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Resumen

La inhalacién de metales como el vanadio, adosados a particulas suspendidas en el aire es
un suceso cotidiano para la poblacion mexicana. Los estudios indican que este metal
genera efectos toxicos en la salud y que uno de sus principales mecanismos de accion es a
través de la formacion de radicales libres (RL) y la consecuente oxidacion de las
biomoléculas, resultado del estrés oxidante. Por otra parte, la ingesta de bebidas
azucaradas es un problema de salud prioritario a nivel mundial. Segin la Universidad de
Yale, México es el primer pais consumidor de refrescos en el mundo, sin embargo, los
estudios de la accion de la sacarosa sobre el ADN han sido estudiados escasamente. La
conjuncién de ambas problematicas representa un factor de riesgo para producir dafio en
la molécula de ADN, lo cual simultineamente podria ser un factor de riesgo para
desarrollar diferentes tipos de cancer u otras enfermedades.

El propdsito de este estudio fue evaluar el dafio genotoxico y citotoxico del efecto de la
inhalacion de vanadio combinado con la ingesta de sacarosa en un modelo murino,
mediante la técnica de micronucleos en eritrocitos de sangre periférica de ratones macho
CD-1.

Los grug)os experimentales fueron 6: Control, Sacarosa 30%, Vanadio [2mg/m®], Vanadio
[2mg/m®] + Sacarosa 30%, Vanadio [1.7mg/m®] y Vanadio [1.7mg/m®] + Sacarosa 30%.
Estos permanecieron con alimento ad libitum. Durante 8 semanas los grupos vanadio y
vanadio+ sacarosa, fueron expuestos a la inhalacion de pentéxido de vanadio ([2mg/m?] y
[1.7mg/m®]), durante 1 hora dos veces por semana en una caja de acrilico cerrada
conectada a un nebulizador.

Durante el experimento los grupos sacarosa y vanadio+ sacarosa bebieron agua con
sacarosa a una concentracion de 30%.

Posteriormente a través del corte de la vena caudal, se obtuvieron las muestras de sangre
periférica, con una micropipeta se colectaron 5 pL de sangre. La cual se emple6 para el
ensayo de MN y para la técnica de viabilidad celular por fluorocromos.

Para evaluar la citotoxicidad se realiz6 una solucion con los fluorocromos bromuro de
etidio y diacetato de flouresceina y, se mezclé con sangre de raton en una proporcion de
1:1, mas adelante se cuantificaron en campos al azar las células muertas y células vivas.
De 100 células contabilizadas se observd un porcentaje mayor al 80% de viabilidad
celular en todos los tiempos y en todos los grupos experimentales. Los resultados
mostraron que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos, asi
como tampoco entre grupos.

Para evaluar la genotoxicidad se realiz6 un frotis sanguineo y se fijo durante 5 min con
metanol, posteriormente se hizo la tincién con naranja de acridina. Los resultados
mostraron que la frecuencia de micronucleos aumenta significativamente en los ratones
expuestos a la inhalacion de la concentracién mayor de vanadio y la ingesta de sacarosa
conjuntamente. Las diferencias estadisticamente significativas del grupo Vanadio
[2mg/m®] + Sacarosa 30% contra el contol se observaron desde el inicio del tiempo
experimental.

Los resultados obtenidos mostraron el efecto genotdxico de la conjuncion de ambos
factores y, por otro lado, amplian el campo de investigacion acerca del dafio que causa la
sacarosa al material genético.



Introduccion

La poblacion humana se encuentra expuesta a diversas fuentes de contaminacion tanto
fisica, como quimica y bioldgica. Dentro de los contaminantes quimicos, los metales son de
alto riesgo, ya que ademas de causar severos efectos tdxicos pueden interactuar con el
material genético alterando la integridad del genoma vy, por consecuencia, modificar el
funcionamiento celular. A pesar de que algunos metales son micronutrientes y se
encuentran en los seres vivos (hierro, cadmio, zinc, cobre y cromo, entre otros), la
exposicion prolongada o a altas concentraciones puede inducir dafio genotdxico y
teratdgeno (Garcia-Rodriguez et al. 2014).

Por otro lado, actualmente uno de los problemas de salud mas prominentes a nivel nacional
y mundial es la obesidad. Este fendbmeno estd ligado a diversos factores como son el
consumo de alimentos caléricamente densos, bajos en fibra y altos en azlcares, esto
combinado con un estilo de vida de baja actividad fisica o sedentario (Dommarco-Rivera et
al. 2013, Barrientos et al. 2018).

El consumo mundial de sacarosa o azUcar de mesa ha aumentado de forma logaritmica
desde el afio 1800. En los ultimos 10 afios se ha sugerido una asociacion entre el consumo
de bebidas con endulzantes caldricos y el incremento del riesgo de padecer patologias como
obesidad, diabetes, enfermedad cardiovascular, sindrome metabdlico y gota (Zago et al.
2017).

La poblacion mexicana se encuentra inmersa en ambas problematicas, tanto en la
contaminacion atmosférica como el alto consumo de bebidas azucaradas y no se han
estudiado las posibles consecuencias de la conjuncion de estos factores sobre una
biomolécula de suma importancia biolégica como lo es el ADN.

Contaminacion atmosférica

La atmodsfera es la parte del ambiente con la que el organismo humano esta
permanentemente en contacto (Ballester et al. 1999). Los seres humanos estan expuestos a
un gran numero de agentes oxidantes, producto de la contaminacion (Rodriguez 2017). Se

estima que unos 1500 millones de personas viven en areas con niveles peligrosamente
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elevados de contaminacion del aire, y que esa exposicion produce la muerte de 7 millones
de personas por afio en el mundo (Salazar-Rojas y Calvo-Brenes 2019). Por ello, la OMS
considera a la contaminacion atmosférica como una de las prioridades mundiales en salud
(Ballester et al. 1999).

Estudios a nivel de salud publica en la Ciudad de México han revelado un elevado indice de
enfermedades respiratorias, dermatoldgicas y de hipertension arterial que podrian estar
asociadas con la presencia de particulas suspendidas a las que se les adosan metales

pesados (Aragon-Pifia et al. 2006).

Particulas suspendidas

Entre los principales contaminantes atmosféricos provenientes de fuentes vehiculares, se
encuentran las particulas suspendidas, las cuales son un conjunto de sustancias en estado
solido y liquido, que se localizan suspendidas en el aire o bien, que se depositan en la
superficie muy lentamente cuando éstas tienen un diametro mayor. Algunos ejemplos de
materia particulada son el hollin, los aerosoles, la arena, el polvo, entre otros (Blanco et al.
2015). Son potencialmente mutagénicas, citotoxicas y carcinogénicas (Villalobos-Pietrini et
al. 2008).

Presentan una distribucion de tamafios que van desde 0.005 hasta 100um, aunque la
mayoria tienen un tamafio menor a 40um. Desde el punto de vista toxicoldgico, aquellas
particulas con diametros menores a 10um (PM 10) conforman la fraccién inhalable, la cual
se divide, de acuerdo con Blanco et al. 2015 en:

e fraccion gruesa (didmetros entre 2.5 y 10um)

¢ fina (didmetros menores a 2.5um, PM 2.5)

e y ultrafina (didmetros menores a 1um)

Las particulas menores a 2.5 micrometros (PM 2.5) son potencialmente peligrosas, ya que
pueden ingresar al sistema respiratorio, depositarse en la trdquea y en los pulmones. Pueden
llegar al torrente sanguineo y generar diversos problemas de salud, mientras que las PM 10

puede depositarse, contaminar las plantas y el suelo (Salazar-Rojas y Calvo-Brenes 2019).



Los compuestos que se adosan a las particulas suspendidas pueden ser de naturaleza
orgénica como los hidrocarburos aromaéticos policiclicos o inorgdnicos como algunos
metales, dentro de los que se encuentra el vanadio (Gonzéalez-Villalva et al. 2016).

Con relacién a la contaminacion por metales (como el vanadio) unidos a las particulas, se
ha observado una serie de efectos, tales como: taquicardia, incremento de la presion
sanguinea y anemia (debido al efecto inhibidor de la hematopoyesis), ademés de un
incremento en los niveles de triglicéridos, efectos neurotdxicos, dafios renales tales como la
disfuncion tubular, evidenciada por un aumento en la excrecién de proteinas de bajo peso
molecular, el cual progresa en un decremento del ritmo de filtracion glomerular (Comision
Ambiental Metropolitana 2011-2020).

Aunque el vanadio no es el Unico metal que se adosa a las particulas suspendidas, es un
buen representante de los contaminantes metalicos. Conocer los efectos que causa sobre la

salud, permite inferir el comportamiento de otros metales sobre los organismos.

Vanadio

En la corteza terrestre, el vanadio ocupa el lugar 22 entre los elementos méas abundantes con
una presencia de 0.014 a 0.02 % (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Es un elemento natural presente en muchas formas minerales diferentes en la corteza
terrestre. La liberacidn natural al medio ambiente se produce por la meteorizacién de rocas,

polvo continental, aerosoles marinos y actividad volcanica (Assem et al. 2012).

Es un metal de color griséceo con densidad de 6.11 g/cm?®. En la tabla periédica se ubica
como el primer elemento de transicion del grupo VB, tiene como nimero atdmico 23,
configuracién electronica [Ar]4s 2 3d 3, peso atomico 50.95, punto de fusion 1950 ° C y
punto de ebullicion 3600 ° C. Existe en diferentes estados de oxidacion que van de -1 a +5,
y generalmente pasa de un estado a otro por la transferencia de un electron a través de

procesos de 6xido-reduccion (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).



Este metal fue “descubierto” y reportado por primera vez en 1801 por Andrés Manuel del
Rio, uno de los fundadores de la mineralogia en México, su trabajo en el plomo pardo de
Zimapan le llevd a observaciones del nuevo elemento al que llamo Eritronio (del griego
gpvBpog [erithros] que quiere decir rojo) debido al color rojo de las sales que dicho metal

produce al reaccionar con acidos (Lopez 2019).

Luego, en 1830 en Suecia, el quimico sueco Nils Gabriel Sefstrém encontrd el elemento
antes descrito por Del Rio en muestras de minerales provenientes de la mina de Taberg
(Suecia), y le nombré Vanadio en honor a Vanadis, diosa de la belleza en la mitologia

escandinava (Lépez 2019).

Pentoxido de vanadio

El pentdxido de vanadio es el compuesto mas comercial, es una sal de color amarillo-rojizo,
con punto de fusion de 1750 °C y punto de ebullicion de 690 °C, es un agente quimico
peligroso, su limite de exposicién ocupacional a polvos y humos es de 0.05 mg/m3

(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Uso del vanadio

a) Industrial

El vanadio se emplea en la industria metaldrgica para la manufactura de aleaciones de alta
resistencia y baja corrosién; forma amalgamas principalmente con aluminio (Al), titanio
(Ti), boro (B), cromo (Cr), niquel (Ni), manganeso (Mn) y tungsteno (W). Se utiliza en la
preparacion de vidrio, de pinturas de aplicacion comun, en colorantes para fotografia y
cinematografia. En la industria agricola se usa en la elaboracion de fungicidas e insecticidas
y como micronutriente en fertilizantes, ademas en la produccion de acido sulfurico y
caucho sintético. Se aplica en materiales de superconductividad y es importante en la
industria de la energia atomica, en la construccion de maquinaria aérea y en la tecnologia

espacial (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).



Toxicocinética del vanadio
Actualmente se sabe que el vanadio puede participar en procesos bioldgicos en forma de

anion o cation (Aguilar-Cuevas et al. 2012).

El vanadio unido a las particulas suspendidas que entra al arbol respiratorio es capaz de
penetrar profundamente en las vias respiratorias (Choi et al. 2004), atravesar la barrera
hematogaseosa y alcanzar el torrente sanguineo (Rosales-Castillo et al. 2001), como se

esquematiza en la Figura 1.
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Figura 1. En este esquema se representa el ingreso de vanadio al organismo. 1.- Inhalacion de particulas
suspendidas que contienen vanadio. 2- El vanadio adosado a las particulas suspendidas penetra
profundamente en el arbol respiratorio. 3- Llega a los sacos alveolares, atraviesa la barrera hematogaseosa. 4.
Ingresa al sistema circulatorio. 5. En la sangre el VV (V) es reducido a V (IV). 6- Se distribuye a todos los
organos y tejidos, incluida la médula dsea roja.

Ingreso a las células

Una vez en el torrente sanguineo, puede ser reducido por diferentes antioxidantes como las
catecolaminas, el glutation de los eritrocitos o por el &cido ascérbico (AA) y otras
sustancias reductoras en el plasma, pasando del estado de oxidacion V a IV (Evangelou
2002).



Posteriormente es transportado por la aloumina y la transferrina, una de las proteinas que
contienen hierro con las que el vanadio probablemente se asocia selectivamente, cerca del
90% del vanadio en sangre se encuentra principalmente en el plasma; el vanadio puede
entrar a la célula mediante los mecanismos de transporte de aniones (Barceloux 1999;

Evangelou 2002; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Algunos estudios de farmacocinética en eritrocitos demuestran que la entrada de vanadio a
la célula se lleva a cabo en dos etapas, cada una regida por un mecanismo en particular. En
la etapa inicial el V(V) cruza la membrana celular a través del sistema de intercambio
anionico, en tanto que en la segunda etapa el cruce es mucho mas lento e involucra el
producto reducido, el V(IV) y un mecanismo de paso semejante al de los cationes

divalentes (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Distribucion
Su transporte por el organismo esta considerado en un tiempo medio de 1 hora (Barceloux
1999).

Intracelularmente el vanadio se distribuye en el nucleo, las mitocondrias, los microsomas y

en el citoplasma en células de higado (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

En un estudio realizado en 2002, el vanadio administrado a ratas en estado de oxidacion
tetravalente y pentavalente se distribuyd intracelularmente principalmente en la fraccién
nuclear (30-40%), seguido de la fraccion citosdlica y las fracciones mitocondriales
(Evangelou 2002).

Acumulacion

Varios estudios en modelos animales indicaron que el vanadio en su forma de vanadil (1V)
se acumula principalmente en los rifiones, el bazo, los huesos, el higado y, en menor
medida, en los pulmones y los testiculos, siendo el tejido 6seo el sitio principal de
acumulacién de este metal (Evangelou 2002). También se ha detectado en corazén, tiroides,

cerebro, masculo esquelético, médula 0sea y tejido graso. Los 6rganos que no remueven



con facilidad el metal son hueso, musculos y pulmén, donde permanece por tiempo

prolongado (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Por otro lado, también hay evidencia de que el vanadio se acumula mas en las células y

tejidos cancerosos que en los normales (Evangelou 2002).

Eliminacion

El vanadio se elimina rapidamente por los rifiones con una vida media bioldgica de 20 a 40
h en orina. La etapa de eliminacion se considera bifasica, en la primera fase se elimina la
mayoria del vanadio y ademas es réapida, siendo a lo mas, 20 horas; la segunda fase es mas
lenta y se elimina el resto del metal, esta fase tarda hasta 50 dias. El vanadio que no fue
absorbido es eliminado por via urinaria y otra pequefia cantidad es eliminada en las heces
(Barceloux 1999; Evangelou 2002).

Toxicodinamica del vanadio

El vanadio puede ser altamente tdxico para los seres humanos y algunos animales debido a
que puede afectar importantes funciones celulares (Altamirano-Lozano et al. 1993) entre
las que se encuentran el ciclo celular, las vias de sefalizacion y la sobrevivencia celular
(SCF 2004).

Se ha descrito que impide las actividades de diferentes ATPasas, proteinas quinasas,
ribonucleasa y fosfatasas Se ha demostrado también que inhiben o estimulan la actividad de
muchas enzimas de ADN o ARN que inducen varios efectos genotdxicos y mutagénicos
(Mukherjee et al. 2004). Uno de sus principales mecanismos de accién es la oxidacion de
las biomoléculas, este mecanismo es comUnmente conocido como estrés oxidante
(Barceloux 1999).

Por otro lado, el vanadio tiene semejanzas estructurales y electronicas a los grupos fosfato
[PO.>= VO,*] y se considera que esa similitud fisico-quimica es suficiente para explicar
los efectos de fosforilacion de las biomoléculas (Morinville et al. 1998; Evangelou 2002;

Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2010; Arrambide-Brianthe 2014).



El vanadio es capaz de interferir en la homeostasis del organismo causando efectos

adversos a la salud (Rojas-Lemus et al. 2014).

Principales fuentes de emision

Los seres humanos y otras especies pueden estar expuestos al metal a través de la
atmosfera, el vanadio puede estar en forma de vapores y polvo generados por la refinacion
metalUrgica, por los productos de la quema de los aceites combustibles, por la erosién del
suelo, emisiones volcanicas, incendios forestales y otros procesos antropogénicos

(Evangelou 2002; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

En las grandes urbes la principal fuente es la quema de combustibles fosiles, ésta da como
resultado la dispersion de un amplio nimero de metales, dentro de los que se encuentra el

vanadio (V) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Las fuentes antropogénicas representan aproximadamente dos tercios del vanadio
atmosférico, especificamente en forma de 6xidos de vanadio. Es el elemento traza mas
abundante en los combustibles fésiles, la quema de éstos y de sus derivados provee una
fuente importante de vanadio en el ambiente. Altas concentraciones de vanadio (hasta 50%
de los elementos traza) aparecen en los depdsitos de petroleo especialmente en aquellos que
proviene de Iraq, Irdn, Kuwait, Venezuela y del Golfo de México (Rojas-Lemus et al.
2014). Se estima que el 90% del vanadio que es emitido cada afio a la atmésfera proviene
principalmente de la combustion del petréleo y de sus derivados como la gasolina (Rojas-
Lemus et al. 2014).

El nivel medio de vanadio en las ciudades con un alto consumo de combustibles fésiles es
de 0.62 pg/m3, en comparacion con 0.011 pg/m3 en el area rural (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano 2006).

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climaticas, la posicion geografica y

las condiciones de urbanizacion, entre otros factores. Para la Ciudad de México se han



reportado valores que alcanzan 0.114 pg/m® en aeroparticulas de 10 pm y 0.093 pg/m° en
las de 2.5 um (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Otra fuente importante es por la via oral a través de la ingestion de alimentos y agua que
contienen vanadio. Recientemente se examind la cantidad de vanadio en los alimentos que
se ingieren en la dieta cotidiana y el riesgo toxicologico que esto representa (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Vias de exposicion
Los seres humanos estan expuestos por dos vias principales: la oral y la inhalada (Assem et
al. 2012).

Via oral: por agua y alimentos.
Via inhalada: por los contaminantes presentes en la atmdsfera.

Por via oral, los alimentos son la mayor via de exposicion, en éstos el vanadio se encuentra
en los estados de oxidacion 111y V. Las concentraciones en peso fresco de grasas, aceites,
frutas y vegetales van de 1 a 10 pg/kg; en granos, alimentos de mar y carnes de 5 a 40
ug/kg; en eneldo o pimienta negra las cantidades detectadas se encuentran en 431 y 987
pg/kg, respectivamente y en tabaco para fumar de 1 a 8 pg/g. Se ha estimado, que la ingesta
de vanadio en la dieta en promedio es de 13 a 15 pg/dia y algunos autores, mencionan que

alcanza valores de 60 pg/dia (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Su requerimiento para los humanos no ha sido confirmado, pero debido a sus multiples
mecanismos de accion se ha estimado que, en el caso de ser necesario, la ingesta

aproximada seria de 15 pg por dia (Assem et al. 2012).

La segunda fuente de exposicion con mas importancia es la via aérea, varios reportes
coinciden en que el 10 % del vanadio ingerido o el 25 % inhalado respectivamente, es
absorbido y transportado a varios tejidos del cuerpo por el torrente sanguineo (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano 2006).
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Es por eso que la via inhalada es mas importante, ya que el porcentaje de absorcion es mas

elevado comparado con el porcentaje de vanadio que se absorbe por la via oral.

Efectos del vanadio en salud

La toxicidad del vanadio en trabajadores laboralmente expuestos estd bien documentada.
Los Oxidos de vanadio presentes en las particulas de menos de 10 um de diametro de las
cenizas y polvos, producto de la quema de combustible fdsil, estan asociados con efectos
adversos a la salud. La exposicion crénica por inhalacién en ambientes laborales induce
cambios en los drganos respiratorios y la aparicion de bronquitis, rinitis, laringitis y
faringitis, en algunos casos produce cambios en el ritmo cardiaco y la aparicion de un color
verdoso en la lengua de trabajadores fumadores. También se han reportado alteraciones
bioquimicas en sangre como la disminucion de grupos sulfhidrilo y cambios en la
concentracion de la albumina y del colesterol (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano
2006).

La exposicién aguda (de 0.2 a 1 mg/m®) a polvos de vanadio en personas voluntarias,
indujo sintomas como tos, irritacién en nariz y mucosa oral, mientras que una exposicion
aguda a concentracion mas alta causo irritacion sensorial, fiebre, conjuntivitis, aumento del
movimiento intestinal, dermatitis, vomito, diarrea, problemas respiratorios, temblores y

dafio renal (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Efectos del vanadio en el ADN

Los compuestos de vanadio han ganado mucha importancia en los Gltimos afios debido a su
bien conocido potencial téxico, mutagénico y genotdxico a través de interacciones con el
ADN (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006).

Varias lineas de evidencia indican que V (V) y V (V) inducen la escisién del ADN, aunque
no reaccionan directamente con los componentes del ADN, actuan principalmente a través
de la produccién de especies de oxigeno altamente reactivas generadas en las células,
Ilevandolas a un estado de estrés oxidante provocando dafios en bases nitrogenadas, enlaces

cruzados o roturas de filamentos en células proliferantes que se manifestaran como
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micronucleos. En algunos sistemas celulares se ha demostrado que los compuestos de

vanadio causan dafio clastogénico y aneugénico (Rojas-Lemus et al. 2014).

En 2011, se reportd que la inhalacion del vanadio causa roturas de cadena sencilla de ADN,
que es consistente con otros estudios que utilizaron otros modelos animales y diversos
compuestos de vanadio (Fortoul et al. 2011). Un ejemplo de estos estudios, son el ensayo
de electroforesis en gel de células individuales (ensayo cometa) y la migracion de ADN
elaborado por Fortoul y colaboradores quienes revelaron que el V,0s induce roturas de
cadena sencilla de ADN en leucocitos de sangre y cultivos de linfocitos humanos y en
células testiculares, en una dosis-respuesta clara (Fortoul et al. 2011). Ademéas de que
recientemente el pentoxido de vanadio ha sido clasificado por la IARC (2006) como un
posible carcindgeno para los seres humanos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano
2006).

Sacarosa
Una de las dos problematicas tratadas en este estudio es el consumo de sacarosa, tema que

se abordara a continuacion.

La sacarosa es un disacérido, formado por una molécula de glucosa y una de fructosa, es

conocida como azlcar comUn o azucar de mesa (Partearroyo et al. 2013).

El 70% del azucar del mundo se produce a partir de la cafia de azlcar y el resto de la
remolacha. Es conocida por el hombre desde hace mas de 2500 afios. Se conoce la
existencia de la cafia de azUcar por un almirante de Alejandro Magno (356-323 a.C.)
Ilamado Nearco que la menciona en una expedicion a la India. De la época de los romanos
datan referencias sobre el azlcar elaborado; por ejemplo, en las cronicas del asalto al
palacio del rey de Persia en el afio 627 d.C. por las tropas del emperador Flavio Heraclio
Augusto (575-641 d.C.). Este disacarido formo parte del botin, junto con sedas y especias

de diversos tipos (Gomez-Morales et al. 2013).
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Hoy en dia es consumida por gran parte de la poblacion mundial y es enormemente
apreciada por su cualidad de hacer mas apetecibles los alimentos (Gémez-Morales et al.
2013). Ademas de que se produce en méas de 130 paises dentro de los cuales México se

localiza en los primeros lugares de produccion (Quiles-lzquierdo 2013).

Metabolismo de la sacarosa

Cuando la sacarosa entra al organismo, por medio de oxidacion catabolica se transforma en
moléculas mas pequefias y simples, este es un proceso que libera una importante cantidad
de energia que es utilizada para llevar a cabo el conjunto de reacciones quimicas y
fisicoquimicas que tienen lugar en todas las células del organismo (Berg 2018). La sacarosa
proporciona la energia que el organismo necesita para el funcionamiento de los diferentes
organos, como el cerebro y los musculos, es decir, la funcionalidad esencial a lo largo de la

vida del ser humano (Partearroyo et al. 2013).

La fructosa libre, consumida como tal o proveniente de la hidrolisis enziméatica de la
sacarosa, se absorbe en la ultima parte del duodeno y en el yeyuno. Se absorbe por difusion
facilitada mediante el transportador GLUT5 y se difunde a la sangre a través del GLUT5 o
GLUT2 (Figura 2). A diferencia de la glucosa, la absorcion de fructosa no es dependiente
de ATP ni del cotransporte de sodio. La absorcion de fructosa es lenta, aunque su absorcion
aumenta cuando se consume conjuntamente con glucosa y aminoacidos. También se
observo que durante el consumo excesivo y sostenido de fructosa, la tasa de absorcion

aumenta (Zago et al. 2017).
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Figura 2. Metabolismo de fructosa. 1- Ingesta de sacarosa via oral. 2- Mediante oxidacion catabdlica la
sacarosa se descompone en fructosa y glucosa. 3- La fructosa es absorbida por difusion facilitada mediante el
transportador GLUTS5 en la dltima parte del duodeno y en el yeyuno. 4- Se difunde a la sangre a través del
GLUT5 0 GLUT2.

La glucosa puede ser metabolizada en cualquier tejido. Para entrar en la glucdlisis se
transforma en glucosa 6-fosfato, la cual realiza la enzima glucoquinasa en el higado y que
en el resto de los tejidos efectla una isoenzima de la anterior: la hexoquinasa. La glucosa 6-
fosfato se convierte entonces en fructosa 6-fosfato, y ésta por accion de la
fosfofructoquinasa, en fructosa 1,6-bifosfato, que continta la via glucolitica con la
formacion de las triosas y finaliza en la conformacion de piruvato (Zago et al. 2017) como

se esquematiza en la Figura 3.

El consumo muy elevado de fructosa (monosacarido de la sacarosa), se ha asociado a un
aumento de los niveles de triglicéridos, de la grasa visceral, de la presion arterial, de la
resistencia a la accion hipoglucemiante de la insulina, y a una disminucién de los niveles de
HDL-colesterol. Estas variaciones, de forma individual y en conjunto, se han asociado con
el aumento en el riesgo de padecer alguna enfermedad cardiovascular. Gran parte de estos
efectos que causa la fructosa se debe a que casi el 50% de la cantidad absorbida se
convierte en acidos grasos, a diferencia de otros hidratos de carbono, como el almidon, que

solo un 5% se convierte en acidos grasos (Gémez-Morales et al. 2013).
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Figura 3. Metabolismo de glucosa. 1- Ingesta de sacarosa via oral. 2. Mediante oxidacion catabolica la
sacarosa se descompone en fructosa y glucosa. 3- La glucosa puede ser metabolizada en cualquier tejido. 4-
Para entrar a la glucdlisis se transforma en glucosa 6-fosfato, modificacion que se lleva a cabo en el higado
por la enzima glucoquinasa. 5-La glucosa 6-fosfato se convierte entonces en fructosa 6-fosfato. 6- Esta a su
vez por accion de la fosfofructoquinasa se transforma en fructosa 1,6-bifosfato. 7- Continda la via glucolitica

con la formacién de las triosas y finaliza en la conformacion de piruvato.

Usos en la industria alimentaria

Principalmente se utiliza para la conservacion de alimentos, como edulcorante para dar
palatabilidad a las bebidas y alimentos, para conferir ciertas caracteristicas a los alimentos
como viscosidad, textura, cuerpo y la capacidad de dotarlos de aromas o de un color tostado
(Quiles-lzquierdo 2013).

En México, 26% del total de la energia consumida por la poblacion proviene de bebidas

azucaradas. El consumo de estos productos, sumado a la mala alimentacion contribuye a

severos problemas de salud en la poblacion mexicana (Barrientos-Gutiérrez et al. 2018).
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Bebidas azucaradas

Se define como bebida azucarada a toda aquella que le han afadido carbohidratos simples
de origen natural (azlcares) aparte de los que ya contenia en su composicion original. En
este rubro se encuentran las bebidas carbonatadas regulares o gaseosas, jugos endulzados y
bebidas hidratantes (Albarran-Alonso 2018).

Las bebidas azucaradas pueden ser endulzadas con azucar proveniente de la remolacha
azucarera, cafia de azucar u otros edulcorantes (Silva-O Paulo 2014).

La cantidad encontrada en los refrescos oscila entre los 4 y los 25 gramos. En el caso de las
bebidas saborizadas, varia entre los 5 y los 28 gramos de az(car; ambos rangos presentes en
una muestra de 200 mL (Revista del consumidor, mayo 2012) como se muestra en la Figura
4,

Refresco
EI Sprite
L a J 669 | Squirt
(60g | Sidral mundet
el =t 600 ml
Agua saborizada
BCTEE | Power punch uva
oo _
15| Aguafiel naranja

600 ml

Figura 4. Porcentaje en gramos de sacarosa encontrada en refrescos y aguas saborizadas. Elaboracion

propia con datos de la revista del consumidor, mayo 2012.

En promedio se ingiere 50 gramos de azucar equivalentes a 200 kilocalorias extras. Se
demostro que un litro de refresco tiene el equivalente a 27 cubitos de azucar; por lo cual, si
en promedio se ingiere medio litro de esta bebida diariamente, se consume alrededor de 14

cubos de azucar por dia (Rodriguez-Burelo et al. 2014).
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la ingesta diaria no debe superar el

5% de toda tu ingesta calorica, equivalente a 25 gramos (Carceller 2019).

JPor qué se ha convertido en un problema de salud?

El consumo de bebidas azucaradas en nuestro pais se ha convertido en un problema
alarmante y urgente. En el afio 2012, México se convirtié en el primer consumidor de
refrescos en el mundo, superando por primera vez a Estados Unidos (Delgado 2019). Un
estudio de la Universidad de Yale en Estados Unidos reporta que un mexicano promedio
bebe 163 litros al afio, lo que representa medio litro al dia. También se ha comprobado que
siete de cada 10 nifios en comunidades rurales desayunan con refresco (Delgado 2019).

Este consumo elevado es responsable de 12.1% de las muertes asociadas con diabetes,
enfermedad cardiovascular y cancer secundario en la poblacion mexicana (Rodriguez-
Burelo et al. 2013; Barrientos-Gutiérrez et al. 2018).

Previo a la muerte, existen consecuencias metabolicas producto del aumento en el consumo
de bebidas azucaradas, por ejemplo, el dafio al higado y a los rifiones, el incremento de
triglicéridos, mayor presion sanguinea, higado graso, hipertension arterial, resistencia a la
insulina, diabetes tipo 2, la obesidad abdominal e hipertrigliceridemia (Gomez-Miranda et
al. 2013; Mendoza-Veldzquez et al. 2019). La evidencia metaanalitica ha permitido
establecer que el consumo diario de 355 mL (una porcién) de bebidas azucaradas al dia o
mas esta asociado con 37% de incremento en el riesgo de obesidad, 83% en diabetes y 22%

en dislipidemia e hipertension (Barrientos-Gutiérrez et al. 2018).

Entre 1999 y 2006 se triplicé el consumo de bebidas azucaradas entre los adultos
mexicanos, y justamente este sector de la poblacién son 15 por ciento mas propensos a
padecer obesidad (Delgado 2019).

Por lo anterior, un grave problema de salud puablica derivado del consumo de bebidas

azucaradas es la obesidad, diversos estudios realizados han demostrado la relacién entre el

consumo de bebidas azucaradas, el sobrepeso y obesidad (Rodriguez-Burelo et al. 2014).
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El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa
(Davila-Torres et al. 2014). En la actualidad, México y Estados Unidos ocupan los
primeros lugares de prevalencia mundial de obesidad en la poblacion adulta (30 %), la cual
es diez veces mayor que la de paises como Japén y Corea (4 %). Respecto a la poblacién
infantil, Mexico ocupa el cuarto lugar de prevalencia mundial de obesidad,
aproximadamente 28.1 % en nifios y 29 % en nifias (Barrera-Cruz et al. 2013; Davila-
Torres et al. 2014).

En nuestro pais, las tendencias de sobrepeso y obesidad en las diferentes encuestas
nacionales muestran un incremento constante a lo largo del tiempo, se han alcanzado

proporciones preocupantes (Barrientos-Gutiérrez et al. 2019).

Como resultado del sobrepeso y la obesidad se incrementa significativamente el riesgo de
padecer enfermedades crénicas no trasmisibles (ECNT), mortalidad prematura y el costo
social de la salud, ademas de que reducen la calidad de vida. Se estima que 90 % de los
casos de diabetes mellitus tipo 2 son atribuibles al sobrepeso y la obesidad (Barrera-Cruz et
al. 2013). Ademas de que es bien sabido que los pacientes con diabetes tipo 2 tienen niveles
elevados de dafio en el ADN (Al-Aubaidy y Jelinek 2011). Se demostr6é que el dafio en el
ADN se produce como consecuencia del estrés oxidante (Barrera-Cruz et al. 2013).

Estrés oxidante

El dafio o estrés oxidante se ha definido como la exposicion de la materia viva a diversas
fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o
factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas
especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de
la produccion de especies reactivas del oxigeno. Las especies reactivas de oxigeno (EROS)
pueden participar en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes
(Venereo-Gutiérrez 2002).
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Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no, que en su
estructura atomica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo que les
da una configuracion espacial generando gran inestabilidad (VVenereo-Gutiérrez 2002).

Desde el punto de vista molecular, son pequefias moléculas que se producen por diferentes
mecanismos, y causan dafio celular (oxidante) al interactuar con las principales

biomoléculas del organismo (Venereo-Gutiérrez 2002).

Se ha demostrado que los radicales libres pueden afectar negativamente a la supervivencia
celular debido a una alteracion en la membrana a traves del dafio oxidante de los lipidos, las

proteinas y la modificacion irreversible del ADN (Rico-Rosillo et al. 2018).

Efecto de los radicales libres

En lipidos: se produce dafio mayor en un proceso gque Se conoce como peroxidacion
lipidica, afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que se altera la
permeabilidad de la membrana celular y se produce edema y muerte celular. La
peroxidacion lipidica representa una forma de dafio histico que puede ser desencadenado
por el oxigeno, el oxigeno singlete, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Los
acidos grasos insaturados son componentes esenciales de las membranas celulares, por lo
que son importantes para su funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables al ataque

oxidante iniciado por los radicales libres del oxigeno (Venereo-Gutiérrez 2002).

En proteinas: hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y por

ultimo hay formacion de grupos carbonilo (Venereo-Gutiérrez 2002).

En el ADN: hay pérdida de expresién o sintesis de una proteina por dafio a un gen
especifico, modificaciones oxidantes de las bases, deleciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos cromosémicos y desmetilaciéon de

citosinas del ADN que activan genes (Venereo-Gutiérrez 2002).
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Estrés oxidante por consumo de sacarosa

El mecanismo de toxicidad de sacarosa sigue sin estar claro. Sin embargo, es posible
sugerir que el estrés oxidante inducido por el alto consumo de sacarosa, asi como las
reacciones de glicacion de ADN inducidas por sacarosa, sean posibles causas de dafio en el
ADN. Por otro lado, no se puede descartar la influencia de otros mecanismos (Franke et al.
2017).

Formacion de los productos finales de la glicacion avanzada

Glicacion del ADN

La reaccion quimica que ocurre entre proteinas y azUcares reductores, y que forma un
grupo heterogéneo de productos de color marrén se conoce como reaccion de Maillard
(Méndez 2003).

La formacion de productos de Maillard comienza con la reaccién de los grupos amino de las
proteinas, particularmente lisina, arginina e histidina, con carbohidratos reductores que
incluyen a la glucosa, fructosa, triosas y sus correspondientes derivados fosforilados. Esta
modificacion se denomino “glucosilacion no enzimatica,” “glicacion” (porque no se requiere
lamediacion de enzimas)” 0 “reaccion de Maillard,” que en el caso de la glucosa conduce en
horas a la formacion reversible de una base de Schiff (reaccion entre el grupo amino de la
lisina y el carbonilo de la glucosa). Esta base de Schiff se transforma en un compuesto mas
estable, una cetoamina o fructosamina conocida como producto de Amadori (Méndez 2003).
Después, a través de subsecuentes rearreglos moleculares, que incluyen reacciones de
deshidratacién, condensacién, oxidacién y ciclizacion; procesos que llevan semanas o
meses, se forma un grupo heterogéneo de productos fluorescentes y café obscuro, llamados
productos finales de glicacion avanzada “AGE” (por las siglas del inglés: "advanced

glycation end-product™) (Méndez 2003).

En las vias alternas para la formacion de AGEs, participa la glucosa. La glucosa es el
azucar reductor mas abundante en el organismo y el que mas participa en las reacciones de
glicacion, aungue a una tasa mas lenta que otros carbohidratos. En la circulaciéon sanguinea

se encuentra mayoritariamente la glucosa, que es en este sentido, el azicar menos toxico, lo
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que representa una ventaja evolutiva para todas las especies. Por otro lado, la glicacion
ocurre preferentemente en los grupos amino libres de las proteinas, pero también con los de
otras biomoléculas como las apolipoproteinas, las lipoproteinas de baja densidad (LDL), los
lipidos y los acidos nucleicos. Con respecto a esto Gltimo, el dafio por glicacion del ADN se

ha asociado con mutagénesis y carcinogénesis (Cardenas-Leon et al. 2009).

La degradacion de proteinas extracelulares modificadas por AGEs requiere que estos sean

reconocidos por receptoresespecificos (RAGES) (Fuentes et al. 2015).

Los RAGE acttan como un receptor de diversos ligandos liberados por células inflamadas,
estresadas y dafiadas. Los receptores para AGEs han sido identificados en la superficie de
macrofagos, células endoteliales, células mesangiales, fibroblastos, células del epitelio
glomerular (podocitos) y neuronas, entre otras. El papel preciso de los receptores de AGEs,
en los eventos patoldgicos no estd claro y actualmente existe controversia de cuales
promueven o limitan la disfuncion de drganos y tejidos. A la fecha se han descrito dos
grupos de receptores: uno representado por RAGE asociado con estrés oxidante,
crecimiento y procesos inflamatorios, a través de vias de sefializacion intracelular y el otro
relacionado con los procesos de degradacion y eliminacion de AGEs, asi como de resintesis
de las proteinas eliminadas por esta via (Fuentes et al. 2015).

Genotoxicidad

Existe un gran numero de compuestos, capaces de interactuar con el ADN, directa o
indirectamente, provocando cambios y/o alterando la informacion contenida en el material
genético, lo cual puede contribuir a un aumento de enfermedades de etiologia genética, si
dichas enfermedades ocurren en la linea somatica puede derivar en cancer y si sucede en
células germinales puede afectar tanto a los individuos expuestos como a su descendencia
(Lizarraga et al. 2018).

En la actualidad, un elevado numero de contaminantes estan liberados en el ambiente, los
cuales no han sido evaluados para determinar su riesgo genético en los seres vivos, incluido

el hombre. En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por conocer dichos efectos
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y el impacto que tienen sobre la salud, también se han implementado procedimientos para
determinar y evaluar el dafio. Afortunadamente, se cuenta con herramientas Utiles para

medir la genotoxicidad de los agentes (Lizarraga et al. 2018; Fenech, 2002).

Los biomarcadores son una herramienta util para evaluar el riesgo potencial de las
diferentes exposiciones ambientales y como indicadores de riesgo genético (Lizarraga et al.
2018).

Los biomarcadores de exposicion detectan si el agente genotdxico ha penetrado en el
organismo a distintos niveles. Localizan la presencia de agentes mutagénicos y/o
carcinogénicos en tejidos y secreciones corporales. Si el agente se ha introducido y ha
interactuado con el material genético (mutadgenos/ carcindgenos), se puede detectar por la
aparicion de aductos en proteinas (albumina y hemoglobina) y en ADN, asi como por la
formacion de Intercambios de Cromaétidas Hermanas (ICH), reflejando una exposicion
primaria (Lizérraga et al. 2018).

Las técnicas citogenéticas mas utilizadas para detectar cambios cromosémicos
(estructurales o numéricos), para evaluar el riesgo genético de determinadas poblaciones
expuestas a contaminantes, son la técnica de andlisis de aberracién cromosoémica (AC),

intercambio de cromatidas hermanas y de micronucleos (Lizarraga et al. 2018).

Micronucleos

Los microndcleos son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear, corresponden a
material genético no incorporado correctamente a las células hijas durante la division
celular, reflejan aberraciones cromosomicas y se originan por roturas cromosoémicas, por
errores durante la replicacion y posterior division celular del ADN y/o por la exposicion a
agentes genotoxicos (Fortoul et al. 2011). Se observan como cuerpos extranucleares
suspendidos en el citoplasma y corresponden a fragmentos cromosémicos o cromatidicos
acéntricos, asi como a fragmentos con centromero que pueden ser cromosomas completos,
en los eritrocitos de algunas especies, el MN permanece solo en el citoplasma, una vez que

estos han expulsado su ndcleo (Soto et al. 2018).
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La formacion de MN en las células en division es el resultado de la ruptura de los
cromosomas debido a lesiones de ADN no reparadas o mal reparadas, o la mala
segregacion cromosomica debido al mal funcionamiento mitético. Estos eventos pueden ser
inducidos por el estrés oxidante, la exposicion a clastdgenos o anéugenos, defectos
genéticos en el punto de control del ciclo celular y / o genes de reparacion del ADN, asi
como deficiencias en los nutrientes necesarios como cofactores en el metabolismo del ADN
y la maquinaria de segregacion cromosomica. Todos estos eventos pueden causar la
formacion de MN a través de reordenamientos cromosémicos, alteracion de la expresion
génica o aneuploidia, efectos asociados con el fenotipo de inestabilidad cromosémica que a
menudo se observa en el cancer (Bonassi et al. 2007).

La formacién de anomalias nucleares como MN, reordenamientos cromosémicos y puentes
anafésicos (que conducen a ciclos de ruptura-puente de fusion y generacion de mas MN)
son eventos comunmente vistos en las primeras etapas de la carcinogénesis (Bonassi et al.
2007).

El ensayo de MNs es uno de los mas empleados en estudios de genotoxicidad por
exposicién ambiental u ocupacional en poblaciones humanas, para determinar el potencial
genotoxico de diferentes compuestos, y también es considerado como una prueba
importante para comprobar que las sustancias, a las que son expuestos los animales, pueden
inducir aberraciones cromosdémicas 0 numéricas y éstas, a su vez, en la aparicion y la

progresion de tumores (Hayashi et al. 2000).

La prueba de micronucleos esta considerada como un ensayo practico, universalmente
validado y accesible tecnoldégicamente (Zalacain et al. 2005) in vitro o in vivo combina
facilidad en su realizacion, sencillez en la evaluacion y una alta sensibilidad, caracteristicas
que han llevado a validar y recomendar su uso como prueba de genotoxicidad por
instituciones como el Centro Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos (Corvi et

al. 2008) y la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD 2010).
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Técnica de micronucleos

El uso de la técnica del recuento de MN como medida de dafio cromosoémico sobre cultivos
de linfocitos humanos fue propuesto por primera vez en 1976, cuyo Unico requisito era la
eleccion de tipos celulares con gran actividad mitotica. EI empleo de células sanguineas
representa una fuente de facil acceso y que, al estar distribuidas por todo el cuerpo,
constituyen un sistema de deteccidn sistémico, es decir, que pueden reflejar lo ocurrido en

algun tejido blanco (Zalacain et al. 2005).

Este ensayo se encarga de evaluar la frecuencia o cantidad de micronucleos (MN) en
reticulocitos (igualmente conocidos como eritrocitos policromaticos). Estos micronucleos
son pequefos cuerpos casi esféricos los cuales son remanencias de ADN, las cuales quedan
dentro del reticulocito en el proceso de eritropoyesis. ElI ensayo también contempla la
frecuencia o la relacion reticulocitos-eritrocitos, con el fin de estimar la muerte celular
(Hayashi et al. 2000).

Los micronucleos pueden ser observados con diversas técnicas de marcaje dependiendo del
interés del investigador. Una de las técnicas empleadas para evidenciar los micronicleos es
con naranja de acridina (NA). Este marcaje es bastante sencillo y los resultados que se
pueden obtener con ella, en términos estadisticos, son robustos. Entre las facilidades que
hay al utilizar naranja de acridina corresponde a que es sencillo diferenciar reticulocitos
(fluorescen en rojo debido a la remanencia de ARN-riboosémico) y eritrocitos (que no
emiten fluorescencia) por su color dado que es especifico de &cidos nucleicos: el ADN
fluoresce en amarillo-limén (y delata la presencia de un MN en el citoplasma del
reticulocito o del eritrocito) o ARN, por esto mismo, al momento de observar en el

microscopio no hay cabida para falsos positivos (Hayashi et al. 1983,2000).
La técnica de MN tefiidos con naranja de acridina se lleva a cabo en eritrocitos, por lo que

es importante explicar como se lleva a cabo el proceso de formacion de estas células dentro

de la médula 6sea roja.
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Eritropoyesis

La eritropoyesis es un proceso por el cual las células madre hematopoyéticas son
estimuladas al pasar por una serie de etapas de diferenciacion celular para dar lugar
finalmente a la formacién de glébulos rojos maduros (Grosso et al. 2017), que son las
células encargadas del transporte de oxigeno a los tejidos (Alija 2019). Comienza en la
médula Gsea y esta regulada por la hormona eritropoyetina (EPO). A partir de las células
precursoras eritropoyéticas se forman los proeritroblastos. De ellos derivan los
eritroblastos, que en divisiones sucesivas llegaran a formar reticulocitos que en su fase
madura son los globulos rojos o eritrocitos (Brito 2014). Este proceso se esquematiza en la
Figura 5.

Los eritrocitos sobreviven una media de 120 dias, mientras que los granulocitos solamente
lo hacen unas pocas horas; esto significa que, para mantener los niveles de células
sanguineas constantes, se deben producir cada dia 10713 células nuevas (Alija 2019), lo

que indica el altisimo indice mitdtico de este linaje celular en médula 6sea.

MPP
i l 4'
. fah omp
AT . S ./‘]
pro ® =
| y )
b / ‘./,l MEP
=<, ‘
MET y “ 7 Rompimiento el \/ Proeritroblasto
Dafio en el uso mitdtico

( . Eritroblasto baséfilo
ANA & o

P> .
( . ) Eritroblasto policromético
% /

* *

TELO
| He » Eritroblasto ortocromatico | Enucleacién
e o
Enucleacion Reticulocito

e
g Eritrocito
. Circulacion '
—p> Created in BioRender.com bio

Figura 5. Maduracién de células eritroides y mecanismo de generacion de micronicleos durante la

eritropoyesis. lzquierda: se representa el proceso por el cual un eritrocito en circulacion puede presentar
micronicleos. El agente xenobidtico penetra en la célula durante la mitosis, especificamente en la profase.

Durante la divisién celular el agente puede causar dafios, rompimientos e intercambios cromosémicos o
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inhibicion de las biomoléculas relacionadas con la disyuncién de las croméatidas hermanas y asi ocasionar
disfuncion del aparato mitético. En la telofase se produce el pequefio nicleo separado del nucleo principal,
éste permanece en el citoplasma. Durante la enucleacion se expulsa el nlcleo principal y el microndcleo
creado permanece en el citoplasma de la célula anucleada. PRO (profase), MET (metafase), ANA (anafase),
TELO (telofase). Derecha: se representa el proceso de formaciéon y maduracion de los eritrocitos. CMP

(progenitor mieloide comdn), MEP (progenitor eritromieloide).

Antecedentes

La exposiciéon a vanadio en habitantes de la Ciudad de México ha sido evidenciada por
Fortoul y colaboradores, desde el afio 2002, en su grupo de trabajo se han realizado
diversos protocolos con el fin de estudiar los efectos sistémicos del vanadio. Estos
protocolos se llevan a cabo en un modelo de inhalacion, utilizando ratones (Mus musculus)
de la estirpe CD-1 (Fortoul et al. 2011).

Debido a que la inhalacion es la via por la cual los organismos estan principalmente
expuestos a los contaminantes atmosféricos y por la que mas vanadio absorbe el
organismo, Fortoul y colaboradores (2011) han desarrollado un modelo experimental en el
cual los animales son expuestos a la inhalacién de particulas de didmetro similar a las que

se respiran cotidianamente (0.5-5 um) a través de un ultranebulizador.

Fortoul (2011) y Rojas Lemus (2014) han descrito que la inhalacion de pentéxido de
vanadio causa dafio primario al ADN de leucocitos de sangre periférica de ratones macho;
mismo efecto que se observd en células de médula ésea de ratones hembra y macho, con
una respuesta diferencial en el nimero de células dafiadas, dependientes del sexo, sin
cambios en la viabilidad celular en los dos tejidos. En estos trabajos se ha reportado la
actividad genotoxica del vanadio sin causar muerte celular (citotoxicidad).

En cuanto a los modelos de inhalacién expuestos a V,Os (en concentracion de 2.57 mg/m°)
y la ingesta de sacarosa (Albarran-Alonso et al. 2015,2018), reportd dafios a la histologia
del pancreas, alteracion al metabolismo de glucosa, hiperglucemia e hipoglucemia en
ratones CD1.

La concentracion mayor utilizada por Albarran Alonso et al. 2015 y 2018 fue la empleada
en el presente trabajo, misma que se compara con las inhaladas por trabajadores

ocupacionalmente expuestos como lo reporta Aseem et al. (2012) en individuos de calderas
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expuestos a altos niveles de V,0s (0.05-5.3mg / m®) durante la conversién de la planta de
energia de petroleo a carbon. En cuanto a la concentracion menor Rodriguez Mercado y
Altamirano Lozano (2006) describen que en las grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.5 mg/m°. Por lo que en el presente trabajo la

concentracion menor simula a la que una poblacion esta expuesta.

El dafio al sistema hematopoyético también ha sido reportado. Algunos estudios describen
anemia normocrémica normocitica, con una disminucion de la hemoglobina y del
hematocrito. Esta anemia podria ser consecuencia de la hemdlisis, como lo han propuesto
otros investigadores, o podria ser un tipo de suicidio de eritrocitos identificado como
eriptosis, especificamente descrito para la toxicidad del vanadio, aunque también podria
suponerse como la consecuencia del deterioro de la eritropoyesis (Delgado et al. 2011).

Los posibles mecanismos de accion del vanadio sobre el material genético también han sido
reportados en estos trabajos, al igual que con Mussali et al. (2005) quienes mencionan la
interaccion del vanadio sobre la tubulina-y, lo que implica que pueden intervenir en la

correcta formacidn del aparato mitético, y por ende en la formacion de micronucleos.

Diversos autores (Fortoul et al. 2001, Avila-Costa et al. 2005, Rojas-Lemus et al. 2014),
han demostrado que los metales como el vanadio causan estrés oxidante, este mecanismo
de accion es uno de los principales; el estrés oxidante produce dafio al DNA a través de la

generacion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (EROSs).

Por otro lado, en otro modelo realizado por Espinosa-Zurutuza et al. (2017) se reporta que
la ingesta de agua con sacarosa al 30%, en ratones (Mus musculus) de la cepa CD-1, causa
peroxidacion lipidica y esto es resultado del estrés oxidante, por lo que podria tener una
repercusion en el DNA. También Hansen et al. (2008) y Franke et al. (2017) exponen que
el consumo prolongado y en concentraciones altas la sacarosa podria representar un factor
que dafie al DNA.

Los resultados muestran que por separado ambos factores (la inhalacion de vanadio y la

ingesta de sacarosa) son capaces de causar dafios en los animales experimentales, por ello
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es importante evaluar el efecto (que bien podria ser sinérgico), de dichos factores sobre el

material genético de los organismos expuestos.

Justificacion

La contaminacion atmosférica y la ingesta de sacarosa son dos problematicas que de
manera independiente la OMS ha catalogado como prioridad, ademas de que generan
diversos padecimientos, ambos sucesos se conjuntan en la vida diaria del individuo y no se

conoce el efecto simultaneo de los dos factores sobre el ADN.

Objetivo general
Evaluar el efecto genotdxico y citotoxico de la ingesta de sacarosa al 30% en combinacion

con la inhalacién de dos concentraciones de vanadio (1.56 y 2.57 mg/m® en ratones CD1.

Objetivos particulares
En sangre periférica de ratones macho CD-1 de 32-33 g de peso y de 60 dias de edad,
repartidos en 6 diferentes grupos experimentales y muestreados a las 0, 24 horas, 7, 14, 21
y 28 dias de exposicidn/ingesta:
1. Evaluar la viabilidad celular mediante la técnica de citotoxicidad por fluorocromos.
2. Cuantificar la frecuencia de micronucleos tefiidos con naranja de acridina.
3. Comparar la actividad genotdxica y citotdxica entre los diferentes grupos

experimentales.
Hipotesis

e La frecuencia de micronucleos serd mas elevada en la concentracion méas alta de
vanadio, comparada con la concentracion menor a la que fueron expuestos los
ratones.

e La frecuencia de micronucleos serd mas elevada en los ratones que estuvieron
expuestos a la concentracion mayor de vanadio combinado con la ingesta de

Sacarosa.
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Método
Este protocolo experimental sigui6 los procedimientos publicados por Fortoul et al. (2011)
para el protocolo de inhalacion de vanadio, asi como la administracion de sacarosa

publicado por Espinoza-Zurutuza et al. (2017).

Animales experimentales

Este experimento fue realizado con ratones CD-1 machos, los cuales fueron proporcionados
por la Unidad Académica Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Los animales fueron tratados de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para la
produccion, cuidado y manejo de animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

Todos los ratones se mantuvieron en fotoperiodos de luz: oscuridad 12:12 horas, con
comida (Purina Rodent Laboratory Chow 5001®, México) y agua ad libitum.

Este protocolo es parte del proyecto “Contaminacion atmosférica y consumo de bebidas
azucaradas. Evaluacion de la combinacion de sus efectos en la salud en un modelo en
ratén” que esta registrado y aprobado por las comisiones de Investigacion y de Etica y de la
Facultad de  Medicina, UNAM, con nomero 100/214  (Oficio  No.
FMED/CI/SPLR/119/2014).

Grupos experimentales

Se utilizaron 30 ratones macho de la estirpe CD1 de 55 dias de edad. Los animales se
aclimataron en el bioterio de mantenimiento durante 5 dias, de manera que al inicio del
experimento tenian 60 dias de vida. Los 30 animales fueron separados aleatoriamente en 6
grupos experimentales de 5 ratones cada uno. Las caracteristicas de los grupos se

especifican en la Tabla 1.
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Tabla 1. Grupos experimentales empleados en el protocolo

Grupo Abreviatura Condiciones de exposicion o administracion
1. Control Con Sin exposicion ni ingesta de sacarosa
2. Sacarosa Sac Ingesta de agua con sacarosa al 30%
3. Vanadio 0.01 M Van 0.01 Inhalacién de vanadio en concentracién de 1.56 ™Y/,,>
4, Vanadio 0.02 M Van 0.02 Inhalacién de vanadio en concentracién de 2.57 ™Y/,,>
5. Vanadio 0.01 M+ Van 0.01+Sac Inhalacién de vanadio en concentracion de 1.56 ™/,°

Sacarosa + Sacarosa al 30%

6. Vanadio 0.02 M+ Van 0.02+Sac Inhalacién de vanadio en concentracion de 2.57 ™9/,°
Sacarosa + Sacarosa al 30%

Administracion de sacarosa

Se prepard una solucion de sacarosa (Ci12H2,011, aziicar comun) en agua de bebida a una
concentracion de 300 % (30%) y se proporciono a los ratones para su consumo ad libitum.
El agua con sacarosa se colocé en los bebederos y se cambid diariamente durante todo el

tiempo del experimento.

Preparacion y exposicion a vanadio

El vanadio (V) (Sigma-Aldrich®, EUA) fue preparado en dos concentraciones en medio
acuoso para su posterior nebulizacién; las dos concentraciones de vanadio dentro de la caja
de acrilico fueron de 0.01 M (1.56 ™Y/,%) y 0.02 M (2.57 ™9/,%).

Todos los ratones que fueron expuestos a vanadio lo inhalaron dentro de una caja de
acrilico transparente (44 cm x 21 cm x 36 cm) durante una hora dos veces por semana, por
cuatro semanas.

El vanadio se administré con un nebulizador ultrasénico YueHua® modelo WH-802 que, de
acuerdo con la informacion del fabricante, 80% de las particulas nebulizadas que llegan a
los ratones tienen un rango de 0.5 a 5 um de diametro aerodinamico (Espinoza-Zurutuza et
al. 2017).
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Estrategias experimentales

Toma de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica tomadas de los ratones se obtuvieron a traves del corte de
la vena caudal (de acuerdo con la NOM-Z0OO0-1999, apartado 8.2.1), con una micropipeta
(BiohitProline®). Se colectaron 5 pL de sangre de cada individuo y se procesaron para el
ensayo de microndcleos con naranja de acridina y para la técnica de viabilidad celular por

fluorocromos.

Técnica para evaluar la citotoxicidad: viabilidad celular por fluorocromos

Para evaluar la viabilidad celular se llevo a cabo el método descrito por Strauss (1991) con
ciertas modificaciones; se prepard una solucion con 0.01 g de diacetato de fluoresceina
(FDA) disuelto en 2 mL de acetona (solucion 1: S1). Por otra parte, 0.01 g de bromuro de
etidio (BrEt) se disolvio en 5 mL de amortiguador de fosfatos (PBS) (solucion 2: S2). La
solucién de trabajo se prepard cada vez que se realizd la prueba de viabilidad en las
siguientes proporciones: 10 uL S1 y 50 pL de S2 en 1.2 mL de PBS (solucion final: SF). Se
mezcla la SF con sangre del raton en una proporcion 1:1 (1 pL de sangre y 1 uL de SF) y se
cuantifican, en campos al azar, las células muertas o metabo6licamente inactivas que
fluorescen de color rojo y células vivas o metabdlicamente activas que fluorescen de color
verde. En total se contabilizan 100 células, y se obtiene la proporcion de células vivas con
respecto a las muertas.

Las muestras se observan con un microscopio de epifluorescencia Olympus® modelo
BX51, con un filtro de excitacion de 480-550 nm y uno de absorcién de 570 nm (WB); se

utilizo el objetivo de 40X para el conteo.

Técnica para evaluar la genotoxicidad: microntcleos teiiidos con naranja de acridina.
Para la prueba se utiliz6 naranja de acridina (NA) (Sigma-Aldrich) con la que se prepard
una solucion con agua destilada a una concentracién de 1 mg/mL De los 5 puL de sangre
obtenida de cada raton, 2 pL se coloc6 en un portaobjetos y con ayuda de otro se realizé un

frotis delgado. La muestra en el frotis se fijo con metanol durante 5 min, se seco al aire y se
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guardd para su posterior tincion y conteo. Cada muestra se realizé por duplicado.

El frotis de sangre se tifi6 con 25 pL de la solucidon de NA (1mg de fluorocromo naranja de

acridina en 25 MI de H,O destilada. Se empled un microscopio de epifluorescencia

Olympus® modelo BX51, con un filtro de excitacién de 480-550 nm y uno de absorcién de

570 nm (WB); se utilizé un objetivo de 40X para el conteo. En cada muestra de sangre

tefiida con la naranja de acridina se identificé lo siguiente (Figura 6):

Leucocitos: cuyos nucleos exhiben fluorescencia amarillo-limon.

Reticulocitos o eritrocitos policromaticos (EPCs): emiten fluorescencia color
rojo.

Eritrocitos o eritrocitos normocromaticos (ENCs): no emiten fluorescencia.
Micronucleos (MN): pueden estar en el citoplasma de los EPC o de los ENC, se
observan como pequefios cuerpos esféricos que emiten fluorescencia amarillo-

limon.

La frecuencia de MN se contabiliza de la siguiente manera:

1.
2.
3.

Calcular la proporcion de EPCs por cada 1 000 ENCs
Cuantificar la frecuencia de MN en 1000 ENCs.
Por cada 2 000 EPCs se registro el numero de MN en EPCs, obteniendo asi la

frecuencia de MN en cada grupo. En esta prueba, este es el parametro que indica

genotoxicidad.

Figura 6. En A se observa el frotis de sangre periférica tefiido con naranja de acridina: el circulo de linea

continua muestra un reticulocito o EPC con un microntcleo en su citoplasma. El circulo de linea punteada

muestra un reticulocito no micronucleado. Nétese qué, en ambos casos, al ser reticulocitos exhiben

fluorescencia roja. La flecha sefiala a un leucocito en el que se observa la fuerte fluorescencia amarillo limén

del ADN nuclear. En B se observa en el circulo de linea continua un reticulocito micronucleado, en el circulo
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de linea punteada los eritrocitos maduros o ENCs que no exhiben fluorescencia y por lo tanto se ven oscuros.

La flecha sefiala un leucocito. Ambas fotomicrografias son originales y pertenecen a este proyecto.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico GraphPadPrism® versién 5.0
(2007). Para comprobar si los datos presentaban una distribucion normal, se realizo la
prueba de normalidad D’Agostino-Pearson. Para identificar diferencias estadisticamente
significativas entre los tiempos experimentales del mismo grupo (tiempo 0 comparado con
24 h, 7, 14, 21 y 28 dias) se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y la prueba post-hoc
Bonferroni para cada uno de los seis grupos. Posteriormente, se compararon entre si 10s seis
grupos experimentales a través de un analisis de varianza y la prueba post-hoc Bonferroni.
Para determinar la influencia de las variables (concentracion de vanadio inhalado e ingesta
de sacarosa) sobre la frecuencia de micronicleos, se calcul6 el Coeficiente de Correlacion
de Pearson.

La diferencia se considerd estadisticamente significativa cuando el valor de p fue menor o
igual a 0.05 (p < 0.05).

En las gréficas los datos se presentan como media + el error estandar de la media (SEM).

Resultados
No se registraron decesos, todos los animales experimentales sobrevivieron hasta el dia 28

del experimento.

Viabilidad celular

La viabilidad celular evaluada por la técnica dual de fluorocromos, en todos los grupos
(Control, Sac, V(0.01), V(0.01)+Sac, V(0.02) y V(0.02+Sac) se observd un porcentaje
mayor al 80% de viabilidad en todos los tiempos del experimento (28 dias).

Las pruebas estadisticas mostraron que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre los tiempos experimentales, asi como tampoco entre grupos. Los resultados

(expresados en media + error estandar) se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 7.
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Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular a diferentes tiempos y entre los distintos

grupos experimentales

Tiempo Control Sacarosa Vanadio Vanadio (0.02) Vanadio Vanadio (0.02)
(Dia) (0.01) (0.01)+ Sac + Sac
0 93.6 £ 0.67 94.6 £ 0.81 95.2+0.91 95.2+1.11 92.6+1.17 93.6 £ 2.50
1 92.8+0.97 92.8+0.97 92.8+0.97 94.4 +0.92 93.8+0.49 92.2+1.02
7 93.2+1.46 93.2+1.46 91.6 +1.29 94.2 + 0.66 92.8+1.36 93.8+1.07
14 92.4+0.92 95.4+0.51 91.0+1.18 89.4+1.29 92.6 +2.50 89.4+2.31
21 93.6 +1.03 93.6+1.03 91.6 +3.01 93.2+1.47 88.8 +3.92 91.6 £ 1.50
28 91.7+1.61 89.8 +2.96 90.0+0.91 88.9+0.98 90.8 +1.97 89.1+0.99

Porcentaje de viabilidad celular
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Figura 7. Diagrama de caja y bigotes mostrando la distribucidn de los porcentajes de viabilidad celular de los

diferentes tiempos muestreados, en cada grupo experimental. No se presentaron diferencias estadisticas.

Micronucleos con naranja de acridina

a) Grupo control

En el grupo control no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno

de los tiempos experimentales (Figura 8, izquierda).

b) Grupo Sacarosa
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En el grupo sacarosa se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tiempos 14, 21 y 28 respecto al tiempo 0 (Figura 8, derecha).
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Figura 8. Izquierda Grupo control. Frecuencia de microndcleos por cada 2000 reticulocitos en sangre
periférica de raton CD1. Derecha: Grupo Sacarosa (Sac) Frecuencia de micronucleos en sangre periférica de

raton macho. Diferencias significativas entre los tiempos 14, 21 y 28 vs tiempo 0 *P<0.05 ANOVA, post-hoc
Bonferroni.

¢) Grupo Vanadio 0.01
En el grupo Vanadio concentracion 0.01M se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los tiempos 7 y 14 con respecto del tiempo O (Figura 9, izquierda).
d) Grupo vanadio 0.02

En el grupo Vanadio [0.02] se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los tiempos 7, 14, 21y 28 respecto del tiempo 0 (Figura 9, derecha).
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Figura 9. Izquierda: Grupo Vanadio [0.01] Frecuencia de microndcleos en sangre periférica de ratén.

Diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos 7 y 14 vs tiempo 0 *p<0.05 ANOVA, post-hoc
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Bonferroni. Derecha: Grupo vanadio [0.02] Frecuencia de micronucleos en sangre periférica de ratén macho.
Diferencias significativas entre los tiempos 7, 14, 21 y 28 vs tiempo 0 *p<0.05 ANOVA, post-hoc Bonferroni.

e) Grupo vanadio [0.01 + sacarosa]
En el grupo vanadio [0.01] + sacarosa, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los tiempos 7, 14, 21 y 28 respecto al tiempo 0 (Figura 10, izquierda).

f) Grupo vanadio [0.02] + sacarosa
En el grupo vanadio [0.02] + sacarosa se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los tiempos 1, 7, 14, 21, 28 respecto al tiempo 0 (Figura 10, derecha).
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Figura 10. Izquierda: Grupo vanadio [0.01]+ sacarosa. Frecuencia de micronucleos en sangre periférica de
raton macho. Diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos 7, 14, 21 y 28 vs tiempo 0 *P<0.05
ANOVA, post-hoc Bonferroni. Derecha: Vanadio [0.02] + sacarosa. Frecuencia de microntcleos en sangre
periférica de raton macho. Diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos 1, 7, 14, 21 y 28 vs
tiempo 0 *P<0.05 ANOVA, post-hoc Bonferroni.

Comparacion entre grupos experimentales
a) Grupo control y grupo sacarosa

El comportamiento de ambos es similar, solo se pueden observar diferencias

estadisticamente significativas en el dia 28 (Figura 11).
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Figura 11. Control vs sacarosa. Frecuencia de micronlcleos en sangre periférica de raton macho.
Diferencias estadisticamente significativas Unicamente en el tiempo 28. *P<0.05 ANOVA, post-hoc
Bonferroni.

b) Comparacion grupo vanadio [0.01] y vanadio [0.02]

A partir del tiempo 1 en las dos concentraciones de vanadio se puede observar una
diferencia significativa con respecto del tiempo 0. Ambas concentraciones aumentan y las
diferencias estadisticamente significativas se observan en los tiempos 14, 21 y 28 (Figura
12).
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Figura 12. Grupo vanadio [0.01] y vanadio [0.02] Comparacion de los grupos vanadio en diferentes
concentraciones en la que se muestra la frecuencia de micronicleos en sangre periférica de raton macho.

Diferencias estadisticamente significativas en el tiempo 14, 21 y 28. *P<0.05 ANOVA, post-hoc Bonferroni.

c) Comparacion grupo vanadio [0.01] y vanadio [0.01 + sac]
En el tiempo 1 y 7 el comportamiento es similar, sin embargo, a partir del tiempo 21, el
vanadio [0.01] + sacarosa va en aumento, comparado con el vanadio [0.01] en el cual baja

la concentracion de microndcleos, a partir del tiempo 14 (Figura 13).
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Figura 13. Vanadio 0.01 vs vanadio 0.01 + sacarosa. Frecuencia de microndcleos en sangre periférica de

raton macho. Diferencias estadisticamente significativas Unicamente en el tiempo 21 y 28. *P<0.05 ANOVA,
post-hoc Bonferroni.

d) Comparacion grupo vanadio [0.01]+ sacarosa y vanadio [0.02] + sacarosa

El comportamiento es similar al primer y séptimo dia, las diferencias estadisticamente

significativas comienzan a observarse a partir del dia 14 en adelante (Figura 14).

38



- VAN 0.02+ SAC
Z g * -~ VAN 0.01+SAC
E *
S
s %
=
[ 4
=
(%]
o
L 2

o T T T L] L] L]

N NA X N
Dias

Figura 14. Vanadio 0.01+ sacarosa y vanadio 0.02 + sacarosa. Frecuencia de microndcleos en sangre

periférica de raton macho. Diferencias estadisticamente significativas en el tiempo 14, 21 y 28. *p<0.05
ANOVA, post-hoc Bonferroni

e) Comparacion grupo vanadio [0.02] y vanadio [0.02] + sacarosa

Desde el tiempo 1 se puede observar en los dos grupos un aumento y es hasta el tiempo 21
y 28, en el que se puede observar una diferencia estadisticamente significativa.

El comportamiento es similar, en el tiempo 21 y 28 es cuando la concentracion de vanadio
[0.02] + sacarosa aumenta significativamente (Figura 15).
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Figura 15. Vanadio 0.02 y vanadio 0.02 + sacarosa. Frecuencia de microndcleos en sangre periférica de
ratbn macho. Diferencias estadisticamente significativas Gnicamente en los tiempos 21 y 28. *p<0.05
ANOVA, post-hoc Bonferroni.
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f) Comparacion grupo control contra los demas grupos

Se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos. En el tiempo 1 se
observan diferencias del grupo vanadio [0.02] + sacarosa con respecto al tiempo 0.

En el tiempo 7 se observan diferencias estadisticamente significativas de los grupos
vanadio [0.01]+ sacarosa, vanadio [0.02], y vanadio [0.02]+ sacarosa, con respecto al
tiempo 0.

En el tiempo 14 se observan diferencias estadisticamente significativas de los grupos
vanadio [0.01]+ sacarosa, vanadio [0.02] y vanadio [0.02]+ sacarosa, con respecto al
tiempo 0

En el tiempo 21 se observan diferencias estadisticamente significativas de los grupos
vanadio [0.01] + sacarosa, vanadio [0.02] y vanadio [0.02] + sacarosa, con respecto al
tiempo 0.

En el tiempo 28 se detectaron diferencias estadisticamente significativas de los grupos
vanadio [0.01] + sacarosa, vanadio [0.02], vanadio [0.02] + sacarosa y sacarosa, con

respecto al tiempo 0.
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Figura 16. Comparacion grupo control contra todos los demas grupos. Las letras indican el grupo que
tuvo diferencia estadisticamente significativa vs el grupo control, en los diferentes tiempos. *p<0.05
ANOVA, post-hoc Bonferroni.
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Coeficiente de correlacion de Pearson

Todos los grupos analizados, de acuerdo con prueba de normalidad D’Agostino-Pearson

presentaron distribucion apegada a la curva normal. Se realizo la prueba de Correlacion de

Pearson para todos los grupos. Esta prueba se realizd con un intervalo de confianza de 95%

y dos colas. En la Tabla 3 se presentan los resultados.

Tabla 3. Coeficiente de correlacion de Pearson en los grupos experimentales, en donde se analiza la relacion

que hay entre el tiempo experimental y la frecuencia de micronucleos generados por cada agente (vanadio y

sacarosa).

Grupo Valor de r’ Valor de r Valor de p Significancia
estadistica

Vanadio 0.01 0.2506 0.5005 0.3118 No

Vanadio 0.02 0.9159 0.9570 0.0027 Si

Sacarosa 0.9352 0.9670 0.0016 Si

Vanadio 0.01 + 0.8259 0.9087 0.0121 Si

Sac

Vanadio 0.02 + 0.9122 0.9550 0.0181 Si

Sac

Resumen de resultados

e El grupo control no presenté MN en ninguno de los tiempos experimentales.

e Lasacarosa genera MN por si sola, a partir del dia 14, y éstos aumentan conforme

avanza el tiempo de exposicion.

e EIV en concentracion baja genera MN en los dias 7 y 14.

e EI V en concentracion mas alta genera MN a partir del dia 7 y éstos aumentan

conforme avanza el tiempo de exposicion.

e EIV ylasacarosa en conjunto generan MN.

e La concentracion mas alta de vanadio + sacarosa causan mas micronucleos

comparados con la concentracion més baja de vanadio + sacarosa. La frecuencia de

MN aumenta con la concentracién de vanadio mayor.
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Discusion

Existen diversos estudios realizados in vivo e in vitro (Fortoul et al. 2011, Avila-Costa et
al. 2005; Rojas-Lemus et al. 2014) en donde se demuestra que la inhalacion de metales
como el vanadio inducen dafio genotdxico. En el caso de la sacarosa, el mecanismo de
toxicidad atn no esta del todo claro, pero se sugiere que el dafio al ADN esta causado por
AGEs resultado del proceso de glicacion (Franke et al. 2017). Los AGEs son hoy dia
motivo de estudio, ya que aun se desconoce si pueden generar efectos sinérgicos con
metales como el vanadio.

Otro punto que se debe destacar es la importancia de la ruta de exposicion, ya que la
respuesta genotdxica depende de la dosis y, por lo tanto, esta relacionada con la forma en
que ingresa al organismo, es decir, en este caso el vanadio fue via inhalada en la cual el
porcentaje de absorcion es més elevado, comparado con el porcentaje de vanadio absorbido
por la via oral (Assem et al. 2012). O sea, por la via inhalada el dafio que se ocasiona puede

ser mayor que el causado cuando este metal es ingerido.

Ausencia de efectos citotoxicos
La viabilidad celular no se vio afectada, en todos los grupos fue mayor al 85%, lo cual

indica que los factores solos 0 en combinacion no inducen efectos citotoxicos.

En el caso del vanadio, después del dafio producido posiblemente por las ERO generadas
por la inhalacion, puede ser que las células activen cascadas de sefializacion celular
involucradas en la proliferacion y crecimiento celular, conduciendo a la formacion de
tumores, pero no provocando muerte celular (Assem et al. 2012) lo que lo hace peligroso

ya que las células se pueden transformar y malignizar.

Por otro lado, la sacarosa no induce citotoxicidad ya que el estrés oxidante resultado de los
productos de glicacion avanzada se forma a una tasa constante pero lenta en condiciones
fisioldgicas, y su acumulacion es progresiva. La glucosa contenida en la sacarosa es el
azlcar menos toxico, lo que representa una ventaja evolutiva para todas las especies
(Carvajal 2015).
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En la generacién de estrés oxidante causado por AGEs, existen también las formas
heterogéneas de RAGEs, de los cuales los solubles son secretados a la circulacion y
participan en la captura de productos de glicacion avanzada, funcionando como receptores
sefiuelo, por su capacidad de neutralizar o inhibir los efectos dafiinos de los AGEs (Gomez
et al. 2015).

Estos dos mecanismos impiden que las células activen mecanismos para muerte celular ya
que atentan el dafio, lo que explicaria la ausencia de efectos citotdxicos observados en este

estudio.

Efectos genotoxicos
Los resultados muestran la actividad genotoxica del vanadio y de la sacarosa, tanto solos
como en su combinacion. Existen diversos agentes causantes de dafio genético tanto

exogenos como enddgenos, ejemplo de los primeros son los metales y la sacarosa.

Daiio al ADN causado por vanadio

El vanadio induce efectos genotoxicos a través de diferentes mecanismos, entre los cuales
destaca el estrés oxidante, que es un desbalance en el estado de Oxido-reduccién natural
provocado por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) que son capaces de
dafar la integridad de las membranas y de las proteinas. A partir de esto se observan mas
alteraciones provocados por las ERO, como es el dafio genotdxico donde se eviencia el
rompimiento de material genético de cadena sencilla y la formacion de micronicleos
(Albarran-Alonso et al. 2015). El incremento de las ERO genera un aumento de la actividad
de proteina cinasa C (PKC), activando sefiales intracelulares de estrés metabolico y
oxidante, caracterizado por incrementos en las actividades de NF-kB, p38, MAPK,
Jak/STAT, las cuales activan diferentes vias metabdlicas, encienden genes y provocan una
respuesta masiva y de largo plazo (Calderdn-Salinas et al. 2013).

Otro tipo de dafio es el causado por su configuracién espacial parecida a los fosfatos, es la
inhibicidn de proteinas que poseen este grupo (PO4) como por ejemplo la adenilato ciclasa

y la gliceraldehido-3-fosfato, entre otras (Albarran-Alonso et al. 2015).
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El dafio genotoxico provocado depende de la cantidad de vanadio. Estd documentado que
en grandes dosis es altamente toxico (Altamirano-Lozano et al. 1999). Cantidades mas
bajas de vanadio presentes en las células pueden permanecer unidas a las moléculas de
grasa y no estar disponibles para producir toxicidad inmediata ya que se sabe que este metal
se incorpora en el tejido adiposo tras la suplementacion (Mukherje et al. 2004).

En un estudio realizado por Mailhes y colaboradores en 2003, se mostré evidencia de un
aumento de MN en PCE’s de médula 6sea, dependiente de la dosis en animales expuestos a
sulfato de vanadil (VOSOy), ortovanadato de sodio (NasVOs 0 metavanadato de amonio
(NH.VOg3 (Assem et al. 2012) mientras la dosis era mas alta, mas microndcleos se

presentaban.

Estrés oxidante resultado de la ingesta de sacarosa

Un posible mecanismo por el cual se produce estrés oxidante resultado del consumo de
sacarosa es causado por la formacion de los productos finales de glicacion avanzada (AGES).
Los AGEs son de naturaleza y origen enddgeno; sin embargo, también se pueden adquirir a
partir de fuentes exdgenas como por ejemplo alimentos y bebidas procesados.

En la interaccion de la glucosa con las proteinas se conduce a la formacion de un producto
Amadori y luego a productos finales de glicacion avanzada (AGEs) (Carvajal 2015).

La glucosa es el azlcar reductor méas abundante en el organismo y el que mas participa en
las reacciones de glicacion (Carvajal 2015).

Estos productos pueden formarse por medio de reacciones oxidantes y no oxidantes. Las
primeras pueden ser aceleradas significativamente por metales de transicion como el cobre,
el hierro y el vanadio los cuales pueden conducir a la formacién de EROs y a la posterior
induccién también de estrés oxidante (Méndez 2002; Fuentes et al. 2015; Lizarraga et al.
2018)

La glicacion ocurre preferentemente en los grupos amino libres de las proteinas, pero
también con los de otras biomoléculas como los acidos nucleicos, estos AGEs, a través de
sus receptores (RAGE), inactivan enzimas y alteran sus estructuras y funciones,
promoviendo la formacion de radicales libres (Maritim et al. 2003).

Los RAGES son receptores multi-ligandos que median muchos de los efectos de los AGES

y se expresan en diversos tejidos. Se encuentran en la membrana de células endoteliales
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fagocitos mononucleares, monocitos, macrofagos, hepatocitos microglia, células de
masculo liso, astrocitos, ciertas neuronas, células mesangiales y podocitos, entre otras. En
condiciones normales la expresion de los RAGEs es baja, mientras que, en condiciones
patoldgicas, tales como la inflamacién y la diabetes, hay un mayor nivel de los mismos,

coincidente con un nivel mas elevado de AGE (Carvajal 2015).

Se ha observado glicacion de las bases nitrogenadas que constituyen a los &cidos nucleicos
la cual provoca anormalidades en el patron del ADN. Estas anormalidades podrian
acumularse de manera progresiva y tal acumulacion acelerada por metales podria ser
responsable de los cambios en el material genético que incluyen aberraciones cromosomicas,
ruptura de cadenas del ADN y una declinacion en los procesos de reparacion, replicacion y

transcripcion (Fuentes et al. 2015).

La glicacion de los &cidos nucleicos puede también ser responsable del aumento en la
frecuencia de anormalidades congénitas en nifios de madres diabéticas. La exposicion del
embrion a altas concentraciones de glucosa combinado con la inhalacion de metales que se
encuentran en la atmdsfera podria conducir a un mayor dafio al ADN, en etapas criticas del

desarrollo, causariarupturas cromosémicas y mutagénesis (Méndez 2003).

El dafio por glicacién del ADN se ha asociado con mutagénesis y carcinogénesis (Carvajal
2015).

Interaccion de vanadio y sacarosa

Lo que muestran los resultados obtenidos en el presente trabajo, es que cuando los dos
agentes, sacarosa y vanadio, se combinan, aumentan significativamente sus efectos, es
decir, ocurre un fenémeno llamado sinergia o potenciacion, en el cual el efecto de un
agente se ve incrementado debido a la presencia de otros agentes. En algunos textos se
matiza la potenciacion como el incremento en el efecto provocado por un agente toxico

activo en presencia de otros mucho menos activos (Cavallé 2011).
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Posibles mecanismos de accion para la generacion de estrés oxidante y el subsecuente
dafio al DNA

La generacion de estrés oxidante podria ser el primer mecanismo de accion que
posiblemente se da por la facultad de la glucosa de auto-oxidarse, lo cual sucede de manera
muy abundante en condiciones de mayor concentracion de la misma en la célula (Calderon
et al. 2013). Debido al incremento de la entrada de glucosa, la célula tiene ahora una
presion metabdlica inducida por alta concentracion de sustrato para alimentar en exceso a la
cadena respiratoria, pero sin un incremento correspondiente y proporcional en la necesidad
de ATP en la célula, lo que hace que el potencial protomotriz se acumule en exceso y la
cadena respiratoria pueda generar mas O, que en condiciones de 6ptimo acople entre la
formacion de ATP y la funcion de la cadena respiratoria (Calderon et al. 2013).

En tal condicion la autooxidacion conduce en primera instancia a la formacion de enediol.
Con este compuesto en presencia de metales de transicién, como el Fe* o el vanadio,
reacciona con el oxigeno y una proteina para originar un producto oxidado Ilamado 1,4-
dideoxiglucosona-proteina lo que resulta en una proteina glicada y capaz de generar una
oxidacion en cadena que dara lugar a los llamados productos de glicacion avanzada AGE
(por las siglas del inglés: "advanced glycation end-product™) (Calderdn et al. 2013). Cabe
destacar que la formacion de AGES en el organismo se produce de forma lenta, debido a
las menores temperaturas. Estos pueden ser reconocidos por las defensas del organismo, y
ser eliminadas por los macréfagos o degradados por enzimas (Ruiz 2009). Es por eso que,
el efecto genotoxico de la sacarosa es débil por si solo, y necesita un potenciador que en
este caso es el vanadio.

La oxidacion de estos productos intermediarios (AGES), pueden producir la oxidacion
parcial de oxigeno con la consecuente formacién del radical superéxido, mismo que con la
actividad de la enzima superoxido dismutasa se convierte en H,O, y con metales de
transicion se puede transformar en radical hidroxilo, todos los cuales contribuyen a la

oxidacion de lipidos, proteinas y ADN (Calderdn et al. 2013).
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Por ejemplo, la autooxidacion de la desoxirribosa puede inducir liberacion de bases y
rompimiento de cadena sencilla en las hebras de ADN, lo que puede conducir a la
formacion de microndcleos (MN) (Maritim et al. 2003). En el ensayo de MN con naranja
de acridina se cuantifica el nimero de micronucleos por cada 2 000 reticulocitos y la
frecuencia de reticulocitos por cada 1 000 eritrocitos para evaluar muerte celular; el
incremento en la frecuencia de micronucleos es indicador de genotoxicidad (Araldi et al.
2015; Cedano-Diaz et al. 2012; Hayashi et al. 2000).

Ademas de la autooxidacion de la glucosa existe otro mecanismo por el cual se pueden
originar AGES. En el segundo posible mecanismo de accién, numerosos estudios indican la
evidente participacion de los metales de transicion como catalizadores de los procesos
oxidantes a nivel bioldgico y, por tanto, su toxicidad puede estar en parte relacionada con el
dafio oxidante celular y tisular. Metales como: el hierro, cobre, cadmio, cromo, plomo,
mercurio, niquel y vanadio entre otros, exhiben la habilidad de producir especies reactivas
del oxigeno que intervienen en procesos de peroxidacion lipidica y dafio en el ADN (Ruiz
2009).

Distinto del primer mecanismo, la glucosa se oxida en una reaccion dependiente del metal
de transicion a un anion radical enediol que se convierte en cetoaldehido reactivo y en
radicales anién superoxido. Los radicales anion superoxido sufren una mutacién a peréxido
de hidrégeno, que, si no es degradado por catalasa o glutation peroxidasa, y en presencia de
metales de transicién, puede conducir a la produccion de radicales hidroxilo
extremadamente reactivos (Maritim et al. 2003). Dicho de una manera sencilla, la glucosa
origina AGEs mediante la glicacién, este proceso se puede llevar a cabo por dos vias
oxidante y no oxidante, la reaccion oxidante la cataliza el vanadio lo que conduce a la

formacion de ERO y genera estrés oxidante.

Como se ha mencionado, la sobreproduccion del O, generada por la auto-oxidacion de la
glucosa y los AGE, generan dafio oxidante a los acidos nucleicos y la reduccion de las
defensas antioxidantes, la capacidad redox de la célula y la capacidad amortiguadora

antioxidante (Carvajal 2015), es asi como se explica el dafio al ADN.
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Otro mecanismo generador de estrés oxidante es la interaccion entre AGE y RAGE, en esta
interaccion se activan vias de transduccion de sefiales lo que conduce a la expresion de
genes proinflamatorios (Wautier et al. 2016), las células inflamadas producen mas EROS,

ciclo que genera mas inflamacibn y oxidacion (Ott et al. 2014).

La relacion es sinérgica entre la inhalacion de vanadio y la ingesta de sacarosa

El coeficiente de correlacion de Pearson muestra el porcentaje de asociacion entre las
variables estudiadas (Suarez et al. 2011), ya que es una medida de dependencia lineal entre
dos variables aleatorias cuantitativas, mide el grado de relacion entre ellas.

En los valores mostrados para los grupos experimentales Vanadio (0.02) y sacarosa el
coeficiente de correlacion de Pearson indica que por si solos estos factores son generadores
de micronucleos, ya que tienen un coeficiente de correlacion positiva muy alto, es decir,
que mientras aumenta el tiempo de exposiciéon la frecuencia de micronicleos es mas
elevada.

En cuanto al grupo experimental expuesto a vanadio en la menor concentracion (0.01) se
puede observar que la correlacién positiva es muy baja, es decir, que el aumento de
micronucleos no fue significativo, lo que implica que los MN no incrementan de manera

lineal conforme se eleva el tiempo de exposicion.

Con estos resultados también se muestra que la cantidad a la que se exponen los individuos
es de suma importancia, ya que a mayor concentracion de vanadio ocurre un mayor dafio al

ADN identificado con la presencia de MN.
Con relacioén al grupo experimental Van (0.01+Sac) el valor muestra que el porcentaje de
asociacion entre las dos variables es alto, es decir que cuando estas variables se combinan y

conforme aumenta el tiempo la cantidad de micronucleos aumenta.

En el caso del grupo experimental Van (0.02+Sac) el grado de correlacién positiva es muy

alto y hay significancia estadistica, lo cual indica que el porcentaje de asociacion es
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elevado, ocurre que las dos variables combinadas producen mayor cantidad de MN con
respecto al incremento en el tiempo.

La interaccion entre ambos factores resultd ser, en cualquiera de los dos grupos
experimentales analizados, sinérgica.

Otro posible mecanismo que causa estrés oxidante es la interaccion AGE-RAGE. En esta
interaccion se activa la NADPH-oxidasa el cual es un complejo multiproteico que produce
EROs, que a su vez causan una disminucion de AGER-1 y SIRT1, la reduccién provoca un
aumento en los procesos de inflamacion y las células inflamadas producen EROs. y asi

continta un ciclo que genera mas oxidacion e inflamacion.

Conclusion

Los resultados demuestran la relacion sinérgica entre la inhalacién de vanadio y el consumo
de sacarosa, ya que el aumento en la frecuencia de MN cuando ambos factores se
eencuentran presentes es progresiva y significativa. Este dafio genotoxico manifestado
como la aparicipon de MN, depende de la cantidad inhalada de vanadio, ya que es posible
que el metal acte como catalizador en la reaccion de Maillard. Los resultados obtenidos en
este trabajo muestran que a mayor concentracion de vanadio inhalado se incrementa el
namero de micronucleos, aunque sea la misma concentracion de sacarosa ingerida. Este
aumento estd asociado con dafio genotdxico y, por ende, con el aumento de la posibilidad

de que se desarrollen patologias, entre ellas procesos carcinogénicos.

Los resultados muestran que la inhalacion de pentéxido de vanadio Y la ingesta de bebidas
azucaradas acrecientan el nimero de micronucleos, efecto adverso que puede ocasionar
dafo a la salud de la poblacién, ya que México es el primero pais consumidor de bebidas
azucaradas y no hay una regulacion por parte de las autoridades competentes en cuanto a
las concentraciones de sacarosa contenidas en bebidas que se consumen diariamente,
ademas de que las gasolinas producidas en nuestro pais tienen un alto porcentaje de
vanadio, y eso repercute en la dosis inhaladas a la que estamos expuestos. Al mismo tiempo

que la regulacion de contaminantes metalicos no esta estipulada.

49



Todas estas variables a las que se esta expuesto cotidianamente repercuten en la salud de la
poblacion y este estudio contribuye a entender el proceso por el cual se produce este dafio,
ademés de que puede ayudar a generar una concientizacién por parte de las autoridades,
para mejorar la regulacion de la contaminacion atmosférica, asi como cada uno de los
habitantes sobre el consumo de bebidas azucaradas y sobre la responsabilidad que cada uno

tiene para mantener o recobrar su salud.

Perspectivas
Los resultados de este proyecto abren un prometedor campo de investigacion, entre las
preguntas que pueden plantearse estan:
e ;Cual es el origen de los MN generados por la interaccion vanadio-sacarosa? ;Son
de origen aneugénico o clastogénico?
e ;Los componentes naturales utilizados como anti-genotoxicos o antioxidantes
atenuaran el dafio causado por estos factores?
e Los antioxidantes exdgenos ¢Inhibiran o prevendran la glicacién de proteinas

causada por estos agentes?

Por supuesto, hacen falta estudios para entender de manera mas precisa el mecanismo por
el cual la sinergia de estas dos variables causa los efectos genotoxicos observados. Y a
pesar de que los estudios actuales no han podido demostrar de manera precisa el proceso
por el cual la sacarosa produce dafio genotoxico, asi como con el papel preciso de los
RAGES. Sin embargo, ha habido un avance significativo.

Posteriores investigaciones tendran que realizarse para entender el proceso de sinergismo o
potenciacion con diferentes variables a las que la poblacion mundial estd expuesta
diariamente para asi mejorar la calidad de vida y reducir los efectos potencialmente

mortales.
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