1983).
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La CPT causa citotoxicidad porque inhibe la sintesis de DNA y RNA, causando
fragmentacién reparable del material genético (Hsiang et al. 1989, Rivory y Robert 1995,
Potmesil et al. 2006).

El DM presenta actividad citotéxica al inducir apoptosis al alterar la morfologia celular

(Tseng et al. 2010).

17.2. indice de migracién por grupos.

Testigo

En general, no se observé aumento en el IMg durante el tiempo experimental, excepto a las
72 h. Lo anterior puede explicarse debido a que la manipulacién continua y la obtencién de

muestras generan estrés en los ratones (Avello y Suwalsky 2006).

éPor qué el MMS causa rompimientos durante 5 de los 8 tiempos de muestreo?

Porque el MMS es una sustancia con accién directa sobre el material genético. En los
resultados obtenidos se observa dano y debido a su mecanismo de accién es capaz de
fragmentar al DNA a través de la alquilaciéon de los nucleétidos y metilaciéon de las bases
puricas guanina y adenina a 7-metilguanina y 3-metiladenina. Sin embargo, este dafio no
permanece debido a que los mecanismos de reparacidén pueden corregirlo en el genoma

(Lundin et al. 2005, Speit y Schitz 2008).

éPor qué DM generd rompimientos a las 144, 192 y 240 h?

El DM es un reconocido agente aneugénico. No actia directamente sobre la molécula de
DNA, si no sobre el aparato mitético. Sin embargo, en los resultados obtenidos en esta
investigacidn, se observd que generd rompimientos de cadena sencilla después de 144 h de
haber sido administrado. El DM es una sustancia que una vez metabolizada, es capaz de
sensibilizar a las células a factores exégenos y enddégenos que dafian al DNA, como lo es la
radiacién UV, asi como también afectar enzimas implicadas en procesos celulares tales
como la replicacién, la transcripcidon y la reparaciéon del DNA (p. e. ligasa y polimerasa) y

por ende, acumular rompimientos en el DNA (Hsun et al. 2005; Ginter y Schijtz 2008).

éPor qué CPT genera rompimientosé
La camptotecina es una sustancia que causa dano al material genético, es un agente

clastégeno con accién indirecta (Daza et al. 2002). Este farmaco interactia e inhibe al
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complejo DNA-topoisomerasa | (Rivory y Robert 1995, Morham et al. 1996, Du 2003,
Thomas et al. 2004, Attia et al. 2009), evitando la religacién del DNA y la reparacién del
dafo generado durante procesos celulares tales como la transcripciéon y los causados por
factores exégenos que modifican la continuidad del material genético. Estos efectos pueden

provocar arresto del ciclo celular y/o muerte celular por apoptosis (Morham et al. 1996, Du

2003, Attia et al. 2009).

éPor qué disminuyen a las 312h¢

Debido a que mientras la CPT se encuentra unida al complejo DNA-topo |, en la célula se
podria acumular la proteina p53 que estd involucrada en la activaciéon de los mecanismos
de reparacién de cadena sencilla, entonces cuando este fadrmaco se disocia del complejo
(en un tiempo aproximado de 48 a 72 horas) ( (Kaneda y Yokokura 1990; Kaneda et al.
1990), la excesiva cantidad de p53 sobreactiva e indica a la célula que sus capacidades
de reparacién se encuentran excedidas (Jaks et al. 2001), es por ello que hay menor dafio

alas 312 h comparado con el tiempo cero.

éPor qué el V genera rompimientos?

Uno de los principales mecanismos de accién de los metales en general y del vanadio en
particular, es la generacién de estrés oxidante (Fortoul et al. 2011). Estos radicales libres
interactian con el DNA formando rompimientos de cadena sencilla, aductos, modificando a
las bases nitrogenadas, formando sitios AP, sitios dlcali-ldbiles, entrecruzamientos DNA-
proteinas y con menor frecuencia rompimiento de cadena doble (Risom et al. 2005, Metha
et al. 2008, Manke et al. 2013, Smith et al. 201 3).

La generacién de rompimientos de cadena sencilla del DNA ha sido reportada por
Altamirano-Lozano et al. (1996), Fortoul et al. (2011) quienes observaron este efecto
genotéxico en leucocitos de ratones CD-1, asi mismo Rojas et al. (1996) y Rodriguez-

Mercado (2003, 2011) lo observaron en linfocitos humanos.

éPor qué el V més la CPT genera rompimientos?

Debido a la contribucién de ambos compuestos que exceden las expectativas por el efecto
sinérgico (Pérez-Pérez et al. 2009). El vanadio es un metal capaz de generar ROS por
medio de la reaccién Fenton, siendo el DNA uno de los principales blancos causando ruptura

de cadena sencilla, modificaciéon de las bases, sitios AP, entre otros (Risom et al. 2005,
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Mgller et al. 2008, Manke et al. 2013). Mientras que la CPT es un alcaloide que interfiere
con el complejo DNA-topo | que obstruye la religacién del DNA y por ello es capaz de
fragmentarlo o generar la muerte celular por apoptosis, intercambio de cromdtidas
hermanas, entre otros (Rivory y Robert 1995, Natelson ef al. 1996, Du 2003, Thomas et al.
2004, Attia et al. 2009, Lee et al. 2012)

17.3. Comparacion de las curvas

éPor qué el vanadio no se comporta como la CPT¢

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que la cinética de reparacién de
rompimientos causados por V es distinta a la cinética de reparacién de la CPT, debido a
que el V no interfiere con la topoisomerasa | (como la CPT), por lo tanto no interfiere con la
via de reparacién por escision de bases (BER), que es el principal mecanismo mediante el
cual se reparan los rompimientos de cadena sencilla causados por radicales libres (Ludin et

al. 2005).

éPor qué el vanadio se comporta como el DM?

Es posible que el vanadio comparta mecanismo de accidén con agentes antitubulina (Smith
1983). Léonard y Gerber (1994) observaron que el vanadio actia en la célula interfiriendo
con enzimas involucradas en la formacién del huso, inhibiendo la polimerizacién de los

microtUbulos e interfiriendo con la distribucidn de los cromosomas durante la mitosis.

3El vanadio es aneugénico o es clastégenico?

En un modelo sub-agudo se comporta como ambos, como un aneugénico basado en la
similitud del comportamiento de la cinética de la reparacién y como clastégeno debido a
que aumenta la generacién de rompimientos de cadena sencilla a partir de las 24 horas
por la generacién de ROS.

Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por Ciranni y colaboradores (1995)
en un modelo agudo observaron que el vanadio causa aberraciones cromosémicas
numéricas (origen aneugénico) y estructurales (origen clastogénico) asi como mayor
frecuencia de micronucleos.

Migliore et al. (1993) en un modelo agudo observaron que diversos compuestos de vanadio

incrementan las aberraciones numéricas y micronicleos, todos éstos relacionados con

38



disfuncién del huso mitético y por los compuestos de vanadio parecen ser mds aneugénico
que clastogénico.

Zhong et al. (1994) en un modelo agudo observaron que el V205 aumenta el nimero de
aberraciones cromosémicas numéricas y estructurales asi como que también disminuye el
indice mitético.

Rodriguez-Mercado (2003) en un modelo agudo observé que el vanadio induce

aberraciones cromosdémicas.

éPor qué el vanadio no se comporta como MMS?

Ambos compuestos tienen blancos diferentes en cuanto al mecanismo de accién, el vanadio
en un modelo a corto plazo se comporta como un agente aneugénico, es decir que dafia al
aparato mitético interfiriendo con enzimas relacionadas en la formacién del huso (Léonard y
Gerber 1994) o evitar la polimerizacién de los microtibulos por el bloqueo de la proteina
tubulina y la despolimerizaciéon de los mismos (Ramirez et al. 1997), a pesar de su
capacidad de causar ruptura en el DNA como consecuencia del metabolismo del DM.

En cambio, el MMS genera ruptura del material genético al actuar de manera directa sobre

éste al metilar las bases puricas (Lundin et al. 2005)

éPor qué el V solo no se comporta como el V y la CPT juntosé

Debido a que el vanadio no tiene interaccién con la topo | como la CPT, y debido a que el
vanadio y la camptotecina tienen un efecto sinérgico en donde ambos compuestos exceden
las expectativas de los compuestos por si solos (Pérez-Pérez et al. 2009). Por lo que
nuestros resultados muestran que el vanadio solo no interfiere con los mecanismos de

reparacién.

18. Conclusiones.

® La cinética del comportamiento de la reparacién del vanadio en un modelo sub-
agudo es como un aneugénico, sin embargo el vanadio también se comporta como
un clastégeno porque daiia al DNA por la generacion de ROS que causan
rompimientos de cadena sencilla.

e El vanadio no interfiere con los mecanismos de reparacién de cadena sencilla del

DNA.
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La reduccién de la capacidad de reparaciéon del dafio al DNA es un importante
mecanismo para que carcinégenos y pro-carcindégenos puedan causar mutaciones y
subsecuentemente cdncer, por lo tanto es importante seguir investigando el potencial
genotéxico y el efecto en los mecanismos de reparacién del material genético
debido a la constante exposicién a metales en la atmosfera de manera crénicaq,

especialmente el vanadio.

19. Perspectivas.

Comparar por sexos el efecto del vanadio en los mecanismos de reparaciéon vy
observar si los estrégenos de las hembras, presentan una repuesta diferencial.
Ampliar las poblaciones celulares de diversos tejidos y observar la susceptibilidad
al vanadio y el efecto en los mecanismos de reparacion.

Ampliar los tiempos de muestreo y observar el comportamiento los compuestos

probados en las enzimas de reparacién.
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