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RESUMEN

El vanadio (V) es un metal cuyos estados de oxidacion mas frecuentes son +5, +4 y +3.
Puede ser liberado de manera natural mediante emisiones volcanicas, incendios
forestales y aerosoles marinos. Ademas, se dispersa a través de actividades
antropogeénicas, entre las que se encuentran la quema de combustibles fosiles, la
fabricacion de herramientas y la produccion de proétesis ortopédicas. Esto implica una

exposicidon constante para la poblacion humana.

Varios estudios demuestran que los éxidos de V (V20s, el V204 y V203) ejercen efectos
citotoxicos y genotdxicos; sin embargo, no se han profundizado respecto al tipo de dafio
en el ADN, en particular con el triéxido de vanadio (V203), donde las investigaciones aun
no son concluyentes. Las proteinas metalotioneinas (MT) desempefian funciones
antioxidantes en respuesta a la presencia de metales entre los cuales estan el cadmio
(Cd) o el zinc (Zn), por mencionar algunos. En este contexto, no se conoce si la presencia
de V promueve la sintesis de las MT. Por lo anterior, el objetivo de esta tesis fue
determinar in vitro la expresién de MT y el dafio en el ADN por estrés oxidante inducido

por V203 en el modelo de linfocitos humanos.

Los linfocitos humanos fueron tratados con 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V203 durante 24 h para
determinar la expresidon génica y de 2 h para el dafio en el ADN. Mediante RT-PCR se
amplificd el gen MT-1X y se obtuvo la intensidad relativa. Por otro lado, con el ensayo
cometa se estimd el dafo en el ADN por bases oxidadas empleando la enzima de

restriccion formamidopirimidin ADN-glicosilasa (FPG).

Los resultados mostraron una modificacién de los niveles de expresion de las MT-1X en
los tratamientos con 4-16 pyg/mL de V203 (p < 0.05). Los datos del ensayo cometa
revelaron dafo en el ADN en todas las concentraciones probadas y aumento en el mismo
con el uso de la FPG (p < 0.05). Lo anterior indica que el V203 induce estrés oxidante en
los linfocitos humanos que conduce a dafio en el ADN, oxidando las bases nitrogenadas,
y activando procesos de desintoxicacion modificando la expresion de MT-1X

posiblemente como respuesta antioxidante y para unirse al V.



ABSTRACT

Vanadium (V) is a metal whose most frequent oxidation states are +5, +4 and +3. It can
be released naturally through volcanic emissions, forest fires and marine aerosols. It is
also dispersed through anthropogenic activities, including the burning of fossil fuels, the
manufacturing of tools and the production of orthopedic prostheses. This implies a

constant exposure of the human population.

Several studies show that V oxides (V20s, V204 and V20s3) exert cytotoxic and genotoxic
effects; however, the type of DNA damage has not been studied in depth, particularly with
vanadium trioxide (V203), where the research is still inconclusive. On the other hand, the
metallothionein (MT) proteins perform antioxidant functions in response to the presence
of metals including cadmium (Cd) or zinc (Zn), to name a few. In this context, it is not
known whether the presence of V promotes MT synthesis. Therefore, the objective of this
thesis was to determine the in vitro MT expression and DNA damage by V20s-induced

oxidative stress in the human lymphocyte model.

Human lymphocytes were treated with 2, 4, 8 and 16 pg/mL V203 for 24 h to determine
gene expression and 2 h for DNA damage. By RT-PCR, the MT-1X gene was amplified
and the relative intensity was obtained. However, the comet assay was used to estimate
DNA damage by oxidized bases using the restriction enzyme formamidopyrimidine DNA

glycosylase (FPG).

The results showed a modification of MT-1X expression levels in treatments with 4-16
pg/mL V203 (p < 0.05). Comet assay data revealed DNA damage at all concentrations
tested and increased DNA damage with the use of FPG (p < 0.05). The above indicates
that V203 induces oxidative stress in human lymphocytes leading to DNA damage,
oxidizing nitrogenous bases, and activating detoxification processes modifying the

expression of MT-1X, possibly as an antioxidant response and to bind to V.



I. INTRODUCCION

La exposicion ambiental a diferentes agentes y sustancias que provienen de los desechos
industriales, los residuos de actividades agricolas, la combustiéon de hidrocarburos o
descargas domésticas constituyen problemas de salud publica en el mundo (Tirado-
Amado et al., 2015; Vinod et al., 2020).

Entre los diferentes elementos a los que se exponen las poblaciones humanas destacan
los metales (Tirado-Amado et al., 2015), que son liberados de manera natural a través de
la erosiéon de los suelos, las emisiones volcanicas, incendios forestales y aerosoles

marinos, Figura 1 (Schlesinger et al., 2017), entre estos se encuentra vanadio (V).
1.1. Generalidades del vanadio

El V se encuentra ampliamente distribuido tanto en la naturaleza como en los sistemas
biolégicos, siendo de los elementos metalicos mas abundantes en los combustibles
fésiles. Ubicado en el grupo 5 de la tabla periddica de los elementos quimicos, posee
numero atémico de 23 y masa atdmica de 50.95 g/mol. En los sistemas bioldgicos, exhibe

estados de oxidacion principales de +3, +4 y +5 (Gustafsson, 2019).

Ocupa el lugar 21 de los elementos mayormente presentes en la corteza terrestre, y se
puede hallar en aproximadamente 65 minerales (Gustafsson, 2019). Se ha reportado la
produccion de 130 000 toneladas anuales (Monakhov et al., 2004) y con respecto a la
concentracion de V en la corteza terrestre se han reportado en promedio 100 ug/g de
peso seco, aunque no de forma elemental, mas bien combinado con otros elementos

para conformar minerales (IPCS, 1988).

Su alta demanda en los ultimos afos se debe a sus diferentes aplicaciones, entre las que
destacan la elaboracion de herramientas, protesis ortopédicas, maquinaria, usos
medicinales o derivados del petréleo (Fortoul et al., 2011; Scibior et al., 2020). El V se
libera en el medio ambiente por la quema de combustible fésil, reacciona con el oxigeno
para formar oxidos, los cuales son el triéxido de V (V20s3), el tetradxido de V (V204) y el
pentoxido de V (V205) (Venkataraman y Sudha, 2005).



1.2. Exposicion a vanadio

La mayoria de los alimentos contienen cantidades de V que van de 0.01 a 0.02 mg/Kg,
entre los que se encuentran los erizos de mar, ascidias, holoturias, ostras y calamares.
Las cantidades de V aumentan en suplementos nutricionales (0.0004 a 12.5 mg/Kg), en
carnes (0.4 ng/g), leguminosas (<0.4 ng/g), cereales (10 ng/g), higado (38 ng/g), pescado
(10 ng/g), espinacas (35 ng/g) y hongos (50-2000 ng/g) (ATSDR, 2012; Miramand y
Fowler, 1998; Byrne y Kosta, 1977). Se ha reportado que la ingesta diaria en la dieta
oscila entre 10-20 ug/dia para mujeres y de 20-35 ug/dia para hombres en México y
Alemania (Anke, 2004).

La otra ruta de exposicion es a través del aire, se ha registrado concentraciones de V en
aire de 0.001 ug V/m3 (WHO, 2001). La principal fuente de contaminacién ambiental
deriva de la combustion incompleta del petrdleo, los reportes de las cantidades de V para
el petréleo athabasca de Canada y el petréleo maya de México son de 640 y 243 mg/Kg,
respectivamente (segun Funk y Gémez, 1977; Hernandez y Rodriguez, 2011). Asimismo,
este metal se encuentra en el humo del cigarrillo, su contenido es aproximadamente
0.0004 mg de V por cigarrillo (ATSDR, 2012).

Algunos estudios asocian al V dentro de la materia particulada (PM). En la ciudad de
México, reportes mencionan niveles de este elemento que oscilan los 0.114 ug/m? para
la PM de 10 um o 0.093 ug/m? para la PM de 2.5 ym (Espinoza-Zurutuza et al., 2018) y
asi aumenta la probabilidad de contraer asma bronquial y otras enfermedades
respiratorias (Tu et al., 2023). Del mismo modo, Niu y colaboradores (2020) en la region
de Beijin, China evaluaron el efecto de la PM en la linea celular 16HBE (células de epitelio
bronquiales de humano) y observaron la presencia de micronucleos, rompimientos de la

cadena de ADN y bases oxidadas.

El cuerpo absorbe el V del aire a través de la inhalacion de la PM, siendo la principal ruta
de entrada responsable del 25 % del V absorbido. La ingestion, por otro lado, contribuye
con un 10 % en la absorcion (Yu y Yang, 2019). En la sangre las concentraciones de V
son bajas, y se presentan como anién vanadato, H2VO4 (Costa-Pessoa y Tomaz, 2010)
y su unién con la albumina o la transferrina (Tf) facilita su transporte a los diferentes

tejidos del cuerpo (Mukherjee et al., 2004); donde sus cantidades son cercanas a los 10



MM (Chasteen, 1986). Se acumula en el hueso, rifidn, higado, pulmones, bazo, testiculos,
piel, por mencionar algunos (Nielsen, 1995). El V puede entrar a la célula mediante
endocitosis (Levina y Lay, 2017, 2020) para acumularse en el nucleo, mitocondria,

microsomas y en el citosol de las células (Sakurai, 1994).

El ciclo biogeoquimico del V adaptado a las condiciones actuales
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Figura 1. El ciclo biogeoquimico del V adaptado a las condiciones actuales, los datos

.

se presentan como 10° g/afio, a partir de la extraccion de carbon, y de las
estimaciones del aumento de este, se calcula que la extraccién de V asociada a la

mineria del carbén ha aumentado (modificado de Schlesinger et al., 2017).

1.2.1. Efectos del V sobre el ADN

El V se ha evidenciado por tener el potencial para inducir efectos adversos en el ADN.
Los compuestos con estado de oxidacién +5 como metavanadato de amonio (NH,VO3),
vanadato de sodio (NaVOs) y el ortovanadato de sodio (NazVO,) producen células

binucleadas en linfocitos humanos en concentraciones que van de 10-80 uM por 24 h de

3



exposicion. EI NH,VO3; en concentraciones de 40-80 uM, el NaVO5 en tratamientos de
20-80 pM y Na3zVO, en la concentracion de 80 pM inducen intercambio de cromatidas
hermanas (ICH). El NH4VO3; en la concentracion de 5 uyM, el NaVO3; con 20 uM vy el
NazVO, en 20-40 uM incrementan las asociaciones de satélites (AS) entre los

cromosomas acrocentricos (Migliore et al., 1993).

El V,O5 ha mostrado la capacidad de aumentar la frecuencia de las AS en linfocitos
humanos expuestos por 24 h en concentraciones de 4 y 6 ug/mL (Roldan y Altamirano,
1990). En la linea celular de fibroblastos de pulmdn de criceto chino (V79) la exposicion
durante 24 h con V,05 en concentraciones de 1-12 ug/mL, incrementa la frecuencia de
aberraciones cromosomicas numéricas (ACn) y de micronucleos (MN) (Zhong et al.,
1994). Mientras que, en leucocitos humanos expuestos a concentraciones de 0.3, 30 y
3000 uM de V,05 durante 48 h el dano al material genético se evidencié por la induccién
de rompimiento de cadena sencilla (RCS) (Rojas et al., 1996). EI mismo compuesto en
concentraciones de 0.001, 0.01 y 0.1 pM indujo la formacion de ACn en linfocitos
humanos expuestos por 24 h (Ramirez et al., 1997). Por su parte, Kleinsasser et al.,
(2003) encontraron en linfocitos humanos y células de mucosa de tracto digestivo
tratados por 1 h con V,05 (0.06-0.047 mM) provocan RCS en el ADN.

Los efectos genotoxicos del V°* también se han observado en sistemas de prueba in vivo.
ElI'V produce RCS en el ADN en células de diferentes érganos de ratones de la cepa CD-
1 después de la administracion intraperitoneal de 5, 75, 11, 50 o 23 mg de V20s5/Kg por
24 h; por ejemplo, en células de higado, riidn, pulmon, bazo, corazon, testiculo y médula
Osea incrementa la longitud de los cometas y la cantidad células dafiadas, siendo higado,
rindn y corazén los mas susceptibles; ademas de que su comportamiento toxico es

dependiente de la dosis (Altamirano-Lozano et al., 1996, 1999).

Para los compuestos con estado de oxidacién +4 como el sulfato de vanadilo (VOSO,)
se ha observado que induce MN en linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis en
concentraciones de 10-80 pM e incrementa la frecuencia de ICH y ACn en
concentraciones de 40-80 y 5-40 uM, respectivamente (Migliore et al., 1993). Otro
ensayo, con el mismo modelo in vitro, se observé que el V,0, puede inhibir el IM y la

modificacion del indice replicativo (IR) en concentraciones de 4-16 ug/mL con la



exposicion de 24 h (Rodriguez-Mercado et al., 2003); ademas de inducir rompimiento
cromatidicos y formacion de fragmentos acéntricos y dicéntricos a concentraciones de 2—
8 pg/mL (Rodriguez-Mercado et al., 2010) y en concentraciones de 8 ug/mL por 4 h
rompimientos de cadena doble (RCD) en el ADN evaluado con el ensayo cometa
(Rodriguez-Mercado et al., 2011).

Con relacion a los compuestos en estado de oxidacion +3, en leucocitos de sangre
periférica tratados con V203 en concentraciones de 1-8 pg/mL por 2, 4 y 6 h aumento la
migracion en el ADN en la cauda debido a RCS (Rodriguez-Mercado et al., 2011). En
otros modelos, como en células V79 el V203 induce ICH y ACE en concentraciones de
16, 23 y 25 ug/mL (Owusu-Yaw et al., 1990). En un estudio realizado por Caicedo et al.,
(2007) dilucidaron que el V3* genera dafio en el ADN, determinado por el indice de dario
en el ADN (IDD), esto a partir de haber tratado linfocitos T de la linea Jurkat con 0.05 y
0.1 mM de VCls por 48 h.

Recientemente, se informd que la administracion de 4.22, 8.46 y 16.93 mg/Kg de V203 a
ratbn CD-1, aumenta la frecuencia de las aberraciones cromosdmicas estructurales

(ACe) y produce alteracion en la divisién celular (Alvarez-Barrera et al., 2023).
1.2.2. Efectos del V sobre el ARN

El V puede modificar los niveles de expresién del ARNm. En cultivos de células C127 de
raton, derivadas de un tumor mamario, el NaVOs, de 5-10 yM aumenta los niveles de

ARNmM de actina y c-Ha-ras hasta cuatro veces los valores de control (Yin et al, 1992).

El V205 en fibroblastos pulmonares humanos adultos normales (ATCC 16 Lu) durante 24
h a concentracion de 10 uyg/cm? alteré mas de 1400 genes, en su mayoria fueron
suprimidos (1100) y el resto (300) fueron inducidos. Entre los genes que presentan
expresion diferencial estan los relacionados con la regulacién de la transcripcion,
procesamiento del ARN, ciclo celular, respuesta de dafo al ADN, reparacién del ADN,
transporte del ARN, muerte celular programada, detencidon del ciclo celular e incluso
genes de respuesta al estrés oxidante (Ingram et al., 2007).

Un estudio realizado sobre la expresiéon del ARNm de las ciclinas D y E, y de sus

respectivas CDK2 y CDK4 muestran disminucién en los niveles de expresion en linfocitos



humanos cultivados y tratados por 48 o 72 h con V203 en concentraciones de 2—-16 pug/mL
(Alcantara-Mejia, 2021).

1.2.3. Efectos del V sobre las proteinas

El V tiene la capacidad de inhibir la actividad de ribonucleasas, diferentes ATPasas,
fosfatasas y cinasas, asi como imitar los efectos de la insulina y elevar los niveles de
cAMP en mamiferos, lo cual se asocia con su actividad en las proteinas (Crans et al.,
1989, 2004).

El Nas;VO, inhibe la actividad de la proteina tirosina fosfatasa causando 90 % de
formacion pronuclear, exocitosis de granulos corticoides e induce disminucion de la
actividad de la proteina cinasa activada por mitdgeno con 1 mM durante 7 h en ovocitos
de cerdo (Kim et al., 1999). En células de ratdén epidérmicas JB6 P* de la linea celular (ClI
41) la aplicacion de 200 uM de V,05 por 36 y 48 h induce sobreexpresion de la proteina
p53 (Huang et al., 2000), en tanto que en linfocitos humanos expuestos por 24 h
disminuye los niveles de expresion de p21 en concentraciones de 4 yg/mLy p53 en 8 y
16 ug/mL, e incrementa la expresion de Cdc25C en la concentracion de 16 pg/mL
(Mateos-Nava et al., 2021).

El V5,05 en linfocitos humanos expuestos por 48 h disminuye la expresiéon de la proteina
cdk4 en concentraciones que van desde los 2—16 pg/mL, también disminuye la cantidad
de ciclina D1 en la concentracion de 16 pg/mL; pero induce la sobreexpresion de la ciclina

E y de la cdk2 en todos los tratamientos (Mateos-Nava, 2012).

En queratinocitos humanos (HaCaT), los tratamientos con VOSQO, inhiben la proliferacion
e inducen apoptosis de manera dependiente de la concentracion (25-1000 yM), donde
dicha inhibicidn se asocia con la regulacion a la baja de las ciclinas D1y E, E2F1 y los
inhibidores de la cinasa dependiente de ciclina p21CiP1/Waft y n27Kip1 "en concentraciones

mayores a 50 yM (Markopoulou et al., 2009).

En linfocitos humanos expuestos a V,0, por 24 h, se afecta a la sintesis de las proteinas
p53 y Cdc25C, para p53 se muestra sobreexpresién en concentraciones de 8 y 16 ug/mL,
mientras que Cdc25C disminuyen sus niveles en los tratamientos de 2, 8 y 16 ug/mL
(Mateos-Nava et al., 2021).



Son limitados los estudios relacionados con el V3*. En cultivos de linfocitos humanos, el
tricloruro de vanadio (VCls) aumenté los niveles de la proteina p21 en tratamientos de 32
pMg/mL a las 48 y 72 h de exposicion, asi como de la proteina p53 a las 48 h (Guzman-
Reyes, 2019). Por su parte, el V203 disminuye los niveles de expresion de las ciclinas D
y E en concentraciones de 16 ug/mL a las 24 h, mientras que para el caso de la cdk4
disminuye su expresion en 2 y 16 pyg/mL y la cdk2 en las concentraciones de 2, 8 y 16
pg/mL; sin embargo, en 48 h de exposicion aumento la ciclina Dy la cdk2 en 4 y 8 yg/mL
y, la ciclina E en 8 ug/mL (Alcantara-Mejia, 2017). Ademas, se ha demostrado que este
compuesto aumenta los niveles de p21 en 8 y 16 pg/mL a las 24 h de exposicion (Mateos-
Nava et al., 2021).

1.3. Estrés oxidante y V

Se conoce que la oxidacién del ADN es uno de los tipos mas comunes y ocurre por
factores enddégenos o inducida por xenobiéticos. El estrés oxidante es provocado por las
especies reactivas de oxigeno (ERO) que se producen de forma natural en las células
debido a procesos metabdlicos que involucran al Oz, para cumplir funciones de moléculas
mensajeras que regulan procesos entre los que se encuentran la proliferacion, la
diferenciacion, muerte celular por apoptosis (Shmidt et al., 2015; Di Meo et al., 2016) y
en la respuesta inmune contra agentes bioldgicos externos por medio del proceso
inflamatorio (Mittlal, 2014). Asi mismo, se logran generar mayor cantidad de estas por
diferentes agentes que incluyen la radiacion ionizante o UV, solventes organicos,

quimicos y por la presencia de metales (Azqueta et al., 2009).

Se tiene informacién que ha demostrado que el V aumenta la produccion de ERO (Narla
et al. 2000). Dentro de los mecanismos descritos, el metal entra en las reacciones de
oxido-reduccidon para promover la sintesis de estas, una de ellas es el perdéxido de
hidrégeno (H202) que es formado por la dismutacion de radicales de anion superéxido

(*O27), quienes son generados por la enzima NADPH (Crans et al., 2004).

El V3 dentro de la célula se reduce a V** por GSH, las catecolaminas o al unirse a
moléculas como NAD+ o ADP. Debido a que los iones de vanadato son de estructura

similar a los aniones fosfato actuan inhibiendo cinasas y fosfatasas (Crans et al., 2004).



Por su parte, el V4 reacciona con el H202 y produce radicales (*OH) que oxidan

biomoléculas.

En un trabajo realizado por Wang et al., (2003) se estudiaron los efectos del V en ratones
macho BALB/cJ al administrar NaVOs, los macrofagos alveolares mostraron la formacion
de ERO que incluian radicales H202, O2" y *OH. Al emplear el mismo compuesto en
células de higado de ratas Wistar en concentraciones de 25-200 uM indujo el progreso
de la formacion de ERO en la mitocondria, oxidacion del glutation (GSH) y modificar el
potencial de la membrana de la mitocondria (Hosseini et al., 2013), previamente los
ensayos evidenciaron aumento del H202 que proviene de la mitocondria (Shaki et al.,
2012). Otra investigacion ha demostrado que en células pancreaticas humanas de la
linea AsPC-1 el NaVO; tiene la capacidad de detener el ciclo celular en la fase G2/M a
través de la produccion de ERO (Wu et al., 2016).

Con respecto al V205 en células de raton C127 este compuesto genera H202 que inhibe
las catalasas en concentraciones de 60—200 uM durante 5 h de exposicion (Yin et al,
1992). También aumenta la produccion de H,O, en la linea celular JB6 de ratén en una
concentracion de 200 uM en tiempos de exposicion de 36 y 48 h (Huang et al, 2000). Un
estudio realizado por Ngwa et al.,, (2009) ha demostrado que el mismo compuesto
aumenta la cantidad de H202 en células neuronales mesencefalicas productoras de

dopamina (N27) en concentraciones de 30—300 yM durante 12 h.

Se tiene registro que el VCls provoca la sintesis de ERO y aumenta la actividad del
superoxido mieloperoxidasa (MPO) en neutrdéfilos humanos expuestos a concentraciones
de 1 a 25 mM durante 6 h (Fickl et al., 2006). En células espermaticas de salmon la
administracion de 75 pM de VCIs produce la oxidacibn de bases 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina, 8-OHdAG (Lloyd et al., 1998) y desde el punto de vista bioquimico, que
el V203 se oxida en presencia de H202 para formar vanadilo (VO?*) y «OH (Du y

Espenson, 2005), el cual escinde la cadena de ADN.
1.4. Metalotioneinas

Las células expuestas a metales conducen a la expresion de genes con diferentes
productos proteicos, entre los que se encuentran las metalotioneinas (MT), las cuales se

unen a iones metalicos. Las MT, son un grupo de proteinas ricas en cisteinas (poseen el

8



dominio determinado para el sitio de uniéon con los metales), en mamiferos estan
formadas por cerca de 61-68 aminoacidos, dependiendo su isoforma donde MT-1, MT-2
y MT-4 cuentan con 61-62 aminoacidos y MT-3 con 68 (Vasak y Meloni, 2011). En
humanos los genes de las MT se ubican en la regidon q13 del cromosoma 16 (Subraminian
y Deepe, 2017).

La familia de las MT-1 esta conformada por 7 genes (MT-1A, -1B, -1E, -1F, -1G, -1H y -
1X) y 6 pseudogenes (MT-1C, -1D, -11, -1J, -1K y -1L), los cuales tienen un perfil
especifico responsable de innumerables procesos metabdlicos tales como la conversion
de energia, respiracion celular, la fotosintesis y regulan la expresion génica. Ademas, se
ha sefialado que tienen participacion en activacién y union de sustratos, transporte,

almacenamiento y son catalizadores (Varshney et al., 1986).

Los genes constan de 3 exones que codifican el dominio a (exon 1) y el dominio 3 (exones
2-3). Los mecanismos reguladores de la isoforma MT-1 es de las mas conocidas a la
fecha. Evidencias muestran que esta isoforma es inducible por varias sustancias y
agentes, por ejemplo, metales no esenciales, ERO y ERN. De hecho, se han observado
varios elementos de respuesta a metales (MRE) y elementos de respuesta antioxidante

(ARE) en la regién promotora de los genes de la MT-1 (Dziegiel et al., 2016).

Los iones metalicos, especialmente los iones zinc (Zn) que se encuentran de forma
natural en el organismo, parecen ser los inductores mas potentes de la expresion de esta
proteina. Estudios han dilucidado que se unen al factor de transcripcion regulador de
metales (MTF-1), que interactia con el promotor MRE lo cual permite el inicio de la

transcripcion génica figura 2 (Dziegiel et al., 2016).

Xiu-Li et al., (2006), al evaluar la expresion por RT-PCR de genes de las MT-1 en linfocitos
humanos de sangre periférica tratados con dicloruro de cadmio (CdCl2) en
concentraciones de 10, 20, 40 y 80 uM del compuesto encontraron que se incrementan
los niveles de expresion de MT-1A, -1E, -1F, -1G, -1H y -1X, pero no de MT-1B. Ademas,
de que se expresan de manera diferencial dependiendo de la concentracion y tiempo de
exposicion, donde MT-1A respondié lentamente a 40 uM y MT-1G respondid mas
rapidamente a la concentracion de 10 uM. Lo anterior indica que los niveles de expresion

de estas MT tienen funcion de bioindicador de exposicion al Cd y a otros metales.

9



Mecanismo de activacion de las MT

Gen
MRE ARE estructural
[ K
MTF-1 ERO
ERN
Liberacién de apo-MT
iones zinc de la MT

lones zinc

Regulacion de las
reservas de
iones zinc

MT

Metales no esenciales

Dominio Dominio o Created in BioRender.com bio

Figura 2. Posible mecanismo de la regulacion de los genes de las metalotioneinas
(MT). En a) se observa el mecanismo mediado por diferentes proteinas que son la
apo-MT, apo-metalotioneina; ARE, elemento de respuesta antioxidante; MTF-1,
factor-1 de transcripcion regulador de metales; MRE, elemento de respuesta a
metales; ERO, especies reactivas de oxigeno; ERN, especies reactivas de nitrogeno.
En b) se representa la forma de una metalotioneina que posee dominios a 'y § que
por lo regular retienen elementos esenciales zinc (modificado de Dziegiel et al.,
2016).

1.5 Electroforesis Unicelular en Gel

La electroforesis unicelular en gel a pH > 13, también llamado ensayo cometa es un
meétodo sensitivo para estudios genotoxicologicos en células eucariotas en estudios in
vitro e in vivo y tiene aplicaciones en diferentes areas de la investigacién entre las que

destacan la vigilancia medioambiental, la biocompatibilidad de los farmacos en la
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poblacién humana y la investigacion fundamental sobre el dafio y la reparacién del ADN
(Azqueta y Collins, 2013). El principio de este ensayo es que, bajo un campo eléctrico, el
ADN celular que fue fragmentado (o dafiado) migra fuera del nucleoide, dando la forma

de un cometa con su “cabeza” y su “cauda”, respectivamente, Figura 3 (Lu et al., 2017).

Figura 3. Cometa conformado por dos partes, la region donde se concentra el ADN
integro (cabeza) y la region que muestra el dafio generado en el ADN el cual es
arrastrado por accién del buffer de la electroforesis unicelular. Una de las formas para
evaluar los cometas es con el uso de una regla adaptada al microscopio con el objetivo

40X en unidades pum.

1.5.1 Ensayo cometa: generalidades

El ensayo cometa fue descrito y elaborado en 1984, desde esa fecha se ha seguido
utilizando debido a la amplia variedad de aplicaciones que tiene, ya que es una técnica
que detecta RCS, RCD vy sitios alcali labiles. Ademas, bajo ciertas modificaciones con el
uso de enzimas de restriccion se detectan dafno por bases oxidadas, e incluso tipos

especificos de dafio como RCD (Ostling y Johanson, 1984; Olive et al., 1991).

Para realizar esta metodologia es necesario tener células en suspension de forma
unicelular, algunos tipos de muestras ya cuentan con estas caracteristicas, no obstante,
casos con muestras de tejidos o células adherentes se debe recurrir a un proceso
mecanico o enzimatico que permita tener células individuales. De manera general, este

ensayo se divide en cuatro etapas que son:
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a. La preparacion de células recién aisladas o congeladas.

b. La elaboracion de los geles de agarosa que permiten adherir las células a los
portaobjetos.

c. El proceso de lisis celular, que ayuda a resguardar exclusivamente los nucleos de
las células y la aplicacion de enzimas de restriccion en las laminillas que contienen
las células; esto ultimo solo cuando se quieren medir parametros como el estrés
oxidante.

d. La formacion de los cometas mediante el uso de la camara de electroforesis y el
amortiguador de corrimiento que desnaturalizan el ADN y arrastran el daho
inducido por los tratamientos, permite la visualizacion de estos con el uso de un

microscopio de fluorescencia con analizador de imagenes (Collins et al., 2023).
1.5.2. Uso de enzimas para la de deteccion de bases oxidadas en el ADN

Inicialmente, el ensayo cometa es un método que detecta la formacion de RCS, RCD y
sitios alcali en el nucleo de las células eucariotas (Collins et al., 2023), sin embargo, la
version depende mucho del dafio en el ADN que se quiera conocer, las cuales incluyen:
la medicion de lesiones especificas como la oxidacion de bases, reconociendo la
presencia de la 8-0xoG y escindirla por las enzimas de reparacion: la formamidopirimidin
ADN-glicosilasa (FPG, por sus siglas en inglés) o la endonucleasa Ill, Endolll (Dusinska
y Collins, 1996; Evans et al., 1995), y en humanos OGG1. Otra variante es el uso de
enzimas bacterianas como son la 3-metiladenina (AIkD, por sus siglas en inglés) y la 3-
metiladenina-ADN-glicosilasa-ll (AlkA, por sus siglas en inglés) que su funcion es
encontrar nucleobases alquiladas (Collins et al., 2001; HaSplova et al., 2012). Mas
enzimas usadas con el ensayo cometa son la T4 endonucleasa V que, es capaz de ubicar
dimeros de pirimidina de ciclobutano formados en el ADN por la luz UV que es un tipo de
agente fisico, que inhiben la sintesis de ADN (Collins et al., 1996). Hay mas versiones
que ayudan a detectar entrecruzamientos del ADN ocasionado por diferentes agentes
quimicos y bioldgicos, lo cual se ha demostrado que retrasa la migracion del ADN durante

la electroforesis (Noll et al., 2006).
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1.5.3. Medicion del daio en el ADN

Diferentes colorantes, incluyendo fluorocromos, son los que se utilizan para tefir el ADN,
de los nucleoides de las células en el ensayo cometa, dentro de los mas utilizados esta
el bromuro de etidio (BE) que produce fluorescencia que no se desvanece facilmente. El
BE se puede utilizar para el conteo manual de cometas al microscopio de fluorescencia
y para la captura de imagenes mediante el uso de analizadores de imagenes (Kumaravel
et al., 2009).

El conteo tradicional de los nucleoides es con el uso de microscopios de fluorescencia
con filtros de 515-560 nm a 40X, en donde se suelen contabilizar 100 células (0 mas) y
con ayuda de una regla adaptada al microscopio se mide en uym la longitud de la cabeza,
la cauda y el total del cometa, los cuales son parametros de dafio (Kumaravel et al.,
2009). No obstante, el uso de un software puede dar otros parametros a evaluar y para
Su uso en principio se toma la imagen deseada por una camara y esta captura la
intensidad de la luz emitida de cada punto del cometa, lo cual posteriormente se traduce
en sefales eléctricas. Esas sefiales se transforman en pixeles que van en una escala de
grises que permite detectar en donde comienza y termina la region de la cabeza y de la
cola, lo cual da resultados mas confiables y puede detectar valores desde el momento de
la cauda, el porcentaje de ADN en la cauda, la longitud del cometa, por mencionar

algunos (Tice et al., 2000).
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Il. JUSTIFICACION

La emision de metales al ambiente ha propiciado que los seres vivos mantengan contacto
de manera constante a estos agentes que tienen efectos perjudiciales en la salud
humana, entre ellos esta el V presente en el aire siendo el producto de la industrializacion
formando éxidos entre ellos el V203 del cual se conocen los efectos genotdxicos de este
compuesto, los cuales se cree estan relacionados con el estrés oxidante; sin embargo,
se conoce poco de la expresion génica de la MT-1 como biosensor o antioxidante en

presencia de V203 y el mecanismo de dafio en el ADN que induce.
Por lo anterior, la pregunta de investigacion es:

¢ El' V203 induce genotoxicidad por estrés oxidante y por modificar la expresion de genes

que participan en la regulaciéon de la toxicidad a metales?
Il. HIPOTESIS

La administracion de V203 a linfocitos humanos modificara la expresion génica de las MT-

1y promovera la oxidacion de bases en el ADN.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Determinar in vitro la expresion de MT-1 y el dafio en el ADN por estrés oxidante inducido

por V203 en el modelo de linfocitos humanos.
4.2. Objetivos particulares

- Evaluar los niveles de expresion de las MT-1.

- Estimar el daino en el ADN por bases oxidadas con la enzima de restriccion FPG.

V. MATERIAL Y METODO
5.1. Obtencion de linfocitos

Se obtuvo sangre periférica de tres donadores sanos mediante sistema Vacutainer,
posteriormente se agrego por goteo en tubos conicos que contenian 4 mL de Histopaque-
10771 (Sigma-Aldrich, UK) y se centrifugaron a 1 800 rpm durante 30 min. Se obtuvieron
cuatro fases en el tubo y se recolecté la zona opaca (que contiene los linfocitos), se
traspasaron a tubos nuevos y se llevaron a cabo 3 lavados con PBS (Por sus siglas en
inglés; solucion salina amortiguadora de fosfatos) (Sigma-Aldrich, UK) en cada lavado se
centrifugd a 1 500 rpm durante 15 min y se realizé el conteo celular en la camara de

Neubauer (Propper Lumicyte, Bright-Line, NY).
5.2. Tratamiento

Con los linfocitos de cada donador se hicieron los experimentos de manera independiente

y por duplicado (n = 6). El compuesto de vanadio se disolvié en agua estéril.

Para cada experimento se cultivaron aproximadamente 8 000 000 de células en medio
que contenia 3 mL de PB-MAX Karyotyping Medium (Gibco, Life Technologies
Corporation, NY, USA) se les dio tratamiento de 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V,05 (CAS No.
1314-34-7, 99.9% de pureza, Aldrich Chemical Company, Inc. Milwaukee WI), ademas
del grupo control (sin tratamiento) y se incubaron a 37 °C por 24 h para evaluar los niveles
de expresion de las MT-1. Para estimar el dafio en el ADN y el dafio al ADN por bases

oxidadas con la enzima de restriccion FPG se cultivaron 400 000 células en medio que
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contenia 3 mL de RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies Corporation, NY, USA) y se dieron

los mismos tratamientos con el compuesto durante 2 h.
5.3. Viabilidad

La viabilidad fue evaluada al principio y después de las 24 h de tratamiento. Se preparé
una solucién de tincion (1:1) de bromuro de etidio (BE, 0.025 ug/mL) y diacetato de
carboxifluoresceina mezcla de isémeros (CFDA por sus siglas, 0.125 ug/mL) (Sigma—
Aldrich, Inc., MO, USA), se tomaron 10 uL de esta solucion y se mezclaron con 10 yL de
suspension de linfocitos y se incubaron a 37 °C por 15 min. Posteriormente, se hicieron
tres lavados con 1 mL de PBS y se centrifugd a 4 000 rpm durante 3 min, se tomo luego
una alicuota de 10 uL la cual se puso en un portaobjetos y fueron analizadas con ayuda
de un microscopio de fluorescencia (Nikon optiphoto-2) con filtro de excitacion 515-560

nm.

Con respecto a su determinacion se contaron 100 células en donde se tomd en cuenta el
numero de células viables que se tifieron de color verde debido a la actividad enzimatica
con la CFDA que interactua con las esterasas e inducen la fluorescencia y aquellas que
fueron no viables dieron un nucleo teiido de color rojo debido a que la membrana

plasmatica se encontraba comprometida y el BE se intercala en el ADN (Strauss, 1991).
5.4. Extraccion de ARN

Después de los tratamientos con V203, las muestras se trabajaron a 4 °C en donde se
centrifugaron a 1 500 rpm por 10 min y se desecho el sobrenadante y al boton se le
agregaron 500 uL del reactivo TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies
Corporation, CA) y se resuspendio junto con las células, posteriormente se le anadieron

100 pL de cloroformo y se mezclaron en el tubo para dejarlo reposar por 10 minutos.

Las muestras se centrifugaron a 12 000 rpm durante 15 min y al término se obtuvieron 3
fases de las cuales se extrajo la fase acuosa para transferirla a tubos Eppendorf nuevos
y se le adiciond 500 uL de isopropanol (para precipitar el ARN), nuevamente se centrifugd
a 12 000 rpm por 15 min, el contenido del tubo se decantd y se dejé secar la muestra por
5 min, finalmente se dio lavado con alcohol etilico al 75 %. Por ultimo, se centrifugé a 7
500 rpm por 15 min para decantar el sobrenadante y se mezclé con 40 yL de agua tratada
dietilpirocarbonato.
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5.4.1. Pureza del ARN

Para evaluar la pureza del ARN se utilizé un biofotometro marca Eppendorf
BioPhotometer 6161 con longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm para determinar la
concentracion de ARN y su posible contaminacion con proteinas o compuestos
organicos. Las muestras previamente se realizaron en alicuotas con 4 yL de ARN y 196
ML de agua libre de nucleasas para llegar a un volumen final de 200 uL, para tener la
proporcion 1:50 y a su vez se prepard un blanco que contenia 200 yL de agua libre de
nucleasas. El biofotometro se calibré primero con el blanco colocando 100 ul en la celda
y posteriormente se colocaron cada una de las muestras tratadas. Se obtuvo la relacion

de 260/280 nm donde las muestras aceptables estaban en el rango de 1.8 a 2.
5.4.2. Integridad del ARN

Para la integridad del ARN se realizé una electroforesis horizontal en donde se preparo
un gel de agarosa al 1.5 % con BE para visualizar la subunidad 28s y 18s del ARN

ribosomal, que representa el 85 % del ARN total.
5.4.3. RT-PCR

Para el método de la RT-PCR se siguieron las indicaciones del fabricante. Se agrego
ARN total (1 pg), junto con MgCl2 10X (1 uL) y DNasa | (1 uL), se colocaron en agua libre
de nucleasas en un volumen final de 10 uL en el tubo Eppendorf y se incubaron por 30

min a 37 °C, para posteriormente afiadir 1 uL de EDTAy se incub6 por 10 min a 65 °C.

Para la transcripcion inversa se agrego buffer de reaccién 5X (4 pL), Ribolock inhibidor
de RNasas (1 pL), dNTP 10 mM (1 uL), RevertAid M-MuL V RT (1 pL) y el oligo(dT)1s
para centrifugar el contenido, después se incub6 a 42 °C por 60 min y finalmente para

concluir la reaccion se calenté a 70 °C por 5 min.

Para determinar los niveles de expresion de las isoformas de la MT (Cuadro 1) se realizé
la mezcla con Master Mix SYBR Green/Rox (2.5 yL), MgCl2 10X (1 pyL), dNTP 10 mM (1
ML), oligo sentido (1 pL), oligo antisentido (1 yL) y ADNc (0.5 pg) hasta un volumen final
de 25 pL y las condiciones del termociclador fueron las siguientes; a 94 °C por 5 min para
el paso inicial, posteriormente a 94 °C por 60 s, a 60 °C por 30 sy a 72 °C por 60 s

durante 30 ciclos, finalmente se termind con la elongacion a 72 °C durante 5 min. Los
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productos de la amplificacién se analizaron mediante electroforesis en el gel de agarosa
al 2 %. Se utiliz6 como gen constitutivo al gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH).

Cuadro |l. Oligonucleétidos empleados para la RT-PCR, longitud del producto (en pb) y

temperatura de alineacion (Tm).

Primer Sentido Variante pb Tm
GAPDH Variante 7 197
Sentido 5 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 3 Variante 2 197 60 °C
Antisentido | 3’ GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 5 Variante 3 197
Variante 4 197
Variante 1 197
MT-1 MT-1X 151
Sentido 5 TCTCCTTGCCTCGAAATGGAC 3’ MT-1E 151 59 °C
Antisentido 3’ GGGCACACTTGGCACAGC 5’ MT-1E “like” 151
MT-1E V2 151
MT-1E V1 499
MT-1A 151
MT-1M 151
MT-1F 193
MT-1F V1 151

Para conocer la especificidad de las secuencias fueron cargadas en Primer-BLAST y la base
de datos mostro las variantes del mismo gen que se amplifican, lo longitud del producto y la

Tm sugerida.

5.5. Ensayo cometa

Se siguié el protocolo establecido por Tice y Vazquez (1999). Brevemente, para la
elaboracién de la agarosa se utilizaron de dos tipos: la primera que fue agarosa de punto
de fusién normal al 1 % (APN, Sigma-Aldrich, USA) en donde se pesaron 500 mg de
agarosa de punto de fusién normal y se disolvi6 en 50 mL de PBS con ayuda del

calentamiento gradual hasta llegar a los 60 °C. La segunda agarosa que fue de punto
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bajo de fusion al 0.5 % (APB, Sigma, USA) se pesaron 250 mg de agarosa y se disolvieron
en 50 mL de PBS en donde se hizo uso del calentamiento gradual hasta los 40 °C para
diluir completamente. Los portaobjetos (o laminillas) se sumergieron en APN para asi
obtener la primera capa de agarosa (que sirvidé posteriormente como andamiaje para la

segunda y tercera capa de agarosa) y se dejaron secar por 48 h.

Después del tratamiento de 2 h con V203 las muestras se centrifugaron a 6 000 rpm
durante 6 min. Luego se hizo una mezcla de 30 pL células (por tratamiento) en 210 pyL de
APB y de esta se vertio 70 pL en cada una de las laminillas (previamente preparadas con
APN) y se dejaron reposar por 15 min en cama fria a 4 °C y se repitié el mismo proceso
para agregar una tercera capa con 70 yL de APB. Terminado este proceso se colocaron
las laminillas en solucion de lisis (NaCl 2.5 M [Sigma, USA], Na2-EDTA 100 mM [Sigma-
Aldrich, USA] Trizma® base 10 mM [Sigma, USA] a pH 10 ajustado con NaOH [Macron,
Suecia] y con DMSO al 10 % y tritén X-100 al 1% [Sigma, St. Louis, MO, USA]) y se
dejaron en reposo durante 24 h a 4 °C; a partir de este paso se trabajoé en oscuridad o

con luz indirecta para evitar dafio adicional en el ADN.

Para el corrimiento de las laminillas primero se colocaron las laminillas en 80 mL de PBS
por 5 min lo cual garantizé que la solucion de lisis fuera removida y se colocaron las
laminillas en la camara de electroforesis horizontal (Claver Scientifiv, CSL-COM Series,
México) para en ese momento agregar el amortiguador de electroforesis (NaOH 300 mM
y EDTA 1 mM a pH > 13) y dejar en reposo las laminillas por 20 min que permitié la
desnaturalizacidon y desenrollamiento del ADN, al término de este tiempo se conectoé la
fuente de poder (Consort, EV3610, Bélgica) durante 20 min con voltaje de 25 V y 300
mA. Al terminar la electroforesis, los portaobjetos se pasaron a solucion neutra (Trizma®
base 0.4 mM a un pH 7) por 10 min y luego se colocaron en alcohol etilico al 70 % durante

10 min, para finalmente dejarse secar al aire por 24 h.
5.5.3. Deteccion de bases oxidadas con la enzima FPG

Se prepard previamente la enzima FPG en donde se tomaron 0.5 uL (4 unidades/mL)
(New England BioLabs®) 0.5 uL con NEB1 (0.5 pL, New England BioLabs®), suero fetal
bovino (BSA, por sus siglas en inglés, New England BioLabs®, 10 uL) y el amortiguador
de reaccién (1 mL) (HEPES, ChemCruz®, Dallas, TX), KCI (Sigma-Aldrich, USA) y EDTA
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en un tubo cénico de 15 mL y se dejé en incubacién por 1 h a 37 °C, lo cual dio paso a

su activacion.

A cada lamina destinada para la deteccidén de dafo en el ADN por bases oxidadas con la
enzima FPG, se le afadié 50 pL de la enzima FPG activada y se incubaron por 20 min a
37 °C, para luego llevar a cabo el corrimiento de la electroforesis alcalina (pH > 13) como

se describié anteriormente.
5.5.4. Lectura de cometas al microscopio de fluorescencia

Finalmente, las laminillas fueron tefidas con 25 pL BE (0.025 ug/mL) y puestas bajo el
microscopio de fluorescencia con el filtro verde, (515-560 nm) a 40X y se midieron los
nucleoides con tratamiento y los grupos control. El dafio se evalud con la regla adaptada
al ocular que permitié medir la longitud (cabeza + cauda), la longitud de la cabeza y la
migracion del ADN (cauda). Se cuantificaron 200 células por tratamiento de cada donador

que fueron 600 en total de cada tratamiento.
5.5.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se presentan como la media £ error estandar de la media de tres
experimentos independientes, cada uno con su duplicado (n= 6). La diferencia
significativa de los resultados entre los grupos tratados y sin tratamiento se determiné
con la prueba t Student para la evaluacion de la viabilidad y de integridad de los genes
MT-1X, y mediante el analisis de varianza de una via seguida de la prueba de Tukey
(ANOVA-Tukey) para el ensayo cometa. Se consideré un valor de p < 0.05 como

estadisticamente significativo.
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VI. RESULTADOS

En el Cuadro 2 se muestran los resultados de la viabilidad de los linfocitos humanos
antes y después de 24 h de exposicion a 0 (sin tratamiento), 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V20s;
donde el porcentaje de células vivas con respecto a las células no viables se redujo (p <

0.05) en la concentracion de 16 pg/mL.

Cuadro 2. Porcentaje de viabilidad de los cultivos de linfocitos humanos tratados con V203 por
Oy 24 h.

Tratamientos con V203 en Tiempo
Mg/mL 0Oh 24 h
0 98.3+0.6 96.7 £ 0.6
2 97.0+1.0 93.0+1.7
4 96.3+1.2 943+23
8 97.3+0.6 92.3+0.6
16 96.0+ 1.0 86.0+1.7*

Los datos se presentan con la media * error estandar de la media (n = 6). * p < 0.05 respecto al

grupo control (prueba t Student).

En la Figura 4 se muestran los resultados de la integridad del ARN obtenido mediante el
uso de geles de agarosa al 1.5 % tefiidos con BE de las muestras tratadas con V203 y su
respectivo control, las bandas presentes representan las subunidades 28s y 18s del

ARNIr, sirve como indicador de integridad del ARN total.
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Figura 4. Integridad del ARN, se muestran las subunidades 28s y 18s del ARN, donde
se muestran los tratamientos de 0 a 16 ug/mL de V.03 (izquierda a derecha) y el

marcador de peso molecular (Pm) en linfocitos humanos por exposicion de 24 h.

En el Cuadro 3 se aprecian los resultados obtenidos en el biofotometro Eppendorf 6131,
en el cual se estimd la absorbancia del ADNc a 260 nm. Se utilizé una relacién 260/280,
para evaluar la pureza de las muestras, que en promedio fue de 1.7—1.8 y de esta manera

estimar la concentracion del ADN en pg/uL.

Cuadro 3. Resultados del biofotdmetro de la pureza del ADNc

Tratamientos con V203 en Concentraciéon de ADNc Relacién 260/280 nm
ug/mL (ng/uL)
0 6.9+2.6 1.79 £ 0.43
2 6.2+6.8 1.66 +0.17
4 48+8.7 1.72£0.14
8 8.8+3.7 1.75+0.11
16 9+22 1.79 £ 0.06

Los datos se presentan con la media + desviacion estandar (n = 6).

La Figura 5 hace referencia a los fragmentos amplificados del gen GAPDH que fueron
tratados con V203 y un control, tomado como gen constitutivo o de referencia, que

permitié corroborar que la técnica se realizé de manera adecuada.
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Figura 5. Integridad del ADNc de los genes de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con 2, 4, 8 y 16 uyg/mL de V203 y su grupo control. Se muestra la integridad

del GAPDH que contiene 197 pb y el marcador de peso molecular (Pm).

En la Figura 6 se muestra como los tratamientos con V203 aumentan la intensidad de las
bandas de expresion de las isoformas de MT-1, las diferencias se observaron en las

concentraciones de 4, 8 y 16 pg/mL con respecto al control.
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Figura 6. Niveles de expresion de las MT-1X con sus diferentes variantes en los
cultivos de linfocitos humanos tratados con 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V203 y su grupo

control. Pm, marcador de peso molecular.

Las imagenes del fotodocumentador fueron analizadas mediante el programa ImageJ
(Image Processing and Analysis in Java: https://imagej.net/ij/download.html) para
conocer los pixeles y posteriormente con este valor calcular la intensidad relativa de las
MT-1, con respecto al grupo sin tratamiento (Figura 7). Sin embargo, los grupos tratados

con 4, 8 y 16 pg/mL de V203 presentaron diferencias significativas con respecto al grupo
control.
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Figura 7. Niveles de expresion de las MT-1X en cultivos de linfocitos humanos
tratados con O (sin tratamiento), 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V203 por 24 h. Los datos fueron
normalizados por los niveles de expresion de GAPDH y se presentan con la media

error estandar (n = 6). * p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (prueba t de Student).

En la Figura 8, se muestran los resultados del ensayo cometa en donde cada barra
representa 600 células por tratamiento. La grafica a) ilustra la longitud de las cabezas del
cometa que no mostraron diferencias significativas, la grafica b) y ¢) muestran la longitud
de la cauda y el cometa completo, respectivamente; los cuales evidenciaron diferencias

significativas de todos los grupos tratados con respecto al grupo control.
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Figura 8. Dafio en el ADN en cultivos de linfocitos humanos tratados con 0 (sin
tratamiento), 2, 4, 8 y 16 ug/mL de V203 por 2 h. En a) la longitud de las cabezas de
los cometas, en b) la longitud de la cauda de los cometas y en c) la longitud de los
cometas (cabeza + cauda). Los datos se presentan con la media + error estandar (n

=6). * p <0.05 vs. grupo sin tratamiento (prueba ANOVA-Tukey).

En la Figura 9, se presentan los resultados de la version del ensayo cometa modificado
con la enzima FPG que detecta y escinde las bases oxidadas como la guanina en sus
formas 8-oxo-7,8-dihidroguanina y la 8-hidroxiguanina. En a) se muestran los resultados
de la longitud de la cabeza de los cometas, para los casos de b) y c) se aprecian
diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos con respecto al grupo sin
tratamiento, que es la migracion del ADN fragmentado que ademas sigue una tendencia

dependiente de la concentracion.
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Figura 9. Dafo en el ADN en cultivos de linfocitos humanos tratados con 0 (sin
tratamiento), 2, 4, 8 y 16 pg/mL de V203 por 2 h e incubados con FPG. En a) la
longitud de las cabezas de los cometas, en b) la longitud de la cauda de los cometas
y en c) la longitud de los cometas (cabeza + cauda). Los datos se presentan como la
media * error estandar (n = 6). * p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (prueba ANOVA-
Tukey).

Con los datos obtenidos se realizé la diferencia de la longitud de la cauda o cometa de
cada tratamiento con respecto al control (tratamiento - testigo) y eso entre la diferencia
de la longitud de la cauda o cometa con la enzima FPG (tratamiento FPG - testigo FPG),
lo cual dio como resultado la Figura 10 que muestra la diferencia entre el ensayo cometa
con pH > 13 y el ensayo cometa a pH > 13 modificado con la enzima; en este caso el eje
“‘y” representa unidades designadas como arbitrarias. Especificamente en la grafica de
cometas se detecté que el dano aumento al tener concentraciones mas altas, el cual fue
al alza en todos los tratamientos, mientras que para las caudas unicamente se encontro

esta tendencia en las concentraciones de 8 y 16 pg/mL de V20s.
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Figura 10. Incremento de bases oxidadas por V.Osreveladas con la enzima FPG. En
a) se muestra aumento de bases oxidadas tomando los datos de la longitud de los
cometas que muestra que el dafio es dependiente de la concentracion, en tanto que
en b) se observa el incremento tomando el valor de las caudas con tendencia a

incrementar conforme a la concentracién en 8 y 16 pg/mL de V203
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VII. DISCUSION

El uso generalizado de los compuestos de V y consecuente liberacién al medio ambiente
ha provocado aumento de su presencia en los ecosistemas, en las cadenas troficas y por
consiguiente la exposicidon constante a este metal. Dentro de los mecanismos por los que
ejerce su toxicidad es por estrés oxidante; sin embargo, no hay datos relacionados con
la expresidon de genes involucrados en la respuesta antioxidante, tal como lo son las MT.
Por lo anterior, este estudio se centrd en determinar in vitro la expresion de MT y el dafo
en el ADN derivado del estrés oxidante inducido por uno de los éxidos que se libera

atmoésfera, el V20s.

Los resultados de este estudio mostraron que unicamente el tratamiento de 16 ug/mL de
V203 modifica la viabilidad. Una de las ventajas de evaluar la viabilidad celular con la
combinacion de CFDA y BE es que permite evaluar la integridad de la membrana
plasmatica de la célula. EI CFDA es permeable a la membrana, por lo que al ser
hidrolizado por las esterasas intracelulares se produce la fluorescencia en el microscopio
se observan las células tefiidas de color verde, viable; mientras que, el BE no es
permeable a la membrana y solo puede entrar cuando dicha estructura se encuentra
comprometida o dafiada y al tener afinidad al ADN se dirige al nucleo de las células donde
se intercala con la doble cadena, lo cual da una tincién de color rojo que representa una
célula no viable. Trabajos realizados anteriormente con V203 en las mismas
concentraciones y con leucocitos humanos no reportan diferencias estadisticas en la
viabilidad (Rodriguez-Mercado, et al., 2011). Lo anterior sugiere que el V203 en las
concentraciones y tiempos empleados no induce cambios en la viabilidad cultivos

celulares.

Con respecto a los resultados de la expresion de las MT, en todos los grupos tratados
fueron al alza, con diferencias significativas en las concentraciones de 4—16 ug/mL de
V20s3; lo cual esta asociado con una de las principales funciones de las MT, su actividad
desintoxicante de metales. En sangre humana se encuentra en concentraciones de 0.1—
1.0 ng/L (Nordberg et al., 1982) y para aumentar su cantidad tienen que ser activadas por
factores especificos (Figura 2), en los que se incluyen al factor-1 regulador de metales

activado posiblemente por la presencia de V203 para poder llevar a cabo su funcion de
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capturar metales no esenciales. Xiu-Li et al., (2016) en sus experimentos realizados con
CdCl2 mostré que a las 24 h de tratamiento las variantes de los genes MT-1 fueron en
aumento cuyos resultados pueden respaldar lo que se obtuvo en este trabajo con las
variantes -1X, -1E, -1M y -1A con el mismo tiempo de exposicién con V. Otra posible
causa del aumento en la expresion genética de las MT-1 esta asociada con las funciones
antioxidantes, ya que a mayor presencia de ERO en las células la apo-MT activa la
produccion de MT para contrarrestar exceso de ERO (Andrews, 2000) que puede estar
generando el V203 en los cultivos de linfocitos humanos. Con relacion a esto ultimo, como
se ha mencionado con anterioridad el V3 puede inducir la formacion de ERO al

reaccionar con el H202 y producir el *OH (Lloyd et al., 1998; Fickl, et al., 2006).

Los resultados del ensayo cometa confirman los resultados de dafio en el ADN reportados
con el mismo 6xido de vanadio en el modelo de leucocitos humanos de sangre periférica
completa tratados con 1-8 ug/mL durante 2 h (Rodriguez Mercado, et al., 2011). La
diferencia de este estudio es que se trabajo con linfocitos humanos aislados, se conoce
que los eritrocitos pueden captar vanadio en grandes cantidades y mantenerlo formando
complejos con las proteinas férricas de estas células (Tracey, et al., 2007) y de esta
manera disminuir la cantidad de V203 al que estén expuestos los linfocitos; por lo anterior,

en esta tesis se demuestra que el efecto es por la concentracién empleada.

El V es un metal cuyos estados de oxidacion +3, +4 y +5, inducen efectos genotoxicos,
los cuales pueden estar relacionados con la generaciéon de ERO, que a su vez aumentan
el dafio oxidante en el ADN formando bases oxidadas y consecuentemente RCS, RCD y
dafio cromosomico. Al respecto, trabajos in vitro con V3* han mostrado aumento en la
frecuencia de ICH y ACe en células de ovario de criceto chino con tratamientos de 16, 23
y 26 ug/mL de V203 (Owusu-Yaw et al., 1990), y aumento en el indice de dafio en el ADN
(IDD) en linfocitos T de la linea “Jurkat” al aplicar 0.05 y 0.1 mM de V3* por 48 h (Caicedo
et al., 2007). Para el caso de estudios in vivo, recientemente en células de médula 6sea
de ratones CD-1 en a los que se les administré 4.22, 8.46 y 16.93 mg/kg de V203
aumentaron estadisticamente las ACe (Alvarez-Barrera et al., 2023).

En exceso, las especies reactivas pueden desbordar la capacidad normal de

amortiguacion antioxidante de la célula, provocando dafos significativos en los
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componentes celulares, incluidas las proteinas, los lipidos y el ADN. Asi, las especies
reactivas contribuyen a la formacion de mutaciones y posteriormente, a la etiologia de
enfermedades degenerativas, entre las que figura el cancer (Azqueta, et al., 2009). Se
ha identificado una gran variedad de bases oxidadas en el ADN nuclear, pero la 8-oxoG
es una de las mas abundantes. La presencia de 8-oxoG en el ADN tiene la capacidad de
llevar a la incorrecta adicion de adenina si no se repara el dafio antes de la replicacion.
Por lo tanto, la presencia de esta base oxidada en células puede dar lugar a mutaciones
transversales (Cooke, et al. 2003). Los resultados mostraron que el V ingresa a la célula
y causa dafo al ADN dentro de las primeras 2 h de tratamiento, entre sus efectos
aumentan las ERO. Todos estos reportes tienen en comun que el V3* tiene potencial
genotdxico que, en conjunto con los resultados de este trabajo, contribuye al estudio del

V y su papel en los sistemas bioldgicos que estan en contacto constante con este metal.
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VIIl. CONCLUSIONES

En los linfocitos humanos tratados in vitro con concentraciones de 2, 4, 8 y 16 ug/mL de

V20s3:

Los niveles de expresion de las MT-1 con sus variantes fueron mayores y mostraron
diferencias significativas en los grupos tratados de 4, 8 y 16 ug/mL por 24 h de
exposicioén, lo cual puede asociarse con su actividad desintoxicante.

Los tratamientos de 2 h con 2, 4, 8 y 16 pg/mL de V203, indujo dafio en el ADN (RCS,
sitios AP y sitios de reparaciones incompletas) como ya se habia reportado en
previos trabajos con leucocitos humanos.

El dafo oxidante evaluado con el uso de la enzima FPG mostré que los grupos
tratados por 2 h con 2—16 pg/mL de V203 genera dafio por bases oxidadas dejando
sitios AP que se transforman en RCS, siendo uno de los mecanismos de accién del
V3,

El aumento en la expresion del producto génico de las MT se debe a la respuesta

del estrés oxidante generado por el V20s.
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