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Nunca vamos a entender por qué cambian tanto las personas...
Supongo que fue mucho dolor,

se cansaron de lo mismo,

quisieron llamar la atencion o sentirse importantes..

Olvidan quienes son en el proceso de buscar algo que los llene,

pero solo aumentan el vacio.

Veo fotos de gente que solia conocer, de amigos o de mi familia...

y me pregunto quiénes son ahora y si seran felices con el resultado.
Quiero creer que si lo son,

pero aquellos ojos reflejan tanta angustia,

tantos deseos de escapar de algo que estoy seguro ni siquiera ellos saben;
no quieren estar ahi pero tampoco en ningun otro lado,

y supongo que quedarse a fingir que son libres

es mucho mas facil que tomar las riendas de su vida

y ser responsables de sus actos,

del dafio de su cuerpo y el de todo su alrededor,

supongo que sumergirse en una botella de alcohol,

es mucho mas facil que enfrentar la vida a cara lavada..
Aqui es donde dicen que los juzgo,
0 que no s¢ lo que se siente,

y todas esas excusas baratas para justificarse.

Pero jamas he escrito una sola palabra sin saber lo que se siente,
jamas he escrito mentiras,

jamas me volveria a mentir a mi mismo,

s¢ lo que se siente y puedo decir que la clave esta en nunca rendirse,
porque levantarte cuesta diez veces mas que hundirse,

asi que mantén la mirada al frente,

aunque sea de rodillas,

y vuelve a leer este texto cuando sientas que ya no hay salida

o cuando tu pensamiento se vuelva tan egoista

y creas que todo este trabajo, esta tesis

este titulo, la persona que eres hoy y todo lo que tengas

Lo lograste tu solo, recuerda esto siempre Adolfo,

Por qué nunca vamos a entender por qué la gente camba.
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1. Resumen

El vanadio (V) es liberado al ambiente a través de procesos naturales como el
desgaste de las rocas oceanicas y de los minerales terrestres asi como las
erupciones volcanicas, incendios forestales y quema de combustibles fosiles. Sin
embargo su liberacion en la atmdsfera es principalmente ocasionado por la
actividad humana, debido a que se encuentra presente como complejo
organometalico en todos los petréleos crudos y materiales de origen fésil, se
estima que se liberan aproximadamente 110 000 ton de vanadio dentro de la
atmdsfera anualmente, por lo que es considerado un contaminante ambiental, con
lo que podemos decir que la via respiratoria es una de las principales rutas de

exposicidén a vanadio para la poblacion en general.

EL V205 ha sido clasificado por la agencia internacional para la investigacion del
cancer (IARC 2006) como un posible carcinégeno humano (grupo 2B) con
propiedades genotdxicas esto en base a un estudio realizado con roedores en el

cual este compuesto produjo carcinogénesis de pulmon.

La constante exposicion a estos compuestos crea interés en conocer los efectos
toxicologicos y en particular de su potencial genotdxico. Ademas se sabe que la
toxicidad y genotoxicidad del vanadio esta estrechamente relacionada a su forma
quimica y aumenta a medida que incrementa el estado de oxidacién siendo el
V205 la forma mas toxica y utilizada de vanadio, pero existen pocos trabajos sobre
los efectos a nivel celular de otras sales como el tetréxido de vanadio (V204) y
trioxido de vanadio (V20s3), por lo anterior el objetivo de este trabajo es evaluar el
(IM) y tipo de aberraciones cromosomicas estructurales (ACE) en las células de la

médula ésea de ratones macho de la cepa CD-1 tratados con estos dos Oxidos.

Se formaron 8 grupos de 6 ratones cada uno, a los cuales se les administro via
intraperitoneal el vanadio de la siguiente manera: tres con V204 en dosis de 4.7,
9.4,y 18.8 mg/kg y tres con V203 en dosis de 4.22, 8.46 y 16.93 mg/kg, un testigo



de agua destilada y uno con 7 mg/kg de cloruro de cadmio (CdCl2) como testigo

positivo, en todos los casos el tratamiento fue de 24 h.

Los resultados de este trabajo establecen que la administracion via ip de V204 0
V203 en ratones CD-1 reduce el IM en todas las dosis administradas, e
incrementan el porcentaje de células con ACE, estableciendo asi que estos
compuestos inducen toxicidad celular, ademas de efectos genotoxicos provocados

principalmente por actividad clastogénica.



2. Introduccion

Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente. Muchos
como el calcio (Ca), cobalto (Co), cobre (Cu), hierro (Fe), magnesio (Mg),
manganeso (Mn), niquel (Ni) y cinc (Zn) son micronutrientes y constituyen parte
esencial en los sistemas bioldgicos, en las células catalizan reacciones dentro del
metabolismo y en el transporte de oxigeno, estabilizan macromoléculas y estan
involucrados en la transduccion de sefiales entre otros procesos. Sin embargo, no
todos son esenciales existen algunos como el mercurio (Hg) y el plomo (Pb) los

cuales tienen efectos adversos reconocidos en los sistemas bioldgicos.

Ademas otros como el vanadio al cual no se le atribuyen funciones bioldgicas
reconocidas en el humano, es un elemento que tiene propiedades mutagenas y
genotodxicas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Galanis et al 2008,
Hernandez et al 2009).

El V es un metal pesado, que debido a las actividades antropogénicas su
presencia en el ambiente se ha incrementado. Las concentraciones de V en la
Ciudad de México no se monitorean (De la torre et al 1999), no obstante existen
grupos de investigacion que trabajan para identificar los niveles de exposicion a él,
como el realizado por Fortoul et al en 2002, quienes encontraron un aumento
significativo (del 20% aproximadamente) en las concentraciones de vanadio de
ciudadanos que vivieron en la década de los 90’s comparados con pobladores de
la década de los 60’s. Por otra parte Gutiérrez-Castillo et al 2006 mostraron la
presencia de vanadio, cadmio, cromo, cobre, fierro, zinc, manganeso y niquel en

muestras recolectadas en cuatro estaciones de monitoreo de la Ciudad de México.

Se considera al V en estado de oxidacion 5+ el mas toxico para los organismos
incluyendo al ser humano, motivo por el cual ha sido el mas estudiado (lvancsits et
al 2002, Rodriguez-Mercado et al 2011, Altamirano-Lozano et al 2014, Rojas-
Lemus et al 2014). Por lo anterior y debido a que la informacién relacionada con

los estados de oxidacion V4* y V3* es limitada en este estudio se decidio evaluar el
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efecto genotodxicos y citotoxico del tetroxido de vanadio y triéxido de vanadio en un

modelo in vivo.

3. Vanadio

3.1. Caracteristicas generales

El descubrimiento del V se describio en dos décadas diferentes y en ambas
ocasiones fue nombrado con motivo a los colores que proporcionan sus diferentes
estados de oxidacion. El primero en descubrirlo fue el mineralogista espafol
Andrés Manuel del Rio en 1801 en Guanajuato México. Aunque por diversas
circunstancias el descubrimiento se le atribuyo mundialmente al quimico sueco
Niels Gabriel Sefstr. m en 1830 (Fortoul et al 2014, Scior y Guevara 2014).

En la tabla periddica esta localizado como el primer elemento de transicién del
grupo VB junto al niobio (Nb), tantalio (Ta) y dubnio (Db), con niumero atémico 23,
cuenta con una densidad de 6.11 g/cm3, un peso atomico de 50.95, punto de
fusion de 1950°C y de ebullicion de 3600°C. En la naturaleza se puede encontrar
en estados de oxidacion de -2 a +5, y en los sistemas bioldgicos estan presente
en los estados de oxidacion V3*, V4* y V%*; siendo los dos ultimos los mas estables

a pH fisiolégico Cuadro 1 (Louise y Agneta 2015).



Cuadro 1. Propiedades fisicas y quimicas de compuestos de vanadio.

Nombre Peso Estado de Densidad Solubilidad
(Formula quimica) molecular  oxidacién (glem?)
Pentoxido de vanadio 181.88 5+ 3.357 Ligeramente soluble en agua, 8 g/L a
(V205) 20 °C. Solublle en anhidrido acético,
acetato de etilo y acetona.
Metavanadato de amonio 116.98 5+ 2.326 Soluble en agua, 5.2 g/L a 15°C,
L) g%fhosllé_terao I\?Iigll. neolbleen
Metavanadato de sodio 121.93 5+ Sin datos  Soluble en agua, 211 g/L a 25 °C,
(NaVOs3) 388 g/La75°C.
Ortovanadato de sodio 183.91 5+ Sin datos  Soluble en agua.
(NasVOa4)
Oxitricloruro de vanadio 173.30 5+ 1.829 Se descompone en solucién. Soluble
(VOCl3) en alcohol, éter y acido acético.
Tetréxido de vanadio 165.88 4+ 4.339 Soluble en &cidos o bases. De
(V204) insoluble a poco en agua.
Sulfato de vanadilo 163.00 4+ Sin datos  Muy soluble en agua fria (20-25°C).
(VOSO0s4)
Tetracloruro de vanadio 192.75 4+ Sin datos  Se descompone en solucion.
(VCla)
Oxidicloruro de vanadio 137.85 4+ 2.88 Se descompone en agua fria.
(VOCl) Soluble en acido nitrico diluido.
Triéxido de vanadio 149.88 3+ 4.87 Ligeramente soluble en agua fria.
(v20s) nirico, ddo hidrouoricrico
bases.
Tricloruro de vanadio 157.30 3+ Sin datos  Soluble en alcohol absoluto y éter.

(VCla)

Se descompone en agua (de 3 a 18
°C).

Tomado y modificado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006

3.2. Abundancia en la Tierra

El V ocupa el lugar numero 22 entre los elementos mas abundantes en la corteza

terrestre, en la plataforma continental se encuentra en una concentracion

aproximada de 100 mg/g los cuales se encuentran en 65 diferentes minerales,
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entre ellos carnotita, roscoelita, vanadita y patronita. En la naturaleza hay dos
isotopos naturales, el 50V y 51V, este Ultimo con abundancia de 99.75%. Depositos
del metal pueden encontrarse en México, Australia, Brasil, Canada, Chile,
Finlandia, Madagascar, Malasia, China, Rusia, Sudafrica y Estados Unidos
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, ATSDR 2012, Altamirano-Lozano
et al 2014, Louise y Agneta 2015).

Se estima que las concentraciones de V en el suelo varian de 5 a 140 mg/Kg, sin
embargo estos valores se pueden incrementar a mas de 400 mg/Kg en suelos de
areas contaminadas por cenizas volcanicas o cercanas a zonas industriales. Con
respecto a la cantidad presente en el agua, esta depende mucho de la localizaciéon
geografica, observandose que en aguas continentales va desde 0.2 a mas de 100
Mg/L y en los océanos de 0.1 a 29 ug/L, en general el agua dulce contiene 3 ug/L
pero niveles mucho mas altos han sido reportados cercas del monte Etna (50-130
Mg/L). En el aire varian dependiendo de la regiéon, en zonas urbanas la
concentracion oscila entre 0.5 y 1230 ng/m3, en tanto que zonas rurales va de 0.4-
500 ng/m3® (IPCS 1988, Barceloux 1999, Mateos-Nava 2012, Louise y Agneta
2015)

3.3. Produccion

Debido a sus amplias aplicaciones, el vanadio se ha convertido en uno de los
metales mas importantes en la industria. Por lo que su demanda ha aumentado
exponencialmente ya que en el aio de 1907, la produccion era de solo de tres ton,
para 1910 de 150 ton, en 1990 fue de 30 700 ton, para el ano 2011 el total de
produccion alcanzé las 60 000 ton y a pesar de que no se realizan extracciones
especificas de este metal se obtiene como un biproducto o coproducto durante la
extraccion y procesamiento de minerales de hierro, titanio, fosforo y uranio, en

forma de V20s.



3.4. Usos

El V es un metal muy importante para la industria automotriz, debido a que las
aleaciones realizadas con hierro y vanadio, confieren dureza, resistencia y
maleabilidad a los aceros. También, es utilizado en la fabricacién de aleaciones de
alta resistencia y baja corrosién, forma amalgamas principalmente con aluminio
(Al), titanio (Ti), boro (B), cromo (Cr), niquel (Ni) y manganeso (Mn) (Scior y
Guevara 2014). Es importante en la fabricacion de maquinaria aérea y tecnologia

espacial (Mateos-Nava 2012).

Otro de sus usos, es en la industria quimica, donde se utiliza como catalizador en
la obtencién del acido sulfurico, en la fabricacion de caucho sintético y para
fabricar pinturas; lo anterior debido a que las sales de este metal ofrecen una gran
gama de colores dependiendo de su estado de oxidacién, proporcionando colores
verdosos, rojos, amarillos, dorados como el bronce o negros. Ademas, se utiliza
en el pintado de porcelana, papel fotografico, pinturas especiales en
cinematografia y fabricacion de vitrales. También se encuentra la fabricacion de
pilas, baterias y celdas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Kulova et
al 2008, Scior y Guevara 2014). En la industria agricola se emplea en la
elaboracién de fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes
(Mateos-Nava 2012).

En los ultimos afios el V se ha convertido en un elemento de interés farmacoldgico
y nutrimental, por lo que diversas investigaciones se han enfocado para utilizarlo
en el tratamiento de la diabetes, del cancer, el rendimiento fisico en atletas y como
anticonceptivo vaginal (Aragén et al 2005, Thompson et al 2009, Scior y Guevara
2014).

3.5. Liberacién del vanadio al ambiente

Proceso naturales como el desgaste de las rocas oceanicas y de los minerales
terrestres asi como las erupciones volcanicas, incendios forestales y quema de

combustibles fésiles, liberan vanadio al ambiente.
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De manera antropogénica su liberacion en la atmédsfera es debido a que se
encuentra presente como complejo organometalico en todos los petroleos crudos
y materiales de origen fésil Figura 1; su concentracion en los petréleos depende
del lugar de origen por ejemplo en los provenientes de Venezuela la concentracion
oscila entre 282 a 1180 ug/g, en la variedad Athabasca de Canada y la maya de
México el contenido es de 640 y 243 pg/g, respectivamente. En cenizas residuos
sélidos u hollin se puede encontrar de 600 a 700 ug/g, con lo cual se estima que
se liberan aproximadamente 110 000 ton de vanadio dentro de la atmosfera
anualmente, con lo que podemos decir que la via respiratoria es una de las
principales rutas de exposicién a V para la poblacién en general (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006, Rodriguez-Mercado et al 2011, Scior y
Guevara 2014).

Ocupacional
Procesamiento

Mineria 'del vanadig : 0.0
! I ‘ Humo del cigarro Partlcu-las suspendidas
‘ en el aire

! S Erupciones volcanicas

Motores de jet \ i ii
. % ~ Aerosol de sal marina
' ' Pesticidas

fertilizantes

Ambiental

Motores de Incendios forestales

Otros

LN .
W Terrorismo/Guerras

Fisicoculturistas

Combustion

Figura 1. Procesos de liberacion del vanadio al ambiente (Tomado y modificado de Fortoul
et al 2014).
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3.6. Exposicion

Los seres humanos estamos constantemente expuestos a V ya que se encuentra

en el ambiente, agua, aire, suelo y en los alimentos como la carne, cereales, frutas

y vegetales, siendo la via respiratoria y la ingesta de alimentos (13 a 15ug/dia) las

principales rutas de exposicion a vanadio (Cuadro 2) (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2006, Fortoul et al 2014, Scior y Guevara 2014).

Cuadro 2. Concentraciéon de Vanadio en diferentes tipos de alimentos (Pennington y Jones 1987).

Alimento

Media (ug/100g)

Rango (ug/100g)

Para adulto
Leche yogur y queso
Carne, pescado y aves
Huevos
Nueces
Legumbres
Cereales
Frutas y jugos
Vegetales
Sopas
Postres
Edulcorantes
Grasas y salsas
Bebidas

Para bebes
Formulas
Carne y aves
Cereales
Frutas y jugos
Vegetales
Platos combinados

Natillas

0.1
1.0
0.3
0.6
0.1
23
0.6
0.6
0.6
0.9
23
0.3
0.7

0.1
0.5
1.6
1.6
0.4
0.2
0.2

0-0.6
0-11.9
0.2-04
0.2-1.0
0-0.3
0-14.7
0-7.1
0-7.2
0-2.0
0-2.9
0.4-4.7
0-0.6
0-3.3

0-0.2
0-0.8
1.2-2.0
0-13.4
0-1.1
0-0.6

Sin datos

Tomado y modificado de Imtiaz et al 2015.



Ademas para las personas laboralmente expuestas, las concentraciones de V en
sangre y orina se incrementan dado que uno de los compuestos mas utilizados
dentro de la industria es el V20s, el cual es altamente tdxico, por lo que se ha
establecido un limite de exposicién ocupacional de 0.05 mg/m® (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano 2006). En un estudio realizado por Ivancsits et al
2002 en 49 individuos encontraron que las concentraciones del metal en suero
fueron de 7.73 pg V/L y de 14.57 pg V/g creatinina en orina, mientras que Ehrlich
et al en 2008 reportaron concentraciones de 2.2 ug/L del metal en plasma en 52
trabajadores, sin embargo en los encargados de la limpieza de calderas la

exposicion a polvos de V es de entre 50 a 100 mg/m?3 (IARC 2006).
3.7. Toxicidad

La toxicidad del vanadio esta estrechamente relacionada con su forma quimica y
aumenta a medida que se incrementa el estado de oxidacién siendo el V205 la
forma mas toxica para los mamiferos, las personas expuestas laboralmente
presentan irritacion del tracto respiratorio y garganta, tos, conjuntivitis, dermatitis,
congestiéon pulmonar, dafo al epitelio alveolar, bronquitis, rinitis, faringitis,
coloracion verde en la lengua, asi como inflamacién en las células de la mucosa
nasal (Shi et al 1996, Altamirano-Lozano et al 2014, Zwolak 2014).

3.8. Carcinogénesis

El V205 ha sido designado como posible carcindégeno para los seres humanos
(grupo 2B) por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC,
2006) basado en los trabajos realizados con ratones en donde encontraron que la
exposicion a este compuesto produce cancer de pulmoén, y por la Comision para la
Investigacion de los Peligros para la Salud de los Compuestos Quimicos en el
Area de Trabajo, de Alemania (Ciranni et al 1995, Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2006, MAK 2008).

Se conoce que hay una relacion entre el dafio al material genético y los procesos

de carcinogénesis, dentro de los efectos genotdéxicos que pueden inducir los
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compuestos de V se encuentran alteraciones cromosdmicas, micronucleos y otros

efectos descritos a continuacion.
3.9. Genotodxicidad

La genotoxicidad involucra cualquier tipo de cambio en la estructura de los
cromosomas o sobre el ADN, en el ADN incluyen rupturas en la cadena sencilla o
doble o bien cualquier cambio en la composiciéon quimica de esta molécula, asi
como mutaciones. También la genotdxicidad se puede evaluar por la ganancia o
pérdida de cromosomas o de juegos completos de cromosomas (Ciranni et al
1995).

Hay varios mecanismos por los cuales se pueden producir dafios al ADN, tales

como:

a) Mutagénesis, la cual consiste en la ganancia, pérdida o modificacion de las

bases de la molécula del ADN.

b) Aneugénesis, que es el resultado de la pérdida o ganancia de uno o mas
cromosomas, alterando de esta manera el nimero normal de cromosomas

€n un juego cromosomico, y

c) Clastogénesis, que es el proceso por el cual se producen rupturas en los
cromosomas, ocasionando que se pierdan, adicionen o reordenen partes en
su estructura (Fahmy y Aly 2000, Celik et al 2005, Singh et al 2007).

Para entender mejor los mecanismos de accion de agentes o sustancias que
dafan al material genético, se pueden realizan pruebas citogenéticas donde las
aberraciones cromosémicas estructurales (ACE) y numéricas (ACN), micronucleos
(MN) y los intercambio de cromatidas hermanas (ICH) (Gateva et al 2013, OECD

2013) en sistemas de prueba in vivo son de las mas recurridas.
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Se conoce que diversos agentes quimicos que en su estructura tienen metales
como V pueden provocar efectos perjudiciales sobre el material genético de los

organismos (Altamirano-Lozano et al 2014).

Estudios in vivo e in vitro confirman el potencial genotéxico de algunos
compuestos de V°* (Altamirano-Lozano et al 2014), sin embargo se conoce que
dependiendo del estado de oxidacion del V puede provocar diferentes efectos
(Rodriguez-Mercado et al 2010). Existen pocos estudios que describan los efectos

genotdxicos de los compuestos con V4*y 3+,

Lo anterior debido a que se ha visto que el vanadio puede inducir la formacién de
especies reactivas de oxigeno y radicales libres en los sistemas biologicos a
través de reacciones de tipo Fenton o al reducir vanadio (5+) a vanadio (4+) por el

glutation y otras moléculas (Sakurai 1994, Galanis et al 2008).

Las concentraciones bajas de radicales libres son beneficiosas e incluso
indispensables en los organismos, ya que cumplen una funciéon importante en los
procesos homeostaticos, como intermediaros en reacciones de oxidacion-
reduccion (redox) esenciales para la vida, sin embargo en cantidades no
requeridas O excesivas son toxicas, y pueden llegar a interactuar con
biomoléculas, como los azucares, lipidos, proteinas y acidos nucleicos, alterando
su estructura y funcion, en particular la interaccién con el ADN puede conducir a

dafio y mutaciones (Mateos-Nava 2012).

3.9.1. Estudios en humanos

Ivancsits et al 2002, no observaron cambios en la frecuencia de ICH ni dafio al
ADN, en 49 trabajadores expuestos ocupacionalmente a V205 a pesar de que los
trabajadores tenian mayores concentraciones del metal en sangre y orina con
respecto a los controles. En otro estudio realizado con 52 personas no
encontraron dafno al ADN, pero si incremento en el numero de células con MN y
de células necroticas (Ehrlich et al 2008). De lo anterior se desprende que la

exposicién ocupacional a V tiene factores de riesgos genotdxicos y sobre la salud.
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3.9.2. Estudios en animales

Ciranni et al en 1995, empleando el ratbn como modelo de prueba para evaluar la
genotoxicidad de tres sales de vanadio; sulfato de vanadilo (SVOs 100 mg/Kg,
V4*), ortovanadato de sodio (Na3VO4 75 mg/Kg, V°*) y metavanadato de amonio
(NH4VO3 50 mg/Kg, V°*) administrados por via intragastrica, encontraron que las
tres sales incrementan la frecuencia de células con MN asi como de ACN, y solo

el SVOs incremento significativamente el porcentaje de ACE.

Por otra parte, Mailhes et al 2003 al evaluar la capacidad del NasVO4 administrado
via intraperitoneal en raton hembra ICR (en dosis de 5, 15 y 25 mg/Kg),
encontraron anormalidades citogenéticas tanto en células germinales como
somaticas; donde el compuesto incremento el porcentaje de células con
separacion prematura del centrdmero e hiperploidias. EI mismo compuesto
administrado de manera oral en ratones macho CD-1 durante 5 semanas (en 7.5,
75, 750 y 1500 mg/L), induce MN, dafo primario al ADN vy citotoxicidad en dosis
altas (Leopardi et al 2005).

Se tienen pocos datos de los efectos genotdxicos y citotoxicos de los compuestos
de V#* y V3*in vivo (Cuadro 3), algunos de los efectos de estos dos estados de
oxidacion son similares a los que induce el V°* sin embargo otros son exclusivos

de cada estado de oxidacion.
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Cuadro 3. Efectos genotoxicos del vanadio con respecto a sus estados de oxidacion.

Organismol/tejido

Resultado

Referencia

Raton macho CD-1  +Micronucleos Ve Ciranni et al 1995

Médula 6sea +ACE
+Hiperploidias

Ratén hembra ICR +Hiperploidias V/5* Mailhes et al 2003

Médula 6sea

Ratén macho CD- 1 +MN V5 Leopardi et al 2005

Ratén macho CD-1 +rompimiento de cadena sencilla de ADN 5+ Altamirano-Lozano

Diferentes 6rganos et al 1996

Ratén macho y +Micronucleos V/5* Rojas-Lemus et al

hembra- CI.3:1. +Rompimiento de cadena sencilla de ADN 2014

sangre periférica

Linfocitos humanos -ACE V/5* Migliori et al 1993
+Asociaciones de satélite

Linfocitos humanos. +ACE 4+ Rodriguez-Mercado
+ICH et al 2003

Linfocitos humanos +Dafo al ADN Va4 Wozniak y Blansiak

2004

Linfocitos humanos + ACE 4+ Rodriguez-Mercado
ACE \/3+ \/5+ et al 2010

Leucocitos humanos  +Rompimientos de cadena simple V5 V4 Rodriguez-Mercado

y V3 et al 2011

+Rompimientos de cadena doble A4+

Tomado y modificado de Rojas-Lemus 2014. + Efecto positivo — Efecto negativo

4. Metabolismo

El V es capaz de entrar al organismo por diferentes vias, para posteriormente ser
absorbido, sin embargo la cantidad de este metal que entra al organismo depende
de la via a la cual haya sido expuesto ya que existen reportes de que por via oral
se absorbe un 3% y (WHO 2001) mientras que por la via inhalada 25%,
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006) ademas se sabe que el pulmén

tiene una fase de absorcion rapida durante las primeras 24 h de exposicion y dos
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fases de depuracion con una fase rapida de 10 a 20 h a través de la orina y una
mas lenta de 40 a 50 dias (Barceloux 1999, Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano 2006, Fortoul et al 2014).

Una vez que el vanadio es absorbido puede encontrarse en estados de oxidacion
3+, 4+ y 5+; sin embargo dependiendo de las condiciones del sitio en que se
encuentra puede sufrir procesos de Oxido-reduccion. El cual es transportado a
diferentes tejidos del cuerpo a través del torrente sanguineo unido a la transferrina
(90% del vanadio presente en la sangre) donde el pH neutro del plasma favorece
el dominio del V5*, para posteriormente entrar a la célula a través de los canales
de fosfato por mecanismos de transporte anidénico y una vez dentro de la célula el
V>* puede reducirse a V4* (VO?*) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006)
el cual tiene preferencia a unirse a los grupos fosfato (61%), proteinas (29%), el
1% queda libre y el restante a radicales sulfhidrico o vitaminas entre otras

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

Entre los 6rganos en los cuales se acumula el vanadio destacan los huesos y
dientes (25%), el higado (5%), el rindn (4%), el testiculo (0.2%) y el bazo (0.1%).
También ha sido detectado en pulmén, corazdn, tiroides, cerebro y musculo donde
se acumula en menor cantidad (Harris et al 1984, Sakurai 1994, Altamirano-
Lozano et al 2014)
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5. Tetroxido de vanadio y trioxido de vanadio

5.1. Caracteristicas

El tetroxido de vanadio (V204) es un polvo azul-negro que se usa para catalizar
varias reacciones a temperaturas elevadas, es muy irritante, se funde a 1976°C y
es poco soluble a insoluble en agua, pero soluble en acidos y bases (Rodriguez-
Mercado et al 2010, 2011).

El trioxido de vanadio (V203), se funde a 1970°C, es una sal de color negro que al
contacto con el aire se cristaliza de manera gradual adquiriendo tonos indigo-
azulados formando tetréxido de vanadio y se descompone al calentarla
produciendo humos muy téxicos, es soluble en agua caliente, acido nitrico y bases
(Rodriguez-Mercado et al 2010, 2011).

5.2. Genotodxicidad

En un estudio realizado in vitro en el 2003 Rodriguez-Mercado et al evaluaron la
genotoxicidad del V204 en linfocitos humanos al exponerlos a concentraciones de
2,4, 8 y 16 yg/ml encontrando que el compuesto inhibe la proliferacién celular e
incrementa la frecuencia de ACE y de los ICH, con lo que concluyeron que el V204

es capaz de inducir efectos citotdxicos, citostaticos y dafio a los cromosomas.

No hay datos de V3* in vivo relacionados con el dafio en los cromosomas pero de
manera in vitro se tiene que Rodriguez-Mercado et al en el 2011 evaluaron la
capacidad que tienen tres oxidos de vanadio tridéxido, tetroxido y pentoxido de
vanadio (3+, 4+ y 5+) para inducir dafio al ADN y a los procesos de reparacion,
utilizando leucocitos mediante el ensayo cometa, los resultados que ellos
obtuvieron fue que los tres 6xidos de vanadio producen rompimientos de cadena
simple del ADN en todas las concentraciones probadas (1,2,4,8 ug/ml), ademas

encontraron que el (V#*) induce rompimientos de cadena doble.
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6. El ratdn como sistema de prueba

Los ratones son rutinariamente utilizados como modelos in vivo en distintas areas
de la investigacion, la del cancer, inmunologia, toxicologia, biologia del desarrollo
y otras. Estos roedores han sido seleccionados debido a las multiples ventajas que
presentan; por ejemplo son de tamafno pequeio, relativamente econdmicos,
faciles de reproducir, almacenar y alimentar. Alcanza la madures sexual en poco
tiempo, sus camadas son numerosas, tienen un periodo de gestacién corto, con lo
cual lo hacen un perfecto modelo de prueba para la reproduccion, ademas esta
caracterizado genéticamente y muchas de las enfermedades que afectan a los

humanos también afectan a los ratones (Suckow et al 2001, OECD 2013).

De los diferentes tejidos y 6rganos que se pueden obtener del ratén, la médula
O0sea es empleada en la evaluacion de efectos genotoxicos y citotdxicos que

pueden inducir los agentes quimicos in vivo.

6.1. Médula dsea

La médula ésea es un érgano altamente vascularizado, contiene poblaciones de
células con metabolismo activo y una tasa de proliferacion elevada, en donde las
principales células que se analizan en pruebas citogenéticas son todas aquellas
que tienen nucleo, entre ellos los precursores de leucocitos cuyo ciclo celular dura
alrededor de 12 h (OECD 2013), caracteristica que permite obtener células en
metafase en cualquier momento para realizar ensayos de genotdxicidad como el

de aberraciones cromosomicas (Figura 2) (Akeson y Davisson 2000).
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Figura 2. Células de médula 6sea (Tomado y modificado de Ganong, 2004).

6.2. El genoma del ratén

Todos los cromosomas de ratdon son acrocéntricos (figura 3) es decir el
centrobmero se encuentra situado a un extremo. Su cariotipo consta de 40
cromosomas (2n) de los cuales 19 pares son autosomas y un par de cromosomas
sexuales XX para la hembra (homogamético) o XY para el macho

(heterogamético) (Akeson y Davisson 2000).
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Figura 3. Cariotipo normal de ratén macho (Tomado y modificado de Akeson y Davisson 2000).
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7. Genotoxicidad

7.1. Aberraciones cromosomicas

Las AC son cambios en el numero normal de cromosomas de una especie,
incluidos juegos cromosdmicos completos o cambios en la estructura del
cromosoma inducida por reordenamientos, ganancia o pérdida de un segmento,
los cuales estan asociados con enfermedades genéticas (Celik et al 2005, Singh et
al 2007).

La fidelidad y la integridad del material genético en los organismos se mantienen
debido a la intervencion de diversos mecanismos de reparacion de dafio al ADN.
Se ha observado que algunos metales inhiben los procesos de reparacién del
ADN mediante la inhibicion de la polimerasa [, proteina necesaria para los
procesos de reparacion del dafio al ADN como la reparacion por escision de bases
y de nucledtidos (Mourdn et al 2001) y al acumularse estas lesiones del ADN en
las células se producen las aberraciones cromosémicas, las cuales son una
herramienta importante para la evaluacion del potencial genotéxico de compuestos
in vivo y han sido recomendados por diferentes autoridades regulatorias para la
evaluacion de la genotdxicidad de varios compuestos quimicos, farmacos y
contaminantes (EPA 1986, Rojas et al 1992, Madrigal et al 2011, Rjiba-Touati et al
2012, OECD 2013).

19



8. Justificacion

El vanadio y sus sales son ampliamente utilizadas en varios procesos industriales,
entre ellos la automotriz, quimica y agricola y en afos recientes se ha observado
que tiene efectos similares a la insulina y puede ser usado en tratamientos de la
diabetes tipo 1y 2 (Joao et al 2014).

Aunado a sus multiples usos y aplicaciones el vanadio también se ha convertido
en un contaminante ambiental al ser liberado al ambiente mediante la quema de
combustibles, estimando que se liberan aproximadamente 110 000 ton de vanadio
dentro de la atmdsfera anualmente. Estos usos y constante exposicion de la
poblacién en general crean interés en los efectos toxicoldgicos de este metal y en

particular de su potencial genotéxico.

La toxicidad y genotoxicidad del vanadio esta estrechamente relacionada a su
forma quimica y aumenta a medida que incrementa el estado de oxidacion siendo
el V205 la forma mas toxica y utilizada de vanadio, pero existen pocos trabajos
sobre los efectos a nivel celular de otras sales como el tetroxido y triéxido de
vanadio, por lo cual la importancia de este estudio es conocer los efectos

genotéxicos de estos compuestos en un modelo in vivo.
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9. Hipotesis del trabajo

Estudios previos realizados in vitro con tetroxido vanadio y trioxido de vanadio
indican que estos compuestos tienen potencial genotdxico, ademas se conoce que
dependiendo del estado de oxidacion del metal el efecto puede variar, por lo cual
si administramos tetréxido o triéxido de vanadio a ratones de la cepa CD-1 estos
compuestos seran capaces de inducir ACE y modificar el IM en las células de la

médula 6sea.

10. Objetivos

10.1. General

Evaluar las aberraciones cromosomicas y el indice mitético en células de médula
Osea de ratones macho de la cepa CD-1 después de la administracion aguda de

tetréxido de vanadio (V204) o trioxido de vanadio (V203).

10.2. Particulares

+ A partir de tratamientos agudos obtener la médula ésea de ratones tratados
con tres diferentes dosis de V204 0 V203 y cuantificar las células en
metafase e interfase y calcular el indice mitético.

+ Obtener la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales en las
células de médula 6sea de ratones macho de la cepa CD-1 tratados con el
V2040 V20s.

+ Determinar las diferencias estadisticas de los parametros evaluados entre

los grupos testigos y los tratados con 6xidos de vanadio.
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11. Material y método

11.1. Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa CD-1 de 6 a 7 semanas de edad, con un
peso de entre 25-35 g, criados y mantenidos en las condiciones del bioterio de la
FEZ-Zaragoza, con periodos de luz/obscuridad (12:12) y libre acceso al agua y

alimento.
11.2. Reactivos

El tetroxido de vanadio (V204, pureza del 99.6% y CAS 1203-21-4) y tridxido de
vanadio (V20s, pureza 99.6% y CAS 1314-34-7) fueron adquiridos de la compaifiia
Chemical-Aldrich, Milwaukee WI; los o6xidos de vanadio fueron macerados y
administrados en agua destilada. El cloruro de potasio (KCI 299%) y cloruro de
cadmio hemipentahidratado (CdCl2-2.5H20, pureza 79.5-81% CAS 7790-78-5
fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. EUA; en tanto que el metanol absoluto y
acido acético glacial de JT Baker de México. El colorante Giemsa de Hycel de

México.
11.3. Tratamiento

Los tratamientos se realizaron como se indica en el Cuadro 4. Las dosis del
tetroxido de vanadio se seleccionaron de acuerdo a la dosis letal (150 mg/Kg) de
trabajos previos realizados en el laboratorio (1/8,1/16, 1/32 de la LDso) (Aragén y
Altamirano-Lozano 2001). Para el caso del triéxido de vanadio las dosis se
calcularon en base a la cantidad equivalente de vanadio contenida en el
compuesto, tomando como referencia la cantidad de vanadio presente en el V20a4.
En todos los casos el tiempo de tratamiento fue de 24 h, tratamiento agudo. Se
incluyeron dos grupos testigos, el positivo que consistié en administrar una dosis
de 7 mg/Kg de cloruro de cadmio (CdCl2) y un negativo que fue tratado con agua,
todos los grupos se administraron con un volumen de 0.1 mL/10g de peso del
raton via ip.
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Cuadro 4. Tratamientos con vanadio. Dosis administrada y cantidad de V presente.

Tratamiento Dosis en mg/Kg Cantidad de V (mg/Kg)
(6 ratones por dosis de
cada tratamiento)

Testigo negativo (agua destilada) 0

V204

1/32 DLso 47 2.87

1/16 DLso 9.4 5.75

1/8 DLso 18.8 11.51

V203 2.87
4.22 5.75
8.46 11.51
16.93

Testigo positivo de CdClI;

DLso, Dosis letal media

11.4. Obtencion de las células de la medula 6sea

En todos los casos, trascurridas 22 h después de la aplicacion del tratamiento se
inyecto colchicina via intraperitoneal en una concentracién de 0.3% y en volumen
de 0.1 mL/10 g de peso del raton, se dejo actuar por 2 h y posteriormente los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se retiraron ambos fémures;
se corto la epifisis diagonalmente con el fin de evitar fracturas en el fémur. Para
obtener la médula 6sea se introdujo en el canal femoral una jeringa que contenia 5
mL de solucion hipoténica (KCI 0.075M), la médula 6ésea se mantuvo en tubos
para centrifuga colocados en un bano de agua a 37°C durante 1 h. Posteriormente
los tubos se centrifugaron, se elimind el sobrenadante; se fijaron las células con
metanol-acido acético (3:1) por ultimo el boton celular se goteo sobre portaobjetos
limpios previamente enfriados, los cuales fueron secados con flama y tefidos con

solucion de Giemsa al 5% (Figura 4).
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11.5. Evaluacion

El IM se determiné de la siguiente manera:

Se contaron 8000 células por ratén, diferenciando células en metafase de células

en interfase. Para calcular el indice mitético se emple6 la siguiente formula:

IM= Nl.'jmerm de células en_metafaﬁe X 100
Numero total de células

Para aberraciones cromosomicas estructurales, se registraron las aberraciones
encontradas en un minimo de 100 metafases bien extendidas por raton (600
metafases por tratamiento) siguiendo la clasificacion dada por Savage 2004,
donde una brecha lo consideramos como una region del cromosoma no tefida
menor del ancho de la cromatida (los cuales no fueron considerados para el
analisis estadistico), un rompimiento cromatidico como una region discontinua
mayor al ancho de la cromatida del cromosoma que puede estar alineado o no y
un fragmento como una region pequefa de la cromatida sin unién aparente al

cromosoma, cuadro 5.
11.6. Andlisis estadistico

Con la finalidad de establecer si hay diferencias significativas (P < 0.05) en el
porcentaje de células con aberraciones cromosomicas, se aplicaron las pruebas

de ANDEVA-Tukey, mientras que para IM se aplico la prueba Z para proporciones.
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Cuadro 5 .Aberraciones cromosomicas en células de médula 6sea de ratén

Aberracion Figura Descripcion
Tipo cromosémico
Involucra a ambas cromatidas de un mismo
Brechas cromosoma en el mismo lugar (loci). Regiéon sin
teAir de una anchura menor que una cromatida bien
L) alineada.

Rompimiento

Discontinuidad en el mismo locus de ambas
cromatidas, originando un fragmento acéntrico.

Intercambios

Intercambio entre un
cromosomas

Intercambio entre un
cromosoma

Intercambio dentro de
una cromatida

|
[“

O

Se genera a partir de dos o mas lesiones en un
mismo cromosoma o dos diferentes. Se origina a
partir de un intercambio asimétrico que produce un
fragmento el cual se registra como un solo evento.

Se produce por dos lesiones en el mismo
cromosoma, uniéndose los extremos de ambas
cromatidas, originando un fragmento acéntrico.

Las partes de donde se originaron los fragmentos o
minutas pueden no ser identificadas. Los anillos
aceéntricos son pequefios y se llaman también
deleciones intersticiales.

Tipo cromatidico

Brecha (Gap)

Rompimiento o
ruptura alineada

Desalineada

Rompimiento
isocromatidico

Regién discontinua o sin tedir en una sola
cromatida del cromosoma. Lesion acromatica
donde no hay desalineacion.

Region discontinua mayor al ancho de la cromatida
del cromosoma. Puede estar alineado o no.

Reunién incompleta o unién hermana de los

extremos rotos.

Reunion incompleta o no unién. Los fragmentos
alineados o desplazados se consideran rupturas
isolocus
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Intercambios

Se originan por rompimientos cromatidico entre
distintos cromosomas, se forma un cromosoma

Asimetrico dicéntrico y los fragmentos se unen a él, formando
I figuras cuadriradiales
No da lugar a la formacion de cromosomas
Simétri dicéntricos ni fragmentos, a menos que la unién sea
Imetrico completa, también es llamado cuadriradial.
Intercambio entre brazos de un mismo cromosoma.
Asimétrico sin
fragmentos
Formando un anillo céntrico, no hay fragmentos si
la reunion es completa.
Entre brazos * P

permanece asociado con el cromosoma original.
Dentro de un

brazo

& Minuta o rupturas intersticiales. El fragmento

Isocromatidicos

Con fragmento.
Dicéntrico triradial #ﬁ
V No se forman fragmentos si la unién es completa.
Monocéntrico y
triradia

Modificado de Dean y Danford, 1984.
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Administracion de los
compuesto de vanadio por

via (ip)

Obtencion de ambos
fémures y se les extrajo la

meédula 6sea en KCI 0.075M.

g

22 h después, se les inyecto
colchicina al 0.3% (0.1
mL/10g).

Se dejaron en un baho de
agua a 37 °C durante 1h.

2h mas tarde se sacrifico
por dislocacioén cervical.

fijador metanol- acido
acético (3:1).

e goteo la muestra sobre
portaobjetos limpios.

Figura 4. Diagrama que muestra el procedimiento para obtener las preparaciones
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12. Resultados

12.1. Efecto de los compuestos de vanadio en el peso de los ratones.

En el cuadro 6 se muestran los pesos de los ratones tratados 24 h con diferentes

dosis de los compuestos de V, no se observaron diferencias en el peso de los

ratones después del tratamiento.

Cuadro 6. Efecto de los compuestos de V en el peso corporal de los ratones.

Cantidad de V

Tratamiento en mg/Kg Peso inicial Peso final
Testigo negativo (agua destilada) 0 29.88+3.19 29.06+4.53
2.87 27.00+0.64 24.52+1.21
V204 mg/kg 5.75 26.38+1.48 24.4842.34
11.51 26.34+1.20 24.88+1.37
2.87 29.211£3.42 28.53+3.48
V203 mg/kg 5.75 28.31+£2.57 27.06+3.03
11.51 29.35+£1.33 28.53+1.09
Testigo positivo de CdCl, 0 28.54+1.69 25.7242.11

Datos expresados por la media + desviacidn estandar. Seis ratones por cada dosis de cada tratamiento.

12.2. Efecto del V.04 sobre el IM y el porcentaje de células con ACE.

Los resultados de los indices mitéticos y el porcentaje de células con aberraciones

de los ratones tratados se presentan en el cuadro 7, donde se observa que el

indice mitético disminuyd significativamente en todos los grupos tratados con

tetroxido de vanadio figura 5.
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Cuadro 7. Indice mitético (IM) y porcentaje de aberraciones cromosémicas estructurales (ACE) de las células
de médula 6sea de ratones macho de la cepa CD-1, tratados 24 h con diferentes dosis de tetréxido de vanadio

(V204).
Tratamiento Ratén IM+DE . Fref:ulencia.de ACE —— total de ACE Total de células con ACE y
mg/kg V Tipo cromatidico Tipo cromosémico porcentaje
F R P RC % +DE

1 3.83t0.83 17 0 O 0 17 10
2 3814065 11 0 0 1 12 8
. 3  634t075 10 0 0 0 10 5
(testigo) 4  405:032 15 0 0 0 15 9
0 5 377t072 7 1 0 0 8 6
6 420£049 16 0 1 0 17 11

4.33:0.99 76 1 1 7 79 49 7.77% 2.39
1T 1.93t035 62 2 O 0 64 32
2 2504057 25 1 0 0 26 14
3 2524079 31 4 0 0 35 19
V204 4  236£052 12 2 0 0 14 9
2.8Tmg/Kg 5 933:038 20 0 0 0 20 15
6 259+066 15 1 0 0 18 12

2.37+0.23"* 165 10 0 0 177 101 16.33+7.68
1 3.24t071 26 9 4 4 43 30
2 326039 24 2 4 0 30 20
3 225¢039 21 12 1 0 34 25
V204 4 3724075 21 9 0 0 30 23
575mg/Kg 5 318+058 20 3 0 0 23 14
6 245:043 25 3 0 0 28 16

3.02 055 137 38 O 2 188 128 20.34+4.40"
1 284x055 19 7 0 7 27 20
2  261:t040 7 4 0 1 12 9
3  326£066 32 9 1 0 42 27
V204 4 368£108 13 14 0 0 28 25
11.51mglKg 5  255¢088 31 8 0 0 39 26
6 209+028 21 3 0 0 24 17

2.84t 056~ 123 45 1 2 172 124 21.82+7.11°
1T 331086 20 5 O 2 27 19
2  300£t064 9 9 0 0 18 13
3 2504040 19 21 3 3 46 35
CdCl, 4 233x031 9 5 0 0 14 12
5 269+030 11 3 0 0 15 11
6 255¢046 12 5 0 0 17 13

273+0.36 80 48 3 5 137 103 16.01+7.52
Para ACE se analizaron en promedio 100 células por ratén, 600 por grupo.
DE, Desviacién estandar; F, Fragmento; R, Rompimiento; P, Pulverizacion; RC, Rompimiento cromosoémico.
**P<0.05 comparado con el grupo testigo, mediante Z de proporciones.
*P<0.05 comparado con el testigo utilizando ANOVA — Tukey.
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Con respecto al porcentaje de células con ACE (gaps excluidos) figura 6, se
puede observar que todos los ratones tratados con tetréxido de vanadio
presentaron un incremento en el porcentaje de células con ACE, donde solo las
dosis de 5.75 mg/kg y 11.51 fueron significativas. Cabe sefialar que la primera
dosis presento el doble de células con ACE y las siguiente dosis casi tres veces.
La administracion de tetroxido de vanadio disminuyé el IM e incremento el
porcentaje de células con ACE, los fragmentos fueron los mas frecuentes.

S
=3
=
2
1
0

0 (testigo) 2.87 5.75 11.51
Tratamientos con V,0, en mg/Kg

Figura 5. Efecto del tetroxido de Vanadio sobre el IM en células de médula ésea de ratébn macho

CD-1.Los datos estan representados por la media + DE de los seis ratones (*P<0.05 respecto al
grupo testigo, Z de proporciones).
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0 (testigo) 2.87 5.75 11.51
Tratamientos con V,0, en mg/Kg

Figura 6. Porcentaje de células de médula 6sea con ACE en los ratones tratados con tetroxido
de vanadio. Los datos estan representados por la media + DE de los seis ratones (*P <0.05
respecto al grupo testigo, ANDEVA-Tukey).

12.4. Efecto del V03 sobre el IM y el porcentaje de células con ACE.

Los resultados de los grupos tratados con este compuesto, se muestran en el
cuadro 8, donde se observa que el indice mitético disminuyé significativamente en

todos los grupos tratados figura 7.

Con respecto al porcentaje de células con ACE (gaps excluidos) figura 8, se
puede observar que todos los ratones tratados con tridbxido de vanadio
presentaron incremento estadisticamente significativo, donde todas las dosis

presentan casi el triple de células con ACE con respecto al grupo testigo.

Los fragmentos también fueron el tipo de aberracion cromatidica mas frecuente.
De igual manera la administraciéon de triéxido de vanadio disminuy6 el IM e
incremento el porcentaje de células con ACE. Algunas fotografias de las ACE

observadas en este trabajo se muestran en la figura 11.
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Cuadro 8. Indice mitético (IM) y porcentaje de aberraciones cromosémicas estructurales (ACE) de las células

de médula 6sea de ratones macho de la cepa CD-1, tratados 24h con diferentes dosis de trioxido de vanadio

(V203).
Frecuencia de ACE Total de células
Raton otal de con ACE y
Tratamiento (n) IMtDE Tipo cromatidico Tipo cromosdémico ACE porcentaje
F R P RC % +DE

1 3.83£0.83 17 0 O 0 17 10
2 3.81£ 0.65 11 0 O 1 12 8
(testigo) 3 6.34+£ 0.75 10 0 O 0 10 5
0 4 4.05£ 0.32 15 0 O 0 15 9
5 3.77£0.72 7 1 0 0 8 6
6 4.20+ 0.49 16 0o 1 0 17 11

4.33+0.99 76 1 1 1 79 49 7.77+2.39
1 2.57+0.62 11 5 0 0 16 16
2 3.22+ 0.41 28 8 4 1 41 30
V203 3 3.88+ 1.02 19 6 0 0 25 19
2.87 malkg 4 1.87+£0.43 31 11 0 0 42 31
' 5 1.96+ 0.38 10 9 0 0 19 14
6 2.79+ 0.49 11 6 0 0 17 13

271+ 0.76* 110 45 4 1 160 123 18.35+7.17*
1 2.98+ 0.64 46 10 O 0 56 30
2 3.57+0.55 15 11 1 7 35 25
V203 3 2.75+ 0.65 24 4 0 0 28 19
5.75 mg/kg 4 2.83% .55 8 6 0 0 14 12
5 3.05+ 0.52 14 11 0 0 25 21
6 2.18+ 0.33 37 2 1 0 40 21

2.89+0.45** 144 44 2 7 198 128 19.40+3.66*
1 3.26+ 0.41 42 6 0 0 48 28
2 3.71+£0.74 28 15 0 0 43 26
V05 3 414+ 0.57 34 7 0 0 41 26
11.51mglkg 4 3.68+ 0.39 14 7 0 0 21 13
: 5 2.45+ 0.40 28 14 0 0 42 28
6 2.36+ 0.35 38 3 0 0 42 26

3.27+0.72** 184 52 0 0 237 147 22.78+5.59*
1 3.31£ 0.86 20 5 0 2 27 19
2 3.00+ 0.64 9 9 0 0 18 13
cdCh 3 2.50+ 0.40 19 21 3 3 46 35
4 2.33+ 0.31 9 5 0 0 14 12
5 2.69+ 0.30 11 3 0 0 15 11
6 2.55+ 0.46 12 5 0 0 17 13

2.73+ 0.36 80 48 3 5 137 103 16.01+7.52

Para ACE se analizaron en promedio 100 células por ratéon 600 por grupo.

DE, Desviacién estandar; F, Fragmento; R, Rompimiento; P, Pulverizacion; RC, Rompimiento cromosomico.
**P<0.05 comparado con el grupo testigo, mediante Z de proporciones.

*P<0.05 comparado con el testigo utilizando ANOVA-Tukey.
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0 (testigo) 2.87 5.75 11.51
Tratamientos con V,0; en mg/Kg

Figura 7. Efecto del trioxido de vanadio sobre el IM en células de médula ésea de ratdon
macho CD-1. Los datos estan representados por la media +DE de los seis ratones (*P<0.05
respecto al grupo testigo, Z para proporciones).
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Tratamientos con V,0; en mg/Kg

Figura 8. Porcentaje de células de médula 6sea con ACE, en los ratones tratados con
triéxido de vanadio. Los datos estan representados por la media + DE de los seis ratones
(*P<0.05 respecto al grupo testigo, ANDEVA-Tukey).
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Al comparar los efectos entre los dos 6xidos de vanadio se puede observar que no
hay diferencias en el porcentaje de IM (Figura 9) e induccion de células con ACE
(Figura 10).

i V2O4 “ V2O3

0 (testigo) 2.87 5.75 11.51
Tratamientos con V,0, , V,0; en mg/Kg

Figura 9 . Efecto del triéxido y tetraoxido de vanadio sobre el IM en células de médula 6sea de
raton macho CD-1. Los datos estan representados por la media +DE de seis ratones (*P<0.05
respecto al grupo testigo, Z para proporciones).
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Células con ACE (%)
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0 (testigo) 2.87 5.75 11.51
Tratamientos con V,0, , V,0, en mg/Kg

Figura 10. Porcentaje de células de médula ésea con ACE, inducidas por triéxido y
tetroxido de vanadio. Los datos estan representados por la media + DE de los seis
ratones.
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Figura 11. Micrografia a 1000x de células en metafase de médula ésea de ratones macho CD-1.
En A cariotipo normal, de B a D tratados con tetroxido de vanadio, en E con tridoxido de vanadio y
en F con CdClz. B) Fragmento, C y E), Rompimiento cromatidico, D) Rompimiento cromosémico, F)
Pulverizacién (con mas de 10 rupturas).
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13. Discusion

Los metales han sido un elemento indispensable en el desarrollo tecnologico,
incluso en la actualidad algunos de estos elementos, como el vanadio han
adquirido especial interés farmacoldgico y nutrimental para los seres humanos por
lo que diversas investigaciones se han enfocado para utilizarlo en el tratamiento
de la diabetes, del cancer y para mejorar el rendimiento fisico en atletas y como

anticonceptivo vaginal (Aragon et al 2005, Joao et al 2014).

La constante exposicién a los compuestos de vanadio crea el interés de conocer

los posibles efectos genotdxicos que este metal provoca.
13.1. Efecto del V.04 y V203 en el peso de los ratones.

Para considerar si un metal o compuesto metalico produce efectos téxicos en los
seres vivos, se han establecido diversos ensayos y sistemas de prueba, uno de
los parametros a considerar en la mayoria de los estudios es el peso ganado o

perdido por el organismo después del tratamiento (OECD 2013).

Los resultados en este trabajo muestran que no hay diferencias en el peso de los
animales después de administrar via ip V204 o0 V203, estos datos coinciden con los
obtenidos por Aragén y Altamirano-Lozano en el 2001 donde aplicaron las mismas
dosis de tetroxido de vanadio, via ip cada dos dias durante 60 dias a ratones

macho CD-1 y observaron que no se modificd el peso de los animales.

Sin embargo, se ha visto que cuando se administra ortovanadato de sodio
(NasVO4) a ratones macho CD-1 de manera oral por 5 semanas en
concentraciones de 7.5, 75, 750 y 1500 mg/L se observa reduccion en el peso de

los ratones (Leopardi et al 2005).

Con lo anterior podemos decir que el efecto del vanadio sobre el peso de los
ratones dependera de la duracion del tratamiento, de la ruta de administracion vy el

estado de oxidacion en los compuestos aplicados.
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13.2. Efecto del V204 y V703 sobre el IM.

El IM nos permite determinar si existen alteraciones en la progresion del ciclo
celular (Clare y Clements 2001). La disminucion en él puede deberse a varios
efectos tales como, que alguna de las fases del ciclo celular tarde mas tiempo,
retrasando asi a las demas etapas, que el compuesto a evaluar actué como
inhibidor del huso mitético o que se provoque la perdida permanente de la
capacidad proliferativa de las células por dafios irreversibles sobre estas, lo que

finalmente puede ocasionar muerte celular (Scott et al 1990, Danford 2012).

En este trabajo la administracion via ip V204 o V203 en ratones CD-1 reduce
significativamente el IM en todas las dosis probadas, este es el primer estudio en
el cual se evaluan los efectos citotoxicos in vivo, pero de manera in vitro
Rodriguez-Mercado et al en el 2003 reportaron efectos similares en cultivos de
linfocitos humanos expuestos a V204 posteriormente en el 2010 utilizando el
mismo modelo encontraron disminucion significativa del IM después de la
exposicién a V3* V4 y V5* en las concentraciones de 1, 2, 4 y 8 yg/mL. Estos
efectos también fueron observados en otros estudios en donde los mismos
compuestos aminoran el IM en células de ovario de hamster chino (CHO) y
células V79 (Owusu- Yaw et al 1990, Zhang et al 1994).

Con respecto al estado de oxidacion (3+) se ha visto que dependiendo de la
concentracion de vanadio sus efectos pueden variar esto en base a un estudio
realizado en cultivos de linfocitos humanos, en donde la exposiciéon a 0.5 ug/mL de
V203 no induce citotoxicidad, sin embargo en concentraciones de 16 y 32 pg/mL
fueron altamente toxicas al reducir el IM en aproximadamente 50% con respecto al

control (Rodriguez-Mercado et al 2010).

Ademas se cuenta con reportes de otros compuestos de vanadio, principalmente
en estado de oxidacion 5+, como el realizado por Giri et al, 1979 en donde la

administracién oral de 4 mg/kg de V205 a ratas durante 21 dias disminuye el IM.
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Los efectos observados en el IM de las células de la médula 6sea de los roedores
tratados con los dos 6xidos de vanadio y los efectos reportados en la literatura
tanto in vivo como in vitro, pueden deberse a que el vanadio es capaz de interferir
con la actividad de varias ATPasas dependientes de Na*-, K*-, H*-, y Ca*™-y con la
actividad de factores de transcripcion e inhibir sefales de proliferacion vy
crecimiento celular mediante proteinas MAPK, todo lo anterior puede disminuir el
IM o producir muerte celular por apoptosis (Aragén et al 2005, Mateos-Nava 2012,
Rodriguez-Mercado et al 2010).

Por otro lado al comparar los resultados del porcentaje de IM entre V204 0 V203

no se observaron diferencias entre ambos compuestos de vanadio.

Por lo cual se puede mencionar que el V204 o0 V203 tienen efectos citotdxicos ya

que disminuye el IM de las células de la médula dsea de los ratones tratados.

13.3. Efecto de los compuestos de vanadio sobre el porcentaje de células

con ACE.

El ensayo de aberraciones cromosdmicas en roedores ha sido ampliamente
utilizado para detectar la genotdxicidad in vivo, ademas de que es recomendado
por las agencias reguladoras para la evaluacion de nuevos farmacos o sustancias
utilizadas en la industria o contaminantes (EPA 1986, MAK 2008, OECD 2013).

Las ACE son empleadas para evaluar la genotéxicidad, especificamente son
indicadores de efecto clastégeno. Las de tipo cromatidico son generadas por dafio
al material genético y por errores en la reparacion del ADN en la etapa final de la
fase de S y en la fase G2 del ciclo celular (Natarajan 1993, El-Habit et al 2014), en
tanto que las del tipo cromosémico son inducidas generalmente en G1 y en
algunos casos al inicio de S (Dean y Danford 1984), en este estudio los dos 6xidos
de vanadio son capaces de inducir aberraciones estructurales, para el V204 el
efecto es significativo en la dosis media y alta y para el caso del V203, en todas las
dosis, el tipo de dafio mas frecuente fueron del tipo cromatidico, principalmente

fragmentos y rompimientos.
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En este trabajo al realizar el analisis de las ACE no se incluyeron las brechas
debido a que algunos autores consideran que las estas pueden ser
inconsistencias en la técnica o regiones que no se tien por el grado de

compactacion de la cromatina (Savage 2004).

Los resultados obtenidos con el V204 son consistentes con otro reporte en donde
emplearon al ratdn como modelo de prueba para evaluar la genotoxicidad de tres
sales de vanadio, en el cual encontraron que solo el SVOs, un metal que tiene el
mismo estado de oxidacion que el V204 (4+) incremento significativamente el
porcentaje de ACE mientras que el NasVO4 y NH4VO3s incrementaron el porcentaje
de ACN y MN en las células de la médula ésea (Ciranni et al 1995), de tal manera

que el V4+ mostro efecto clastogénico y las otras sales aneuploidogenico.

En el 2003 Rodriguez-Mercado encontr6 aumento en la frecuencia de ICH y
porcentaje de células con ACE en linfocitos humanos al tratarlos con V204 (4+).
Después en el 2010 utilizando el mismo modelo al exponerlo a V20s, V204 y V203,
(5+, 4+ y 3+) encontraron que solo el V204 incremento significativamente el

porcentaje de ACE.

Posteriormente en el 2011 observaron que los tres 6xidos inducen dafo primario
al ADN, produciendo rompimientos de cadena simple en linfocitos humanos en
todas las concentraciones probadas (1, 2, 4, 8 ug/mL) y el V204 fue el unico que
incrementd significativamente el porcentaje de rompimientos de cadena doble del
ADN, sugirieron que este tipo de lesiones estan relacionadas con la formacién de
ACE (Natarajan 1993, Rodriguez-Mercado et al 2011) por lo que los resultados

obtenidos en este trabajo confirman que el V204 produce efectos clastogénicos.

Con respecto al V203 son pocos los estudios realizados en donde se evalué su
potencial genotéxico, Owusu- Yaw et al 1990, observo que este compuesto
incremento la frecuencia de ACE en células de hamster Chino (CHO), por otra
parte Rodriguez-Mercado en el 2010 y 2011 de manera in vitro encontrd
rompimientos de cadena simple pero no de cadena doble ni ACE, sin embargo en

este estudio se observaron ACE in vivo para este compuesto.
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Entre los posibles mecanismos que expliquen el incremento de las ACE observado
en este estudio, se encuentra la capacidad del vanadio de interactuar con el ADN
especificamente N-7 de la guanina y adenina o los grupos fosfato, asi como la
formacion de especies reactivas de oxigeno y radicales libres en los sistemas
biolégicos a través de reacciones de tipo Fenton las cuales en conjunto pueden
estar alterando la integridad del cromosoma (Sakurai 1994, Galanis et al 2008,
Rodriguez-Mercado et al 2010).

Cabe destacar que ademas de la genotdxicidad, es conocido que el vanadio
puede inhibir las proteinas tirosina fosfatasas, afectando a las vias de
transduccion de sefiales y la respuesta de reparacion al dafo celular del ADN

dependiendo del nivel de dosis (Mateos-Nava 2012).

Por ultimo no hay diferencias en el porcentaje de induccién de ACE entre los dos
oxidos de vanadio probados en este estudio y aunque no se conoce bien la
biocinética del V3* estos resultados pueden deberse a que el oxigeno presente en
la sangre oxide de 3+ a 4+ y parte permanezca como V3' unido a diferentes
ligandos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006) y estemos observando

el efecto ambos compuestos.
14. Conclusiones

Los resultados de este trabajo establecen que ambos compuestos de vanadio
aplicados via ip, de manera aguda, a ratones macho de la cepa CD-1, disminuye
el IM, es decir alteran el proceso normal de divisién celular, ademas producen
incremento del numero de células con ACE, estableciéndolos como agentes que
inducen toxicidad celular, ademas de efectos genotoxicos provocados

principalmente por actividad clastogénica.
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