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1. Resumen

La inhalacién de contaminantes, entre ellos metales como el vanadio, es un fendmeno cotidiano
para los habitantes de las grandes ciudades, como es el caso de la Ciudad de México. Para
determinar detalladamente los efectos que causa la inhalacidon de ciertos xenobidticos, hemos
utilizado un modelo de exposicién por inhalaciéon de metales, con el que se han llevado a cabo
varios estudios experimentales.

Nuestros resultados han mostrado que los ratones adultos, tanto hembras como machos expuestos
a vanadio, presentan aumento en la frecuencia de microntcleos y que el dafio en el material
genético, es mayor en machos. Debido a que las hembras son menos susceptibles al dafio
genotoxico causado por este elemento, se decidié determinar la participaciéon de las hormonas
sexuales femeninas, los estrégenos. Para evitar que estas hormonas estuvieran presentes en los
ratones hembra y asi tratar de comprender su funcién, se les administré un farmaco anti-
estrogénico, el anastrozol. Este farmaco inhibe a la aromatasa, que es la enzima que cataliza la
formacién de estrégenos. Cuando el anastrozol se administra a los ratones hembra la produccion
total de estrégenos se abate en mds del 95 %.

Por otro lado, tomando en consideracién que uno de los mecanismos principales por el cual el
vanadio ejerce su toxicidad, es la generacidn de estrés oxidante, consideramos que la
administracion de un potente antioxidante, como el acido ascdrbico, podria disminuir o evitar los
efectos que causa este metal sobre el material genético.

Por lo anterior, los objetivos de este protocolo fueron: analizar los efectos en ratones pre-puberes
(hembras y machos) que causa la inhalacién del vanadio, la administracién de anastrozol y de acido
ascorbico sobre la induccidn de rompimientos del ADN y de micronucleos, asimismo determinar la
etiologia de los éstos en los ratones macho, debido a que en ellos la frecuencia es mayor.

Los resultados muestran que en ratones a los que se les administra dosis bajas, el acido ascdrbico
tiene efectos genotdxicos, porque genera incremento en la frecuencia de microntcleos y de
rompimientos de cadena sencilla. Por otra parte, el anastrozol demostrd ser un farmaco eficaz para
inhibir la formacion de estrégenos en ratones hembra y por ende, puede ser utilizado con fines
experimentales en esta especie animal. La administracidon de dcido ascérbico inhibe la formacién de
micronucleos causados por vanadio y efectivamente, los microntcleos en las hembras aumentan
significativamente cuando la produccidn de estrégenos es inhibida por el anastrozol; sin embargo,
hay otros mecanismos que confieren proteccidn contra el dafio al ADN en las hembras, ademds de
los estrégenos. Por Ultimo, comprobamos que los microntcleos causados por vanadio, son en su
mayoria, centromero-negativos, por lo que el mecanismo de accién predominante en estas
condiciones experimentales, es la clastogénesis.

Estos resultados contribuyen al mejor entendimiento de la interaccién entre el vanadio y los efectos
sobre procesos importantes para el organismo, asi como explicar parcialmente los mecanismos que
podrian favorecer eventos adversos sobre la salud y, de manera importante, en los organismos
jovenes (pre-puberes). Asi como establecer las diferencias intrinsecas al sexo, sin que en esa
respuesta se encuentren comprometidas una de las principales hormonas sexuales femeninas, los
estrégenos.



1.1 Abstract

Inhalation of contaminants, including metals such as vanadium, is an everyday phenomenon for
residents of large cities, such as Mexico City. To determine in detail the effects caused by inhalation
of certain xenobiotics, we used a model of inhalation exposure to metals, with which they have
conducted several experimental studies.

Our results have shown that adult mice, both females and males exposed to vanadium, have
increased the frequency of micronuclei and that damage in the genetic material, is higher in males.
Because females are less susceptible to genotoxic damage caused by this, it was decided to
determine the involvement of female sex hormones, estrogens. To prevent these hormones were
present in female mice and trying to understand their function, were given an anti-estrogen drug,
anastrozole. This drug inhibits aromatase, which is the enzyme that catalyses the formation of
estrogens. When anastrozole was administered to female mice total estrogen production swoops
over 95%.

Furthermore, considering that one of the major mechanisms by which the vanadium exerts its
toxicity, is the generation of oxidative stress, we believe that administration of a powerful
antioxidant, such as ascorbic acid, may reduce or avoid the effects because this metal on the
genetic material.

Therefore, the objectives of this protocol were to analyze the effects in prepubescent mice (males
and females) that cause inhalation of vanadium administration of anastrozole and ascorbic acid on
the induction of DNA breaks and micronuclei also determine the etiology of these in male mice,
because in them the frequency is higher.

Results show that in mice that low doses are administered, ascorbic acid has genotoxic effects,
because it generates increased frequency of micronuclei and single strand breaks . In addition,
anastrozole was shown to be an effective drug to inhibit estrogen formation in female mice and
therefore can be used for experimental purposes in this animal species. The administration of
ascorbic acid inhibits the formation of micronuclei caused by vanadium and indeed micronuclei
significantly increased in females when estrogen production is inhibited by anastrozole; however,
there are other mechanisms that confer protection against DNA damage in females, in addition to
estrogen. Finally, we found that the micronucleus caused by vanadium, are mostly centromere-
negative, so that the predominant mechanism action under these experimental conditions, is the
clastogenicity

These results contribute to a better understanding of the interaction between the vanadium and
the effects on processes important for the body as well as partially explain the mechanisms that
could promote adverse health events and, importantly, in young organisms (pre-pubertal ). And to
establish the intrinsic differences of sex, without that answer are committed one of the main
female sex hormone, the estrogen.



2. Introduccion

2.1. Contaminacién atmosférica en la Ciudad de México

La Zona Metropolitana del Valle de México, (ZMVM) estd situada en una elevada cuenca
hidrolégica a 2240 msnm (Riveros-Rosas et al. 1997, Vallejo et al. 2003). La meseta ocupa casi
5,000 km® y esta confinada por tres lados (este, sur y oeste) por cordilleras montafiosas, con un
lado abierto hacia el norte y con un pequefio lado abierto hacia el suroeste. Las cordilleras
montafosas a su alrededor varian en elevacion (Rivero-Rosas et al. 1997) siendo la mas alta la
Sierra del Ajusco (Vallejo et al. 2003). El area metropolitana se encuentra del lado suroeste de la
cuenca (Molina y Molina 2004) y abarca aproximadamente 2,000 km* (Riveros-Rosas et al.
1997).

La ZMVM es considerada una megaciudad (definida en términos generales como un area
metropolitana con poblacién que excede los 10 millones de habitantes) en la cual la
contaminacion ambiental ha sido, en décadas recientes, uno de los problemas mas
importantes. Las emisiones y las altas concentraciones de contaminantes atmosféricos pueden
tener efectos adversos muy importantes sobre la salud, incluido el incremento significativo
sobre la mortalidad de su poblacién (Katsouyanni 2003).

Esta ciudad es una de las mas grandes del mundo, con alrededor de 20 millones de habitantes
(Molina y Molina 2004) que viven en un area de 2,000 km® (Rivero-Rosas et al. 1997), con una
densidad poblacional de 12 200 habitantes/km® (una de las mas altas a escala mundial), con 3.5
millones de vehiculos que consumen mas de 40 millones de litros de gasolina al dia (Molina'y
Molina 2004) y 35 mil industrias (Riveros-Rosas et al. 1997, Molina y Molina 2004) situadas
principalmente en la zona norte (Rivero-Rosas et al. 1997). Presenta caracteristicas topograficas
y meteoroldgicas complejas que la vuelven altamente susceptible a presentar altos niveles de
contaminacién (Vallejo et al. 2003) y entre ellas podemos contar: i) Las cadenas montafosas
que junto con las frecuentes inversiones térmicas atrapan a los contaminantes dentro de la
cuenca. ii) La altitud a la que se encuentra, determina que la concentraciéon de oxigeno esté
disminuida (-23%), y esto a su vez, reduce la eficiencia de los motores de combustién interna 'y
aumenta la concentracion de mondxido de carbono y de hidrocarburos (Vallejo et al. 2003,
Molina y Molina 2004). iii) La gran elevacién de la ciudad y la intensa luz del sol también
contribuyen en los procesos fotoquimicos para la formacién de contaminantes secundarios

(p.e. ozono) (Molina y Molina 2004). iv) La direccién de los vientos predominantes, de noreste



a sureste, hace que la mayor concentracion de contaminantes se encuentre en la zona sur de la
ciudad, en donde la Sierra del Ajusco obstaculiza su dispersién (Vallejo et al. 2003).

Por otro lado, a grandes altitudes (como es el caso de la Ciudad de México) las personas son
mas susceptibles a enfermedades respiratorias que las que viven al nivel del mar. A mayor
altitud, mds aire debe ser inhalado para obtener oxigeno suficiente, pero al mismo tiempo, se
inhalan también mayores cantidades de contaminantes (Molina y Molina 2004). Los efectos en
la salud cominmente reportados por exposicidn a la contaminacidn del aire se presentan en las
vias respiratorias (p.e. bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y neumonia), y en
el sistema cardiovascular (p.e. arritmias e infartos) (Rosales-Castillo et al. 2001). En afios
recientes, se ha estudiado con mayor detalle a los grupos poblacionales que son mas
susceptibles a padecer los efectos de la contaminacidn: nifios, ancianos, personas que sufren
diabetes, enfermedades cardiovasculares, respiratorias o asma (Rosales-Castillo et al. 2001,
Molina y Molina 2004).

En la ZMVM se estima que el 52% del total de la energia producida se emplea en el transporte,
que es la mayor fuente de contaminacién ambiental (Molina y Molina 2004), 27 % en las
industrias y en plantas generadoras de energia y 15% en uso doméstico. Del total de
contaminantes emitidos a la atmdsfera el 95% corresponde a actividades antropogénicas y sélo
el 5 % a fuentes naturales (Riveros-Rosas et al. 1997). El efecto combinado de las emisiones
naturales y antropogénicas, y las caracteristicas topograficas y meteoroldgicas de la Ciudad de
México favorecen la persistencia de contaminantes (Vallejo et al. 2003) y el resultado es la
degradacidn significativa del ambiente y de la salud humana (Molina y Molina 2004).

En las megaciudades a menudo se encuentran altas concentraciones de contaminantes
caracteristicos como diéxido de azufre (SO,), éxido nitrico (NO), diéxido de nitrégeno (NO,),
6xidos de nitrégeno (NOx), mondxido de carbono (CO), compuestos organicos volatiles
(COV’s), hidrocarburos (HC), ozono (O;) y particulas suspendidas totales (PST) (Molina y Molina
2004). El ozono y las particulas suspendidas son los dos contaminantes mas importantes en la

Ciudad de México (Rosales-Castillo et al. 2001).

2.1.1. Particulas suspendidas
En la ZMVM, como en otras grandes ciudades, existen problemas de contaminacién ambiental.
Las particulas suspendidas (PS) presentes en la atmdsfera, son uno de los principales

contaminantes ambientales de esta metrdpoli, debido a que con frecuencia sus



concentraciones sobrepasan los limites establecidos por la NORMA oficial mexicana emitida
por la Secretaria del Medio Ambiente (SMA 2008). Las PS, son una compleja mezcla de
diferentes componentes quimicos (Fernandez et al. 2003) y fisicos (Katsouyanni 2003) con
variacion local y regional (Englert 2004). Los principales origenes de las particulas suspendidas
son condensacion de los productos de la combustion (Flores 2004), reacciones quimicas o
fotoquimicas que se producen en la atmdsfera (Vallejo et al. 2003), fabricacién de hierro, acero
y cemento, extraccion de rocas y minerales, almacenamiento y manejo de granos, caminos sin
asfaltar o suelos erosionados (Vallejo et al. 2003, Flores 2004).
Para su cuantificacién, las PS son caracterizadas por su tamafo (el didmetro aerodindmico)
(Englert 2004). Las particulas inhalables son las que tienen un didametro igual o menor a 1oum
(Vallejo et al. 2003, Englert 2004) y se clasifican en:
= Particulas burdas o gruesas: con un didmetro aerodindmico menor a 10 um (PS,,) y mayor a
2.5 um (PS, ) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Estan compuestas principalmente por silice,
titanio, aluminio, sodio, hierro y cloruros (Vallejo et al. 2003, Molina y Molina 2004).
= Particulas finas: con un didmetro aerodindmico igual o menor a 2.5 um (PS,;) (Vallejo et al.
2003, Englert 2004). Estdn compuestas por productos derivados de la combustion
(Ferndndez et al. 2003), particularmente del diesel, e incluyen carbono, plomo, vanadio,
diéxido de azufre y diéxido de nitrégeno (Vallejo et al. 2003). Las particulas ultrafinas: con
un didmetro aerodindmico menor a 0.1 um (PS,,) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Estan
compuestas por los productos de las quemas agricolas, forestales; y de la combustién de
gasolina y diesel. Sin embargo, permanecen aisladas en la atmdsfera durante cortos
periodos de tiempo debido a que tienden a unirse a particulas de mayor tamafio (Vallejo et
al. 2003).
En la ZMVM se monitorean las concentraciones de particulas suspendidas PS,s; y PS,, y se
estima que en total se emiten mds de 24 mil toneladas anuales de PS,, de las cuales 5 499 son
de PS,s. Las emisiones son generadas principalmente por la alta actividad vehicular, las
vialidades sin pavimentar y la actividad industrial (SMA 2008).
Las particulas suspendidas son un contaminante atmosférico ubicuo, con gran influencia en el
bienestar humano (Englert 2004). Estudios epidemioldgicos realizados en diferentes paises han
reportado una asociacion entre el incremento de las concentraciones de las PS y el aumento de

mortalidad y morbilidad de sus poblaciones (Aust et al. 2002, Ghio et al. 2002, Marconi 2003).



Al estar presentes en la atmdsfera, las PS ingresan al cuerpo a través de la inhalacién y una vez
dentro del arbol respiratorio son capaces de acumularse en diferentes sitios como: fosas
nasales, laringe, traquea, bronquios, bronquiolos y sacos alveolares. Se ha observado que
conforme disminuye el tamafo de la particula aumenta su toxicidad (Ghio et al. 2002), esto se
debe a que las particulas mas pequefias son capaces de penetrar mds profundamente en las
vias respiratorias (Choi et al. 2004). Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud
concluyd que hay suficiente evidencia para decir que las particulas suspendidas <2.5 um (PS,;)
son mas dafiinas que las PS,, en términos de mortalidad y de enfermedades respiratorias y
cardiovasculares (Choi et al. 2004, Englert 2004, Molina y Molina 2004). Los estudios
epidemioldgicos indican que las PS en la ZMVM tienen gran relevancia, porque se produce el
incremento del 1% en la mortalidad por cada 10 pg/m’ de aumento en la concentracién de PS,,
(Molina y Molina 2004).

Las PS son buenos receptores, contenedores y vehiculos de componentes toxicolégicamente
relevantes (Ferndndez et al. 2003, Vallejo et al. 2003). Un ejemplo de ello son las particulas
generadas por la combustidn del petrdleo y sus derivados, éstas usualmente consisten en un
nucleo de carbdén en el cual hay complejas mezclas de compuestos adheridos a ellas, como
hidrocarburos poliaromaticos, toxinas, sulfatos, nitratos y especialmente metales de transicién,
como el vanadio, el manganeso, el cromo, entre otros (Katsouyanni 2003, Sorensen et al.
2005). Se considera que los metales juegan un papel muy importante en la induccién de efectos

téxicos en los sistemas biolégicos (Ghio et al. 2002, Marconi 2003).

2.1.1.1. Metales

Los metales son la categoria mayor de contaminantes globalmente distribuidos. Es notable su
tendencia a acumularse en algunos tejidos del cuerpo humano y su potencial téxico a
concentraciones relativamente bajas (Hu 2002). La exposicion constante a ciertos metales se ha
relacionado con inflamacién de los tejidos, dafio celular y cancer, particularmente de pulmén 'y
piel (Leonard et al. 2004a). Cada metal tiene sus propios mecanismos de accién (Leonard et al.
2004b), algunos pueden producir efectos adversos por si mismos, mientras que otros
interacttan con diversos factores (Leonard et al. 2004a). Se sabe que los metales, entre ellos el
vanadio, pueden ser genotdxicos y carcinogénicos por medio de diferentes vias y que una de

las mds comunes es la induccién de estrés oxidante (Leonard et al. 2004 b).



2.1.1.1.1. Vanadio

2.1.1.1.1.1. Generalidades

El vanadio (V), es un metal de transicion miembro del grupo VB de la tabla periddica
(Mukherjee et al. 2004) que estd ampliamente distribuido en la corteza terrestre, en la que se
encuentra presente en cantidades comparables al cobre, niquel y zinc (Kleinsasser et al. 2003);
constituye el elemento nimero 21 en abundancia (Thompson 1999). Existe en estados de
oxidacién que van desde el -1 hasta el +5, los mas comunes son +3, +4 y +5 (Barceloux 1999). No
se le encuentra como vanadio puro (forma parte de aproximadamente 70 minerales), debido a
que es muy propenso a reaccionar con otros elementos, especialmente con el oxigeno
formando, de esta manera, éxidos de vanadio (Barceloux 1999).

Debido a su dureza, a su capacidad para formar aleaciones y a su alta resistencia a la corrosion,
el vanadio es frecuentemente utilizado como constituyente del acero que se emplea para
fabricar herramientas, implantes ortopédicos (Ivancsits et al. 2002) y maquinaria (Barceloux
1999). También es comun su uso en la manufactura de semiconductores, reveladores
fotograficos y agentes colorantes; para la produccion de pigmentos amarillos y ceramicas. Las
sales, incluidos los éxidos de vanadio, se emplean como catalizadores para la produccién de
acido sulftrico, en la purificacion de gases y en la oxidacion de etanol (Barceloux 1999).

El pentéxido de vanadio es un compuesto comercial muy empleado (Ivancsits et al. 2002) y es
la materia prima principal para la produccién de otros compuestos de vanadio (Dill et al. 2004).
Por otro lado, es el compuesto mds comun en situaciones de exposicién industrial (Dill et al.

2004).

2.1.1.1.1.2. Emisién de vanadio a la atmdsfera

La emisiéon mundial total de vanadio se calcula entre 71 000 a 210 000 toneladas por afio (Ress
et al. 2003). Las fuentes antropogénicas contribuyen con dos terceras partes del vanadio que es
emitido a la atmdsfera especificamente en forma de dxidos. Las fuentes naturales como polvos
continentales, aerosoles marinos y en menor medida, emisiones volcanicas, contribuyen con el

resto del vanadio en el ambiente (Barceloux 1999).

2.1.1.1.1.3. Vanadio en el petréleo
Altas concentraciones de vanadio (hasta 50 % de los elementos traza) aparecen en los

depdsitos de petrdleo especialmente en aquellos que provienen de lIraq, Iran, Kuwuait,
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Venezuela y del Golfo de México (Barceloux 1999). Se estima que entre el 12 y el 15 % del
vanadio estd presente en los derivados del petrdleo, incluso después de ser procesados
(Léonard y Gerber 1994).

Debido a que éste es el elemento traza mds abundante en los combustibles fdsiles, la quema de
éstos y de sus derivados provee una fuente importante de vanadio en el ambiente (De la Torre
et al. 1999). Se estima que el 90 % del vanadio que es emitido cada afo a la atmdsfera proviene
principalmente de la combustién del petréleo (Dill et al. 2004) y de sus derivados como la
gasolina (Avila-Costa et al. 2004). En la ZMVM el consumo promedio diario de los combustibles
se estimd en 314 mil barriles equivalentes de gasolina; es decir 50 millones de litros
equivalentes por dia (SMA 2008).

En México, la Norma Oficial Mexicana sobre las especificaciones de los combustibles fésiles para
la proteccion ambiental (NORMA 2005), indica que deben conocerse los limites en la
concentracion de metales como vanadio, niquel, hierro y cromo; sin embargo, dichos valores
todavia no han sido determinados.

El vanadio estd ampliamente distribuido como contaminante ambiental (unido a las particulas
suspendidas) en forma de éxidos resultado de la quema de combustibles fésiles (Avila-Costa et
al. 2004), aunado a que muchos procesos metallrgicos generan polvos que contienen éxidos

de este metal (Dill et al. 2004).

2.1.1.1.1.4. Concentracién ambiental de vanadio en la ZMVM

Debido a las actividades antropogénicas, en afios recientes, los niveles de vanadio en el
ambiente se han incrementado (De la Torre et al. 1999). Aunque las concentraciones de este
metal en México no se monitorean, existen grupos de investigacidon que actualmente trabajan
para identificar los dafios a la salud que causa la exposicidn a vanadio. En 2002, con muestras
de necropsias pulmonares en las cuales se determinaron las concentraciones de varios metales
por medio de la absorcién atémica de masas, Fortoul y colaboradores (Fortoul et al. 2002)
reportaron el aumento significativo (del 20 % aproximadamente) en las concentraciones de
vanadio de los pulmones de ciudadanos que vivieron en la década de los 90’s comparados con
pobladores de la década de los 60’s.

Gutiérrez-Castillo y colaboradores (Gutiérrez-Castillo et al. 2006) mostraron la presencia de

vanadio, cadmio, cromo, cobre, fierro, zinc, manganeso y niquel en muestras de particulas



suspendidas recolectadas en cuatro estaciones de monitoreo (zonas centro, sureste, noreste y
noroeste) de la ZMVM.

Lo anterior significa, que por medios indirectos (como la determinacién de metales en el tejido
pulmonar) y directos (determinacién de la composicion quimica de las PS), se ha demostrado

de manera contundente el aumento de vanadio en la atmdsfera de esta ciudad.

2.1.1.1.1.5. Limites de exposicion

Instituciones internacionales como la Administracién para la Seguridad Ocupacional y la Salud
(OSHA 2011), el Instituto Nacional para la Seguridad y la Salud Ocupacional (NIOSH 2011) y la
Conferencia Americana de Higienistas Industriales Gubernamentales (OSHA 2011) han
determinado que el limite de exposicidon ocupacional a gases y polvos de vanadio es de 0.05
mg/m?>, por jornada de 8 horas.

Sin embargo, en México ningun metal es considerado por la legislacién como un contaminante
criterio. Los contaminantes criterio son aquellos cuyas emisiones estdn reguladas por la
Secretaria de Salud la cual emite Normas Oficiales Mexicanas de Salud Ambiental, en dénde se
determinan las concentraciones en el aire recomendables para la proteccidon de la salud
humana; en este pais no se considera importante o necesario implementar normas para evitar

el riesgo ala salud por metales, ni especialmente por vanadio.

2.1.1.1.1.6. Vias de exposicion

Via oral. Para la poblacién en general, los alimentos son la mayor fuente de exposicién a
vanadio (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002, Mukherjee et al. 2004). Entre los alimentos ricos
en vanadio se incluyen pimienta negra, hongos, perejil (Mukherjee et al. 2004) y espinacas
(Barceloux 1999). En general, los alimentos de origen marino contienen mayores cantidades de
vanadio comparados con los de origen terrestre (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002). Sin
embargo, la absorcidn de compuestos de vanadio por el tracto gastrointestinal es pobre
(Mukherijee et al. 2004), sélo se absorbe <1-2 % del metal que es ingerido (Barceloux 1999).

Via inhalada. El vanadio se absorbe y distribuye mejor en el organismo cuando se inhala (WHO
2001). Se considera que por esta via se absorbe hasta el 90 % de este metal (Léonard y Gerber
1994). La inhalacién es la ruta principal de entrada al cuerpo (Cooper 2007). El vanadio se
adsorbe a la superficie de la particula, especialmente a las PS <2.5 um, que son capaces de

entrar facilmente hasta los sacos alveolares de los pulmones. Una vez ahi, la mayor parte del



vanadio que es inhalado, es incorporado al torrente sanguineo del organismo, esto hace de la

via inhalada la mejor ruta de absorcidn.

2.1.1.1.1.7. Toxicocinética

Los estados biolégicamente relevantes del vanadio son vanadato V(V), el estado pentavalente
usualmente como oxianién (p.e. HVO,” o H,VO%), esta forma predomina en el espacio
extracelular; y el vanadilo V(IV), el estado tetravalente usualmente como oxicatién (p.e. VO**),
que es mas estable y que predomina en el espacio intracelular (Stern et al. 1993, SFC 2004).

El vanadio unido a las PS 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 2001).

En el plasma, el vanadio(V) es rapidamente reducido a vanadio(lV) generalmente por
antioxidantes del plasma y se transporta unido a proteinas (Evangelou 2002). Sin embargo,
ambos estados de oxidacidn existen en el plasma debido a que el vanadilo sufre una oxidacién
espontdnea a vanadato in vivo (Mukherjee et al. 2004).

El vanadilo es transportado principalmente por albimina y transferrina, el vanadato sdlo por
transferrina; de esta manera el vanadio es transportado a los érganos y tejidos (Mukherjee et
al. 2004, Gandara et al. 2005). Aproximadamente el 90% del vanadio en el plasma se encuentra
primordialmente como vanadilo unido a transferrina y albimina (Barceloux 1999).

Siguiendo el transporte en el plasma, la distribucién del vanadio en el organismo es répida (t1/2
1 hora), se acumula principalmente en hueso, rindn, higado y bazo; en pulmones y testiculo, en
menor grado (Evangelou 2002).

El vanadilo como catidn libre tiene habilidad limitada para atravesar las membranas celulares,
pero el vanadato (que usualmente predomina en el espacio extracelular, a pH neutro se
absorbe 5 veces mas que el vanadilo) (Mukherjee et al. 2004) entra a las células por medio de
canales idnicos inespecificos e intracelularmente es biorreducido a vanadilo (Barceloux 1999,
Mukherjee et al. 2004). Esta biorreduccién puede ser llevada a cabo por glutatién celular,
catecolaminas, cisteina, NADH, NADHP y L-acido ascdrbico (Rodriguez-Mercado et al. 2003);
subsecuentemente se une a proteinas (Evangelou 2002). Su reduccién es regulada por los
mecanismos redox de la célula que controlan el equilibrio de los estados de oxidacién del

vanadio (Evangelou 2002).
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Dentro de la célula, el vanadio se une a las fracciones citosdlicas y nucleares. Una pequefia
porcién (~1 %) se puede encontrar en forma libre (Evangelou 2002), ademas de pequefas
cantidades de vanadio presentes en la célula pueden permanecer unidas a las moléculas de
grasa y por lo tanto no estar disponibles para producir toxicidad inmediata (Mukherjee et al.
2004).

La eliminacién del vanadio del organismo es bifasica, con una fase répida (10-20 h) y otra fase
terminal larga (40-50 dias) (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002). El vanadio que no es
absorbido es excretado por via urinaria, que es la ruta de eliminacidn principal y sélo una

pequefa cantidad (<10%) es excretado en las heces (Barceloux 1999).

2.1.1.1.1.8. Toxicodinamica

El vanadio puede ser altamente téxico para los 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 sefalizacién y la sobrevivencia celular (SCF 2004). Este
elemento puede interferir con una gran bateria de sistemas enzimaticos que contienen
fosfatos como ATPasas, fosfatasas, cinasas (Zhong et al. 1994, Mukherjee et al. 2004),
ribonucleasas (Mukherjee et al. 2004), ADN-polimerasas, peroxidasas (Zhong et al. 1994), ATP
fosfohidrolasas, adenilato ciclasa, fosfatasa alcalina y proteinas propias de la sintesis de ADN
(Altamirano-Lozano et al. 1999). Por otro lado, la expresién de varios genes se ve afectada por
el vanadio, como el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a), interleucina-8 (IL-8), proteina
activadora 1 (AP-1), ras, c-raf, proteina activadora de genes mitégenos (MAPK), p53, factores
nucleares-kp (NF- kp) y otros mas (Mukherjee et al. 2004).

El vanadato estd ampliamente reconocido como un andlogo estructural y electrénico del
fosfato (VO,” y PO,%), porque presenta reacciones similares de protonacién (Morinville et al.
1998, Crans et al. 2004). Esta similitud quimica del vanadio al fosfato ayuda a explicar el efecto
de este metal sobre las reacciones de fosforilacidn en los sistemas bioldgicos (Fortoul et al.
2002).

El vanadio y sus compuestos, son capaces de interactuar con los sistemas bioldgicos e interferir

con la homeostasis del organismo, causando de esta manera, efectos adversos a la salud.
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2.1.1.1.1.9. Efectos en la salud

Los efectos téxicos del vanadio y sus compuestos estdn relacionados con el organismo
expuesto, la dosis, la ruta, la duracion de la exposicién y la naturaleza del compuesto. Los
Oxidos de vanadio pueden ser mas los mds tdxicos de las sales, aunado a que la toxicidad de los
compuestos de vanadio aumenta conforme a su valencia, siendo de esta manera, el estado
pentavalente el mas téxico (Evangelou 2002).

Entre los signos y sintomas que se presentan como consecuencia de la exposicién a vanadio
estan la irritaciéon de ojos y garganta, coloracién verde de la lengua, sabor metdlico en la boca,
tos, dificultad para respirar, bronquitis, epistaxis, disnea, eczema, conjuntivitis, dolor de
cabeza, boca seca, mareo, nerviosismo, insomnio y temblor; en tanto que los efectos sobre la
salud que se reportan son irritacién de mucosas (conjuntiva y respiratoria) y de la piel, asi como

dafo bronquial agudo y crénico (OSHA 2011).

2.1.1.1.1.10. Efectos genotoxicos

La Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer, enlista al pentdxido de vanadio como
“un posible carcinédgeno para humanos” dentro del grupo 2B (ATSDR 2012). Lo anterior se basé
en la evidencia de la generacién de cancer pulmonar en ratones que fue publicado por el
Programa Nacional de Toxicologia (NTP 2002). Sin embargo, la evidencia sobre la
carcinogenicidad del vanadio ha sido ampliamente cuestionada por Duffus (2007) y Starr et al.
(2012). La informacidn relacionada con el potencial carcinogénico y genotdxico del pentdxido
de vanadio es limitada y no concluyente (Rodriguez-Mercado et al. 2011; Boobis et al. 2009); ya
que pocos estudios se han realizado para evaluar la genotoxicidad del vanadio in vivo (lvancsits
et al. 2002). Por otro lado, la informacién actual sobre la genotoxicidad y la diferencia por sexo
es casi inexistente (Rojas-Lemus et al. 2014).

En la Tabla 1 se citan algunos de los trabajos realizados in vivo sobre la genotoxicidad del

vanadio y sus compuestos.
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Tabla 1. Algunos efectos genotdxicos in vivo del vanadio y sus compuestos.

Organismo/tejido Resultado Referencia
Ratén macho CD1 + Micronticleos Ciranni et al. 1995
Médula dsea + Aberraciones cromosdémicas estructurales

+ Hiperploidia
Ratén macho CD1 + Rompimientos de cadena sencilla de ADN Altamirano-Lozano et al.
Diferentes drganos 1999
Ratén macho CD1 + Rompimientos de cadena sencilla de ADN Altamirano- Lozano et al.
Testiculo 1996
Ratdn machoy hembra CD1  + Micronucleos Rojas-Lemus et al. 2014
Sangre Periférica + Rompimientos de cadena sencilla de ADN

+ Efectos positivos

2.2. Mecanismo de accién comun a los metales: estrés oxidante

El estrés oxidante es consecuencia de un desequilibrio entre la produccién de radicales libres y
la capacidad antioxidante de un organismo (Chihuailaf et al. 2002). Puede resultar del
incremento en la exposicion a oxidantes, por el decremento en la proteccién contra los
oxidantes, o bien porque ambos eventos ocurran simultdneamente (Davies 2000).

En sentido estricto, un radical libre (RL), representa cualquier especie quimica de existencia
independiente que posee uno o mas electrones desapareados girando en sus orbitales
atémicos externos. Esta configuracién, electroquimica es inestable, le confiere la propiedad de
ser una especie quimica altamente reactiva y de corta vida (Valko et al. 2006). La mayoria de los
radicales libres de interés bioldgico suelen ser extremadamente reactivos y tienen un periodo
de vida muy corto (fracciones de microsegundo). Cuando un radical reacciona con un
compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, generandose asi reacciones en
cadena que provocan efectos bioldgicos alejados del lugar que origind el primer radical
(Martinez-Cayuela 1998), aunado a que cuando colisionan con una biomolécula y le sustraen un
electrén (oxidandola), ésta pierde su funcién especifica dentro de la célula. Los radicales
derivados del oxigeno representan la clase mas importante de radicales generados en los
sistemas bioldégicos (Valko et al. 2006).

Un amplio rango de xenobidticos puede generar estrés oxidante (Martinez-Cayuela 1998).
Independientemente del origen, los radicales libres pueden interactuar con las biomoléculas
que se encuentran en la célula como es el caso de los 4cidos nucleicos (Cooke et al. 2003), las
proteinas, los lipidos insaturados y los carbohidratos (Martinez-Cayuela 1998), provocando con
ello modificaciones y consecuencias potencialmente serias para el equilibrio celular (Cooke et

al. 2003).
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Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN), juegan un papel dual en la
bioquimica de los organismos: pueden ser perjudiciales o benéficas. Los efectos de las ERO
involucran respuesta celular a la noxia, defensa contra agentes infecciosos, sefializacién celular,
y en bajas concentraciones, inducen la respuesta mitogénica. En contraste, altas
concentraciones de EROS pueden ser mediadores importantes de dafo a las estructuras

celulares y a las biomoléculas (Valko et al. 2006).

2.3. El sistema de defensa celular

Las células no estdn indefensas contra los radicales libres a los que continuamente estan
expuestas. Todos los organismos aerdbicos, utilizan una serie de mecanismos en el intento de
protegerse contra el dafo oxidante, entre ellos estdn las moléculas antioxidantes, que
representan a la primera linea de defensa. Si la accién de las moléculas antioxidantes falla o es
rebasada, entonces puede emplear otros como el arresto celular transitorio, sistemas de

reparacién de biomoléculas o desencadenar procesos de muerte por apoptosis (Davies 2000).

2.3.1. Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando estad presente en bajas concentraciones
comparadas con el sustrato oxidable, disminuye o previene la oxidacién de ese sustrato. Los
sustratos oxidables comprenden todo (excepto H202) lo que se encuentra en los tejidos
vivientes e incluyen proteinas, lipidos, carbohidratos y acidos nucleicos (Halliwell 2002).

Las células utilizan una serie de compuestos antioxidantes que reaccionan directamente con
los agentes oxidantes, funcionando como “barredores” o escudos quimicos (Davies 2000);
estds moléculas pueden tener accidn enzimdtica o no enzimatica. Los antioxidantes no
enzimaticos llevan a cabo la reducciéon de radicales libres por medio de la donacién de
electrones, evitando asi las reacciones de oxidacién. El glutatién (GSH), el alfa-tocoferol
(vitamina E), el dcido ascérbico (vitamina C), la bilirrubina y el dcido urico, son las moléculas

principales que llevan a cabo esta funcidn.

2.3.1.1. Acido ascérbico
Esta lactona de 6-carbonos, es un micronutriente esencial requerido para el funcionamiento
metabdlico normal del cuerpo; pero los humanos y otros primates han perdido su habilidad

para sintetizarla, y por ende, deben obtenerla de la dieta. En mamiferos, el acido ascdérbico es
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co-factor de 8 diferentes enzimas como las hidroxilasas y las oxigenasas involucradas en la
sintesis de colagena, carnitina, catecolaminas y hormonas peptidicas; la accién del acido
ascdrbico en estas enzimas es mantener al idn metalico en su estado reducido. Se considera,
que el potencial redox del acido ascdrbico esta directamente relacionado con su capacidad de
reducir a los metales (Padayatty et al. 2002).

Entre sus funciones no enzimaticas, el acido ascérbico es un eficaz donador de electrones en el
medio intra y extracelular; es una molécula antioxidante o un agente reductor capaz de donar 2
electrones de manera secuencial sin formar metabolitos peligrosos. Ademds puede ser
reducido a su forma inicial, por lo tanto una sola molécula de acido ascdrbico, puede funcionar
varias veces. Dentro de la célula, actiia como un antioxidante que regula la expresién génica, la
traduccién del mRNA y evita el dafio por oxidacidn en las proteinas; mientras que fuera de ella,
actda contra el dafo oxidante (Padayatty et al. 2002).

El 4cido ascdrbico es un importante antioxidante hidrosoluble en los fluidos bioldgicos, porque
puede eliminar especies reactivas de oxigeno y radicales como radicales alcoxilo (RO,
hidroxilo (OH), peroxilo (RO,) e hidroperoxilo (HO,), singulete de oxigeno ('0,), anién
superéxido (O,) y ozono (O;). También elimina especies reactivas y radicales derivados de
nitrégeno y de cloro, e incluso radicales que proceden de otros antioxidantes (Carr y Frei 2002).
En general, gran cantidad de estudios se han llevado a cabo para mostrar los efectos benéficos
del acido ascérbico. La evidencia indica que la suplementacidn con este compuesto protege
contra la oxidacién de los lipidos in vivo, particularmente en individuos expuestos a condiciones
exacerbadas de estrés oxidante, como los fumadores (Enstrom 2002).

Los estudios epidemioldgicos han mostrado efectos favorables consistentes del tratamiento
con este antioxidante de pacientes con enfermedades cardiovascurales o con riesgo coronario.
Ademas, se ha sugerido que el incremento en el consumo de acido ascérbico disminuye
significativamente la incidencia y mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Incluso, en
patologias relacionadas con los radicales libres y con la incapacidad del organismo para
defenderse de ellos, como es el caso del cdncer, los estudios epidemioldgicos demuestran que
a mayor consumo de 4cido ascdrbico disminuye la incidencia y la mortalidad por cancer
(Enstrom 2002).

Lo anterior, hace del acido ascdrbico un antioxidante muy importante que puede reaccionar

con una amplia gama de radicales, su consumo y presencia esta relacionada con un mejor
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prondstico en varias patologias y sobre todo, estd considerado como la primer linea de defensa

antioxidante en los sistemas bioldgicos (Carr y Frei 2002).

Muchos contaminantes ambientales ocupan las vias de sefalizacién que son activadas en

respuesta al estrés oxidante. La misma secuencia de eventos que son asociados con la etiologia

y temprana patologia de muchas enfermedades crénicas. Por lo tanto, entender las vias que

permiten la induccidn de respuestas antioxidantes permitirda desarrollar estrategias de

proteccién contra el dafio oxidante.

2.3.2. Acido ascérbico y metales

La evidencia experimental sefiala que la toxicidad de los metales puede disminuir si se

administran agentes con actividad antioxidante, como es el caso del acido ascérbico, lo cual se

resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto in vivo del acido ascdrbico sobre la toxicidad de los metales.

y la apoptosis en células testiculares

Metal Especie animal Efecto del acido ascdrbico Referencia
Cobre Cerdo Reduce la deficiencia de fierro inducida por el cobre. Elmore 2005
Rubidio Rata Proporciona proteccién contra las alteraciones de ciertas = Elmore 2005

enzimas hepdticas y en los cambios histoldgicos.

Plomo Humano Disminuye la toxicidad Elmore 2005

Plomo Humano No se observd efecto Elmore 2005

Plomo Conejillo de Indias Toxicidad variable Elmore 2005

Plomo Rata Previene la anemia y decrementa la acumulacién de plomo en = Elmore 2005
los tejidos a largo plazo.

Plomo Rata Inhibe la generacidén de ERO, protege a los espermatozoides de = Hsuetal. 1998
la pérdida de motilidad y la capacidad de penetrar al oocito.

Plomo Ratén En el testiculo: reduce la lipoperoxidacién, incrementa el conteo = Acharya et al. 2003
espermadtico, disminuye la presencia de células aberrantes y
anormales.

Plomo Ratdn Minimiza significativamente el malondialdehido testicular, = Mishra y Acharya
aumenta el conteo espermdtico y reduce el nimero de 2004
espesmatozoides anormales. La vitamina C es mds eficaz que la
E en las mismas condiciones experimentales.

Plomo Ratén En conjunto con la tiamina se observé reversion de los efectos = Wang et al. 2007
adversos (disminucién de: hemoglobina, glutation peroxidasa,
superdxido dismutasa y glutatién).

Plomo Ratén En las células testiculares, reduce la apoptosis y el dafio al ADN. = Zang et al. 2006
Disminuye el dafio tisular del testiculo. Sin embargo, las dosis
altas de ascorbato, promueven la apoptosis.

Plomo Raton En conjunto con la tiamina, reduce la incidencia de dafio al ADN, = Wang et al. 2006
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Plomo Ratén En conjunto con la tiamina, disminuye la apoptosis de las células = Shan et al. 2009
testiculares 'y restaura la motilidad y el conteo de

espermatozoides.

Selenio Rata Beneficios marginales a la toxicidad Elmore 2005
Vanadio Pollo Disminuye la toxicidad Elmore 2005
Cromo Rata Previene la proteinuria porque favorece la reducciéon @ Elmore 2005

extracelular del cromo IV a cromo Ill

Cromo Ratdn El metal suprime la actividad de las enzimas antioxidantes y del = Acharya et al. 2006
4cido ascdrbico.

Cromo Ratdn Previene parcialmente la incidencia de espermatozoides Acharya etal. 2004
anormales e incrementa el conteo espermatico. Comparada con
la vitamina E, la vitamina C es mds eficaz para la disminucién de
los efectos adversos.

Cadmio Rata En células testiculares: previene la apoptosis y la necrosis; = Gupta etal. 2004
reduce los niveles de peroxidacién lipidica y restaura la
concentracién sérica normal de testosterona.

Cadmio Ratén Disminuye la peroxidacién lipidica, incrementa el conteo = Acharyaetal. 2008
espermatico, evita la formacién de espermatozoides anormales,
eleva la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, Cat y

peroxidasa).

2.3.3. Acido ascérbico y vanadio

La evidencia experimental indica que el acido ascdrbico funciona como antidoto en contra de la
intoxicaciéon aguda de vanadio. En ratones, Jones y Basinger (1983) examinaron varios
compuestos y concluyeron que el dcido ascdrbico era el mas prometedor para el uso humano.
Domingo y colaboradores (1985) administraron metavanadato de sodio por via intraperitoneal
a ratones y observaron, al igual que Jones y Basinger que el dcido ascdrbico mostré ser el
antidoto mas efectivo contra la intoxicacion por vanadio.

En otro estudio, Domingo y colaboradores (1990) evidenciaron que el dcido ascdrbico estimula
la excrecidn por via urinaria del vanadio cuando los ratones son inyectados via intramuscular
con sulfato de vanadilo.

Sin embargo, a pesar de todas las bondades que tiene ese antioxidante y de su probada eficacia
durante la intoxicacién aguda, no se ha utilizado para evaluar los efectos celulares de la

administracion de acido ascdrbico en intoxicacidn a largo plazo.
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2.4. El sexo y la madurez sexual: implicaciones en la respuesta a xenobioéticos

Se ha reportado que existen diferencias por género en la respuesta posterior a la exposicion a
metales. Actualmente, existe un cuerpo creciente de evidencias sobre los efectos en la salud
que ciertos metales tdxicos ejercen y que sus consecuencias se manifiestan de manera
diferente en hombres y mujeres (hembras y machos en modelos experimentales). Estas
respuestas distintas son debidas a las diferencias en la cinética, en el mecanismo de accién o la
susceptibilidad. Sin embargo, los datos sobre este tdpico, son alin escasos y, con pocas
excepciones, las diferencias y las susceptibilidades por género debidas a la exposicién de
xenobidticos, no han sido consideradas en el riesgo a la salud que representan los
contaminantes ambientales (Vahter et al. 2007).

Para muchos agentes (quimicos o contaminantes ambientales), la investigacion sobre el riesgo
a la salud ha sido mayoritariamente basada en personal ocupacionalmente expuesto (con la
excepcién de aquellos estudios sobre los efectos reproductores), y los resultados han sido
utilizados como si fueran representativos de la poblacién general, incluidas mujeres, nifios y
ancianos (Vahter et al. 2007). Aunado a esto, los estudios toxicoldgicos son casi exclusivamente
llevados a cabo en modelos experimentales que sélo incluyen animales machos (Vahter et
al.2002, Vahter et al. 2007). Por esta razén, no son detectados los posibles mecanismos
diferenciales o las interacciones con las hormonas sexuales (Vahter et al. 2007).

Hoy dia, es necesario prestar mucha atencién a la investigacién de interacciones potenciales
entre el género y la exposicion ambiental, para prevenir los posibles efectos sobre la salud y el
entendimiento de los mecanismos de accién para identificar a los grupos susceptibles y

determinar las medidas mas efectivas para mitigar los efectos (Vahter et al. 2007).

2.4.1. Estudios experimentales sobre las diferencias por sexo

Scheirs y colaboradores (2006) reportaron que en ratones silvestres residentes de lugares
altamente contaminados, el dafo genético (rompimientos de cadena sencilla de ADN) fue
mayor en los ratones machos que en las hembras. Se encontré que el metal mas abundante en
esas zonas era el cadmio, por lo tanto los autores atribuyen los efectos observados a la
presencia de ese metal.

En humanos, Fortoul y colaboradores (2004) describieron el dafio genotdxico e histolégico de
células del epitelio nasal encontrado en una poblacién de estudiantes de medicina (hombres y

mujeres) expuestos a una atmdsfera altamente oxidante. En este estudio, se reporta que el
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dano al ADN fue mayor en los hombres que en las mujeres (tanto en los expuestos como en los
testigos). Asimismo, los porcentajes de metaplasia escamosa fueron mayores en los hombres.
Los autores indican que los hombres, comparados con las mujeres, presentan mayor
susceptibilidad de desarrollar dafio al material genético.

En 2005, el grupo de Fortoul y colaboradores identificd la diferencia en la concentracién de
plomo en pulmones y en la respuesta bronquiolar de ratones expuestos a este metal por via
inhalada. En este estudio, las hembras tuvieron mayores concentraciones de plomo en los
pulmones. Sin embargo, los machos mostraron un dafio celular mayor, en ellos se encontrd
mayor proporcion de pérdida de células bronquiolares no ciliadas, descamacién y necrosis. En
ambos trabajos, los autores explican que pueden existir diferencias en: la eliminaciéon de
particulas, respuesta al estrés oxidante, actividad de enzimas importantes en la desintoxicacion
(p-e. citocromo P450) y que todo lo anterior, podria estar influenciado por las hormonas
sexuales. Las hormonas sexuales, estrogenos y testosterona, se ha sugerido que juegan un
papel esencial en estas respuestas diferenciales.

Morgan y El-Tawil (2003) expusieron ratas hembras y machos sexualmente maduros a
metavanadato de amonio en agua de bebida, en ambos casos, la fertilidad se redujo
significativamente, pero en los machos este efecto fue mas pronunciado.

La ingestion crénica de cloruro de manganeso produce, segin el reporte de Elbetieha y
colaboradores (2001), disminucidn significativa de la fertilidad en los ratones hembras y machos
que ingirieron la dosis mas alta (8000 mg/L), por lo que los autores concluyen que en los
ratones la ingestion crénica de manganeso causa algunos efectos adversos sobre la fertilidad y
la reproduccién.

En pacientes hombres y mujeres, con carcinoma gastrico, Ono y colaboradores (2005) midieron
TNF-alfa (factor de necrosis tumoral-alfa), interleucina 10 (IL-10) e INF-gamma (interferon-
gamma), en el dia previo a la cirugia, y en los dias 1y 3 post-cirugia. Ellos reportan que las
mujeres presentaron niveles mayores de TNF-alfa e IL-10, y después de la cirugia los hombres
mostraron mayores niveles de TNF-alfa y menores niveles de INF-gamma, sugiriendo que esos
son factores que contribuyen al incremento de susceptibilidad de los hombres a desarrollar
respuesta inflamatoria sistémica y complicaciones post-operatorias.

Al respecto, los estudios que se han llevado a cabo utilizando diferentes modelos animales, han
mostrado que en roedores hembras se observa una mejor respuesta inmunoldgica que los

machos, lo que resulta en una mayor tasa de sobrevivencia después de sufrir algun dafio. Por
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otro lado, al comparar machos contra hembras ovariectomizadas, la administracidon de 17-beta-
estradiol después de un trauma hemorragico, se ha notado que se restablece la funcién
cardiaca, hepatica e inmune (Ono et al. 2005).

Todos los anteriores son ejemplos que muestran la necesidad de llevar a cabo investigacion
para identificar las diferencias por género en exposicién, cinética y toxicidad de los
contaminantes (Vahter et al. 2007).

Es de interés mencionar, que la edad de los organismos (lo cual indica la madurez sexual), es un
factor importante en la respuesta diferencial ante la exposicién que pueden presentar. Sin
embargo, los estudios relativos a este punto, son escasos. Al respecto, lo que se evaliia con
mayor frecuencia, es la disimilitud que existe entre animales que son considerados adultos
jovenes y animales ancianos, pero no hay reportes en la literatura que indiquen las posibles
diferencias que presenten animales sexualmente inmaduros (prepuberes), puesto que el
estado hormonal del organismo puede ser un factor de suma importancia en los efectos que
ejercen los xenobidticos y por lo tanto, en la respuesta de los individuos.

Al respecto, LOpez-Diazguerrero y colaboradores (2005) evaluaron la severidad del dafo
genotdxico, tanto in vivo como in vitro, causado por tetracloruro de carbono (CCl,) y por
perdxido de hidrégeno (H,0,) sobre ratones jévenes (60 dias de edad) y ratones ancianos (420
dias de edad). Sus resultados indican que los niveles de 8-oxoG fueron significativamente mas
altos en los ratones ancianos que en los jévenes cuando fueron expuestos simultdaneamente a
ambos compuestos. Sin embargo, el dafio inicial de ambas edades, fueron similares. Los
autores sugieren que el dafio al ADN observado en los animales ancianos, es probablemente el
resultado de la acumulacién del dafio enddgeno relativo a la edad, como lo es la reparacion
insuficiente, lo cual genera que aumente el efecto causado por la exposicién a agentes tdxicos.
Dorman y colaboradores (2004) reportan la influencia del género y la edad de ratas adultas y
ancianas sobre la farmacocinética del sulfato y fosfato de manganeso. Los autores indican que
el género y la edad no afectan la distribucién del manganeso en algunas zonas del sistema
nervioso central (estriado), pero si influyen en las concentraciones de manganeso en otros
tejidos. Ellos encontraron que al final del periodo de exposicidn, estructuras tales como el
bulbo olfatorio, los pulmones y tejidos como la sangre, presentaron mayores concentraciones
de manganeso, particularmente en los machos jévenes que las hembras de la misma edad y
que en los machos ancianos. Lo anterior, indica que existen diferencias sustanciales entre

organismos de la misma especie, mismo género pero con distinto estado hormonal.
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En farmacologia clinica, los cambios relacionados con la edad han sido revisados
exhaustivamente y aunque estd bien establecido el manejo diferente de los xenobioticos en
términos fisiolégicos y toxicolégicos por los animales mas jévenes con respecto a los adultos,
pocos esfuerzos se han hecho en investigar las alteraciones relacionadas con la edad y
especificamente en las relacionadas con el estado hormonal y la toxicidad de xenobidticos (De

la Torre et al. 1999).

2.4.2 Terapia antiestrogénica: anastrozol

La terapia anti-estrogénica se ha desarrollado especialmente como una estrategia terapéutica
para combatir el cdncer de mama dependiente de hormonas (Lonning y Geisler 2010). La
formacion de estrégenos (estradiol y estrona) estad catalizada por la enzima aromatasa y se
lleva a cabo principalmente en los ovarios (Brodie 2002), aunque no es el Unico tejido en el
organismo capaz de sintetizarlos.

Dentro de los farmacos empleados para inhibir la actividad de la aromatasa y por ende, la
formacién de estrégenos, se encuentran los de tipo no esteroideos, entre ellos el triazol y sus
compuestos: el letrozol y el anastrozol (Brodie 2002).

La aromatasa es un blanco excelente para inhibir la formacién de estrégenos, porque es la
catalizadora del ultimo paso en la serie de reacciones que se llevan a cabo durante la biosintesis
de esteroides, asi que su inhibicién no interfiere con la sintesis de otras hormonas (Brodie
2002). El anastrozol evita selectivamente la conversién de andrégenos a estrégenos, porque
suprime la actividad del complejo enzimatico a través de la unién competitiva al grupo hemo de
la unidad citocromo p450 (CYPP450) de la aromatasa.

En humano, el anastrozol abatié la aromatizacién total en el organismo (no sélo la que se lleva
a cabo en el ovario), en un 96% (Brodie 2002). Sin embargo, la eficacia de este farmaco, ha sido

demostrada sélo en humanos, ratas y cerdos, pero no en ratén.

2.5. Técnicas para la deteccién de genotoxicidad

La generacidon de dafio al ADN es considerado como un evento inicial importante en Ia
carcinogénesis (Moller 2005); es mds probable que las células con ADN dafiado desarrollen
mutaciones después de la exposicidn a agentes genotdxicos (Olive et al. 2001).

Hoy dia, se utilizan diferentes pruebas, con un alto grado de sensibilidad para evaluar diversos

tipos de dafno al ADN (Fatima et al. 2001). Existe una considerable bateria de técnicas para la
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deteccion de efectos genotdxicos (Moller 2005) tanto in vitro como in vivo en sistemas
celulares procaridticos y eucaridticos (Sorsa et al. 1988, Fatima et al. 2001) que son utilizadas
para evaluar diferentes agentes ya sea en condiciones experimentales, ambientales u
ocupacionales (Moller 2005). Entre ellas estdn la prueba de Ames, micronticleos, aberraciones
cromosoémicas (Sorsa et al. 1988, Fatima et al. 2001), aductos por cromatografia liquida de alta
presién (HPLC), intercambio de cromatidas hermanas (Herrera et al. 1999, Shahan et al. 2001) y

la electroforesis unicelular o ensayo cometa (Rojas et al. 2000, Vrhovac y Zeljezic 2000).

2.5.1. Ensayo Cometa

Durante la dltima década, el ensayo cometa ha sido uno de los métodos estandar para evaluar
dafio al ADN que ha encontrado aplicaciones en pruebas de genotoxicidad, biomonitoreo,
epidemiologia molecular, ecogenotoxicologia, y fundamentalmente en la investigacion sobre
dafo y reparacién del ADN (Tice et al. 2000, Collins 2004). Este ensayo se ha establecido como
una prueba especifica y sensible para evaluar genotoxicidad tanto in vitro como in vivo
(Rodriguez-Mercado et al. 2003).

Comparado con otras pruebas para evaluar genotoxicidad, las ventajas del ensayo cometa
incluyen una demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio al ADN, el
requerimento de un reducido nimero de células por muestra, flexibilidad, relativamente bajo
costo, sencilla aplicacién y se requiere corto tiempo para realizarla (Tice et al. 2000) aunado a
que puede ser aplicado en cualquier tipo de célula eucarionte sin requerir cultivo celular (Moller
2005).

En esta técnica, las células son embebidas en agarosa y sometidas a lisis, esto genera en el gel
estructuras parecidas a nucleos (referidas como nucleoides). Durante la electroforesis
horizontal en condiciones alcalinas, las cadenas de ADN disociadas migran hacia el dnodo, y la
extensién de la migracion (“cola” del cometa) depende del nimero de rompimientos en las
cadenas del nucleoide. La migracién es visualizada y cuantificada por medio de fluorocromos
(Moller 2005). Es de especial interés el efecto adverso potencial de la degradacién del ADN
asociado con la citotoxicidad en la interpretacidn de resultados del ensayo cometa, por lo tanto
es necesario aplicar una prueba de viabilidad celular simultaneamente con el ensayo (Tice et al.
2000).

La version alcalina (pH >13) es capaz de detectar rompimientos de cadena sencilla (RCS), sitios

alcali 1abiles (SAL), entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteina y rompimientos de cadena
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sencilla asociados con sitios de reparacién por escisiéon incompleta (Tice et al. 2000). La versién
semi-alcalina (pH12.3) se emplea para evaluar, de manera indirecta, el dafio por estrés oxidante
producido por la remocién de bases oxidadas (sitios alcali-ldbiles), dado que a ese grado de

alcalinidad, los sitios AP no se desestabilizan y por ende no se causan rompimientos.

2.5.2. Ensayo de micronticleos

En décadas recientes, el ensayo de micronutcleos (MN) en roedores, ha sido ampliamente
utilizado. La evaluacién de la frecuencia de MN es, in vivo, una de las principales pruebas para
detectar actividad genotdxica y estd recomendada por las agencias reguladoras en el mundo
para ser llevado a cabo como parte de la evaluacién de bioseguridad (Krishna y Hayashi 2000).
Los trabajos sobre los mecanismos por los cuales los agentes median los efectos genéticos
adversos y los estudios epidemioldgicos de la frecuencia de los efectos genéticos relativos a la
exposicion a xenobidticos, son de gran importancia para dilucidar mayor informacién sobre los
tres niveles de mutacién: a) genes, b) cromosomas y c) aparato celular necesario para la
segregacion cromosdémica. Esta informacion es necesaria para proveer una amplia cobertura de
la mutagenicidad y del potencial carcinogénico del xenobidtico probado. En este sentido, el
ensayo de MN ha sido ampliamente validado para evaluar genotoxicidad tanto in vitro como in
vivo (Krishna y Hayashi 2000).

Un MN es un cuerpo citoplasmico de naturaleza nuclear que corresponde a material genético
no incorporado correctamente a las células hijas durante la division celular (Zalacain et al.
2005), por tanto, es un pequefio ntcleo, separado del nucleo principal de la célula, que se
produce durante la mitosis (en telofase) (EPA 1998). Los MN (conocidos también como cuerpos
de Howell-Jolly), son de forma redonda y de contorno liso (Krishna y Hayashi 2000). Reflejan
aberraciones cromosémicas que pueden ser debidas a errores durante la replicacion del
material genético y/o por la exposicidn a agentes genotdxicos (Zalacain et al. 2005). Los MN
contienen material genético que puede provenir de fragmentos cromosémicos o cromosomas
completos (EPA 1998). El propdsito de este ensayo, es identificar xenobidticos que inducen
formacion de MN, los cuales son resultado de rompimientos cromosémicos (clastogenicidad) o
de cromosomas completos (aneugenicidad) (Krishna y Hayashi 2000).

El ensayo de MN con laminillas cubiertas con naranja de acridina (NA), aprovecha el proceso de
eritropoyesis (produccién de eritrocitos). En el ratén adulto, el bazo y la médula ésea son

oérganos hematopoyéticos, en los cuales las células troncales forman la base de Ia
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eritropoyesis; estas células deben pasar por diversos estadios de proliferacién y maduracion.
Durante la division celular el xenobidtico puede actuar y causar dafios, tales como
rompimientos e intercambios cromosémicos o inhibicidn de las biomoléculas relacionadas con
la disyuncién de las cromédtidas hermanas (p.e. tubulina), y de esta manera causar que el
aparato mitdtico no funcione adecuadamente. Estos efectos, dependerdn del mecanismo de
accion del agente evaluado (Krishna y Hayashi 2000).

Durante la diferenciacién del linaje eritroide, cuando un eritroblasto se desarrolla en un
eritrocito policromatico o reticulocito (eritrocito joven que aun contiene ARN), el caracter que
define esta etapa es la expulsién del nticleo principal, por tanto, cualquier micronucleo que se
haya formado permanece en el citoplasma de la célula, que ahora es una célula anucleada, lo
cual facilita la visualizacién de los micronticleos (Krishna y Hayashi 2000).

El incremento en la frecuencia reticulocitos micronucleados (R-MN) en los animales tratados
con el agente, es una indicacion de dafio genético (Krishna y Hayashi 2000).

Los reticulocitos, con el tiempo, degradan el ARN y contienen primordialmente hemoglobina,
entonces se conocen como eritrocitos normocrémicos (ENC) o eritrocitos maduros. Los
reticulocitos y los ENC se tifien de manera diferencial cuando se fluorocromizan con NA
(Krishna y Hayashi 2000). Los reticulocitos son células que tienen menos de 24 h de haber sido
liberadas a la circulacién, por lo tanto, el fluorocromo al interaccionar con el ARN de los
ribosomas, emite fluorescencia rojo-naranja, por tanto, pueden ser distinguidos facilmente de
los maduros que no emiten fluorescencia, debido a que éstos no presentan ningun tipo de
acido nucléico en su citoplasma (EPA 1998). Los resultados positivos indican que el xenobidtico
induce la formacién de MN, los cuales son resultado de dafio cromosémico y/o dafio en el
aparato mitdtico de los eritroblastos (EPA 1998). Si se obtienen resultados positivos en la
prueba de rutina, pueden emplearse posteriormente anticuerpos centroméricos o pruebas de

ADN para determinar la etiologia de los MN (Krishna y Hayashi 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de generacién de microntcleos durante la eritropoyesis (Modificado de Krishna y

Hayashi 2000).
Actualmente, el ensayo de microntcleos estd considerado como una prueba practica,

universalmente validada y accesible tecnolégicamente, util para evaluar la inestabilidad

genética inducida por agentes con actividad genotdxica (Zalacain et al. 2005).
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3. Antecedentes directos

La inhalacién es la via por la cual los organismos estamos principalmente expuestos a los
contaminantes atmosféricos y por la que mejor se absorbe el vanadio. Por lo que el grupo de
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 respiramos
cotidianamente (0.5-5 pm). Con este esquema de inhalacion se han obtenido una serie de
resultados que son importantes para el presente trabajo.

Concerniente a la genotoxicidad del vanadio Fortoul y colaboradores (2011) han descrito que la
inhalacién de pentdxido de vanadio causa dafio primario al ADN de leucocitos de sangre
periférica de ratones macho; mismo efecto que se observé en células de médula dsea 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.

Ambos trabajos indicaron que el vanadio es un elemento con actividad genotdxica, sin producir
citotoxicidad y que los son mads susceptibles, lo que pone de manifiesto la posible implicacién
de los estrégenos y las diferencias intrinsecas al sexo.

Por otro lado, Mussali y colaboradores (2005), describieron que el pentéxido de vanadio causa
decremento significativo en la gamma-tubulina, proteina importante para la formacién de los
microtlbulos, por lo que el vanadio podria tener efectos adversos sobre la formacién del
aparato mitdtico durante la divisidn celular.

Uno de los mecanismos de accidn principales de los metales, es la generacion de estrés
oxidante en los tejidos; esto también se ha demostrado con el modelo de inhalacién debido a
que se observé el aumento de 4-hidroxinonenal y de T-Bars (Fortoul et al. 2011), por ello, se
considera que la intervencidn con un potente antioxidante podria mitigar los dafios que causa
en los organismos.

Todos los experimentos, han sido llevados a cabo en animales adultos, sexualmente maduros,
sin embargo, para el humano una de las subpoblaciones mas susceptibles a los efectos de la
contaminacién ambiental, son los nifos. Es por ello que se deben llevar obtener mas datos
utilizando modelos experimentales con animales que todavia no alcancen la madurez sexual, es
decir en pre-puberes.

Por todos los efectos reportados que causa la inhalacién de vanadio, es importante identificar
los efectos sobre el material genético, comprender los mecanismos de accidn y establecer el

riesgo potencial que representa sobre la salud, asi como proponer estrategias para
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contrarrestar los efectos. Evaluar la respuesta de los organismos en etapas previas a la
madurez sexual, complementadas por terapias anti-estrogénicas, permitiria establecer las
diferencias inherentes al sexo. Por otro lado, la intervencidn con antioxidantes, podria indicar la

participacién del estrés oxidante en los efectos adversos que causa el vanadio.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general
En ratones pre-puberes CD-1, hembras y machos, evaluar y comparar los efectos genotdxicos
de la inhalacién de vanadio, administracién de anastrozol e ingesta de ascorbato durante un

tiempo experimental de 4 semanas.

4.2. Objetivos especificos
e Fase1
En machos (30 g; 60 d):

e Determinar la concentracién de acido ascérbico (o, 50, 100, 150 y 225 mg/kg/dia)
que se les administrard a los ratones por via oral, mediante una curva dosis-
respuesta.

En hembras (30 g; 60 d):

e Evaluar la eficacia del anastrozol (20 pg/kg/dia) como anti-estrogénico en ratones

hembra empleando la citologia exfoliativa vaginal.
e Fase2
En 12 diferentes grupos experimentales* de ratones CD-1 pre-puberes (21-23 dias; 10+1g; Q y ),
durante 4 semanas:

o Ensangre periférica:

e Evaluar la citotoxicidad empleando la técnica de viabilidad celular por
fluorocromos.

* Identificar la presencia de rompimientos de cadena sencilla del ADN mediante el
ensayo cometa (pH213) y comparar estos valores con los obtenidos por sitios
alcali-labiles (ensayo cometa pH 12.3).

e Cuantificar los micronucleos en reticulocitos circulantes, mediante la tincidn
supravital con naranja de acridina (ensayo de microntcleos).

* Comparar por sexo y por grupo experimental los efectos sobre los parametros
evaluados.

*Grupos experimentales:
* Machos: 1-testigo; 2-vanadio (0.02 M/1h/2vps/4s); 3- vanadio+dacido

ascorbico (50 mg/kg/dia/v.0.); 4-acido ascdrbico.
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* Hembras: 1-testigo; 2-vanadio (0.02 M/1th/2vps/4s); 3- vanadio+dacido
ascérbico (50 mg/kg/dia/v.0.); 4- vanadio+acido ascérbico+ anastrozol
(20 pg/kg/dia/v.o.); 5- vanadio+anastrozol; 6- acido

ascorbico+anastrozol; 7-acido ascérbico; 8- anastrozol.

e Fase3
En machos (30 g; 60 d)
e Identificar la presencia de centrémero en los micronucleos causados por la
inhalaciéon de vanadio en eritrocitos circulantes, mediante hibridacién fluorescente

in situ con sonda pancentromérica.
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5. Método

5.1. Seleccion de grupos experimentales

Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD-1. La seleccién de edades se considerd
con respecto a las etapas de vida del ratén y de acuerdo a Saiz y colaboradores (1983).

Los ratones pre-puberes tenian 21-23 dias y los adultos 60 dias, que es la edad de la primera
cubricién; con esta diferencia, se asegura que los ratones prepuberes no presenten los cambios
hormonales propios de la madurez sexual, y de este modo, tratar de omitir los efectos de las
hormonas (testosterona y estrégenos). Los ratones de 60 dias, son considerados como
animales sexualmente maduros que son aptos para la reproduccidn, lo cual indica que se
encuentran en un momento en el que sus hormonas sexuales estan en niveles dptimos.

En todos los casos, los animales experimentales se mantuvieron en condiciones de luz-
oscuridad (12:12 h) con agua y alimentacién (Purina Rodent Chow, México) ad libitum. Los
animales fueron manejados de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999)

para la produccidn, cuidado y uso de animales de laboratorio.

5.2. Esquema de inhalacién

Inhalacién: los animales se colocaron en una caja de acrilico transparente (45 x 21 x 35 cm)
conectada a un ultranebulizador UltraNeb®99 con flujo de 10 L/min que contenia la solucién de
V (0.02M). Los animales se sometieron a este procedimiento durante 1 hora dos veces a la

semana, hasta completar 4 semanas de exposicion.

5.3. Estrategias experimentales
5.3.1. Administracion oral de acido ascérbico
Se les administrd por via oral la solucién de acido ascérbico (Redoxdn® Bayer, México) durante

4 semanas. La dosis utilizada (calculada por la curva dosis respuesta) fue de 50 mg/kg/dia.

5.3.2. Administracién oral de anastrozol
1mg de anastrozol (Arimidex® AstraZeneca, México) se disolvié en 30 ml de amortiguador de
fosfatos (PBS, pH 7.4). Se separd en alicuotas de 500 uL que se mantuvieron a 4 °C. Se les

administré 20 pg/kg/dia por via oral, durante todo el tiempo experimental.
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5.3.3. Toma de muestras

Sangre entera. Antes de comenzar con la administracion o la exposicién, se tomaron muestras
de sangre periférica de la vena caudal y se consideré como tiempo cero (TO). Transcurridas las
primeras 24 h y cada 7 dias (durante 28 dias), se tomd la muestra de sangre entera (10 pL) de
los 5 ratones de cada grupo. Las muestras se procesaron para viabilidad celular por
fluorocromos, ensayo cometa (pH 13 y pH 12.3) y ensayo de microntcleos con naranja de
acridina.

Los animales se pesaron al TO, 7, 14, 21y 28 dias durante la exposicion y/o administracion.

5.4. Técnicas

5.4.1. Citologia exfoliativa vaginal

La citologia exfoliativa vaginal se realizé de acuerdo con Caligioni (2009) 1 grupo de 8 hembras
(60 dias de edad) se aclimataron durante 7 dias. Posteriormente se inicié el muestreo diario de
citologfa vaginal: con 20 uL de PBS estéril a 37 °C se realizé un lavado vaginal suave. La solucién
se recuperd, se colocd en un portaobjetos y se tiid con 20 pL de azul de metileno (0.1%) y se
observé inmediatamente al microscopio de campo claro.

En el ciclo estral del ratén hembra, se pueden diferenciar 4 etapas, el pro-estro, el estro, el

metaestro y el diestro; las cuales se identificaron por el tipo celular predominante en la muestra

(Figura 2).
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Figura 2. Citologia exfoliativa vaginal de ratén hembra. En 1 se muestra el pro-estro con células
nucleadas, caracteristicas de esta etapa, en 2 el estro, en el cual se observan las células escamosas
cornificadas (C), en 3 el metaestro con leucocitos (L), células cornificadas (S) y células nucleadas (P), en 4
el diestro con abundantes leucocitos (L). (Imagen modificadas de Caligioni, 2009).

Cada ratén hembra se muestred y se clasificé la etapa en la que se encontraba durante 15 dias,
cada 24 hrs y con base en la regularidad de su ciclo estral se separaron en 2 grupos, las que
ciclaban de manera regular conformaron el grupo anastrozol y las que presentaron menos

regularidad, formaron parte del grupo testigo (al que sélo se le administré PBS como vehiculo).
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Durante el dia 16 comenzd la administracion de anastrozol y de vehiculo. El muestreo continud

hasta el dia 32.

5.4.2. Viabilidad celular por fluorocromos

La técnica de viabilidad celular por fluorocromos se llevé a cabo como reporta Strauss (1991)
con algunas modificaciones. Brevemente, se disolvieron 5 mg/ml de diacetato de fuoresceina
(FDA) en 1 ml de acetona y 2 mg/ml de bromuro de etidio (Br-Et) en 1 ml de PBS. Posteriomente,
15 uL de la solucion de FDA y 100 uL de Br-Et se mezclaron con 2.4 ml de PBS, esta solucién se
utilizé inmediatamente.

La sangre entera se mezclé en proporcidn 1:1 con la solucién BrEt-FDA-PBS y se observd con el
microscopio de epifluorescencia (200 X). Se cuantificaron las células muertas (fluorescen en
rojo) y las metabdlicamente activas (emiten fluorescencia verde) en campos al azar hasta
completar un total de 100 células, obteniéndose la proporcién de células vivas con respecto a

las muertas.

5.4.3. Ensayo cometa pH13 y pH 12.3

La técnica se llevd a cabo como reporta Singh y colaboradores (1988) con ciertas
modificaciones. Cada muestra de sangre entera se mezclé con agarosa de bajo punto de fusién
y colocd en una laminilla a la que previamente se le adiciond una capa de agarosa regular. Cada
muestra se realizé por duplicado.

Las muestras se sumergieron en una solucién de lisis (EDTA 100 mM-Tris 10 mM-Nadl 2.5 M,
Tritén X-100 1%, DMSO 10%) y se mantuvieron a 4°C en condiciones de oscuridad durante 1 h.

En una camara de electroforesis horizontal, las muestras fueron embebidas en amortiguador
de corrida (NaOH 300mM- EDTA 1mM, pH 13) durante 20 min (tiempo de desenrrollamiento del
ADN) y posteriormente 20 minutos de corrimiento a 300 mAy 25 V.

Después, las muestras se lavaron con una solucién de TRIS-HCI (0.4 M) a pH 7.5 durante 15 min.
Al término de la neutralizacidn, se empled etanol absoluto para fijarlas.

La observacién de las muestras se llevé a cabo con un microscopio de fluorescencia equipado
con un filtro de excitacion de 480-550 nm y uno de absorcién de 570 nm. En la
flourocromizacién se empled bromuro de etidio (0.02 mg/ml) disuelto en agua destilada. Se
midié al azar la longitud de la cola de 200 nucleoides por muestra, estas medidas se emplearon

para categorizar el dafio.
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De acuerdo con la longitud de la cola del cometa, se clasificaron en 5 categorias de dafio: 1 (sin
dano), 2 (bajo), 3 (medio), 4 (alto) y 5 (severo o “nubes’”). Una vez clasificados se obtuvo el
indice de migracién (IMg) de cada individuo (Rodriguez-Mercado et al. 2011). El IMg es un
indicador de rompimientos del ADN que facilita la interpretacién de los resultados obtenidos
con ensayo cometa.

Ensayo Cometa a pH 12.3, es otra version alcalina, pero el desenrollamiento y la electroforesis
se llevan a cabo con amortiguador ajustado a pH 12.3, se realiza como medida para conocer el

dano al ADN sin incluir lesiones debidas a sitios alcali-labiles.

5.4.4. Ensayo de microntcleos con naranja de acridina

El ensayo de MN con laminillas cubiertas NA se llevd a cabo de acuerdo con Krishna y Hayashi
(2000) con algunas modificaciones.

Primero, el fluorocromo (NA) se disolvié en agua destilada (1 mg/ml). Una pequeia cantidad de
la solucion de NA se extendid sobre una laminilla pre-calentada (~70 °C) y libre de impurezas.
Las laminillas cubiertas con NA se almacenaron a temperatura ambiente en un lugar seco.

La sangre periférica se obtuvo por corte de la vena caudal del ratén. 5 pyL de sangre se
colocaron en el centro de una laminilla con NA y se protegieron con un cubreobjetos; cada
muestra se realizé por duplicado. Las preparaciones se mantuvieron a 4°C durante al menos 24
h (para maximizar la tincién) y hasta 2 dias.

Una regién adecuada de la preparacion se selecciond con un objetivo de bajo aumento (20X)
antes de comenzar la cuantificacién de los MN que se realizé con el objetivo de mayor aumento
(100X). En la preparacion se observaron: i) células intactas, ii) el ndcleo de los leucocitos
exhibiendo fluorescencia verde-amarilla y iii) reticulocitos o eritrocitos policromaticos con
fluorescencia rojo-naranja. El reconocimiento de un MN es sencillo, porque presentan forma
redonda y muestran una fuerte flourescencia verde-amarilla (Figura 3).

Los 5 animales de cada grupo fueron muestreados. Por cada 1000 eritrocitos se cuantificé el
ndmero de reticulocitos. De esta manera se obtuvo la proporcién de reticulocitos de los
individuos. Posteriormente, por cada 2000 reticulocitos se cuantificaron los MN que son

observados, de esta manera se calcula la frecuencia en los reticulocitos.

33



Figura 3. Micronucleos con naranja de acridina. Los reticulocitos exhiben fluorescencia rojo-naranja
debido a la remanencia citopldsmica de ARN-ribosomal. El ADN (MN) emite fluorescencia amarillo-limén.

5.4.5. Hibridacién Fluorescente In Situ (FISH)

El protocolo para realizar el marcaje de la region centromérica se llevd a cabo con el método
reportado por Schriever-Schwemmer y Adler (1994), con algunas modificaciones. Brevemente,
la muestra de s5uL de sangre entera se extendid sobre un portaobjetos, posteriormente se fijé
por inmersién durante 5 min en metanol.

Las muestras fijadas y secas se incubaron en una solucién de SSC-2x (pH 7.0) en bafio maria a 37
°C durante 30 min. Una vez terminado el tiempo de incubacién, se colocaron en un tren de
etanol a concentracién creciente (70, 80 y 100 %) durante 2 min en cada uno. Se dejaron secar a
temperatura ambiente. Para la co-desnaturalizacién se extendieron 3 pL de sonda (Kreatech
POSEIDON DNA probes. All mouse centromereprobe KBI-30500G), con un cubreobjetos limpio
y se sellaron con rubet-cement. Las muestras se colocaron en un hibridador a 75 °C durante 2
min. Un segundo periodo de incubacién en cdmara himeda se llevé a cabo en oscuridad, a 37 °C
por 12 horas. Posteriormente, se retiré el cubreobjetos y en una solucidon de 0.4xSSC/0.3 %
Igepal se lavaron durante 2 min a 72 °C. Inmediatamente después, se colocaron en una solucién
de 2XSSC/0.1% Igepal durante 1 min a temperatura ambiente.

Para la deshidratacion se empled etanol a concentraciones crecientes (70, 80 y 100 %) durante

un minuto en cada unay las muestras se secaron a temperatura ambiente.
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Finalmente, para la contratincidn se utilizé DAPI y VectaShield en proporcidn 1:2. Las muestras
fueron protegidas un cubreobjetos y se observaron con el miscroscopio de epifluorescencia.

Se cuantificé el nimero total de micronticleos en los eritrocitos (color azul por el fluorocromo
DAPI) y se identificaron aquellos que emitian también fluorescencia verde que indicé la

presencia de centrémero (Figura 4).

Figura 4. En A se observa gran cantidad de eritrocitos, uno de ellos presenta un punto azul, es un
micronucleo tefiido con DAPI, en B se encuentra el nicleo de un leucocito (azul) y un microntcleo dentro
del citoplasma de un eritrocito. En C se evidencia un MN-centrémero positivo, porque la sonda
pancentromérica estd acoplada a un fluorocromo verde. Finalmente en D ambos fluorocromos se
observan: azul (ADN) y verde (centrémero).



5.5. Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prism (versidn 5.0). Para identificar
diferencias entre grupos (tiempo cero versus tiempo de exposicién y la comparacién entre
grupos experimentales) se utilizé el andlisis de multivarianza ANOVA y la prueba post-Hoc
Bonferroni. Para identificar la correlacion entre dos variables (tiempo y efecto) se empled el
indice de correlacidn de Pearson.

Para comparar dos grupos (pH13 versus pH12.3 y hembras versus machos) se empled la prueba
de t pareada de dos colas.

En todos los experimentos los datos fueron reportados como media * error estandar y los

valores de P<0.05 fueron considerados como estadisticamente significativos.
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6. Resultados

6.1. Fase 1.

6.1.1. Dosis de acido ascérbico en machos

Viabilidad celular: las dosis (0, 50, 100, 150, 225 mg/kg/dia) de dcido ascérbico administradas no

mostraron causar efectos citotdxicos; en todos los grupos y en todos los tiempos la viabilidad
celular fue mayor al 90 %. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla

2).

Tabla 2. Porcentaje de células viables de ratones a los que se les administrd dcido ascdrbico a diferentes
dosis durante 4 semanas.

Tiempo Dosis
(Viabilidad celular %)
omg 50 mg 100 mg 150 mg 225 mg
To 96.9 £ 1.1 94.3%1.3 96.5+0.5 96.0 £1.0 95.0 £ 1.0
1s 96.2 +1.3 96.8 £1.0 95.7 £1.8 95.7 £1.8 94.0 1.0
2s 95.0 1.0 94.6 +2.3 93.7+0.7 93.5%1.5 94.0 2.0
3s 95.1+1.0 94.4 £2.6 93.5+1.5 94.2 1.2 93.5 % 0.5
4s 95.7 2.0 93.0%1.0 94.5 + 0.5 94.0 3.0 95.5 £ 0.5

Microntcleos: |a frecuencia de MN se incrementd de manera significativa a partir de la semana 1
y hasta la 4 en las dosis 100, 150 y 225 mg/kg/dia. La dosis de 50 mg/kg/dia no mostré diferencia
significativa comparada con el tiempo cero ni con el grupo testigo (O mg/kg/dia) durante las 4
semanas de administraciéon (Figura 5). El indice de correlacién de Pearson es positivo y
significativo sélo para la dosis mds alta (225 mg/kg) con un valor de r= 0.9230.
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Figura 5. Frecuencia de microntcleos en reticulocitos de sangre periférica de ratones machos
suplementados con acido ascérbico por via oral. ANOVA y prueba post hoc Bonferroni. *P<0.05 (tiempo
de administracién vs To), °P<0.05 (100, 150 y 225 mg/kg vs 0 y 50 mg/kg), PP<0.05 (150 y 225 mg/kg vs 100,
50 y 0 mg/kg), P<0.05 (100 mg/kg vs 50 y 0). indice de correlacién de Pearson: MN- 225 mg/kg r= 0.9230.
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Ensayo Cometa pH 13: el IMg indicé que los rompimientos de cadena sencilla se incrementaron
significativamente comparado con el grupo testigo (0 mg/kg/dia) durante las 4 semanas de
administracién de acido ascérbico en la dosis que no mostré aumento en la frecuencia de MN
(50 mg/kg/dia) (Figura 6).
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Figura 6. indice de migracién del ADN de leucocitos de sangre periférica de ratones a los que se les
administré acido ascdérbico por via oral (50 mg/kg/dia) comparados con el grupo testigo (0 mg/kg/dia).
Prueba t (dos colas), *P< 0.05.

6.1.2. Eficacia del anastrozol

La citologfa exfoliativa vaginal se realizé durante 15 dias consecutivos al grupo completo (n=8)
de ratones hembra. Se observé que 7 de los 8 individuos, presentaron 3 e incluso las 4 etapas
del ciclo estral (Tabla 3).

Tabla 3. Etapas del ciclo estral durante la etapa de aclimatacién (dia 1 al 15).

Dias sin administracion

G 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
R1 P M M M E E M M D P M M E E M
R2 P P P E E M M E P E E E M M E
R3 M E M M M D M D D M D D D M M
R4 P M M M M M M M P E E E M M P
R5 E E M M E E M M P M M M M E E
R6 M M M M M M M M M M M M M M M
R7 E E M M M M M D M M M D M E E
R8 E E E E E M M M P E E E E E M

P, pro-estro; M, metaestro; D, diestro; E, estro.
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A partir del dia 16 el grupo de 8 animales se dividid en 2. Se seleccionaron cuatro de los
animales que tuvieron un ciclo mds regular (especialmente la etapa de estro) y se les
administré anastrozol (20 pg/kg/dia). Al otro grupo, se le administré PBS (vehiculo). Se observé
que a partir del dia 21, los ratones hembra que ciclaban regularmente después de que se les

administré anastrozol, presentaron sélo las etapas de metaestro y diestro (Tabla 4).

Tabla 4. Etapas del ciclo estral durante la administracién de anastrozol y PBS (vehiculo) del dia 16 al 32.

Ratona Dias de administracion
%6 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
An R1 E M M M M M M M M M M M M M M M M
An R2 M M E B B M D M M M D M D M M M D
AnR3 M M D E M D M M D M M M M M M D M
An R4 M M B B B M M M M M M M M M M M M
T-R5 E E M M E E M M P M M M M E E M D
T-R6 M M M M M M M M M M M M M M M M M
T-R7 E E M M M M M D M M M D M M D E E
T-R8 E E E B E M M M P B E 2 B M M D D

An, anastrozol; P, pro-estro; M, metaestro; D, diestro; E, estro.
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6.2. Fase 2. Comparacién por sexo de los efectos genotéxicos de vanadio, acido
ascorbico y anastrozol en ratones pre-puberes.
6.2.1. Machos

Viabilidad celular: en todos los casos y durante el tiempo experimental la viabilidad celular fue
mayor o igual al 91 %. No se observaron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de células viables de ratones a los que se les expuso a la inhalacién de vanadio y se
les administré dcido ascérbico (50 mg/kg/dia) durante 4 semanas.

Tiempo Grupo
Viabilidad Celular (%)
Testigo Vanadio V+AO AO
To 95.8 +0.8 95.7 £ 0.6 95.7 0.5 92.6 2.1
1sem 94.9 £ 1.5 90.1+1.4 96.3+1.6 97.6 £ 0.8
2 sem 96.0 £ 1.4 97.0 £ 0.4 95.6 + 1.6 92.3+1.8
3 sem 95.3 £1.8 94.8 2.1 92.0 £2.2 91.8 £1.4
4 sem 95.5 0.3 95.0 + 0.4 91.6 £2.2 92.0 £3.9

V+AO, vanadio+acido ascérbico; AO, acido ascdrbico.

Ensayo cometa pH13: el grupo vanadio mostré efecto significativo en el aumento del IMg desde
la semana 1 hasta la 4, comparado con los grupos testigo, V+AO y AO. El grupo AO mostré
aumento significativo respecto al grupo control en las semanas 1, 2 y 3. El grupo V+AO no
evidencié diferencia significativa con el grupo testigo (Figura 7).
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Figura 7. indice de Migracién del ADN en los 4 grupos experimentales de machos durante 4 semanas.
ANOVA, Tukey *P< 0.05, vanadio vs testigo, V+AO y AO.
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Ensayo cometa pH12.3: |a versidn semi-alcalina de esta prueba, mostré que en la semana 3y 4
de exposicién a vanadio, disminuyen significativamente los rompimientos causados por sitios
alcali-labiles (Figura 9).
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Figura 9. indice de migracién del ADN de machos expuestos a vanadio. Comparacién entre el ensayo
cometa pH 13y pH 12.3. Prueba t, dos colas, *P< 0.05.

Ensayo de micronicleos: se observd incremento significativo y progresivo en la
frecuencia de MN en el grupo vanadio; el indice de correlacion de Pearson es
significativo y positivo con un valor de r=0.92 (Figura 10). Los tres grupos restantes
(V+AO, AO y Testigo) no mostraron diferencia significativa comparados con el tiempo
cero, ni entre ellos.
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Figura 10. Frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica en machos de los 4 grupos
experimentales durante 4 semanas. ANOVA, Tukey *P< 0.05

Peso: en la semana 4 sdlo los grupos V+AO y AO presentaron incremento significativo en el
peso (Figura 11).
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Figura 11. Diferencias de peso en machos de los 4 grupos experimentales durante 4 semanas. ANOVA,
Tukey *P< 0.05
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6.2.2. Hembras
Viabilidad celular: en todos los grupos y durante todo el tiempo experimental la viabilidad

celular fue mayor o igual al 91 %. No se observaron diferencias significativas entre los grupos
(Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de células viables en los distintos grupos experimentales de hembras durante 4
semanas.

Grupo Tiempo de exposicién
Viabilidad celular (%)
To 1sem 2 sem 3 sem 4 sem

Testigo 97.2 1.7 98.0 £ 0.1 98.5+0.7 91.5 + 0.7 97.0 £1.4
Vv 96.3 1.5 94.9+2.8 96.3+1.8 92.7 £ 6.1 91.8 £2.9
V+AO 97.0 2.0 96.0 £1.7 95.0 £1.0 95.7 £1.0 97.0+1.0
V+ AO+ AN 96.7 £ 1.5 95.7 £2.3 97.3%0.6 96.3%2.5 91.3 0.6
V+ AN 97.3+2.1 98.3+0.6 94.0 £ 1.0 97.3+0.6 91.0 £ 3.6
AO+AN 97.0 £2.0 96.7 £ 4.2 96.3 0.6 94.3 £ 3.1 96.3 £2.3
AO 97.3%2.1 94.7 +1.5 96.3+2.5 98.7 £ 0.6 96.3+0.6
AN 96.7 £2.1 99.3£1.2 98.0 £1.0 93.3*1.5 91.3 £5.7

V, vanadio; V+AO, vanadio+acido ascdrbico; V+AO+AN, vanadio+acido ascérbico+anastrozol; V+AN,
vanadio+anastrozol; AO+AN, acido ascdrbico+anastrozol; AO, acido ascdérbico.

Ensayo cometa pH 13: los Unicos grupos de hembras comparados fueron: V, V+AO y V+An. Los
resultados muestran que no hubo diferencia significativa en el IMg de los grupos V+AO y V
durante todo el tiempo experimental, sélo se observéd que a las 4 semanas se incrementd
significativamente el IMg del grupo V+An comparado con el tiempo cero y con los otros dos
grupos experimentales (Figura 12).
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Figura 12. indice de migracién del ADN en leucocitos de hembras durante 4 semanas. ANOVA, Tukey *P<
0.05 (Diferencia V+An vs V y V+An+AO).

43



Ensayo Cometa pH 12.3: no se observd diferencia significativa entre los resultados obtenidos
con la versidn alcalina y la semi-alcalina del grupo vanadio (Figura 13).
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Figura 13. indice de migracién del ADN de hembras expuestas a vanadio. Comparacién entre el ensayo
cometa pH13 y pH 12.3.

Ensayo de micronucleos: grupos testigo, An, V+AO, V+AO+An, AO, AO+An, An; no se
observaron cambios significativos entre el tiempo cero comparado con el tiempo
experimental, ni se presentaron diferencias entre grupos (Figuras 14, 15y 16).

© ~ —o— Testigo

—8— Anastrozol

4
]

Frecuencia de MN
(en 2000 reticulocitos)
2
1

0

I 1 L

T0 1s 2s 3s 4s
Tiempo

Figura 14. Frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica en las hembras de los grupos testigo y
anastrozol (An) durante 4 semanas.
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Figura 15. Frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica en las hembras de los grupos V+AO
(vanadio+acido ascérbico) y V+AO+An (vanadio+dcido ascérbico+anastrozol) durante 4 semanas.
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Figura 16. Frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica en las hembras de los grupos AO (acido
ascorbico) y AO+An (acido ascdrbico+anastrozol). *P<0.05 prueba t (dos colas).

Grupo V+An: la frecuencia de MN aumentd de manera significativa y progresiva desde
la semana 1 y hasta la 4 (comparada con el tiempo cero y durante todo el tiempo
experimental). El indice de correlacién de Pearson fue significativo y positivo (r= 0.98)
(Figura 17).
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Grupo V: en este grupo se observé aumento significativo comparado con el tiempo
cero durante las semanas 1, 2 y 3. Sin embargo, en la semana 4 la frecuencia de MN
disminuye significativamente con respeto a la semana 3, sin llegar a ser tan bajos como
los del To. El indice de correlacidn de Pearson no fue significativo (r= 0.26). Este grupo,
contrastado con el grupo V+An, presenta mayor frecuencia de MN durante la semana 1,
pero en la semana 4 es significativamente menor (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia de micronucleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras expuestas
aV(vanadio) y a V+An (vanadio+anastrozol). Prueba t (dos colas): *P<0.05 Tiempo cero vs 1, 2, 3y 4 sem;
®P<0.05 V+An vs V; “P<0.05 vanadio vs V+An.

Grupos V+AO vs V: se observa que la frecuencia de MN es mayor durante las semanas 2y 3 en
el grupo vanadio comparado con el grupo que inhald vanadio y se le administré acido
ascorbico. Durante la semana 4 no se presenta diferencia significativa entre ambos grupos
(Figura 18).
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Figura 18. Frecuencia de microndcleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras expuesta a
V (vanadio) y a V+AO (vanadio+acido ascdrbico) durante 4 semanas. Prueba t (dos colas): *P<0.05
Tiempo cerovs 1, 2,3y 4 sem; sto.os V vs V+AQ; “P<0.05 vanadio vs V+AO.

Grupos V vs V+An vs V+AO+An: la comparacion de estos grupos experimentales, muestra que
durante la semana 4 el grupo V+An presenta la mayor frecuencia de MN comparado con el
grupo Vy V+AO+An (Figura 19).
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Figura 19. Frecuencia de microntcleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras durante 4
semanas. ANOVA post Hoc Bonferroni, ¥*P<0.05, vanadio vs V+An; ®P<0.05, V+An vs vanadio y V+AO+An;
‘P<0.05 V+AO+An vs V+An.

Peso: durante la semana 4 se observé la disminucién significativa del peso de los grupos V,
V+AO y V+AO+An comparados con el grupo testigo (Figura 20).
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Figura 20. Peso de 6 grupos de hembras experimentales durante 4 semanas. ANOVA, Bonferroni,
*P<0.05.
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6.2.3. Comparacion por sexo: hembras vs machos

Ensayo Cometa pH13 y 12.3: el grupo de machos V presenta incremento significativo del IM
comparado con el grupo de hembras V con ambas variantes de la prueba (Figura 21).
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Figura 21. indice de migracién del ADN de las hembras y los machos expuestos a vanadio. Comparacidn

entre el ensayo cometa pH13 y 12.3. ANOVA, Tukey, *P<0.05.

Microntcleos: grupos testigo-hembras, testigo-machos y anastrozol. No se presentd diferencia
significativa entre los 3 grupos durante todo el tiempo experimental (Figura 22).
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Figura 22. Frecuencia de micronticleos en los reticulocitos de sangre periférica de los grupos anastrozol

vs machos-testigo vs hembras-testigo durante 4 semanas.
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Grupos hembras-vanadio, machos-vanadio y hembras V+An: en la semana 3, el grupo machos-V
presenta mayor frecuencia de MN que los grupos de hembras. Durante la semana 4, el grupo
machos-V y hembras-V+An no muestran diferencia significativa entre ellos. Por el contrario, el
grupo hembras-V evidencia menor frecuencia de MN (Figura 23).
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Figura 23. Frecuencia de microntcleos en sangre periférica de los grupos machos-V, hembras-V y
hembras-V+An durante 4 semanas. ANOVA, post Hoc Bonferroni, *P<0.05 hembras-V+An vs machos-V y
hembras-V; °P<0.05 machos-V vs V+An y hembras-V; “P<0.05 hembras-V vs machos-V y hembras V+An.

Grupos hembras-V+AO, hembras V+AO+An y machos-V+AO: no presentaron diferencias
significativas entre ellos durante todo el tiempo experimental (Figura 24).
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Figura 24. Frecuencia de microntcleos en sangre periférica de los grupos machos-V+AO, hembras-V+AO y
V+AO+An durante 4 semanas. ANOVA, post Hoc Bonferroni, *P<0.05 hembras-V+AO vs machos-V+AO y
hembras-V+AO+An.
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Peso: a las 4 semanas de exposicion y administracién de los distintos farmacos, los grupos de
hembras expuestas a vanadio, a vanadio+acido ascdrbico y a acido ascdrbico, presentan
disminucién significativa del peso comparadas con los machos de los grupos equivalentes

(Figura 25).

BB Testigo
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B V+AO

B AO

Machos Hembras
Grupo Experimental (4s)

Figura 25. Peso a las 4 semanas de los grupos experimentales de machos y hembras. ANOVA, post Hoc
Bonferroni, *P<0.05 hembras vs machos.
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6.3. Fase 3. Identificacion de centromero en microntcleos presentes en
eritrocitos causados por la inhalacién de vanadio.

Sonda pan-centromérica: la frecuencia de MN aumenta significativamente durante todo el
tiempo de exposicién comparado con el grupo testigo (Figura 26).
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Figura 26. Frecuencia de micronucleos en sangre periférica de los grupos de Machos adultos expuestos a
vanadio y el grupo Testigo. Prueba t (dos colas)*P<0.05

Comparacién con los grupos de Testigos Positivos para dafo al ADN (Figura 27):

e MMS: se observa el aumento significativo de MN, comparados con el grupo testigo,
a las 24 h posteriores a la inyeccidén intraperitoneal de este agente clastégeno (40
mg/kg).

e (T: se observa el aumento significativo de MN, comparados con el grupo testigo, a
las 24 h posteriores a la inyeccidn intraperitoneal de este agente inhibidor de los
mecanismos de reparacién de cadena sencilla de ADN (4 mg/kg).

e (ol: se observa el aumento significativo de MN, comparados con el grupo testigo, a
las 24 h posteriores a la administracién oral de este agente aneugénico (5 mi/kg).
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Figura 27. Frecuencia de MN en los diferentes grupos experimentales. ANOVA, post Hoc Bonferroni.
*P<0.05 MMS, CT y Col vs Testigo; *P<0.05 MMS vs Vanadio (1 a 4 sem), ®P<0.05, CT vs Vanadio (1 a 4
sem), “P<0.05, Col vs Vanadio (1 a 4 sem). Tes, testigo; MMS, metilmetanosulfonato; CT, camptotecina;
Col, colchicina; V, vanadio.

6.4. Resumen de Resultados
Fase 1.

e Efectos genotdxicos del dcido ascérbico: a dosis de 100, 150 y 225 mg/kg/dia este
antioxidante causa MN durante todo el tiempo experimental. A la dosis de
somg/kg/dia el dcido ascdrbico no causa MN, pero si provoca rompimientos de
cadena sencilla. Los porcentajes de células viables fueron mayores al 90 %, es decir
el acido ascdrbico tiene efectos genotdxicos, pero no citotoxicos en los leucocitos
de ratones.

e Eficacia del anastrozol como anti-estrogénico: se comprobd que la dosis empleada
(20 pg/kg/dia) de anastrozol evita de manera eficiente la formacidén de estrégenos;
las ratonas a las que se les administré este farmaco, se mantuvieron en las dos fases
del ciclo estral (metaestro y diestro) que se caracterizan por ser las que presentan

las concentraciones menores de estrégenos.
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Fase 2. Comparacion por sexo de los efectos genotéxicos del vanadio, acido ascérbico

y anastrozol en ratones pre-puberes.

Machos

Hembras

El acido ascorbico y el vanadio no son agentes citotdxicos.

El vanadio causa rompimientos de cadena sencilla en el ADN y también MN, sin
embargo cuando se administra simultaneamente dcido ascérbico, ambos tipos de
dafio disminuye significativamente.

Los rompimientos causados por vanadio, son principalmente producidos por dafo
oxidante; por lo tanto disminuyen cuando se administra un antioxidante como el
acido ascdrbico.

El peso aumenta sélo en los grupos que consumieron acido ascdérbico (AO y V+AO).

Ni el vanadio, ni el acido ascdrbico y tampoco el anastrozol solos o en combinacidn
causaron citotoxicidad en los leucocitos de las ratonas experimentales.

En la cuarta semana, el vanadio cuando se administra simultdneamente con
anastrozol, causa rompimientos de cadena sencilla. En ningin otro grupo se
observaron rompimientos.

El vanadio genera MN durante las semanas 1, 2 y 3, pero en la semana 4 disminuyen.
Por el contrario, las hembras que inhalan vanadio y se les administra anastrozol
generan MN significativa y progresivamente todo el tiempo. Los MN en este grupo
estan correlacionados en un 98 % con la ausencia de estrégenos y la inhalacién de
vanadio. Las hembras a las que se les inhibe la formacién de estrégenos son mas
susceptibles al dafio genotdxico.

Los grupos suplementados con 4cido ascdrbico no generan MN. El &cido ascérbico
protege a las hembras contra la generaciéon de MN causados por Vy por la ausencia
de estrégenos.

Los grupos de hembras V, V+AO y V+AO+An, pesaron menos que el grupo testigo y

que los grupos V+An y AO.

Comparacién por sexo

Las hembras son menos susceptibles al dafio al material genético causado por el
vanadio; no presentan rompimientos de cadena sencilla de ADN. Sdlo durante la

semana 4 los machos muestran MN y las hembras ya no. Sin embargo, cuando la
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formacidn de estrégenos es inhibida, las hembras tienen la misma frecuencia de MN
que los machos.

e Ambos sexos responden positivamente a la suplementacién con acido ascdrbico;
cuando este antioxidante se administra, la frecuencia de MN disminuye en todos los
casos.

e El peso de los animales se ve afectado a las 4 semanas de tiempo experimental, es
decir, cuando estdn mas cerca de la edad adulta. Las hembras son las mas
afectadas; entre los grupos testigo (hembras o machos) no hay diferencias, pero en
los grupos V, V+AO y AO (comparados con el grupo equivalente) las hembras tienen

un peso menor.

Fase 3. Identificacion de centrémero en micronicleos presentes en eritrocitos
causados por la inhalacién de vanadio

e Sonda pancentromérica para MN causados por vanadio: Los resultados muestran

que la mayor proporcidon de MN que se generan como consecuencia de la inhalacién

deV, son C-. Es decir, la etiologia predominante en los MN que causa el vanadio, es

la clastogénesis.

7. Discusion

Todas las células que fueron analizadas en esta investigacion (leucocitos y eritrocitos de sangre
periférica) provienen de un tejido esencial para los organismos: la médula 6sea (MO), por ello
es necesario aclarar de qué manera los xenobidticos (como el vanadio o el dcido ascérbico)
arriban a este tejido.

Por otro lado, es importante explicar la etiologia de los MN en términos generales, ya que
independiente de su origen, la morfologia se observa idéntica cuando son evaluados con la
técnica de MN con NA. Para identificar su origen (que va de acuerdo con el mecanismo de
accion del farmaco o del xenobidtico), se emplean técnicas complementarias como el uso de

sonda pancentromérica para marcar la regiéon centromérica en los MN.
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7-1. Irrigacién de la médula 6sea

En los mamiferos superiores, la MO constituye aproximadamente del 1 al 2.5% del total del peso
corporal (Iversen 1997). Es el principal tejido en el que se lleva a cabo la produccién de células
sanguineas, a través del complejo proceso conocido como hematopoyesis (Mayani et al. 2007),
que es un proceso que conlleva la proliferacién de los diferentes linajes celulares. Para
mantener una hematopoyesis adecuada, la MO depende de un aporte sanguineo adecuado. En
reposo, recibe del 2 al 4 % del gasto cardiaco. La microvasculatura de la médula ésea, consiste
en una red de sinusoides fenestrados (endotelio y Idmina basal discontinua) lo cual permite alta
permeabilidad a los solutos (Iversen 1997), entre ellos cualquier xenobidtico que viaje en el

torrente sanguineo.

7.2. Ausencia de efectos citotoxicos
De manera general, en ninguno de los grupos experimentales (hembras o machos) se observé

la disminucién de la viabilidad celular: ni la inhalacién de vanadio, ni la administracion oral de
anastrozol o de acido ascdérbico, solos o en combinacién, comprometen la integridad de las
células o causan su muerte. La ausencia de citotoxicidad, permitid llevar a cabo el ensayo
cometa, ya que es necesario un porcentaje de células viables mayor al 80 % para considerar que

los resultados del ensayo sean considerados validos (Tice et al. 2000).

7.3. Etiologia de los micronucleos
Los micronticleos se originan de dos maneras (Fenech 2000):

1. Clastogénsis: Por el rompimiento de la doble hebra de ADN, lo cual generaria que el MN
observado contenga un fragmento de cromosoma que al no tener centrdmero, no
puede migrar ni incorporarse a los nucleos principales durante la divisidon celular. El
rompimiento cromosdmico se debe a dafio al ADN, entre ellos: aductos, bases oxidadas
o rompimientos de cadena sencilla, es decir dafios que deban ser escindidos por los
mecanismos de reparacidon. De esta manera, un rompimiento de cadena sencilla,
cuando el material genético pasa por la fase de sintesis, se puede convertir en un
rompimiento de cadena doble y originar asi, un micronidcleo. Los microntcleos
generados por este mecanismo, se caracterizan porque la probabilidad de que no

tengan centromero, es muy alta.
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2. Aneugénesis: Por la alteracion del aparato mitético o la inhibicién del centrémero, lo cual
provocaria que el MN observado en el citoplasma del EPC contenga un cromosoma
completo que no se incorporé correctamente al ntcleo de la célula hija. Durante la
divisidn celular, es de vital importancia que el aparato mitético y/o el centrémero lleven
a cabo sus funciones adecuadamente, si esto no es asi, el huso acromético podria no
interactuar con los cromosomas y causar pérdidas de material genético. Los
micronucleos generados durante este proceso, se caracterizan porque presentan
region centromérica.

Ambos mecanismos se resumen en la figura 29.
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Figura 29. Esquematizacion de la etiologia de los micronucleos.

7.4. Fase 1.

7.4.1. Genotoxicidad del acido ascérbico

Los resultados de este trabajo muestran que a dosis de 100, 150 y 225 mg/kg/dia el dcido
ascorbico administrado por via oral genera incremento de MN en los ratones machos
experimentales. La dosis mas baja que fue probada (50 mg/kg/dia) no aumentd la
frecuencia de MN, pero incrementd el IMg del ADN, es decir, produjo rompimientos de
cadena sencilla. Lo anterior indica que el acido ascdrbico origina efectos genotdxicos,

incluso cuando bajas dosis son administradas. Se consideran bajas dosis, porque el
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rango que se reporta en los estudios experimentales fluctda entre 5 mg hasta 2,500 mg
al dia de este antioxidante (Levine et al. 1999).

Los estudios in vitro llevados a cabo en lineas celulares cancerosas, principalmente,
muestran que el acido ascdrbico tiene efectos pro-oxidantes. Se ha reportado que Ila
administracion de este antioxidante, inhibe el crecimiento, causa muerte por apoptosis
o0 necrosis, genera dafio al ADN (rompimientos de cadena doble y sencilla), disminuye la
sobrevivencia de la clona, interrumpe el ciclo celular y causa dafio mitocondrial. Sin
embargo, en otros estudios con esos mismos linajes celulares, también se ha reportado
que no causa efecto o incluso que promueve el crecimiento. La revisidn detallada al
respecto la presentd Du y colaboradores (2012). Es importante mencionar, que los
efectos pro-oxidantes del acido ascdrbico, fueron descritos en linajes de células
aberrantes, cuya fisiologia es distinta a la de las células normales o no malignas.

Por otro lado, en modelos in vivo, el principal ha sido el de ratdn desnudo. Este modelo
experimental ha servido para probar, en diversos tipos de tumores, los efectos del
acido ascdrbico. Los resultados muestran que la administracion por diversas vias del
antioxidante, suele ser benéfica, porque en la mayor parte de los casos, se reporta la
disminucién del tamafio de los tumores (Du et al. 2012). Sin embargo, ese modelo
murino, no representa a los ratones sanos, como es el caso de los ratones que se
emplearon en este trabajo.

Sélo unos pocos estudios experimentales han sugerido que el acido ascorbico tiene
actividad antioxidante y pro-oxidante en sistemas in vivo (Buettner 1996).

Al respecto, en este estudio, no se analizé la etiologia de los MN causados por acido
ascorbico, no obstante la posible actividad pro-oxidante sea la causa probable y por

tanto, los MN sean de origen clastdgeno.

7.4.2. Eficacia del anastrozol
El ciclo estral completo en las ratonas (asi como en las ratas) ocurre en 4 ¢ 5 dias y se divide en
4 etapas (Caligioni 2009):

1. Proestro: En esta etapa, las células epiteliales nucleadas predominan. Esas células se

observan en grupo o individuales. Ocasionalmente, algunas células cornificadas pueden
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estar presentes en la muestra. Esta etapa corresponde al dia pre-ovulatorio, cuando los
estréogenos (E2) se incrementan y como consecuencia, se liberan las hormonas
luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH) y la ovulacién ocurre.

2. Estro: Esta etapa se caracteriza por células escamosas cornificadas, que al microscopio
se observan en conglomerados. No hay ntcleos visibles, el citoplasma es granular y de
formairregular. La concentracién de E2 permanece elevada.

3. Metaestro: En esta etapa existe una mezcla de tipos celulares: leucocitos, células
epiteliales nucleadas y células escamosas cornificadas. La concentracién plasmatica de
E2 es baja.

4. Diestro: En esta etapa predominan los leucocitos. Durante la misma las concentraciones
de E2 comienzan a elevarse.

Los resultados muestran que durante 16 dias de realizar la citologia exfoliativa vaginal para
determinar la etapa del ciclo en el que se encontraban las ratonas experimentales, presentaron
las 4 etapas del ciclo estral, especialmente el estro que es la etapa en la cual la concentracién
de E2 es mayor. A partir del dia 5 de la administracion de anastrozol, los ratones hembra de ese
grupo no volvieron a presentar dicha etapa; las dos que se observaron fueron principalmente
metaestro y en pocas ocasiones diestro. Lo anterior indica, que como consecuencia de la
administracién del farmaco, los niveles de E2 decayeron significativamente, ya que los cambios
en el epitelio vaginal son debidos, en gran medida, a la accién de los estrégenos.

La hoja técnica de este fdrmaco, indica que la supresién maxima en la concentracién de
estrégenos es a los 3 6 4 dias posteriores a la administracion oral diaria, lo cual coincide con los
resultados del presente trabajo, dado que, efectivamente a partir del dia 5 no mostraron la
etapa de estro.

Este método sencillo de evaluacién indirecta de concentracién plasmatica de estrdgenos,
permitid utilizar el anastrozol como un farmaco eficaz para inhibir la formacién de estrégenos y
obtener asi, un modelo experimental no invasivo (como lo es la ovariectomia) para evaluar la
respuesta de los individuos ante la ausencia de estrégenos, y de este modo, acercarse a la

comprension de su posible accién protectora contra la genotoxicidad inducida por vanadio.
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7.5. Fase 2. Comparacion por sexo de los efectos genotéxicos del vanadio, acido
ascorbico y anastrozol en ratones pre-puberes.

7.5.1. Efectos del Vanadio

7.5.1.1. Ingreso al sistema y a las células

En este trabajo, la via por la cual los animales experimentales fueron expuestos a vanadio fue la
inhalacion. A continuacidn, se explica la manera en que este metal ingresa al sistema y alcanza
los érganos y tejidos, entre ellos, la médula dsea.

El vanadio cuando es inhalado, ingresa profundamente en las vias respiratorias, llega a los
sacos alveolares y posteriormente alcanza el torrente sanguineo (Rosales-Castillo et al. 2001).
En el plasma el V°* es rdpidamente reducido a V*', sin embargo ambos estados de oxidacién
existen debido a que el V** sufre oxidacién espontanea a V** (Evangelou 2002, Mukherjee et al.
2004). El vanadio tetravalente es transportado por albumina y transferrina, mientras que el
pentavalente sélo por transferrina (Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005).

El vanadio ingresa a las células por canales idnicos inespecificos, ambas formas pueden
penetrar, sin embargo, el V> se absorbe cinco veces mas que el V** (Rodriguez-Mercado et dl.
2003). Una vez dentro de la célula, el vanadio pentavalente es reducido nuevamente por
antioxidantes enzimdaticos (p.e. NADPH) y no enzimdticos (p.e. L-acido ascérbico) (Valko et al.
2006). Este metal en diferentes estados de oxidacién es capaz de interaccionar con gran
numero de componentes celulares, ejerciendo al mismo tiempo extensa variedad de efectos
bioldgicos entre los que se encuentran la lipoperoxidacion de las membranas,
desnaturalizacién y oxidacion de proteinas, en los dacidos nucléicos oxidacidon de bases
nitrogenadas, rompimientos de cadena sencilla y doble, entrecruzamientos ADN- proteinas,
entre otros (Attia et al. 2005, Avila-Costa et al. 2005, Leopardi et al. 2005). En este sentido,
datos sobre el potencial mutagénico de este metal, muestran que el vanadoceno (Evangelou
2002) y el V¥ y V°* son capaces de reaccionar con el grupo fosfato y con el azicar de los
nucledtidos. También son efectivos inhibidores de proteinas propias del metabolismo del ADN
como las polimerasas y ribonucleasas (Rodriguez-Mercado et al. 2003). Se considera que los
efectos adversos que el vanadio ejerce sobre los sistemas biolégicos tanto in vivo como in vitro,
asi como también por diferente via de exposicién, son debidos en gran medida a la induccidén
de estrés oxidante: generacion de especies reactivas de oxigeno y de radicales libres

(Evangelou 2002).
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7.5.1.2. Estrés oxidante causado por vanadio

La valencia del metal de transicidn, como en el caso del Fe y del Cu, ha sido establecida como
un factor importante en la habilidad del metal para catalizar la formacién de ERO’s en
reacciones de tipo Fenton (HaMai et al. 2001, HaMai y Bondy 2004).

El vanadio es un metal que es posible encontrar en varios estados de oxidacidn y participa en
reacciones que conllevan a la produccién de radicales libres y que tienen lugar dentro de la
célula (Valko et al. 2006):

1) V¥ + 0, — V" + O, (Radical superdxido)

2) V" + 0,” — [V*-00-] (Radical peroxovanadilo)

3) V¥ + H,0, — V°"+ OH + *OH (Radical hidroxilo)

Por otro lado, es importante mencionar que el vanadio demostrd ser un compuesto capaz de

generar peroxidacion lipidica en tejido hepético en este modelo (Fortoul et al 2011).

7.5.1.3. Efectos genotéxicos del vanadio

Se hareportado que una gran variedad de metales pueden actuar como agentes mutagénicos y
carcinogénicos en modelos humanos y animales (Leonard et al. 2004a), muchos estudios se han
enfocado en el mecanismo por el cual los metales inducen accién adversa, como es el caso de
los efectos genotdxicos (Valko et al. 2006).

El dafio al ADN es causado por gran variedad de agentes, éstos pueden ser exdgenos como los
rayos ultavioleta, el humo del cigarro, las radiaciones gamma, los antibidticos, los
contaminantes (Taylor 1994) y también por agentes endégenos como las especies reactivas de
oxigeno (Lindahl y Wood 1999). Los tipos de dafio son tan numerosos como los agentes que los
causan y un buen ejemplo de ello son los rompimientos de cadena sencilla en el ADN que son

frecuentemente el resultado del ataque a esta biomolécula por radicales libres (Lindahl y Wood

1999).

7.5.1.4. Vanadio y rompimientos de cadena sencilla del ADN

Los resultados obtenidos en la presente investigacion, mostraron que la inhalacién de vanadio
genera el incremento de rompimientos de cadena sencilla (ensayo cometa pH13) en los
leucocitos de sangre periférica. Asimismo, una gran parte de esos rompimientos, fueron
causados por sitios alcali-labiles (ensayo cometa pH 12.3) es decir, aquellos que son producto

de los sitios AP (sitios apuricos o apirimidinicos). Por lo anterior, explicaremos las posibles
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causas de ambos tipos de dafios al ADN. Cabe mencionar, que este trabajo no es el primero que
reporta que el vanadio causa rompimientos en esta importante biomolécula: en un estudio
previo con el modelo de inhalacién, se encontré que el vanadio fue capaz de generar
rompimientos de cadena sencilla en leucocitos de ratones macho adultos (Rojas-Lemus 2006),
lo cual concuerda con estudios previos que se han llevado a cabo con otros modelos y con
otros compuestos de este metal (Roldan y Altamirano 1990, Cohen et al. 1992, Migliore et al.
1993, Rodriguez Mercado 1996, Rojas et al. 1996, Altamirano-Lozano et al. 1996, Altamirano et
al. 1999, Ivancsist et al. 2002, Evangelou 2002, Kleinsasser et al. 2003, Rodriguez-Mercado et al.
2003).

Dentro del espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN por accidon de los radicales libres
se describe la oxidacion de desoxirribosas, modificacion de bases nitrogenadas,
entrecruzamientos de cadenas y rupturas, principalmente (Chihuailaif et al. 2002). Los
rompimientos de cadena doble o sencilla que se generan por la interaccion de radicales libres
con el ADN, son producidos por la fragmentacién del esqueleto azucar-fosfato o
indirectamente por la escisién de bases oxidadas (Mitra et al. 2002).

El radical hidroxilo ("OH) es presumiblemente el mas reactivo de los radicales, y puede ser in
vivo el oxidante mas importante de componentes celulares como es el caso del ADN, proteinas
y lipidos (Mitra et al. 2002). El aumento en la produccién de ‘OH puede conducir a que este
radical reaccione con las bases nitrogenadas o con el esqueleto pentosa-fosfato del ADN y de
esta manera producir dafio a las bases o rompimientos de cadenas (Rodriguez-Mercado et al.
2003). Se ha propuesto que los rompimientos producidos por el radical ‘OH en esta
biomolécula son debidos a la accesibilidad de los dtomos de hidrégeno del esqueleto del ADN.
Este radical es conocido por reaccionar con todos los componentes de la molécula del ADN,
dafiando tanto bases puricas como pirimidicas y también al esqueleto del azicar desoxirribosa
(Valko et al. 2006). La generacidén de radicales hidroxilo que son altamente tdxicos pueden a su
vez disparar nuevas reacciones que generan mas radicales, ocasionando lo que se conoce como
reaccion en cadena, perpetuando asi la generacidn de éstos (Evangelou 2002). El aumento en la
produccion de ‘OH puede conducir a que este radical reaccione con las bases nitrogenadas o
con el esqueleto de la desoxirribosa del ADN y de esta manera producir dafio a las bases o
rompimientos de cadenas (Rodriguez-Mercado et al. 2003). Se ha propuesto que los
rompimientos producidos por el radical *OH en esta biomolécula son debidos a la accesibilidad

de los dtomos de hidrégeno del esqueleto del ADN. Este radical es conocido por reaccionar con
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todos los componentes de la molécula del ADN, dafiando tanto bases puricas como pirimidicas
y también al esqueleto del aztcar desoxirribosa (Valko et al. 2006).0tro radical importante es el
superdxido, que también puede oxidar lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Slupphaug et al.
2003). En el caso de la oxidacidn a nivel del aztcar desoxirribosa, la abstraccién de uno de los
hidrégenos puede iniciar el proceso de la ruptura oxidante (Lorente 2005). La oxidacién de
bases nitrogenadas ocurre preferentemente a nivel de la guanina fundamentalmente por ser la

base nucleica de menor potencial de oxidacién (Lorente 2005) (Figura 30).
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Figura 30. En 1 se representa el rompimiento de la cadena de ADN por la interaccién del radical hidroxilo

con el esqueleto del aztcar-fosfato. En 2 se indica la oxidacién de la guanina.

Se han identificado mas de 20 diferentes tipos de dafio a las bases del ADN por estrés oxidante,
uno de los mas comunes es la purina 7, 8-dihidro-8-oxoguanina, cominmente llamada también
8-oxoguanina u 8-oxoG. Mientras que el dafio mas comun a las pirimidinas es la formacién de
timina glicol (Tg) (Slupphaug et al. 2003).

Por otro lado, Kehrer (1993) reporta los cambios que pueden desencadenar los radicales libres
en su accion sobre las proteinas al describir los efectos sobre el gradiente de iones Ca*". El
contenido intracelular de este idn es habitualmente diez mil veces menor en comparacion con
la concentracidn extracelular y cualquier perturbacidn que afecte su transporte altera
significativamente la funcidn celular. La enzima calcio ATPasa, encargada de mantener el

gradiente de iones Ca*', contiene grupos tioles que pueden ser inactivados por los radicales
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libres. Cuando ello ocurre, la enzima pierde su actividad catalitica y se modifica la homeostasis
del Ca*. El incremento en la concentracién intracelular de estos iones estimula la activacién de

proteasas, que atacan al citoesqueleto y de nucleasas que fragmentan al ADN.

7.5.1.5. Vanadio y micronutcleos

La técnica de MN es ampliamente usada para evaluar dafios irreversibles sobre el material
genético, el incremento en la frecuencia de micronicleos predice el riesgo de cdncer en
humanos (Bonassi et al. 2007).

Los resultados de este trabajo muestran que el vanadio es un metal de transicidon capaz de
generar dafio genotdxico irreversible en forma de microntcleos en los ratones (hembras y
machos pre-puberes). Los mecanismos por los cuales se explica este resultado se comentan a
continuacion.

La induccién de MN por el vanadio o sus compuestos han sido reportados por varios autores
(Migliore et al. 1993, Zhong et al. 1994, Ciranni et al. 1995). Recientemente, en un estudio de
comparacion por sexo de animales adultos, Rojas-Lemus y colaboradores (2014) se encontré
que lainhalacidn de vanadio causa el incremento en la frecuencia de MN de los ratones machos
expuestos, sin embargo, las hembras adultas presentaron menor susceptibilidad al dafio al
ADN causado por vanadio. En general, el dafio al ADN producido por estrés oxidante
comprende oxidacién y modificacion de bases nitrogenadas y grupos azucares,
entrecruzamientos y también rompimientos de cadena sencilla y doble (Slupphaug et al. 2003;
Valko et al. 2006), todos ellos son dafos al ADN que en células que se encuentran en
proliferacién, podrian traducirse en micronucleos. Cualquier agente que reaccione con el ADN
es potencialmente peligroso (Halliwell et al.1984); el dafo al ADN puede resultar en arresto
mitdtico, induccidn de la transcripcion de genes, errores en la replicacion e inestabilidad

gendmica, todo esto implicado en procesos carcinogénicos (Valko et al. 2006).

7.5.1.6. Interaccion con el aparato mitético

La interferencia con la organizacién y el ensamblaje del huso mitético es un proceso critico para
el movimiento normal de los cromosomas, de hecho es el mecanismo propuesto de cémo
contribuye el vanadio al incremento de las aneuploidias (Ramirez et al. 1997).

El ortovanadato de sodio inhibe de manera considerable el ensamble (mas del 65 %) y la tasa de

desensamble (aprox el 60 %) de los microtibulos. Aparentemente el vanadio produce un
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cambio alostérico en las proteinas de los microtibulos lo que conlleva a una cinética de
polimerizacién anormal de la tubulina (Kirazov y Weiss, 1986). El resultado, es la alteracién en
el aparato mitdtico y, por tanto, cambios relacionados con el nimero cromosémico que puede
producir transformaciones neopldsicas en una via similar a la previamente observada con
colcemida y dietilestilbestrol (Ramirez et al. 1997).

Los mecanismos por los cuales este metal interfiere con el ensamble de los microttbulos no es
totalmente conocido, sin embargo su toxicidad ha sido atribuida por su alta afinidad por los
grupos sulfidrilo de las proteinas. Ramirez y colaboradores (1997) reportaron que las tubulinas
alfa y la beta contienen 12 y 8 residuos de cisteina (aminoacido con abundantes grupos
sulfidrilo), respectivamente y que algunos de esos residuos son criticos para la formacién y
funcién normal de la proteina.

Los datos experimentales indican, que los compuestos de vanadio tienen potencial
aneugénico. Son potentes inhibidores de fosfatasas de tirosina, incluyendo a las fosfatasas
cdc25 y de la dineina ATP-asa, lo cual explica por qué interfieren con la formacién apropiada del
aparato mitdtico y predisponen a la mala segregacién cromosdmica (Attia et al. 2005).

Por otro lado, los lipidos insaturados, los acidos nucléicos y las proteinas son los blancos
fundamentales de las reacciones de los radicales libres. Debido a la reactividad de los radicales
libres con las moléculas insaturadas o que contienen azufre, las proteinas con proporciones
elevadas de triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina pueden sufrir
modificaciones aminoacidicas mediadas por radicales libres (Martinez-Cayuela 1998). Las
reacciones de los radicales libres con estos aminodcidos dan lugar también a alteraciones
estructurales en las proteinas provocando entrecruzamientos y fenémenos de agregacién que
se ven favorecidos por la formacién de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Martinez-
Cayuela 1998), como consecuencia se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas,
fragmentacién de la proteina, formacion de grupos carbonilos e impiden el desarrollo normal
de sus funciones (Rodriguez et al. 2001).

Los enlaces peptidicos también son susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Estos
enlaces pueden romperse tras la oxidacion de residuos de prolina por radicales hidroxilo o
superdxido (Martinez-Cayuela 1998). Aunado a que los grupos tioles son inactivados por las
ERO’s (Chihuailaf et al. 2002).

Por todo lo anterior, el vanadio es un elemento que puede tener potencial mutagénico, porque

es genotdxico y causa efectos aneugénicos y clastogénicos, aunque no existen datos que
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indiquen de manera contundente que el vanadio es carcindgeno, no debe eliminarse esa
posibilidad, debido a que causa aberraciones cromosdémicas y por lo tanto inestabilidad
genética, procesos estrechamente relacionados con la generacién de malignidad (Lednard y

Gerber 1994).

7.5.1.7. ;Los efectos genotéxicos del vanadio dependen del sexo y de la edad?

Como ultimo punto al respecto, las hembras adultas son menos susceptibles a la genotoxicidad
causada por vanadio (Rojas-Lemus et al. 2014), sin embargo, las hembras pre-puberes no tienen
la misma ventaja; éstas, presentan aumento significativo de MN, respuesta similar a la de los
machos pre-puberes y adultos. Por lo anterior, la susceptibilidad al dafio causado por vanadio,

es diferente con la edad y con el sexo del individuo.

7.5.1.8. Diferencias entre hembras y machos

Los resultados de esta investigacion muestran que las hembras pre-piberes expuestas
presentan menos MN conforme se acercan a la edad adulta. Sin embargo, los machos pre-
puberes son mas susceptibles al dafio genotdxico (rompimentos y micronucleos) durante todo

el tiempo que durd la exposicidn.

7.5.1.9. Diferencias intrinsecas al sexo

En 2003, Borrds y colaboradores aportan evidencia experimental sobre las diferencias per se
entre hembras y machos. Debido a que la mitocondria es la mayor fuente de radicales libres en
las células, se analizaron los niveles basales de antioxidantes mitocondriales en hembras
normales, hembras ovariectomizadas y en machos, todos adultos. En ese estudio, los autores
encontraron que las hembras generan la mitad de la cantidad de perdxidos que los machos y
esto no ocurre en hembras ovariectomizadas, aunado a que las hembras presentan mayores
niveles de glutatiéon reducido que los machos, mientras que las ovariectomizadas tienen los
mismos niveles que éstos ultimos.

Las mitocondrias hepaticas de los machos, producen 40 % mas de perdxido que las
mitocondrias hepaticas de las hembras, de igual manera, las mitocondrias cerebrales de los
machos generan 80% mas de perdxidos que las de las hembras de la misma edad (Borras et al.

2003).
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Por otro lado, el dafio oxidante al DNA mitocondrial en los machos es 4 veces mayor que en las
hembras, el nivel de 8-OxoG en la mitocondria de los machos es mayor en un 400 %. Esto es
debido a la alta expresidn y a la gran actividad de la Mn-superdxido dismutasa y de la glutatidn
peroxidasa en hembras, lo cual confiere proteccién contra el dafio oxidante (Borras et al. 2003).
Es importante mencionar que cuando a las hembras ovariectomizadas y a los machos se les
administraron estrégenos, se observd que éstos tienen un efecto protector contra Ia
produccién de radicales libres en la mitocondria. Esto refuerza la idea de la actividad protectora
de los estrégenos (Borras et al. 2003).

También se reconocen diferencias por sexo en la farmacocinética de los xenobidticos. Los
reportes indican que los hombres tienen menos concentracidon de ferritina en el suero y
absorben menos manganeso desde el tracto gastrointestinal, que las mujeres. Sin embargo, las
concentraciones de manganeso en el suero son mas altas en hombres sanos que en mujeres
sanas; los hombres tienen aproximadamente 24 % mas alta la concentracion del metal en el
suero que las mujeres, ademds de que este metal, en los hombres, es retenido por un mayor

tiempo (Dorman et al. 2004).

7.5.1.10. Diferencias hormonales: estrégenos

La formacién intracelular de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN), estan
implicadas en la patogénesis de gran cantidad de enfermedades (Tamir et al. 2002). Hoy dia, es
bien conocido que los estrégenos confieren proteccién a la célula en varias enfermedades
relacionadas con estrés oxidante (p.e. Alzheimer y Parkinson) (Tamir et al. 2002).

La proteccion de los estrégenos en modelos tanto in vitro como in vivo incluyen activacion del
receptor nuclear a estrégenos, expresion de Bcl2 y de proteinas antiapoptdticas relacionadas,
activacion de la via de las MAPKs, activacion de las vias de transduccion de AMPc, modulacién
de la homeostasis del calcio y actividad directamente antioxidante (Tamir et al. 2002).

Los datos sugieren, que los estrégenos y sus derivados funcionan como antioxidantes por ser
atrapadores de radicales libres y que ejercen esta funcion de manera independiente del
receptor e involucra el atrapamiento de radicales, asi como también la reduccién y/o quelacién
de los iones oxidantes (Badeau et al. 2005). Los requerimentos estructurales para la actividad
antioxidante de los estrégenos son los compuestos que presentan un anillo monofendlico son
poderosos barredores de radicales libres porque pueden donar con facilidad electrones, por

ejemplo, los antioxidantes flavonoides polifendlicos como la vitamina E y A. Varias
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investigaciones indican que el grupo hidroxilo en el carbono 3 del anillo fendlico A de los
estrégenos, es de suma importancia (Amantea et al. 2005, Badeau et al. 2005). Este grupo
hidroxilo del anillo A, puede donar un hidrégeno, evitando la acumulacién de radicales libres.
De esta manera, los estrégenos pueden actuar como “escudo quimico” en contra del estrés
oxidante (Behl 2002).

Aunado a su estructura quimica, los estrégenos pueden interactuar con otros antioxidantes,
proveyendo proteccién adicional (Badeau et al.2005). Experimentalmente, se ha sugerido que
la conexion entre las propiedades antioxidantes de los estrégenos y la proteccion, es debida a
que las propiedades protectoras a bajas concentraciones de estradiol (<1nM) aumentan
considerablemente en la presencia de glutatién (Xia et al. 2002).

Por otro lado, la disfuncién mitocondrial resultado del estrés oxidante ha sido implicada en Ia
cascada patoldgica que culmina en la muerte de la célula. Se ha propuesto que los estrégenos
que ejercen un efecto estabilizante sobre la mitocondria y mitigan el dafio mitocondrial. Los
estrégenos aportan un efecto citoprotector contra el estrés oxidante in vitro, manteniendo la
integridad y previniendo la despolarizacién mitocondrial (Moor et al. 2004).

Los niveles de estrégenos en los machos adultos sanos, son inmensamente menores que en las
hembras adultas sanas, por lo que las concentraciones mayores de estrégenos en los ratones
hembra (tanto en las adultas, como en las prepuberes durante el periodo de recuperacién),

podrian estar ejerciendo un efecto protector, previniendo el dafio genotdxico.

7.5.1.11. Vanadio y anastrozol: ausencia de estrégenos
Los resultados de este trabajo muestran que la ausencia inducida de estrégenos causa el
incremento de MN en las hembras a las que se les administrd el inhibidor de la enzima

aromatasa, es decir el anastrozol.

7.5.1.12. Vanadio y su interaccién con los mecanismos antioxidantes

Dado que las EROs y otras formas de radicales libres se producen constante e inevitablemente
durante los procesos metabdlicos o aquellos implicados en la patogenicidad, la célula ha
desarrollado un poderoso y complejo sistema de defensa para limitar la exposicidn a estos
agentes. Las moléculas que previenen la formacién descontrolada de radicales libres o inhiben
sus reacciones con estructuras bioldgicas, reciben el nombre genérico de antioxidantes

(Chihuailaf et al. 2002, Scibior y Zaporowska 2007). La gama de antioxidantes celulares
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enddégenos incluyen al glutation reducido (GSH), la dismutasa de stper 6xido, la glutation
peroxidasa, asi como también a los exdgenos como el alfa-tocoferol, el beta-caroteno y al acido
ascorbico, todos ellos son importantes componentes de la defensa antioxidante de los
mamiferos (Scibior y Zaporowska 2007).

Se ha reportado que el vanadio puede disminuir significativamente los niveles de la
concentraciéon de acido ascdrbico y de GSH en la sangre y en algunos drganos importantes

como higado y rifidn (Scibior y Zaporowska 2007).

7.5.1.13. Vanadio y el efecto protector del acido ascérbico

Entre las acciones positivas que lleva a cabo el acido ascdrbico en el organismo, se encuentran
la participacidn esencial en la sintesis de coldgena, de carnitina, norepinefrina, hormonas
peptidicas y en el metabolismo de la tirosina. Su accién antioxidante es amplia, ya que
disminuye la cantidad de oxidantes que ataca al ADN y a las proteinas, la lipoperoxidacidn, la
oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad, la oxidacién y las nitrosaminas en el jugo
gastrico, los oxidantes liberados por los neutrdfilos, y aumenta: la vasodilatacién dependiente
del endotelio y la absorcién de hierro en el tracto gastrointestinal (Levine et al. 1999).

Se observd, que en todos los grupos a los que se les administré acido ascdrbico, el dafio
genotdxico disminuyé de manera significativa. Es decir, el suministro de acido ascdrbico por via
oral funciond para mitigar de forma importante el dafio al material genético que causa el

vanadio.

El dcido ascérbico elimina: radicales alcoxilo (RO’), hidroxilo (‘OH), peroxilo (RO2:) e
hidroperoxilo (HO2-), singulete de oxigeno (102), anién superdxido (02-) y ozono (03) (Carr y
Frei 2002); los reportes indican que el vanadio es capaz de generar el aumento de ‘'OH y O2-, por
tanto, el mecanismo principal por el cual el dcido ascérbico disminuye el dafio causado por
vanadio posiblemente es debido a su capacidad de reducir, en condiciones de pH fisioldgico, al

vanadio y a los radicales libres que genera (Ding et al. 1994).
7.5.1.14. Peso en los animales expuestos

De acuerdo con Sainz y colaboradores (1983), los ratones de la cepa CD1 a la edad de 60 dias

deben pesar entre 30 y 32 g. Este peso debe ser igual entre ambos sexos. Sin embargo, los

69



resultados aqui presentados, mostraron que las hembras expuestas a vanadio, tienen un peso
menor comparadas con el grupo equivalente de machos.

Aunque el interés principal no era establecer las diferencias en masa corporal de los ratones (ni
sus causas) era importante registrar el peso de los animales, debido a que el excipiente que
acompana al acido ascdrbico que les fue administrado, es azicar (50%) y el peso del individuo
estd relacionado especialmente con la concentracidn de estrégenos.

El vanadio es un componente comun en los suplementos alimenticios, porque se le atribuyen
propiedades anabdlicas. Sin embargo, en los animales experimentales utilizados, los machos
que sélo inhalaron vanadio, no presentan diferencia con respecto al peso del grupo testigo.
Sélo se observa el incremento de peso en los animales expuestos a vanadio y que tomaron
acido ascérbico, y en los que sélo tomaron 4cido ascérbico. En el caso de los machos, esta
diferencia es posible que se deba al aztcar que contenia la tableta de acido ascérbico. En las
hembras el efecto es totalmente contrario los animales de los grupos vanadio, acido ascérbico
y vanadio+acido ascdrbico, presentaron menor peso. Por lo anterior, se puede decir que por via
inhalada, los efectos anabdlicos del vanadio no se observan y que las hembras son mas
susceptibles que los machos a perder peso (o a no ganarlo) debido a la exposicién de vanadio y
por la administracion de acido ascérbico.

Es necesaria investigacién futura para ampliar y comprender este resultado.

7.6. Fase 3.

7.6.1. Vanadio: Clastégeno y Aneugénico

Una ventaja importante del método de MN, es la capacidad de detectar efectos clastogénicos y
aneugénicos, lo que permite identificar aberraciones estructurales o numéricas,
respectivamente. Varias técnicas se han desarrollado para distinguir los MN causados por
clastégenos o anéugenos, sin embargo, la mejor es la que marca centrémeros. De hecho, la
Hibridacién Fluorescente In situ (FISH) con sonda centromérica permite detectar regiones
centroméricas de los cromosomas en metafase y en interfase, asi como también los que se
encuentran en MN individuales. Una ventaja adicional, es que las alteraciones que puedan sufrir
las preparaciones durante la realizacion de la técnica, rara vez afectan el ADN centromérico

(Attia et al. 2009).

70



» Testigos positivos para MN: mecanismos de accion
Para identificar la etiologia de los MN causados por vanadio, es importante incluir dentro de las
muestras controles de mecanismo de accidon conocidos. De esa manera, se asegura el

funcionamiento correcto del protocolo.

Colchicina: es un aneugénico de mecanismo de accidén conocido, ya que interactia con el
aparato mitdtico provocando la mala segregacion cromosdmica y por lo tanto, los MN que
causa son de origen aneugénico. Los resultados del presente traabjo concuerdan con lo
reportado por Attia y colaboradores (2009), acerca de que el 77.5 % de los MN causados por
este farmaco fueron C+.

Camptotecina: es un farmaco importante en el tratamiento contra el cancer, debido a que su
actividad antitumorigénica es debida a la estabilizacién del complejo ADN-Topoisomerasa |,
evitando el paso de re-ligacion de rompimiento-reunidn, que es la reaccion que estd mediada
por esta enzima. El resultado final que causa esta droga es lesién en el ADN fragmentacién del
ADN cromosémico que conduce al intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones
cromosomicas y finalmente a la muerte celular (Attia et al. 2009). Los resultados concuerdan
con lo reportado para este farmaco: <70 % de MNC- (Attia et al. 2009).

Metilmetanosulfonato: Es un clastégeno. Induce N-metilaciones en la cadena de ADN, las cuales
son las responsables de los rompimientos en la biomolécula. La mayor parte de los MN que

induce este agente son C- (Christmann et al. 2007).

7.6.2. Vanadio y region centromérica del ADN

Los resultados aqui presentados con la técnica de FISH con sonda pan-centromérica mostré
que los microntcleos causados por la inhalacién de vanadio, fueron centrémero-negativos (C-).
Esta evidencia, indica que el mecanismo de accién predominante es la clastogénesis. Es decir,
que los microntcleos son causados por los rompimientos de una de las hebras del ADN, que en
células que se encuentran en proliferacidn, al pasar por la fase de sintesis, se convierten en
rompimientos de cadena doble, generando asi, un microntcleo.

Sin embargo, la evidencia experimental publicada hasta el momento, apoya de manera
mayoritaria a la aneugénesis como mecanismo de formacién de MN, tanto in vivo como in vitro
(Cande y Woniak 1978, Roldan y Altamirano 1990, Migliore et al. 1993, Léonard y Gerber 1994,

Zhong et al. 1994, Migliore et al. 1995, Ciranni et al. 1995, Ramirez et al. 1997, Navara et al. 2001,
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Attia et al. 2005). Sélo el reporte de Rodriguez-Mercado y colaboradores (2003) lo sugiere
como un agente clastégeno.

La evidencia de este trabajo indica que el vanadio es capaz de generar MNC- en mayor
porcentaje que los MNC+, a semejanza de agentes clastdgenos reconocidos como el
metilmetanosulfonato y la camptotecina. Sin embargo, hay que considerar dos puntos
importantes. El primero es el tiempo de exposicidn, donde los MNC- fueron el resultado de Ia
exposicion subcrénica (4 semanas), a diferencia del trabajo de Attia y colaboradores (2005)
cuyo resultado fue el de la exposicién aguda (el resto de los reportes fueron el resultado de
experimentos in vitro). El segundo, es la via de exposicién también puede ser un factor
importante, ya que los efectos clastogénicos que se observaron fueron el producto de la
inhalacién y no de la inyeccién intraperitoneal, por ejemplo.

Lo anterior implica que el vanadio cuando es inhalado, tiene el potencial de causar aberraciones
cromosdémicas de tipo numérico (aneugénesis) y estructural (clastogénesis), ambos tipos de

aberraciones estan estrechamente relacionadas con procesos carcinogénicos.
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8. Conclusiones y consideraciones finales

El dcido ascdrbico tiene actividad genotdxica, pero sélo cuando es administrado en
la ausencia de un estimulo negativo (como el vanadio o la ausencia de estrégenos).
Esta evidencia indica que es importante no administrarlo (aunque sea en bajas
dosis) si no es necesario. Pero, hoy en dia, la presencia de metales como
contaminantes ambientales cobra cada vez mayor importancia y por tanto, no sélo
deben recibir atencién los mecanismos de defensa propios de la célula ante el
peligro potencial que representan las grandes concentraciones de metales, sino
también las estrategias que pueden reducir el impacto negativo que tienen los
metales sobre los organismos, como es el caso de la administracion de agentes con
capacidad antioxidante.

La pre-pubertad para ambos sexos, es una etapa susceptible al dafio genotdxico;
sin embargo, los machos son mas propensos a sufrir dafio genotdxico también en la
vida adulta, a diferencia de las hembras adultas. Es posible, que la proteccién esté
mediada, en parte por los estrégenos, pero otras posibilidades como la mayor
eficacia en los mecanismos de reparaciéon de dafio al ADN, también podria estar
implicada. Lo cierto es, que en las hembras de edad fértil, el dafio no es evidente
como en los machos, asi que eso les confiere una ventaja, cuando menos en esa
etapa.

La ausencia de estrégenos en las hembras, causa que el dafio genotdxico sea similar
al de los machos, esto indica que los estrégenos les confieren proteccién. Sin
embargo, no hay que descartar otras vias por las cuales las hembras sean menos
susceptibles al dafio al ADN, por ejemplo, mayor eficacia en los mecanismos de
reparacion de esa biomolécula.

En la exposicién sub-crdnica, el vanadio se comporta como un agente clastégeno,
pero es debido al estrés oxidante que genera. La accién de los radicales libres
originados por este metal, es la causa principal del dafio genotdxico. Es por ello,
que la administracién de un potente antioxidante, disminuye los efectos sobre el
material genético. Lo anterior cobra importancia cuando se considera que en la
ciudad en la que vivimos, muy contaminada y altamente oxidante, se estd expuesto
de manera crdnica, no sélo al vanadio si no a otros miles de elementos que son

capaces de causar estrés oxidante en el organismo, pero al mismo tiempo, no se
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estd indefenso y es posible ayudar a los mecanismos antioxidantes con los que
contamos, y asi tener la oportunidad de contrarrestar los efectos negativos de la
contaminacién atmosférica.

Finalmente, estos resultados podran ser tomados en consideracién para inclinar la
balanza sobre el potencial carcinogénico del vanadio, especialmente cuando es
inhalado, porque es una de las principales formas en la que estamos expuestos los

seres humanos.
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Sex differences in blood genotoxic
and cytotoxic effects as a consequence
of vanadium inhalation: micronucleus

assay evaluation

Marcela Rojas-Lemus®, Mario Altamirano-Lozano® and Teresa I. Fortoul®*

ABSTRACT: Vanadium is an environmental pollutant attached to the smallest air suspended particles that enters into the
respiratory tract reaching the systemic circulation. The oxidative state of this element and sex are factors related to its
toxicity. In this study, we explored sex-associated genotoxic and cy ic differences in a experi tal model. Mice
inhaled V,0;5 (0.02 M) 2 h/twice a week; blood ples were obtained at 24 h and every week until the end of the 4-week
exposure. Samples were processed for fluorochrome-mediated viability and a micronucleus assay in slides pre-covered with
acridine orange (AO). The results showed that males were more susceptible to genotoxicity during the exposure in contrast to
the females. In peripheral blood leukocytes, no cytotoxic differences were observed in both, females or males, but the
decrease in circulating reticulocytes provides evidence of the metal’s cytotoxic effect on the bone marrow (BM). A significant
decrease in reticulocytes was observed during the experiment independent of the animal’s sex. The present findings might
be explained by the interaction of the metal with the enzymes that control erythropoiesis or a direct effect on erythropoietin
production might explain our findings; however, an absence of the genotoxic effects in females could be a consequence of
the protective effect against oxidative stress by their higher estrogen levels. This study contributes to a better understanding
of the mechanisms by which vanadium induces adverse effects in biological systems. Copyright © 2013 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: vanadium pentoxide; genotoxicity; micronucleus; cytotoxicity; sex differences; reticulocytes

Introduction

Some air pollution components have been reported as carcino-
genic, especially those transported on air suspended particles, such
as metals (Ghio et al. 2002; Vallejo et al. 2003; Yip & Madl, 2002).

Vanadium (V) is a transition element liberated into the atmo-
sphere as a consequence of burning fossil fuels (Avila-Costa et al.
2004, 2005; Cohen et al. 1992) and metallurgic industry activities
(Dill et al. 2004). Vanadium pentoxide is adsorbed onto the smallest
suspended particles and by these means reaches the respiratory
system and subsequently the systemic circulation (Cooper, 2007;
Leonard & Gerber, 1994; Rodriguez-Mercado et al. 2010).

In vivo vanadium adverse effects on genetic material are still
being evaluated. Ciranni et al. (1995) reported an increase in
the micronuclei frequency and hyperploidy in bone marrow
(BM) cells from CD-1 male mice exposed to vanadium sulphate
and metavanadate (100, 70 and 50 mg kg™') after intragastric
administration. Furthermore, a report from Altamirano-Lozano
et al. (1999) using intraperitoneal administration in CD-1 mice
(5.75, 11.5 and 23 mg kg™') reported DNA single-strand breaks
in kidney, liver and lung cells but not in BM. Villani et al. (2007)
evaluated the genotoxic potential (micronucleus and DNA
damage) of tetravalent vanadium (VOSO,) administered orally
in CD1 mice. The authors reported no increase in the frequency
of micronucleated peripheral reticulocytes or BM cells, similarly
no DNA damage was observed in testicular or BM cells. In
contrast to the genotoxic potential of vanadium, there are
reports that suggest it is an antigenotoxic and anticarcinogenic

agent in previous studies in rats (Samanta et al. 2008) and a
chemopreventive against diethyl nitrosamine genotoxicity in a
rat model of hepatocellular transformation in rats (Chakraborty
et al. 2007).

The hematologic effects of vanadium exposure in humans
induce anemia and leukopenia (Cooper 2007); anemia was
attributed to vanadium interference in erythropoiesis (Leonard
and Gerber, 1994).

Moreover, sex differences in response to xenobiotic have
been reported by our group in nasal epithelium exposed to a
highly oxidative atmosphere distinguishing an increased DNA
damage in male compared with female medical students
(Fortoul et al. 2004). In 2005, the same group reported sex differ-
ences between mice exposed to inhaled lead (Pb) (Fortoul et al.
2005). Female mice had higher Pb lung concentrations com-
pared with males, but bronchiolar damage was more severe in
males, identified as an increased loss of non-ciliated bronchiolar
cells, as well as more necrosis and shedding of these cells. The
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Materials and Method

Animals

Twelve female and twelve male CD-1 mice (2 months old, body
weight 32 + 35g) were obtained from the Faculty of Medicine,
UNAM vivarium. Animals were allowed adjusted to laboratory
conditions (22 + 3 °C, 57% humidity and controlled lighting
12: 12 h light/dark regime) for 7 days during which they received
a commercial standard mouse food (Purina Rodent Chow, Purina
rodent Laboratory Chow, Mexico City, Mexico) and drinking water
ad libitum. After being adjusted, mice were randomly clustered in
four groups according to sex and identified as control and exposed
groups. The mice were managed according to the Mexican
official norm NOM-062-Z00-1999 for the production, care and
use of laboratory animals.

Chemicals and dosing

The main chemicals reagents were purchased from Sigma-Aldrich
Chemicals Company (St. Louis, MO, USA): vanadium pentoxide,
99.99% purity (CAS 1314-62-1), Tween®20 (CAS 9005-64-5),
fluorescein diacetate (CAS 596-09-8), acetone (CAS 67-64-1), sodium
chloride (CAS 7647-14-5), ethidium bromide (CAS 1239-45-8) and
acridine orange (AO) (CAS 10127-02-3).

Exposure protocol

Inhalation exposure was performed as described by Fortoul et al.
(2008). Briefly, exposure was carried with a 0.02 M V,0s suspen-
sion in saline, containing 100 pl Tween-20 per 100 ml. The
aerosol inhalation chamber was a transparent acrylic box with
a total volume of 3.3 I. A De Vilbiss Ultraneb 99 (Somerset, PA,
USA) system with a constant flow of 10 | min™' [mass median
aerodynamic diameter (MMAD) of 0.5-5 um) generated the
fog. The vanadium levels in the chamber were quantified as in
Fortoul et al. (2002). The final concentration in the chamber
was 1.4 mg V,0s per m>. The concentration selected for our
experimental model is in the range reported by the WHO in
workplaces (2000) (i.e. 0.01-60 mg m™). High vanadium concen-
trations (> 600 mg kg™") have also been detected in soils in the
vicinity of petrochemical plants in Mexico (Hernandez and
Rodriguez, 2011). Thus, we deemed the level of vanadium used
here would reflect airborne vanadium exposures that occur
routinely among the citizens of many urban centers, including
Mexico City (Fortoul et al. 2002), and are also readily found in
occupational settings (Ustarroz-Cano et al. 2012).

Six animals per group (females, males and the respective
controls) inhaled 0.02 M V,0s (exposed) or saline (controls), for
1 h twice weekly over 4 weeks.

A tail’s blood basal sample (T0) was obtained from each mouse,
at the launch of the inhalation protocol. A second blood sample
was obtained 24 h after the first exposure. Further sampling was
implemented each week during the exposure time.

Dual fluorochrome-mediated viability assay in peripheral
blood leukocytes

A viability assay in leukocytes was performed with some modifi-
cations, as described by Strauss (1991). Briefly, for stock solutions,
fluorescein diacetate (FDA) were diluted 0.005 g mi™ in acetone
and ethidium bromide (Et-Br) was diluted 0.002 g mi™" in
phosphate-buffered (PBS). Then, in amber recipient, 15 pl of
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FDA stock solution and 100 pl of Et-Br stock solution were added
to 2.4 ml PBS to produce a working solution. The fluorochromes
solution and whole blood were mixed in a 1:1 proportion. Imme-
diately, samples were analyzed in an epifluorescence microscope
(Olympus BH-2) at 400 x equipped with a 515-560 nm excitation
filter and a barrier filter of 590 nm. Under these conditions, living
cells were identified by their green fluorescence cytoplasm,
whereas dead cells are identified by their red nucleus. Erythro-
cytes do not stain. In the present study, cell viability was obtained
by counting the red and green cells proportion. A sample of 100
cells was scored for each mouse. Samples for each animal were
analyzed in duplicate.

Peripheral blood micronucleus test in vivo

A micronucleus test was performed with some modifications,
according to Hayashi et al. (1990). Briefly, AO fluorochrome was
dissoived in distilled water (1 mg ml™"). Next, 40 pl of the AO
solution was extended on a previously cleaned and heated slide
(~70 °C). Then, 5 pl of peripheral blood was collected from a cut
mouse tail vein, and extended on an AO pre-covered slide,
protected with a coverslip and maintained at 4 °C, for at least
24 h, for maximizing dyeing. A duplicated sample was taken from
each mouse. The percentage of peripheral blood reticulocytes
(red-orange cells) was determined using 1000 mature erythro-
cytes (dark cells), and the micronucleus frequency was deter-
mined using 2000 reticulocytes per animal, five animals per
group. Micronuclei were easily recognized in the reticulocyte
cytoplasm because of their strong green-yellowish fluorescence
(Fig. 1). Samples were analyzed at 1000 x with an epifluorescence
microscope (Olympus BH-2) equipped with a 515-560 nm excita-
tion filter and barrier filter of 590 nm.

Statistical analysis

Mean and standard errors were calculated from each group for
each exposure time (T0, 24 h and 1-4 weeks). Paired Student's
t-test was used to contrast viable cells, genotoxicity and the
number of reticulocytes between exposed and their respective
control, and males versus females. In addition, Pearson’s correla-
tion index was calculated to determine the relationship between
exposure time and frequency of micronucleus, and exposure

Figure 1. Peripheral blood reticulocytes and micronucleus observed in
an epifluorescence microscope. Reticulocytes (red-orange fluorescence)
and erythrocytes (dark cells) were present. Micronuclei (green-yellow
fluorescence) were easily observed in reticulocytes cytoplasm.
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time and decreased reticulocyte count. Finally, a two-way analy-
sis of variance (two-way anova) and a post hoc Holm Sidak Test
were used to determine if the experimental groups (male and
female) are affected by sex and exposure time (SigmaStat Soft-
ware 3.5, 2007) (San José, California, USA). All analyzed data
had a normal distribution, and statistical significance was set at
P < 0.05. Values were expressed as the mean 4 SEM. One-
tailed statistical tests were performed. The study was performed
with six mice per group, and data showed are the results of two
independent experiments. Cell samples were obtained from
each group in duplicate and coded in a double blind manner.

Results

There were no deaths of exposed mice or controls. No clinical
signs of toxicity in treated animals were observed.

Dual fluorochrome-mediated viability assay in peripheral
blood leukocytes

No differences were observed in both, female or male. Only
during the acute phase (24 h after inhalation), a significant
decrease was noticed but, in neither case was below 90%, a
value that is accepted for viability tests; however, as long the ex-
posure progressed the differences among sexes disappeared.
The raw data are presented in Table 1.

Micronucleus frequency

Our results showed that vanadium inhalation had genotoxic
effects, because of the significant increase of the frequency of
micronuclei in exposed males compared with the control.
Throughout the experimental period females showed no
significant difference compared with the control.

In contrast, Pearson’s correlation index (r = 0.845) was positive
and significant in males, indicating that the longer the exposure
time, the greater the Micronucleus (MN) frequency. With regard
to females, Pearson’s correlation index was not significant
(r = —=0.162). Furthermore, statistical analysis (two-way anova and
post-hoc Holm-Sidak) showed that the factor that had the greatest

Table 1. Cell viability (%) in male and female mice exposed
to vanadium inhalation at different times.

Males Females

Time Control Exposed Control Exposed
T0 977412 957413 971413 962423
24 h 960 + 1.8 90.0 + 2.8* 983 + 1.2 906 + 0.8
Tweek 980+18 970+08 962+35 972408
2 weeks 95.7 21 947 £3.1 957 +31 951441
3weeks 960+ 18 950438 924+43 913+ 18
4weeks 976 +23 956+ 13 96628 962+ 14

Data shown are the results of two independent experiments.
Results are reported as the mean - standard error (SE).
Saline was used in the control group.

* P < 0.05 vs. the control group of the same exposure time.
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influence on MN frequency was the exposed animal’s sex. Our
results indicate that sex and MN frequency were significantly
associated (P = 0.017) (Fig. 2).

Reticulocytes percentage

In both sexes, a significant decrease in reticulocyte counts
during the experiment was noticed. Pearson’s correlation index
showed that in females (P = -0891) the longer the exposure,
the lower the reticulocyte’s count was. This change was not
observed in males (Fig. 3).

'e

Frequency of Micronucleus
{per 2000 reticulocytes)
w

T T T
T 24h  1weeks 2weeks 3Iweeks 4weeks
Exposure Time

Figure 2. Micronucleus frequency in peripheral blood reticulocytes in fe-
male and male mice exposed to vanadium inhalation. Males showed a sig~
nificant increase in micronucleus counts since 24 h until the end of the
exposure. In females, no significant differences were detected. (t-test)
*P < 0.05 (exposure time vs. T0) and °P < 0.05 (males vs. females). Pearson’s
correlation index MN: males r = 0.845; females r = —0.162. Two-way ANOVA
and post hoc Holm Sidak test. Sex: P=0.017; Exposure time: ND (P = 0.505).

—a— Females

Reticulocytes %
(per 1000 erthrocytes)

Twoeks 2weeks 3Jweeks dweeks
Exposure Time

To Hh

Figure 3. Percentage of reticulocytes in female and male mice exposed
to vanadium inhalation. Both females and males showed a significant
decrease in reticulocytes counts since 24 h until the end of the exposure.
(t-test) *P < 0.05 (exposure time vs. T0) and *P < 0.05 (females vs. males).
Pearson'’s correlation index: males r = -0.0974 (ND); females r = -0.891
(negative and significant). Two-way anova: Sex ND (P = 0.576); Exposure
time: ND (P = 0.169).

Discussion

Estimation of Cell Viability by Fluorochromes

Cellular viability in peripheral blood leukocytes is an easy way to
evaluate systemic toxicity. This evaluation is suggested when
micronucleus assay is performed (Krishna and Hayashi, 2000).
An important advantage of this technique is that mice sacrifice
is unnecessary, at least in the case of bone marrow cell viability.

The dual fluorochrome assay is an indicator of cell metabolism
and death caused by cell membrane injury (Rodriguez-Mercado
et al. 2011).

Kleinsasser et al. (2003) reported no cytotoxic effect of vana-
dium pentoxide in lymphocytes and human mucosal cells. The
authors mentioned that cell viability in all the assessments was
higher than 80%, which is consistent with our results. In this
experiment, vanadium inhalation was devoid of the cytotoxic
effects on peripheral blood leukocytes; this means that the cells
do not die as a result of vanadium inhalation and are released
into the systemic circulation even if they contain errors in their
genetic material.

Micronucleus Frequency

A MN is a cytoplasmic body of nuclear genetic material resulting
from an incorrect incorporation during cell division in the
daughter cells (Zalacain et al. 2005). The micronucleus contains
genetic material from chromosome fragments (clastogenicity)
or whole chromosomes (aneugenicity) (Fenech, 2000; Krishna
and Hayashi, 2000). In 2011, our group reported that vanadium
inhalation causes DNA single strand breaks (Fortoul et al.
2011), which is consistent with other studies that used other
animal models and with other vanadium compounds (Roldan
and Altamirano, 1990; Cohen et al. 1992; Migliore et al. 1993;
Altamirano-Lozano et al. 1996; Rojas et al, 1996; Altamirano
et al,, 1999; Evangelou 2002, Ivancsist et al. 2002; Kleinsasser
et al. 2003; Rodriguez-Mercado et al. 2003). Micronuclei induc-
tion by vanadium or its compounds has been reported by
Migliore et al. (1993), Zhong et al. (1994) and Ciranni et al. (1995).

One of the mechanisms by which vanadium induces DNA
damage is the production of Reactive Oxygen Species (ROS)
leading the cell to an oxidative stress state (Choi et al. 2004;
Valko et al. 2006), generating damage in nitrogenated basis,
carbohydrates oxidation, cross-links, or strand breaks in prolifer-
ating cells that will be manifested as micronucleus (Slupphaug
et al. 2003; Valko et al. 2006).

Furthermore, the interference with the organization and the
spindle apparatus assembly is a critical process for normal
movement of chromosomes; in fact this is the proposed mecha-
nism by which vanadium pentoxide contributes to increase
aneuploidy (Ramirez et al. 1997). Previous results obtained in
our laboratory indicate that vanadium inhalation causes a
significant decrease in gamma-tubulin in testicular cells; this
alteration may involve changes in microtubules function
(Mussali-Galante et al. 2005) as well as the appropriate distribu-
tion of the genetic material.

Any agent that reacts with DNA is potentially dangerous
(Halliwell et al. 1984). DNA damage may result in mitotic arrest,
induction of gene transcription, replication errors and genomic
instability, all implicated in the carcinogenic processes (Valko
et al. 2006). The micronucleus assay is devised primarily for
evaluating the ability of tested agents to induce structural and/

J. Appl. Toxicol. 2014; 34: 258-264
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or numerical chromosomal damage. Both types of damage are
associated with the development and/or progression of tumours,
and with adverse reproductive and developmental outcomes
(Krishna and Hayashi, 2000).

In this study, we observed a clear relationship between the
animals’ sex in exposed groups and the increased frequency of
micronucleus: males were more susceptible to genotoxic
damage than females. Similar results were obtained in another
study when single strand breaks (by Comet Assay) were
evaluated in bone marrow cells from male and female adult
mice (Fortoul et al. 2011).

Because in our experiments we used young sexually mature
adults, two main options have been considered to explain these
findings: the differences between sexes per se and the substan-
tial presence of sex hormones, especially estrogens.

In this context, Borras et al. (2003) provided experimental
evidence about intrinsic sex differences. Because mitochondria
are the major source of cellular free radicals, the authors
analyzed basal levels of mitochondrial antioxidants on males,
females and ovariectomized females. The results showed that
control females produced only half of the peroxides compared
with males and ovariectomized females. In addition, control
females had higher levels of reduced glutathione, compared
with males and ovariectomized females.

When compared with control males and females of the same
age, the authors found significant parameter differences in the
male’s liver mitochondria that produced 40% more peroxide
whereas the brain mitochondria generated up to 80% more than
females; oxidative damage of mitochondrial DNA was four times
higher in males because the levels of 8-oxo-guanine were 400%
higher. The authors concluded that these differences could be
because of the increased expression in females of endogenous
antioxidants such as Mn-superoxide dismutase and glutathione
peroxidase, which confer protection against oxidative damage.

When estrogens were administered to male and ovariectomized
females, a protective effect against mitochondrial-free radical
production was observed. These results support the idea of the
protective activity of estrogens (Borras et al. 2003). Evidence
suggests that estrogen has an antioxidant capacity because they
function as free radical 'scavenger molecules (Badeau et al. 2005).

The estrogen protection in models both in vitro and in vivo in-
clude: activation of a nuclear estrogen receptor, anti-apoptotic
protein expression, MAPKs pathway activation, modulation of
calcium homeostasis and direct antioxidant activity (Tamir
et al. 2002).

Estrogen molecules can act as antioxidants, because they
have one phenolic ring that is ready to donate electrons (similar
to polyphenolic antioxidants such as vitamin A and E). Previous
studies indicate that the hydroxyl group at the C-3 phenolic A
ring can donate hydrogen, which would help to reduce the
accumulation of free radicals, such as a hydroxyl radical
(Amantea et al. 2005, Badeau et al. 2005). This feature allows
them to act as ‘chemical shields’ against oxidative stress (Behl,
2002). As there are no reports about differences in vanadium
blood concentrations among sexes (WHO, 2001) our findings
suggest that estrogens are protecting females.

Estrogen levels in adult males are notoriously lower compared
with adult females because of this the higher levels of estrogens
in female mice may be exerting a protective effect preventing
genotoxic damage. Another possible explanation for these
differences could be attributed to the influence of sex hormones
on cytochromes (i.e. cytochrome P450) (Fortoul et al. 2005), or

intrinsic sex differences such as the production of ROS, that we
previously mentioned (Borras et al. 2003). In our experience,
nasal epithelial cells caused more genotoxic damage in men
compared with women when they were exposed to air pol-
lutants (Fortoul et al. 2004).

Reticulocytes Percentage

In our experimental model, another finding was the decrease in
reticulocyte counts, since the first exposure (24h) and through
the whole experiment. In the micronucleus test, the percentage
of reticulocytes with respect to erythrocytes in treated animals
compared with controls provides two types of information: the
cytotoxicity index (Krishna and Hayashi, 2000) and real-time
evaluation of the functional status of erythropoiesis in bone
marrow, because reticulocytes are released from the bone
marrow 18 to 36 h before the final red cell maturation
(Goodnough et al. 2000). Human studies have shown that
exposure to vanadium induces changes in hematocrit, as well
as leukopenia and anemia (Cooper, 2007), because it influences
erythrocytes formation (Leonard and Gerber, 1994).

Hematic biochemical and the physiological role of vanadium
have not been entirely elucidated. According to reports by
Zaporowska and Wasilewski (1992) and Hogan (1990), the
effects of vanadium can be summarized in three points: (i)
reduced erythrocyte deformability, because the cells are often
retained in the spleen’s reticuloendothelial system and are
removed from bloodstream; (ii) it produces lipid peroxidation
in the erythrocyte membrane and this leads to hemolysis and
(iii) erythrocytes’ count decrease owing to red blood cells hemo-
lysis and short survival time. So vanadium possibly interferes di-
rectly with the erythroid differentiation process. Experimental
evidence supports this theory, because Aguirre et al. (2005)
found count changes in erythroid precursors in the BM after
injecting orthovanadate, and a significant increase was observed
in the proportion of normoblasts and orthochromatic and poly-
chromatic erythroblasts, indicating that erythropoiesis is
stopped before the reticulocytes stage. In a previous report,
our experimental model, in male mice a decrease in hemoglobin
and hematocrit was observed (Gonzélez-Villalva et al. 2009),
which is consistent with the results reported here.

Our results showed that in peripheral blood leukocytes cell
viability was not affected, this means that vanadium caused no
cytotoxic effects on these cells. However, the amount of circu-
lating reticulocytes significantly decreased. It is possible that
the cause of this decline is mainly due to an impairment of
erythroid precursors in bone marrow, and possibly to cell death,
no affecting leukocytes. Importantly, the two-way anova analysis
revealed that a decrease in circulating reticulocytes was not
associated with the animal’s sex; therefore, all individuals are
equally susceptible to the adverse effects of this metal.

Conclusion

Many environmental factors can damage DNA, and the under-
standing of the mechanisms associated with the outcomes of
this process will provide researchers tools to understand the
DNA environmental insults and ways to prevent or avoid it.
Our results contribute to a better understanding of the
mechanisms by which inhaled metals induce genotoxic and
erythropoietic effects. The findings in the genetic material dam-
age and decreased reticulocytes, should force the revision of
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standards on air quality, considering that the toxic effects of
vanadium affect the entire population, and contribute to the
understanding of how vanadium exerts its toxicity. In addition,
sex differences related to sex hormones effects and xenobiotic
metabolism should be stressed, because almost half of worlds’
population will experience different responses and would need
a distinctive treatment to modify genotoxic damage. However,
further investigation is needed to support sex-biased prevention
schemes and treatments.
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