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1. Resumen 

La inhalación de contaminantes, entre ellos metales como el vanadio, es un fenómeno 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 inhalación de ciertos xenobióticos, hemos 
utilizado un modelo de exposición por  inhalación 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 micronúcleos y que el daño en el material 
genético, es mayor en machos. Debido a que las hembras son menos susceptibles al daño 
genotóxico causado por este elemento, se decidió determinar la participación de las hormonas 
sexuales femeninas, los estrógenos. Para evitar que estas hormonas estuvieran presentes en los 
ratones hembra y así tratar de comprender su función, se les administró un fármaco anti-
estrogénico, el anastrozol. Este fármaco inhibe a la aromatasa, que es la enzima que cataliza la 
formación de estrógenos. Cuando el anastrozol se administra a los ratones hembra la producción 
total de estrógenos se abate en más del 95 %.  
Por otro lado, tomando en consideración que uno de los mecanismos principales por el cual el 
vanadio ejerce su toxicidad, es la generación de estrés oxidante, consideramos que la 
administración de un potente antioxidante, como el ácido ascórbico, podría 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-púberes 
(hembras y machos) que causa la inhalación del vanadio, la administración de anastrozol y de ácido 
ascórbico sobre la inducción de rompimientos del ADN y de micronúcleos, asimismo determinar la 
etiología 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 ácido ascórbico 
tiene efectos genotóxicos, porque genera incremento en la frecuencia de micronúcleos y de 
rompimientos de cadena sencilla. Por otra parte, el anastrozol demostró ser un fármaco eficaz para 
inhibir la formación de estrógenos en ratones hembra y por ende, puede ser utilizado con fines 
experimentales en esta especie animal. La administración de ácido ascórbico inhibe la formación de 
micronúcleos causados por vanadio y efectivamente, los micronúcleos en las hembras aumentan 
significativamente cuando la producción de estrógenos es inhibida por el anastrozol; sin embargo, 
hay otros mecanismos que confieren protección contra el daño al ADN en las hembras, además de 
los estrógenos. Por último, comprobamos que los micronúcleos causados por vanadio, son en su 
mayoría, centrómero-negativos, por lo que el mecanismo de acción predominante en estas 
condiciones experimentales, es la clastogénesis.   
Estos resultados contribuyen al mejor entendimiento de la interacción entre el vanadio y los efectos 
sobre procesos importantes para el organismo, así como  explicar parcialmente los mecanismos que 
podrían favorecer eventos adversos sobre la salud y, de manera importante, en los organismos 
jóvenes (pre-púberes). Así como establecer las diferencias intrínsecas al sexo, sin que en esa 
respuesta se encuentren comprometidas una de las principales hormonas sexuales femeninas, los 
estrógenos. 
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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. 
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2. Introducción 

2.1. Contaminación atmosférica en la Ciudad de México 

La Zona Metropolitana del Valle de México, (ZMVM) está situada en una elevada cuenca 

hidrológica a 2240 msnm (Riveros-Rosas et al. 1997, Vallejo et al. 2003). La meseta ocupa casi 

5,000 km2 y está confinada por tres lados (este, sur y oeste) por cordilleras montañosas, con un 

lado abierto hacia el norte y con un pequeño lado abierto hacia el suroeste. Las cordilleras 

montañosas a su alrededor varían en elevación (Rivero-Rosas et al. 1997) siendo la más alta la 

Sierra del Ajusco (Vallejo et al. 2003). El área metropolitana se encuentra del lado suroeste de la 

cuenca (Molina y Molina 2004) y abarca aproximadamente 2,000 km2 (Riveros-Rosas et al. 

1997). 

La ZMVM es considerada una megaciudad (definida en términos generales como un área 

metropolitana con población que excede los 10 millones de habitantes) en la cual la 

contaminación ambiental ha sido, en décadas recientes, uno de los problemas más 

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 población (Katsouyanni 2003). 

Esta ciudad es una de las más grandes del mundo, con alrededor de 20 millones de habitantes 

(Molina y Molina 2004) que viven en un área de 2,000 km2 (Rivero-Rosas et al. 1997), con una 

densidad poblacional de 12 200 habitantes/km2 (una de las más altas a escala mundial), con 3.5 

millones de vehículos que consumen más de 40 millones de litros de gasolina al día (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 características topográficas 

y meteorológicas complejas que la vuelven altamente susceptible a presentar altos niveles de 

contaminación (Vallejo et al. 2003) y entre ellas podemos contar: i) Las cadenas montañosas 

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 concentración de oxígeno esté 

disminuida (-23%), y esto a su vez, reduce la eficiencia de los motores de combustión interna y 

aumenta la concentración de monóxido de carbono y de hidrocarburos (Vallejo et al. 2003, 

Molina y Molina 2004). iii) La gran elevación  de la ciudad y la intensa luz del sol también 

contribuyen en los procesos fotoquímicos para la formación de contaminantes secundarios 

(p.e. ozono) (Molina y Molina 2004). iv) La dirección de los vientos predominantes, de noreste 
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a sureste, hace que la mayor concentración de contaminantes se encuentre en la zona sur de la 

ciudad, en donde la Sierra del Ajusco obstaculiza su dispersión (Vallejo et al. 2003).  

Por otro lado, a grandes altitudes (como es el caso de la Ciudad de México) las personas son 

más susceptibles a enfermedades respiratorias que las que viven al nivel del mar. A mayor 

altitud, más aire debe ser inhalado para obtener oxígeno suficiente, pero al mismo tiempo, se 

inhalan también mayores cantidades de contaminantes (Molina y Molina 2004).  Los efectos en 

la salud comúnmente reportados por exposición a la contaminación del aire se presentan en las 

vías respiratorias (p.e. bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crónica y neumonía), y en 

el sistema cardiovascular (p.e. arritmias e infartos) (Rosales-Castillo et al. 2001). En años 

recientes, se ha estudiado con mayor detalle a los grupos poblacionales que son más 

susceptibles a padecer los efectos de la contaminación: niños, 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 energía producida se emplea en el transporte, 

que es la mayor fuente de contaminación ambiental (Molina y Molina 2004), 27 % en las 

industrias y en plantas generadoras de energía y 15% en uso doméstico. Del total de 

contaminantes emitidos a la atmósfera el 95% corresponde a actividades antropogénicas y sólo  

el 5 % a fuentes naturales (Riveros-Rosas et al. 1997). El efecto combinado de las emisiones 

naturales y antropogénicas, y las características topográficas y meteorológicas de la Ciudad de 

México favorecen la persistencia de contaminantes (Vallejo et al. 2003) y el  resultado es la 

degradación significativa del ambiente  y de la salud humana (Molina y Molina 2004). 

En las megaciudades a menudo se encuentran altas concentraciones de contaminantes 

característicos como dióxido de azufre (SO2), óxido nítrico (NO), dióxido de nitrógeno (NO2), 

óxidos de nitrógeno (NOx), monóxido de carbono (CO), compuestos orgánicos volátiles 

(COV’s), hidrocarburos (HC), ozono (O3) y partículas suspendidas totales (PST) (Molina y Molina 

2004). El ozono y las partículas suspendidas son los dos contaminantes más importantes en la 

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

 

2.1.1. Partículas suspendidas 

En la ZMVM, como en otras grandes ciudades, existen problemas de contaminación ambiental. 

Las partículas suspendidas (PS) presentes en la atmósfera, son uno de los principales 

contaminantes ambientales de esta metrópoli, debido a que con frecuencia sus 
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concentraciones sobrepasan los límites establecidos por la NORMA oficial mexicana emitida 

por la Secretaría del Medio Ambiente (SMA 2008). Las PS, son una compleja mezcla de 

diferentes componentes químicos (Fernández et al. 2003) y físicos (Katsouyanni 2003) con 

variación local y regional (Englert 2004). Los principales orígenes de las partículas suspendidas 

son condensación de los productos de la combustión (Flores 2004), reacciones químicas o 

fotoquímicas que se producen en la atmósfera (Vallejo et al. 2003), fabricación de hierro, acero 

y cemento, extracción de rocas y minerales, almacenamiento y manejo de granos, caminos sin 

asfaltar o suelos erosionados (Vallejo et al. 2003, Flores 2004).  

Para su cuantificación, las PS son caracterizadas por su tamaño (el diámetro aerodinámico) 

(Englert 2004). Las partículas inhalables son las que tienen un diámetro igual o menor a 10�m 

(Vallejo et al. 2003, Englert 2004) y se clasifican en:  

� Partículas burdas o gruesas: con un diámetro aerodinámico menor a 10 �m (PS10) y mayor a 

2.5 �m (PS2.5) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Están compuestas principalmente por sílice, 

titanio, aluminio, sodio, hierro y cloruros (Vallejo et al. 2003, Molina y Molina 2004). 

� Partículas finas: con un diámetro aerodinámico igual o menor a 2.5 �m (PS2.5) (Vallejo et al. 

2003, Englert 2004). Están compuestas por productos derivados de la combustión 

(Fernández et al. 2003), particularmente del diesel, e incluyen carbono, plomo, vanadio, 

dióxido de azufre y dióxido de nitrógeno (Vallejo et al. 2003). Las partículas ultrafinas: con 

un diámetro aerodinámico menor a 0.1 �m (PS0.1) (Vallejo et al. 2003, Englert 2004). Están 

compuestas por los productos de las quemas agrícolas, forestales; y de la combustión de 

gasolina y diesel. Sin embargo, permanecen aisladas en la atmósfera durante cortos 

períodos de tiempo debido a que tienden a unirse a partículas de mayor tamaño (Vallejo et 

al. 2003).  

En la ZMVM se monitorean las concentraciones de partículas suspendidas PS2.5 y PS10 y se 

estima que en total se emiten más de 24 mil toneladas anuales de PS10 de las cuales 5 499 son 

de PS2.5. Las emisiones son generadas principalmente por la alta actividad vehicular, las 

vialidades sin pavimentar y la actividad industrial (SMA 2008).  

Las partículas suspendidas son un contaminante atmosférico ubicuo, con gran influencia en el 

bienestar humano (Englert 2004). Estudios epidemiológicos realizados en diferentes países han 

reportado una asociación 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). 
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Al estar presentes en la atmósfera, las PS ingresan al cuerpo a través de la inhalación y una vez 

dentro del árbol respiratorio son capaces de acumularse en diferentes sitios como: fosas 

nasales, laringe, tráquea, bronquios, bronquiolos y sacos alveolares. Se ha observado que 

conforme disminuye el tamaño de la partícula aumenta su toxicidad (Ghio et al. 2002), esto se 

debe a que las partículas más pequeñas son capaces de penetrar más profundamente en las 

vías respiratorias (Choi et al. 2004). Recientemente, la Organización Mundial de la Salud 

concluyó que hay suficiente evidencia para decir que las partículas suspendidas <2.5 �m (PS2.5) 

son más dañinas que las PS10 en términos de mortalidad y de enfermedades respiratorias y 

cardiovasculares (Choi et al. 2004, Englert 2004, Molina y Molina 2004). Los estudios 

epidemiológicos indican que las PS en la ZMVM tienen gran relevancia,  porque se produce el 

incremento del 1 % en la mortalidad por cada 10 �g/m3 de aumento en la concentración de PS10 

(Molina y Molina 2004). 

Las PS son buenos receptores, contenedores y vehículos de componentes toxicológicamente 

relevantes (Fernández et al. 2003, Vallejo et al. 2003). Un ejemplo de ello son las partículas 

generadas por la combustión del petróleo y sus derivados, éstas usualmente consisten en un 

núcleo de carbón  en el cual hay complejas mezclas de compuestos adheridos a ellas, como 

hidrocarburos poliaromáticos, toxinas, sulfatos, nitratos y especialmente metales de transición, 

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 inducción de efectos 

tóxicos en los sistemas biológicos (Ghio et al. 2002, Marconi 2003). 

 

2.1.1.1. Metales  

Los metales son la categoría mayor de contaminantes globalmente distribuidos. Es notable su 

tendencia a acumularse en algunos tejidos del cuerpo humano y su potencial tóxico a 

concentraciones relativamente bajas (Hu 2002). La exposición constante a ciertos metales se ha 

relacionado con inflamación de los tejidos, daño celular y cáncer, particularmente de pulmón y 

piel (Leonard et al. 2004a). Cada metal tiene sus propios mecanismos de acción (Leonard et al. 

2004b), algunos pueden producir efectos adversos por sí mismos, mientras que otros 

interactúan con diversos factores (Leonard et al. 2004a). Se sabe que los metales, entre ellos el 

vanadio, pueden ser genotóxicos y carcinogénicos por medio de diferentes vías y que una de 

las  más comunes es la inducción de estrés oxidante (Leonard et al. 2004 b). 
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2.1.1.1.1. Vanadio 

2.1.1.1.1.1. Generalidades 

El vanadio (V), es un metal de transición miembro del grupo VB de la tabla periódica 

(Mukherjee et al. 2004) que está ampliamente distribuido en la corteza terrestre, en la que se 

encuentra presente  en cantidades comparables al cobre, níquel y zinc (Kleinsasser et al. 2003); 

constituye el elemento número 21 en abundancia (Thompson 1999). Existe en estados de 

oxidación que van desde el –1 hasta el +5, los más 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 oxígeno 

formando, de esta manera, óxidos de vanadio (Barceloux 1999). 

Debido a su dureza, a su capacidad para formar aleaciones y a su alta resistencia a la corrosión, 

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 común su uso en la manufactura de semiconductores, reveladores 

fotográficos y agentes colorantes; para la producción de pigmentos amarillos y cerámicas. Las 

sales, incluidos los óxidos de vanadio, se emplean como catalizadores para la producción de 

ácido sulfúrico, en  la purificación de gases y en la oxidación de etanol (Barceloux 1999). 

El pentóxido de vanadio es un compuesto comercial muy empleado (Ivancsits et al. 2002) y es 

la materia prima principal para la producción de otros compuestos de vanadio (Dill et al. 2004). 

Por otro lado, es el compuesto más común en situaciones de exposición industrial (Dill et al. 

2004). 

 

2.1.1.1.1.2. Emisión de vanadio a la atmósfera 

La emisión mundial total de vanadio se calcula entre 71 000 a 210 000 toneladas por año (Ress 

et al. 2003). Las fuentes antropogénicas contribuyen con dos terceras partes del vanadio que es 

emitido a la atmósfera específicamente en forma de óxidos. Las fuentes naturales como polvos 

continentales, aerosoles marinos y en menor medida, emisiones volcánicas, contribuyen con el 

resto del vanadio en el ambiente (Barceloux 1999). 

 

2.1.1.1.1.3. Vanadio en el petróleo 

Altas concentraciones de vanadio (hasta 50 % de los elementos traza) aparecen en los 

depósitos de petróleo especialmente en aquellos que provienen de Iraq, Irán, Kuwuait, 
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Venezuela y del Golfo de México (Barceloux 1999). Se estima que entre el 12 y el 15 % del 

vanadio está presente en los derivados del petróleo, incluso después de ser procesados 

(Léonard y Gerber 1994). 

Debido a que éste es el elemento traza más abundante en los combustibles fósiles, 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 año a la atmósfera proviene 

principalmente de la combustión del petróleo (Dill et al. 2004) y de sus derivados como la 

gasolina (Ávila-Costa et al. 2004). En la ZMVM el consumo promedio diario de los combustibles 

se estimó en 314 mil barriles equivalentes de gasolina; es decir 50 millones de litros 

equivalentes por día (SMA 2008). 

En México, la Norma Oficial Mexicana sobre las especificaciones de los combustibles fósiles para 

la protección ambiental (NORMA 2005), indica que deben conocerse los límites en la 

concentración de metales como vanadio, níquel, hierro y cromo; sin embargo, dichos valores 

todavía no han sido determinados.        

El vanadio está ampliamente distribuido como contaminante ambiental (unido a las partículas 

suspendidas) en forma de óxidos resultado de la quema de combustibles fósiles (Ávila-Costa et 

al. 2004), aunado a que muchos procesos metalúrgicos generan polvos que contienen óxidos 

de este metal (Dill et al. 2004).  

 

2.1.1.1.1.4. Concentración ambiental de vanadio en la ZMVM 

Debido a las actividades antropogénicas, en años 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 investigación que actualmente trabajan 

para identificar los daños a la salud que causa la exposición a vanadio. En 2002, con muestras 

de necropsias pulmonares en las cuales se determinaron las concentraciones de varios metales 

por medio de la absorción atómica 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 níquel en muestras de partículas 
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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 determinación de metales en el tejido 

pulmonar) y directos (determinación de la composición química de las PS), se ha demostrado 

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

 

2.1.1.1.1.5. Límites de exposición   

Instituciones internacionales como la Administración 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 límite de exposición ocupacional a gases y polvos de vanadio es de 0.05 

mg/m3, por jornada de 8 horas.  

Sin embargo, en México ningún metal es considerado por la legislación como un contaminante 

criterio. Los contaminantes criterio son aquellos cuyas emisiones están reguladas por la 

Secretaría de Salud la cual emite Normas Oficiales Mexicanas de Salud Ambiental, en dónde se 

determinan las concentraciones en el aire recomendables para la protección de la salud 

humana; en este país no se considera importante o necesario implementar normas para evitar 

el riesgo a la salud por metales, ni especialmente por vanadio. 

 

2.1.1.1.1.6. Vías de exposición   

Vía oral. Para la población en general, los alimentos son la mayor fuente de exposición 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 absorción de compuestos de vanadio por el tracto gastrointestinal es pobre 

(Mukherjee et al. 2004), sólo se absorbe <1-2 % del metal que es ingerido (Barceloux 1999).  

Vía inhalada. El vanadio se absorbe  y distribuye mejor en el organismo cuando se inhala (WHO 

2001). Se considera que por esta vía se absorbe hasta el 90 % de este metal (Léonard y Gerber 

1994). La inhalación es la ruta principal de entrada al cuerpo (Cooper 2007). El vanadio se 

adsorbe a la superficie de la partícula, especialmente a  las PS <2.5 μm, que son capaces de 

entrar fácilmente hasta los sacos alveolares de los pulmones. Una vez ahí, la mayor parte del 
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vanadio que es inhalado, es incorporado al torrente sanguíneo del organismo, esto hace de la 

vía inhalada la mejor ruta de absorción. 

 

2.1.1.1.1.7. Toxicocinética 

Los estados biológicamente relevantes del vanadio son vanadato V(V), el estado pentavalente 

usualmente como oxianión (p.e. HVO4
2- o H2VO4-), esta forma predomina en el espacio 

extracelular; y el vanadilo  V(IV), el estado tetravalente usualmente como oxicatión (p.e. VO2+), 

que es más estable y que predomina en el espacio intracelular (Stern et al. 1993, SFC 2004). 

El vanadio unido a las PS  que entra al árbol respiratorio, es capaz de penetrar profundamente 

en las vías respiratorias (Choi et al. 2004), atravesar la barrera hematogaseosa y alcanzar el 

torrente sanguíneo (Rosales-Castillo 2001).  

En el plasma, el vanadio(V) es rápidamente reducido a vanadio(IV) generalmente por 

antioxidantes del plasma y se transporta unido a proteínas (Evangelou 2002). Sin embargo, 

ambos estados de oxidación existen en el plasma debido a que el vanadilo sufre una oxidación 

espontánea a vanadato in vivo (Mukherjee et al. 2004).   

El vanadilo es transportado principalmente por albúmina y transferrina, el vanadato sólo por 

transferrina; de esta manera el vanadio es transportado a los órganos y tejidos (Mukherjee et 

al. 2004, Gándara et al. 2005). Aproximadamente el 90% del vanadio en el plasma se encuentra 

primordialmente como vanadilo unido a transferrina  y albúmina (Barceloux 1999). 

Siguiendo el transporte en el plasma, la distribución del vanadio en el organismo es rápida (t1/2 

1 hora), se acumula principalmente en hueso, riñón, hígado y bazo; en pulmones y testículo,  en 

menor grado (Evangelou 2002). 

El vanadilo como catión 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 más que el vanadilo) (Mukherjee et al. 2004) entra a las células por medio de 

canales iónicos inespecíficos  e intracelularmente es biorreducido a vanadilo (Barceloux 1999, 

Mukherjee et al. 2004). Esta biorreducción puede ser llevada a cabo por glutatión celular, 

catecolaminas, cisteína, NADH, NADHP y L-ácido ascórbico (Rodríguez-Mercado et al. 2003); 

subsecuentemente se une a proteínas (Evangelou 2002). Su reducción es regulada por los 

mecanismos redox de la célula que controlan el equilibrio de los estados de oxidación del 

vanadio (Evangelou 2002). 
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Dentro de la célula, el vanadio se une a las fracciones citosólicas y nucleares. Una pequeña 

porción (�1 %) se puede encontrar en forma libre (Evangelou 2002), además de pequeñas 

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 eliminación del vanadio del organismo es bifásica, con una fase rápida (10-20 h) y otra fase 

terminal larga (40-50 días) (Barceloux 1999, Ivancsits et al. 2002). El vanadio que no es 

absorbido es excretado por vía urinaria, que es la ruta de eliminación principal y sólo una 

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

 

2.1.1.1.1.8. Toxicodinámica 

El vanadio puede ser altamente tóxico 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 vías de señalización y la sobrevivencia celular (SCF 2004). Este 

elemento puede interferir con una gran batería de sistemas enzimáticos 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 proteínas propias de la síntesis de ADN 

(Altamirano-Lozano et al. 1999). Por otro lado, la expresión de varios genes se ve afectada por 

el vanadio, como el factor de necrosis tumoral-� (TNF-�), interleucina-8 (IL-8), proteína 

activadora 1 (AP-1), ras, c-raf, proteína activadora de genes mitógenos (MAPK), p53, factores 

nucleares-k� (NF- k�) y otros más (Mukherjee et al. 2004). 

El vanadato está ampliamente reconocido como un análogo estructural y electrónico del 

fosfato (VO4
3- y PO4

3-), porque presenta reacciones similares de protonación (Morinville et al. 

1998, Crans et al. 2004). Esta similitud química del vanadio al fosfato ayuda a explicar el efecto 

de este metal sobre las reacciones de fosforilación en los sistemas biológicos (Fortoul et al. 

2002). 

El vanadio y sus compuestos, son capaces de interactuar con los sistemas biológicos 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 tóxicos del vanadio y sus compuestos están relacionados con el organismo 

expuesto, la dosis, la ruta, la duración de la exposición y la naturaleza del compuesto. Los 

óxidos de vanadio pueden ser más los más tóxicos 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 más tóxico (Evangelou 2002).  

Entre los signos y síntomas que se presentan como consecuencia de la exposición a vanadio 

están la irritación de ojos y garganta, coloración verde de la lengua, sabor metálico 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 irritación de mucosas (conjuntiva y respiratoria) y de la piel, así como 

daño bronquial agudo y crónico (OSHA 2011). 

 

2.1.1.1.1.10. Efectos genotóxicos 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer, enlista al pentóxido de vanadio como 

“un posible carcinógeno para humanos” dentro del grupo 2B (ATSDR 2012). Lo anterior se basó 

en la evidencia de la generación de cáncer pulmonar en ratones que fue publicado por el  

Programa Nacional de Toxicología (NTP 2002). Sin embargo, la evidencia sobre la 

carcinogenicidad del vanadio ha sido ampliamente cuestionada por Duffus (2007) y Starr et al. 

(2012). La información relacionada con el potencial carcinogénico y genotóxico del pentóxido 

de vanadio es limitada y no concluyente (Rodríguez-Mercado et al. 2011; Boobis et al. 2009); ya 

que pocos estudios se han realizado para evaluar la genotoxicidad del vanadio in vivo (Ivancsits 

et al. 2002). Por otro lado, la información 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 genotóxicos in vivo del vanadio y sus compuestos.   

Organismo/tejido Resultado Referencia 
Ratón macho CD1 
Médula ósea 

+ Micronúcleos 
+ Aberraciones cromosómicas estructurales 
+ Hiperploidía 

Ciranni et al. 1995 

Ratón macho CD1 
Diferentes órganos 

+ Rompimientos de cadena sencilla de ADN Altamirano-Lozano et al. 
1999 

Ratón macho CD1 
Testículo 

+ Rompimientos de cadena sencilla de ADN Altamirano- Lozano et al. 
1996 

Ratón macho y hembra CD1 
Sangre Periférica 

+ Micronúcleos 
+ Rompimientos de cadena sencilla de ADN 

Rojas-Lemus et al. 2014 

+ Efectos positivos 

 

2.2. Mecanismo de acción común a los metales: estrés oxidante 

El estrés oxidante es consecuencia de un desequilibrio entre la producción de radicales libres y 

la capacidad antioxidante de un organismo (Chihuailaf et al. 2002). Puede resultar del 

incremento en la exposición a oxidantes, por el decremento en la protección contra los 

oxidantes, o bien porque ambos eventos ocurran simultáneamente (Davies 2000). 

En sentido estricto, un radical libre (RL), representa cualquier especie química de existencia 

independiente que posee uno o más electrones desapareados girando en sus orbitales 

atómicos externos. Esta configuración, electroquímica es inestable, le confiere la propiedad de 

ser una especie química altamente reactiva y de corta vida (Valko et al. 2006). La mayoría de los 

radicales libres de interés biológico suelen ser extremadamente reactivos y tienen un período 

de vida muy corto (fracciones de microsegundo). Cuando un radical reacciona con un 

compuesto no radical pueden formarse otros radicales libres, generándose así reacciones en 

cadena que provocan efectos biológicos alejados del lugar que originó el primer radical 

(Martínez-Cayuela 1998), aunado a que cuando colisionan con una biomolécula y le sustraen un 

electrón (oxidándola), ésta pierde su función específica dentro de la célula. Los radicales 

derivados del oxígeno representan la clase más importante de radicales generados en los 

sistemas biológicos (Valko et al. 2006). 

Un amplio rango de xenobióticos puede generar estrés oxidante (Martínez-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 ácidos nucleicos (Cooke et al. 2003), las 

proteínas, los lípidos insaturados y los carbohidratos (Martínez-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 oxígeno (ERO) y de nitrógeno (ERN), juegan un papel dual en la 

bioquímica de los organismos: pueden ser perjudiciales o benéficas. Los efectos de las ERO 

involucran respuesta celular a la noxia, defensa contra agentes infecciosos, señalización celular, 

y en bajas concentraciones, inducen la respuesta mitogénica. En contraste, altas 

concentraciones de EROS pueden ser mediadores importantes de daño a las estructuras 

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

 

2.3. El sistema de defensa celular 

Las células no están indefensas contra los radicales libres a los que continuamente están 

expuestas. Todos los organismos aeróbicos, utilizan una serie de mecanismos en el intento de 

protegerse contra el daño oxidante, entre ellos están las moléculas antioxidantes, que 

representan a la primera línea de defensa. Si la acción de las moléculas antioxidantes falla o es 

rebasada, entonces puede emplear otros como el arresto celular transitorio, sistemas de 

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

 

2.3.1. Antioxidantes 

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando está presente en bajas concentraciones 

comparadas con el sustrato oxidable, disminuye o previene la oxidación de ese sustrato. Los 

sustratos oxidables comprenden todo (excepto H2O2) lo que se encuentra en los tejidos 

vivientes e incluyen proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos (Halliwell 2002). 

Las células utilizan una serie de compuestos antioxidantes que reaccionan directamente con 

los agentes oxidantes, funcionando como “barredores” o escudos químicos (Davies 2000); 

estás moléculas pueden tener acción enzimática o no enzimática. Los antioxidantes no 

enzimáticos llevan a cabo la reducción de radicales libres por medio de la donación de 

electrones, evitando así las reacciones de oxidación.  El glutatión (GSH), el alfa-tocoferol 

(vitamina E), el ácido ascórbico (vitamina C), la bilirrubina y el ácido úrico, son las moléculas 

principales que llevan a cabo esta función.  

 

2.3.1.1. Ácido ascórbico 

Esta lactona de 6-carbonos, es un micronutriente esencial requerido para el funcionamiento 

metabólico normal del cuerpo; pero los humanos y otros primates han perdido su habilidad 

para sintetizarla, y por ende, deben obtenerla de la dieta. En mamíferos, el ácido ascórbico es  
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co-factor de 8 diferentes enzimas como las  hidroxilasas y las oxigenasas involucradas en la 

síntesis de colágena, carnitina, catecolaminas y hormonas peptídicas; la acción del ácido 

ascórbico en estas enzimas es mantener al ión metalico en su estado reducido. Se considera, 

que el potencial redox del ácido ascórbico está directamente relacionado con su capacidad de 

reducir a los metales  (Padayatty et al. 2002).  

Entre sus funciones no enzimáticas, el ácido ascórbico 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. Además puede ser 

reducido a su forma inicial, por lo tanto una sola molécula de ácido ascórbico, puede funcionar 

varias veces. Dentro de la célula, actúa como un antioxidante que regula la expresión génica, la 

traducción del mRNA y evita el daño por oxidación en las proteínas; mientras que fuera de ella, 

actúa contra el daño oxidante (Padayatty et al. 2002).  

El ácido ascórbico  es un importante antioxidante hidrosoluble en los fluidos biológicos, porque 

puede eliminar especies reactivas de oxígeno y radicales como radicales alcoxilo (RO·), 

hidroxilo (·OH), peroxilo (RO2
·) e hidroperoxilo (HO2

·), singulete de oxígeno (1O2), anión 

superóxido (O2
·) y ozono (O3). También elimina especies reactivas y radicales derivados de 

nitrógeno 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 ácido ascórbico.  La evidencia indica que la suplementación con este compuesto protege 

contra la oxidación de los lípidos in vivo, particularmente en individuos expuestos a condiciones 

exacerbadas de estrés oxidante, como los fumadores (Enstrom 2002). 

Los estudios epidemiológicos han mostrado efectos favorables consistentes del tratamiento 

con este antioxidante de pacientes con enfermedades cardiovascurales o con riesgo coronario. 

Además, se ha sugerido que el incremento en el consumo de ácido ascórbico disminuye 

significativamente la incidencia y mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Incluso, en 

patologías relacionadas con los radicales libres y con la incapacidad del organismo para 

defenderse de ellos, como es el caso del cáncer, los estudios epidemiológicos demuestran que 

a mayor consumo de ácido ascórbico disminuye la incidencia y la mortalidad por cáncer  

(Enstrom 2002).  

Lo anterior, hace del ácido ascórbico un antioxidante muy importante que puede reaccionar 

con una amplia gama de radicales, su consumo y presencia está relacionada con un mejor 
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pronóstico en varias patologías y sobre todo, está considerado como la primer línea de defensa 

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

Muchos contaminantes ambientales ocupan las vías de señalización que son activadas en 

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

y temprana patología de muchas enfermedades crónicas. Por lo tanto, entender las vías que 

permiten la inducción de respuestas antioxidantes permitirá desarrollar estrategias de 

protección contra el daño oxidante. 

 

2.3.2. Ácido ascórbico y metales 

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

administran agentes con actividad antioxidante, como es el caso del ácido ascórbico, lo cual se 

resume en la Tabla 1.  

Tabla 1. Efecto in vivo del ácido ascórbico sobre la toxicidad de los metales. 

Metal Especie animal Efecto del ácido ascórbico Referencia 

Cobre Cerdo Reduce la deficiencia de fierro inducida por el cobre. Elmore 2005 

Rubidio Rata Proporciona protección contra las alteraciones de ciertas 

enzimas hepáticas y en los cambios histológicos.  

Elmore 2005 

Plomo Humano Disminuye la toxicidad Elmore 2005 

Plomo Humano No se observó efecto Elmore 2005 

Plomo Conejillo de Indias Toxicidad variable Elmore 2005 

Plomo Rata Previene la anemia y decrementa la acumulación de plomo en 

los tejidos a largo plazo. 

Elmore 2005 

Plomo 

 

Rata Inhibe la generación de ERO, protege a los espermatozoides de 

la pérdida de motilidad y la capacidad de penetrar al oocito. 

Hsu et al. 1998 

Plomo Ratón En el testículo: reduce la lipoperoxidación, incrementa el conteo 

espermático, disminuye la presencia de células aberrantes y 

anormales. 

Acharya et al. 2003 

Plomo Ratón Minimiza significativamente el malondialdehído testicular, 

aumenta el conteo espermático y reduce el número de 

espesmatozoides anormales. La vitamina C es más eficaz que la 

E en las mismas condiciones experimentales. 

Mishra y Acharya 

2004 

Plomo Ratón En conjunto con la tiamina se observó reversión de los efectos 

adversos (disminución de: hemoglobina, glutatión peroxidasa, 

superóxido dismutasa y glutatión). 

Wang et al. 2007 

Plomo  Ratón En las células testiculares, reduce la apoptosis y el daño al ADN. 

Disminuye el daño tisular del testículo. Sin embargo, las dosis 

altas de ascorbato, promueven la apoptosis. 

Zang et al. 2006 

Plomo  Ratón En conjunto con la tiamina, reduce la incidencia de daño al ADN, 

y la apoptosis en células testiculares 

Wang et al. 2006 
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Plomo  Ratón En conjunto con la tiamina, disminuye la apoptosis de las células 

testiculares y restaura la motilidad y el conteo de 

espermatozoides. 

Shan et al. 2009 

Selenio  Rata Beneficios marginales a la toxicidad Elmore 2005 

Vanadio Pollo Disminuye la toxicidad Elmore 2005 

Cromo Rata Previene la proteinuria porque favorece la reducción 

extracelular del cromo IV a cromo III 

Elmore 2005 

Cromo  Ratón El metal suprime la actividad de las enzimas antioxidantes y del 

ácido ascórbico.  

Acharya et al. 2006 

Cromo Ratón Previene parcialmente la incidencia de espermatozoides 

anormales e incrementa el conteo espermático. Comparada con 

la vitamina E, la vitamina C es más eficaz para la disminución de 

los efectos adversos. 

Acharya et al. 2004 

Cadmio Rata En células testiculares: previene la apoptosis y la necrosis; 

reduce los niveles de peroxidación lipídica y restaura la 

concentración sérica normal de testosterona. 

Gupta et al. 2004 

Cadmio  Ratón Disminuye la peroxidación lipídica, incrementa el conteo 

espermático, evita la formación de espermatozoides anormales, 

eleva la actividad de enzimas antioxidantes (SOD, Cat y 

peroxidasa). 

Acharya et al. 2008 

 

2.3.3. Ácido ascórbico y vanadio 

La evidencia experimental indica que el ácido ascórbico funciona como antídoto en contra de la 

intoxicación aguda de vanadio. En ratones, Jones y Basinger (1983) examinaron varios 

compuestos y concluyeron que el ácido ascórbico era el más prometedor para el uso humano.  

Domingo y colaboradores (1985) administraron metavanadato de sodio por vía intraperitoneal 

a ratones y observaron, al igual que Jones y Basinger que el ácido ascórbico mostró ser el 

antídoto más efectivo contra la intoxicación por vanadio.  

En otro estudio, Domingo y colaboradores (1990) evidenciaron que el ácido ascórbico estimula 

la excreción por vía urinaria del vanadio cuando los ratones son inyectados vía intramuscular 

con sulfato de vanadilo. 

Sin embargo, a pesar de todas las bondades que tiene ese antioxidante y de su probada eficacia 

durante la intoxicación aguda, no se ha utilizado para evaluar los efectos celulares de la 

administración de ácido ascórbico en intoxicación a largo plazo. 
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2.4. El sexo y la madurez sexual: implicaciones en la respuesta a xenobióticos 

Se ha reportado que existen diferencias por género en la respuesta posterior a la exposición a 

metales. Actualmente, existe un cuerpo creciente de evidencias sobre los efectos en la salud 

que ciertos metales tóxicos 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 acción o la 

susceptibilidad. Sin embargo, los datos sobre este tópico, son aún escasos y, con pocas 

excepciones, las diferencias y las susceptibilidades por género debidas a la exposición de 

xenobióticos, no han sido consideradas en el riesgo a la salud que representan los 

contaminantes ambientales (Vahter et al. 2007). 

Para muchos agentes (químicos o contaminantes ambientales), la investigación sobre el riesgo 

a la salud ha sido mayoritariamente basada en personal ocupacionalmente expuesto (con la 

excepción de aquellos estudios sobre los efectos reproductores), y los resultados han sido 

utilizados como si fueran representativos de la población general, incluidas mujeres, niños y 

ancianos (Vahter et al. 2007). Aunado a esto, los estudios toxicológicos son casi exclusivamente 

llevados a cabo en modelos experimentales que sólo incluyen animales machos (Vahter et 

al.2002, Vahter et al. 2007). Por esta razón, no son detectados  los posibles mecanismos 

diferenciales o las interacciones con las hormonas sexuales (Vahter et al. 2007). 

Hoy día, es necesario prestar mucha atención a la investigación de interacciones potenciales 

entre el género y la exposición ambiental, para prevenir los posibles efectos sobre la salud y el 

entendimiento de los mecanismos de acción para identificar a los grupos susceptibles y 

determinar las medidas más 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 daño genético (rompimientos de cadena sencilla de ADN) fue 

mayor en los ratones machos que en las hembras. Se encontró que el metal más 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 daño genotóxico e histológico de 

células del epitelio nasal  encontrado en una población de estudiantes de medicina (hombres y 

mujeres) expuestos a una atmósfera altamente oxidante. En este estudio, se reporta que el 
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daño 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 daño al material genético.  

En 2005, el grupo de Fortoul y colaboradores identificó la diferencia en la  concentración de 

plomo en pulmones y en la respuesta bronquiolar de ratones expuestos a este metal por vía 

inhalada. En este estudio, las hembras tuvieron mayores concentraciones de plomo en los 

pulmones. Sin embargo, los machos mostraron un daño celular mayor, en ellos se encontró 

mayor proporción de  pérdida de células bronquiolares no ciliadas, descamación y necrosis. En 

ambos trabajos, los autores explican que pueden existir diferencias en: la eliminación de 

partículas, respuesta al estrés oxidante, actividad de enzimas importantes en la desintoxicación 

(p.e. citocromo P450) y que todo lo anterior, podría estar influenciado por las hormonas 

sexuales. Las hormonas sexuales, estrógenos 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 más pronunciado.  

La ingestión crónica de cloruro de manganeso produce, según el reporte de Elbetieha y 

colaboradores (2001), disminución significativa de la fertilidad en los ratones hembras y machos 

que ingirieron la dosis más alta (8000 mg/L), por lo que los autores concluyen que en los 

ratones la ingestión crónica de manganeso causa algunos efectos adversos sobre la fertilidad y 

la reproducción. 

En pacientes hombres y mujeres, con carcinoma gástrico, Ono y colaboradores (2005) midieron 

TNF-alfa (factor de necrosis tumoral-alfa), interleucina 10 (IL-10) e INF-gamma (interferon-

gamma), en el día previo a la cirugía, y en los días 1 y 3 post-cirugía. Ellos reportan que las 

mujeres presentaron niveles mayores de TNF-alfa e IL-10, y después de la cirugía 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 inmunológica que los 

machos, lo que resulta en una mayor tasa de sobrevivencia después de sufrir algún daño. Por 
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otro lado, al comparar machos contra hembras ovariectomizadas, la administración de 17-beta-

estradiol después de un trauma hemorrágico, se ha notado que se restablece la función 

cardíaca, hepática e inmune (Ono et al. 2005). 

Todos los anteriores son ejemplos que muestran la necesidad de llevar a cabo investigación 

para identificar las diferencias por género en exposición, 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 exposición que pueden presentar. Sin 

embargo, los estudios relativos a este punto, son escasos. Al respecto, lo que se evalúa con 

mayor frecuencia, es la disimilitud que existe entre animales que son considerados adultos 

jóvenes y animales ancianos, pero no hay reportes en la literatura que indiquen las posibles 

diferencias que presenten animales sexualmente inmaduros (prepúberes), puesto que el 

estado hormonal del organismo puede ser  un factor de suma importancia en los efectos que 

ejercen los xenobióticos y por lo tanto, en la respuesta de los individuos. 

Al respecto, López-Diazguerrero y colaboradores (2005) evaluaron la severidad del daño 

genotóxico, tanto in vivo como in vitro,  causado por tetracloruro de carbono (CCl4) y por 

peróxido de hidrógeno (H2O2) sobre ratones jóvenes (60 días de edad) y ratones ancianos (420 

días de edad). Sus resultados indican que los niveles de 8-oxoG fueron significativamente más 

altos en los ratones ancianos que en los jóvenes cuando fueron expuestos simultáneamente a 

ambos compuestos. Sin embargo, el daño inicial de ambas edades, fueron similares. Los 

autores sugieren que el daño al ADN observado en los animales ancianos, es probablemente el 

resultado de la acumulación del daño endógeno relativo a la edad, como lo es la reparación 

insuficiente, lo cual genera que aumente el efecto causado por la exposición a agentes tóxicos. 

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 distribución del manganeso en algunas zonas del sistema 

nervioso central (estriado), pero sí influyen en las concentraciones de manganeso en otros 

tejidos. Ellos encontraron que al final del período de exposición, estructuras tales como el 

bulbo olfatorio, los pulmones y tejidos como la sangre, presentaron mayores concentraciones 

de manganeso, particularmente en los machos jóvenes 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 farmacología clínica, los cambios relacionados con la edad han sido revisados 

exhaustivamente y aunque está bien establecido el manejo diferente de los xenobioticos en 

términos fisiológicos y toxicológicos por los animales más jóvenes con respecto a los adultos, 

pocos esfuerzos se han hecho en investigar las alteraciones relacionadas con la edad y 

específicamente en las relacionadas con el estado hormonal y la toxicidad de xenobióticos (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 cáncer de mama dependiente de hormonas (Lonning y Geisler 2010). La 

formación de estrógenos (estradiol y estrona) está catalizada por la enzima aromatasa y se 

lleva a cabo principalmente en los ovarios (Brodie 2002), aunque no es el único tejido en el 

organismo capaz de sintetizarlos.    

Dentro de los fármacos empleados para inhibir la actividad de la aromatasa y por ende,  la 

formación de estrógenos, 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 formación de estrógenos, porque es la 

catalizadora del último paso en la serie de reacciones que se llevan a cabo durante la biosíntesis 

de esteroides, así que su inhibición no interfiere con la síntesis de otras hormonas (Brodie 

2002). El anastrozol evita selectivamente la conversión de andrógenos a estrógenos, porque 

suprime la actividad del complejo enzimático a través de la unión competitiva al grupo hemo de 

la unidad citocromo p450 (CYPP450) de la aromatasa.   

En humano, el anastrozol abatió la aromatización total en el organismo (no sólo la que se lleva 

a cabo en el ovario), en un 96% (Brodie 2002). Sin embargo, la eficacia de este fármaco, ha sido 

demostrada sólo en humanos, ratas y cerdos, pero no en ratón.        

 

2.5. Técnicas para la detección de genotoxicidad 

La generación de daño al ADN es considerado como un evento inicial importante en la 

carcinogénesis (Moller 2005); es más probable que las células con ADN dañado desarrollen 

mutaciones después de la exposición a agentes genotóxicos (Olive et al. 2001).  

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

tipos de daño al ADN  (Fatima et al. 2001).  Existe una considerable batería de técnicas para la 
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detección de efectos genotóxicos (Moller 2005) tanto in vitro como in vivo en sistemas 

celulares procarióticos y eucarióticos (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 están la prueba de Ames, micronúcleos, aberraciones 

cromosómicas (Sorsa et al. 1988, Fatima et al. 2001), aductos por cromatografía líquida de alta 

presión (HPLC), intercambio de cromátidas 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 última década, el ensayo cometa ha sido uno de los métodos estándar para evaluar 

daño al ADN que ha encontrado aplicaciones en pruebas de genotoxicidad, biomonitoreo, 

epidemiología molecular, ecogenotoxicología, y fundamentalmente en la investigación sobre 

daño y reparación del ADN (Tice et al. 2000, Collins 2004). Este ensayo se ha establecido como 

una prueba específica y sensible para evaluar genotoxicidad tanto in vitro como in vivo 

(Rodríguez-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 daño al ADN, el 

requerimento de un reducido número de células por muestra, flexibilidad, relativamente bajo 

costo, sencilla aplicación 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 núcleos (referidas como nucleoides). Durante la electroforesis 

horizontal en condiciones alcalinas, las cadenas de ADN disociadas migran hacia el ánodo, y la 

extensión de la migración (“cola” del cometa) depende del número de rompimientos en las 

cadenas del nucleoide. La migración es visualizada y cuantificada por medio de fluorocromos 

(Moller 2005). Es de especial interés el efecto adverso potencial de la degradación del ADN 

asociado con la citotoxicidad en la interpretación de resultados del ensayo cometa, por lo tanto 

es necesario aplicar una prueba de viabilidad celular simultáneamente con el ensayo (Tice et al. 

2000). 

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

álcali lábiles (SAL), entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteína y rompimientos de cadena 
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sencilla asociados con sitios de reparación por escisión incompleta (Tice et al. 2000). La versión 

semi-alcalina (pH12.3) se emplea para evaluar, de manera indirecta, el daño por estrés oxidante 

producido por la remoción de bases oxidadas (sitios alcali-lábiles), 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 micronúcleos 

En décadas recientes, el ensayo de micronúcleos (MN) en roedores, ha sido ampliamente 

utilizado. La evaluación de la frecuencia de MN es, in vivo, una de las principales pruebas para 

detectar actividad genotóxica y está recomendada por las agencias reguladoras en el mundo 

para ser llevado a cabo como parte de la evaluación de bioseguridad (Krishna y Hayashi 2000).  

Los trabajos sobre los mecanismos por los cuales los agentes median los efectos genéticos 

adversos y los estudios epidemiológicos de la frecuencia de los efectos genéticos relativos a la 

exposición a xenobióticos, son de gran importancia para dilucidar mayor información sobre los 

tres niveles de mutación: a) genes, b) cromosomas y c) aparato celular necesario para la 

segregación cromosómica. Esta información es necesaria para proveer una amplia cobertura de 

la mutagenicidad y del potencial carcinogénico del xenobiótico 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 citoplásmico de naturaleza nuclear que corresponde a material genético 

no incorporado correctamente a las células hijas durante la división celular (Zalacain et al. 

2005), por tanto,  es un pequeño núcleo, separado del núcleo 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 cromosómicas que pueden ser debidas a errores durante la replicación del 

material genético y/o por la exposición a agentes genotóxicos (Zalacain et al. 2005). Los MN 

contienen material genético que puede provenir de fragmentos cromosómicos o cromosomas 

completos (EPA 1998). El propósito de este ensayo, es identificar xenobióticos que inducen 

formación de MN, los cuales son resultado de rompimientos cromosómicos (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 (producción de eritrocitos). En el ratón adulto, el bazo y la médula ósea son 

órganos hematopoyéticos, en los cuales las células troncales  forman la base de la 
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eritropoyesis; estas células deben pasar por diversos estadios de proliferación y maduración. 

Durante la división celular el xenobiótico puede actuar y causar daños, tales como 

rompimientos e intercambios cromosómicos  o inhibición de las biomoléculas relacionadas con 

la disyunción de las cromátidas hermanas (p.e. tubulina), y de esta manera causar que el 

aparato mitótico no funcione adecuadamente. Estos efectos, dependerán del mecanismo de 

acción del agente evaluado (Krishna y Hayashi 2000). 

Durante la diferenciación del linaje eritroide, cuando un eritroblasto se desarrolla en un 

eritrocito policromático o reticulocito (eritrocito joven que aún contiene ARN), el carácter que 

define esta etapa es la expulsión del núcleo principal, por tanto, cualquier micronúcleo que se 

haya formado permanece en el citoplasma de la célula, que ahora es una célula anucleada, lo 

cual facilita la visualización de los micronúcleos (Krishna y Hayashi 2000). 

El incremento en la frecuencia reticulocitos micronucleados (R-MN) en los animales tratados 

con el agente, es una indicación de daño genético (Krishna y Hayashi 2000). 

Los reticulocitos, con el tiempo, degradan el ARN y contienen primordialmente hemoglobina, 

entonces se conocen como eritrocitos normocrómicos (ENC) o eritrocitos maduros. Los 

reticulocitos y los ENC se tiñen 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 circulación, por lo tanto, el fluorocromo al interaccionar con el ARN de los 

ribosomas, emite fluorescencia rojo-naranja, por tanto, pueden ser distinguidos fácilmente de 

los maduros que no emiten fluorescencia, debido a que éstos no presentan ningún tipo de 

ácido nucléico en su citoplasma (EPA 1998). Los resultados positivos indican que el xenobiótico 

induce la formación de MN, los cuales son resultado de daño cromosómico y/o daño en el 

aparato mitótico 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 etiología de los MN (Krishna y Hayashi 2000) (Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismo de generación de micronúcleos durante la eritropoyesis (Modificado de Krishna y 

Hayashi 2000).  

 

Actualmente, el ensayo de micronúcleos está considerado como una prueba práctica, 

universalmente validada y accesible tecnológicamente, útil para evaluar la inestabilidad 

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

La inhalación es la vía 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 inhalación de partículas de diámetro similar  a las que respiramos 

cotidianamente (0.5-5 μm). Con este esquema de inhalación 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 

inhalación de pentóxido de vanadio causa daño primario al ADN de leucocitos de sangre 

periférica de ratones macho; mismo efecto que se observó en células de médula ósea de 

ratones hembra y macho, con una respuesta diferencial en el número de células dañadas, 

dependientes del sexo, sin cambios en la viabilidad celular en los dos tejidos.  

Ambos trabajos indicaron que el vanadio es un elemento con actividad genotóxica, sin producir 

citotoxicidad y que los son más susceptibles, lo que pone de manifiesto la posible implicación 

de los estrógenos y las diferencias intrínsecas al sexo. 

Por otro lado, Mussali y colaboradores (2005), describieron que el pentóxido de vanadio causa 

decremento significativo en la gamma-tubulina, proteína importante para la formación de los 

microtúbulos, por lo que el vanadio podría tener efectos adversos sobre la formación del 

aparato mitótico durante la división celular. 

Uno de los mecanismos de acción principales de los metales, es la generación de estrés 

oxidante en los tejidos; esto también se ha demostrado con el modelo de inhalación debido a 

que se observó el aumento de 4-hidroxinonenal y de T-Bars (Fortoul et al. 2011), por ello, se 

considera que la intervención con un potente antioxidante podría mitigar los daños 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 más susceptibles a los efectos de la 

contaminación ambiental, son los niños. Es por ello que se deben llevar obtener más datos 

utilizando modelos experimentales con animales que todavía no alcancen la madurez sexual, es 

decir en pre-púberes.   

Por todos los efectos reportados que causa la inhalación de vanadio, es importante  identificar 

los efectos sobre el material genético, comprender los mecanismos de acción y establecer el 

riesgo potencial que representa sobre la salud, así 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, permitiría establecer las 

diferencias inherentes al sexo. Por otro lado, la intervención con antioxidantes, podría indicar la 

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

4.1. Objetivo general 
En ratones pre-púberes CD-1, hembras y machos, evaluar y comparar los efectos genotóxicos 

de la inhalación de vanadio, administración de anastrozol e ingesta de ascorbato durante un 

tiempo experimental de 4 semanas. 

 

4.2. Objetivos específicos 

� Fase 1 

En machos (30 g; 60 d):  

� Determinar la concentración de ácido ascórbico (0, 50, 100, 150 y 225 mg/kg/día) 

que se les administrará a los ratones por vía oral, mediante una curva dosis-

respuesta. 

En hembras (30 g; 60 d):   

� Evaluar la eficacia del anastrozol (20 μg/kg/día) como anti-estrogénico en ratones 

hembra  empleando la citología exfoliativa vaginal. 

� Fase 2 

En 12 diferentes grupos experimentales* de ratones CD-1 pre-púberes (21-23 días; 10±1 g; ♀ y ♂), 

durante  4 semanas:  

o  En sangre periférica: 

• 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 (pH≥13) y comparar estos valores con los obtenidos por sitios 

álcali-lábiles (ensayo cometa pH 12.3). 

• Cuantificar los micronúcleos en reticulocitos circulantes, mediante la tinción 

supravital con naranja de acridina (ensayo de micronúcleos). 

• Comparar por sexo y por grupo experimental  los efectos sobre los parámetros 

evaluados. 

*Grupos experimentales:  

� Machos: 1-testigo; 2-vanadio (0.02 M/1h/2vps/4s); 3- vanadio+ácido 

ascórbico (50 mg/kg/día/v.o.); 4-ácido ascórbico.  
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� Hembras: 1-testigo; 2-vanadio (0.02 M/1h/2vps/4s); 3- vanadio+ácido 

ascórbico (50 mg/kg/día/v.o.); 4- vanadio+ácido ascórbico+ anastrozol 

(20 μg/kg/día/v.o.); 5- vanadio+anastrozol; 6- ácido 

ascórbico+anastrozol; 7-ácido ascórbico; 8- anastrozol.  

  

� Fase 3 

En machos (30 g; 60 d) 

� Identificar la presencia de centrómero en los micronúcleos causados por la 

inhalación de vanadio en eritrocitos circulantes, mediante hibridación fluorescente 

in situ con sonda pancentromérica. 
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5. Método 

5.1. Selección de grupos experimentales 

Se emplearon ratones hembras y machos de la cepa CD-1.  La selección de edades se consideró 

con respecto a las etapas de vida del ratón y de acuerdo a Saiz y colaboradores (1983).  

Los ratones pre-púberes tenían 21-23 días y los adultos 60 días, que es la edad de la primera 

cubrición; con esta diferencia, se asegura que los ratones prepúberes no presenten los cambios 

hormonales propios de la madurez sexual, y de este modo, tratar de omitir los efectos de las 

hormonas (testosterona y estrógenos). Los ratones de 60 días, son considerados como 

animales sexualmente maduros que son aptos para la reproducción, lo cual indica que se 

encuentran en un momento en el que sus  hormonas sexuales están en niveles óptimos. 

En todos los casos, los animales experimentales se mantuvieron en condiciones de luz-

oscuridad (12:12 h) con agua y alimentación (Purina Rodent Chow, México) ad libitum. Los 

animales fueron manejados de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) 

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

 

5.2. Esquema de inhalación 

Inhalación: los animales se colocaron en una caja de acrílico transparente (45 x 21 x 35 cm) 

conectada a un ultranebulizador UltraNeb�99 con flujo de 10 L/min que contenía la solución de 

V (0.02M). Los animales se sometieron a este procedimiento durante 1 hora dos veces a la 

semana, hasta completar 4 semanas de exposición. 

 

5.3. Estrategias experimentales 

5.3.1. Administración oral de ácido ascórbico 

Se les administró por vía oral la solución de ácido ascórbico (Redoxón® Bayer, México) durante 

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

  

5.3.2. Administración oral de anastrozol 

1mg de anastrozol (Arimidex® AstraZeneca, México) se disolvió en 30 ml de amortiguador de 

fosfatos (PBS, pH 7.4). Se separó en alícuotas de 500 μL que se mantuvieron a 4 °C. Se les 

administró 20 μg/kg/día por vía oral, durante todo el tiempo experimental.   
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5.3.3. Toma de muestras 

Sangre entera. Antes de comenzar con la administración o la exposición, se tomaron muestras 

de sangre periférica de la vena caudal y se consideró como tiempo cero (TO). Transcurridas las 

primeras 24 h y cada 7 días (durante 28 días),  se tomó la muestra de sangre entera (10 μL) 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 micronúcleos con naranja de 

acridina. 

Los animales se pesaron al TO, 7, 14, 21 y 28 días durante la exposición y/o administración. 

 

5.4. Técnicas 

5.4.1. Citología exfoliativa vaginal 

La citología exfoliativa vaginal se realizó de acuerdo con Caligioni (2009) 1 grupo de 8 hembras 

(60 días de edad) se aclimataron durante 7 días. Posteriormente se inició el muestreo diario de 

citología vaginal: con 20 μL de PBS estéril a 37 °C se realizó un lavado vaginal suave. La solución 

se recuperó, se colocó en un portaobjetos y se tiñó con 20 μL de azul de metileno (0.1%) y se 

observó inmediatamente al microscopio de campo claro.  

En el ciclo estral del ratón 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). 

 

Figura 2. Citología exfoliativa vaginal de ratón hembra. En 1 se muestra el pro-estro con células 
nucleadas, características 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 ratón hembra se muestreó y se clasificó la etapa en la que se encontraba durante 15 días, 

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 sólo se le administró PBS como vehículo). 
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Durante el día 16 comenzó la administración de anastrozol y de vehículo. El muestreo continuó 

hasta el día 32.  

 

5.4.2. Viabilidad celular por fluorocromos 

La técnica de viabilidad celular por fluorocromos se llevó a cabo como reporta Strauss (1991) 

con algunas modificaciones. Brevemente, se disolvieron 5 mg/ml de diacetato de fuoresceína 

(FDA) en 1 ml de acetona y 2 mg/ml de bromuro de etidio (Br-Et) en 1 ml de PBS. Posteriomente, 

15 μL de la solución de FDA y 100 μL de Br-Et se mezclaron con 2.4 ml de PBS, esta solución se 

utilizó inmediatamente.   

La sangre entera se mezcló en proporción 1:1 con la solución BrEt-FDA-PBS y se observó con el 

microscopio de epifluorescencia (200 X). Se cuantificaron las células muertas (fluorescen en 

rojo) y las metabólicamente activas (emiten fluorescencia verde) en campos al azar hasta 

completar un total de 100 células, obteniéndose la proporción de células vivas con respecto a 

las muertas.  

 

5.4.3. Ensayo cometa pH13 y pH 12.3  

La técnica se llevó a cabo como reporta Singh y colaboradores (1988) con ciertas 

modificaciones. Cada muestra de sangre entera se mezcló con agarosa de bajo punto de fusión 

y colocó en una laminilla a la que previamente se le adicionó una capa de agarosa regular. Cada 

muestra se realizó por duplicado. 

Las muestras se sumergieron en una solución de lisis (EDTA 100 mM-Tris 10 mM-NaCl 2.5 M, 

Tritón X-100 1%, DMSO 10%) y se mantuvieron a 4ºC en condiciones de oscuridad durante 1 h.  

En una cámara 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 mA y 25 V. 

Después, las muestras se lavaron con una solución de TRIS-HCl (0.4 M) a pH 7.5 durante 15 min. 

Al término de la neutralización, se empleó etanol absoluto para fijarlas. 

La observación de las muestras se llevó a cabo con un microscopio de fluorescencia equipado 

con un filtro de excitación de 480-550 nm y uno de absorción de 570 nm. En la 

flourocromización se empleó bromuro de etidio (0.02 mg/ml) disuelto en agua destilada. Se 

midió al azar la longitud de la cola de 200 nucleoides por muestra, estas medidas se emplearon 

para categorizar el daño. 
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De acuerdo con la longitud de la cola del cometa, se clasificaron en 5 categorías de daño: 1 (sin 

daño), 2 (bajo), 3 (medio), 4 (alto) y 5 (severo o “nubes”). Una vez clasificados se obtuvo el 

índice de migración (IMg) de cada individuo (Rodríguez-Mercado et al. 2011). El IMg es un 

indicador de rompimientos del ADN que facilita la interpretación de los resultados obtenidos 

con ensayo cometa.  

Ensayo Cometa a pH 12.3, es otra versión 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 

daño al ADN sin incluir lesiones debidas a sitios álcali-lábiles.  

 

5.4.4. Ensayo de micronúcleos con naranja de acridina 

El ensayo de MN con laminillas cubiertas NA se llevó a cabo de acuerdo con  Krishna y Hayashi 

(2000) con algunas modificaciones. 

Primero,  el fluorocromo (NA) se disolvió en agua destilada (1 mg/ml). Una pequeña cantidad de 

la solución de NA se extendió 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 ratón. 5 μL de sangre se 

colocaron en el centro de una laminilla con NA y se protegieron con un cubreobjetos; cada 

muestra se realizó por duplicado. Las preparaciones se mantuvieron a 4°C durante al menos 24 

h (para maximizar la tinción) y hasta 2 días.  

Una región adecuada de la preparación se seleccionó con un objetivo de bajo aumento (20X) 

antes de comenzar la cuantificación de los MN que se realizó con el objetivo de mayor aumento 

(100X). En la preparación se observaron: i) células intactas, ii) el núcleo de los leucocitos 

exhibiendo fluorescencia verde-amarilla y iii) reticulocitos o eritrocitos policromáticos 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 cuantificó el 

número de reticulocitos. De esta manera se obtuvo la proporción 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.   
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Figura 3. Micronúcleos con naranja de acridina. Los reticulocitos exhiben fluorescencia rojo-naranja 
debido a la remanencia citoplásmica de ARN-ribosomal. El ADN (MN) emite fluorescencia amarillo-limón.  
  

5.4.5. Hibridación Fluorescente In Situ (FISH) 

El protocolo para realizar el marcaje de la región centromérica se llevó a cabo con el método 

reportado por  Schriever-Schwemmer y Adler (1994), con algunas modificaciones. Brevemente, 

la muestra de 5μL de sangre entera se extendió sobre un portaobjetos, posteriormente se fijó 

por inmersión durante 5 min en metanol. 

Las muestras fijadas y secas se incubaron en una solución de SSC-2x (pH 7.0) en baño maría a 37 

°C durante 30 min. Una vez terminado el tiempo de incubación, se colocaron en un tren de 

etanol a concentración creciente (70, 80 y 100 %) durante 2 min en cada  uno. Se dejaron secar a 

temperatura ambiente. Para la co-desnaturalización se extendieron 3 μL 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 período de incubación en cámara húmeda se llevó a cabo en oscuridad, a 37 °C 

por 12 horas. Posteriormente, se retiró el cubreobjetos y en una solución de 0.4xSSC/0.3 % 

Igepal se lavaron durante 2 min a 72 °C. Inmediatamente después, se colocaron en una solución 

de 2XSSC/0.1 % Igepal durante 1 min a temperatura ambiente.  

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

un minuto en cada una y las muestras se secaron a temperatura ambiente.  
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Finalmente, para la contratinción se utilizó DAPI y VectaShield en proporción 1:2. Las muestras 

fueron protegidas un cubreobjetos y se observaron con el miscroscopio de epifluorescencia. 

Se cuantificó el número total de micronúcleos en los eritrocitos (color azul por el fluorocromo 

DAPI) y se identificaron aquellos que emitían también fluorescencia verde que indicó la 

presencia de centrómero (Figura 4).  

 
Figura 4. En A se observa gran cantidad de eritrocitos, uno de ellos presenta un punto azul, es un 
micronúcleo teñido con DAPI, en B se encuentra el núcleo de un leucocito (azul) y un micronúcleo dentro 
del citoplasma de un eritrocito. En C  se evidencia un MN-centrómero positivo, porque la sonda 
pancentromérica está acoplada a un fluorocromo verde. Finalmente en D ambos fluorocromos se 
observan: azul (ADN) y verde (centrómero).  
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5.5. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prism (versión 5.0). Para identificar 

diferencias entre grupos (tiempo cero versus tiempo de exposición y la comparación entre 

grupos experimentales) se utilizó el análisis de multivarianza ANOVA y la prueba post-Hoc 

Bonferroni. Para identificar la correlación entre dos variables (tiempo y efecto) se empleó el 

índice de correlación de Pearson. 

Para comparar dos grupos (pH13 versus pH12.3 y hembras versus machos) se empleó la prueba 

de t pareada de dos colas.  

En todos los experimentos los datos fueron reportados como media ± error estándar y los 

valores de P�0.05 fueron considerados como estadísticamente significativos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



37 
 

6. Resultados 
6.1. Fase 1. 
6.1.1. Dosis de ácido ascórbico en machos 
Viabilidad celular: las dosis (0, 50, 100, 150, 225 mg/kg/día) de ácido ascórbico administradas no 
mostraron causar efectos citotóxicos; en todos los grupos y en todos los tiempos la viabilidad 
celular fue mayor al 90 %. No se observaron diferencias estadísticamente significativas (Tabla 
2).  
 
Tabla 2. Porcentaje de células viables de ratones a los que se les administró ácido ascórbico a diferentes 
dosis durante 4 semanas. 

Tiempo Dosis  
(Viabilidad celular %) 

 0 mg 50 mg 100 mg 150 mg 225 mg 
T0 96.9 ± 1.1 94.3 ± 1.3 96.5 ± 0.5 96.0 ± 1.0 95.0 ± 1.0 
1 s 96.2 ± 1.3 96.8 ± 1.0 95.7 ± 1.8 95.7 ± 1.8 94.0 ± 1.0 
2 s 95.0 ± 1.0 94.6 ± 2.3 93.7 ± 0.7 93.5 ± 1.5 94.0 ± 2.0 
3 s 95.1 ± 1.0 94.4 ± 2.6 93.5 ± 1.5 94.2 ± 1.2 93.5 ± 0.5 

4 s 95.7 ± 2.0 93.0 ± 1.0 94.5 ± 0.5 94.0 ± 3.0 95.5 ± 0.5 

 
Micronúcleos: la frecuencia de MN se incrementó de manera significativa a partir de la semana 1 
y hasta la 4 en las dosis 100, 150 y 225 mg/kg/día. La dosis de 50 mg/kg/día no mostró diferencia 
significativa comparada con el tiempo cero ni con el grupo testigo (O mg/kg/día) durante las 4 
semanas de administración (Figura 5). El índice de correlación de Pearson es positivo y 
significativo sólo para la dosis más alta (225 mg/kg) con un valor de r= 0.9230.  

 
Figura 5. Frecuencia de micronúcleos en reticulocitos de sangre periférica de ratones machos 
suplementados con ácido ascórbico por vía oral. ANOVA y prueba post hoc Bonferroni. *P≤0.05 (tiempo 
de administración vs T0), aP≤0.05 (100, 150 y 225 mg/kg vs 0 y 50 mg/kg), bP≤0.05 (150 y 225 mg/kg vs 100, 
50 y 0 mg/kg), cP≤0.05 (100 mg/kg vs 50 y 0). Índice de correlación de Pearson: MN- 225 mg/kg r= 0.9230.  
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Ensayo Cometa pH 13: el IMg indicó que  los rompimientos de cadena sencilla se incrementaron 
significativamente comparado con el grupo testigo (0 mg/kg/día) durante las 4 semanas de 
administración de ácido ascórbico en la dosis que no mostró aumento en la frecuencia de MN 
(50 mg/kg/día) (Figura 6). 

 
Figura 6. Índice de migración del ADN de leucocitos de sangre periférica de ratones a los que se les 
administró ácido ascórbico por vía oral (50 mg/kg/día) comparados con el grupo testigo (0 mg/kg/día). 
Prueba t (dos colas), *P≤ 0.05. 

 

6.1.2. Eficacia del anastrozol  

La citología exfoliativa vaginal se realizó durante 15 días consecutivos al grupo completo (n=8) 
de ratones hembra. Se observó 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 aclimatación (día 1 al 15).  

 Días sin administración 
G 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 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 día 16 el grupo de 8 animales se dividió en 2. Se seleccionaron cuatro de los 
animales que tuvieron un ciclo más regular (especialmente la etapa de estro) y se les 
administró anastrozol (20 μg/kg/día). Al otro grupo, se le administró PBS (vehículo). Se observó 
que a  partir del día 21, los ratones hembra que ciclaban regularmente después de que se les 
administró anastrozol, presentaron sólo las etapas de metaestro y diestro (Tabla 4).   
 

 Tabla 4. Etapas del ciclo estral durante la administración de anastrozol y PBS (vehículo) del día 16 al 32.  

Ratona Días de administración 
 16 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 E E M D M M M D M D M M M D 
An R3 M M D E M D M M D M M M M M M D M 
An R4 M M E E E 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 E E M M M P E E E E M M D D 

An, anastrozol; P, pro-estro; M, metaestro; D, diestro; E, estro.     
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6.2. Fase 2. Comparación por sexo de los efectos genotóxicos de vanadio, ácido 
ascórbico y anastrozol en ratones pre-púberes. 
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 inhalación de vanadio y se 
les administró ácido ascórbico (50 mg/kg/día) durante 4 semanas. 

Tiempo Grupo 
Viabilidad Celular (%) 

 Testigo Vanadio V + AO A O 

T0 95.8 ± 0.8 95.7 ± 0.6 95.7 ± 0.5 92.6 ± 2.1 
1 sem 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+ácido ascórbico; AO, ácido ascórbico. 

Ensayo cometa pH13: el grupo vanadio mostró 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 mostró 
aumento significativo respecto al grupo control en las semanas 1, 2 y 3. El grupo V+AO no 
evidenció diferencia significativa con el grupo testigo (Figura 7). 

 

Figura 7. Índice de Migración 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: la versión semi-alcalina de esta prueba, mostró que en la semana 3 y 4 
de exposición a vanadio, disminuyen significativamente los rompimientos causados por sitios 
álcali-lábiles (Figura 9).     

 

Figura 9. Índice de migración del ADN de machos expuestos a vanadio. Comparación entre el ensayo 
cometa pH 13 y pH 12.3. Prueba  t, dos colas, *P≤ 0.05.  

 
Ensayo de micronúcleos: se observó incremento significativo y progresivo en la 
frecuencia de MN en el grupo vanadio; el índice de correlación 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 sólo los grupos V+AO y AO presentaron incremento significativo en el 
peso (Figura 11).   

 
 

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 exposición  
Viabilidad celular (%) 

 T0  1 sem  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 

V 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+ácido ascórbico; V+AO+AN, vanadio+ácido ascórbico+anastrozol; V+AN, 
vanadio+anastrozol; AO+AN, ácido ascórbico+anastrozol; AO, ácido ascórbico. 

 
Ensayo cometa pH 13: los únicos 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, sólo se observó que a las 4 semanas se incrementó 
significativamente el IMg del grupo V+An comparado con el tiempo cero y con los otros dos 
grupos experimentales (Figura 12).   

 
 

Figura 12. Índice de migración del ADN en leucocitos de hembras durante 4 semanas. ANOVA, Tukey *P≤ 
0.05 (Diferencia V+An vs V y V+An+AO).  
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Ensayo Cometa pH 12.3: no se observó diferencia significativa entre los resultados obtenidos 
con la versión alcalina y la semi-alcalina del grupo vanadio (Figura 13). 

 
Figura 13. Índice de migración del ADN de hembras expuestas a vanadio. Comparación entre el ensayo 
cometa pH13 y pH 12.3. 
 
Ensayo de micronúcleos: 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, 15 y 16). 

 
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+ácido ascórbico) y V+AO+An (vanadio+ácido ascórbico+anastrozol) durante 4 semanas. 

 
 

Figura 16. Frecuencia de MN en reticulocitos de sangre periférica en las hembras de los grupos AO (ácido 
ascórbico) y AO+An  (ácido ascórbico+anastrozol). *P≤0.05 prueba t (dos colas). 
 
Grupo V+An: la frecuencia de MN aumentó 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 índice de correlación de Pearson fue significativo y positivo (r= 0.98) 
(Figura 17). 
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Grupo V: en este grupo se observó 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 T0. El índice de correlación 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).  

 
 

Figura 17. Frecuencia de micronúcleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras expuestas 
a V (vanadio) y a V+An (vanadio+anastrozol). Prueba t (dos colas): *P≤0.05 Tiempo cero vs 1, 2, 3 y 4 sem; 
bP≤0.05 V+An vs V; cP≤0.05 vanadio vs V+An.    
 
Grupos V+AO vs V: se observa que la frecuencia de MN es mayor durante las semanas 2 y 3 en 
el grupo vanadio comparado con el grupo que inhaló vanadio y se le administró ácido 
ascórbico. Durante la semana 4 no se presenta diferencia significativa entre ambos grupos 
(Figura 18). 



47 
 

 
 

Figura 18. Frecuencia de micronúcleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras expuesta a 
V (vanadio) y a V+AO (vanadio+ácido ascórbico) durante 4 semanas. Prueba t (dos colas): *P≤0.05 
Tiempo cero vs 1, 2, 3 y 4 sem; bP≤0.05 V vs V+AO; cP≤0.05 vanadio vs V+AO.    
 
Grupos V vs V+An vs V+AO+An: la comparación de estos grupos experimentales, muestra que 
durante la semana 4 el grupo V+An presenta la mayor frecuencia de MN comparado con el 
grupo V y V+AO+An (Figura 19). 
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Figura 19. Frecuencia de micronúcleos en los reticulocitos de sangre periférica de las hembras durante 4 
semanas. ANOVA post Hoc Bonferroni, *P≤0.05, vanadio vs V+An; bP≤0.05, V+An vs vanadio y V+AO+An;  
cP≤0.05 V+AO+An vs V+An. 
 
Peso: durante la semana 4 se observó la disminución significativa del peso de los grupos V, 
V+AO y V+AO+An comparados con el grupo testigo (Figura 20).  

 
 

Figura 20. Peso de 6 grupos de hembras experimentales durante 4 semanas. ANOVA, Bonferroni, 
*P≤0.05. 
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6.2.3. Comparación 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). 

 
Figura 21. Índice de migración del ADN de las hembras y los machos expuestos a vanadio. Comparación 
entre el ensayo cometa pH13 y 12.3. ANOVA, Tukey, *P≤0.05. 
 
Micronúcleos: grupos testigo-hembras, testigo-machos y anastrozol. No se presentó diferencia 
significativa entre los 3 grupos durante todo el tiempo experimental (Figura 22).  
 

 
Figura 22. Frecuencia de micronúcleos 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). 

 
Figura 23. Frecuencia de micronúcleos 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; bP≤0.05 machos-V vs V+An y hembras-V; cP≤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). 

 
 

Figura 24. Frecuencia de micronúcleos 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 exposición y administración de los distintos fármacos, los grupos de 
hembras expuestas a vanadio, a vanadio+ácido ascórbico y a ácido ascórbico, presentan 
disminución significativa del peso comparadas con los machos de los grupos equivalentes 
(Figura 25). 
 

 
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. Identificación de centrómero en micronúcleos presentes en 
eritrocitos causados por la inhalación de vanadio. 
Sonda pan-centromérica: la frecuencia de MN aumenta significativamente durante todo el 
tiempo de exposición comparado con el grupo testigo (Figura 26).  

 
Figura 26. Frecuencia de micronúcleos en sangre periférica de los grupos de Machos adultos expuestos a 
vanadio y el grupo Testigo. Prueba t (dos colas)*P≤0.05  
 
 
Comparación con los grupos de Testigos Positivos para daño al ADN (Figura 27):  

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

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

� Col: se observa el aumento significativo de MN, comparados con el grupo testigo, a 
las 24 h posteriores a la administración oral de este agente aneugénico (5 ml/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; aP≤0.05 MMS vs Vanadio (1 a 4 sem), bP≤0.05, CT vs Vanadio (1 a 4 
sem), cP≤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.  

� Efectos genotóxicos del ácido ascórbico: a dosis de 100, 150 y 225 mg/kg/día este 

antioxidante causa MN durante todo el tiempo experimental. A la dosis de 

50mg/kg/día el ácido ascórbico no causa MN, pero sí provoca rompimientos de 

cadena sencilla. Los porcentajes de células viables fueron mayores al 90 %, es decir 

el ácido ascórbico tiene efectos genotóxicos, pero no citotóxicos en los leucocitos 

de ratones.   

� Eficacia del anastrozol como anti-estrogénico: se comprobó que la dosis empleada 

(20 μg/kg/día) de anastrozol evita de manera eficiente la formación de estrógenos; 

las ratonas a las que se les administró este fármaco, se mantuvieron en las dos fases 

del ciclo estral (metaestro y diestro) que se caracterizan por ser las que presentan 

las concentraciones menores de estrógenos. 
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Fase 2. Comparación por sexo de los efectos genotóxicos del vanadio, ácido ascórbico 

y anastrozol en ratones pre-púberes. 

Machos 

� El ácido ascórbico y el vanadio no son agentes citotóxicos. 

� El vanadio causa rompimientos de cadena sencilla en el ADN y también MN, sin 

embargo cuando se administra simultáneamente ácido ascórbico, ambos tipos de 

daño disminuye significativamente. 

� Los rompimientos causados por vanadio, son principalmente producidos por daño 

oxidante; por lo tanto disminuyen cuando se administra un antioxidante como el 

ácido ascórbico. 

� El peso aumenta sólo en los grupos que consumieron ácido ascórbico (AO y V+AO). 

Hembras 

� Ni el vanadio, ni el ácido ascórbico y tampoco el anastrozol solos o en combinación 

causaron citotoxicidad en los leucocitos de las ratonas experimentales. 

� En la cuarta semana, el vanadio cuando se administra simultáneamente con 

anastrozol, causa rompimientos de cadena sencilla. En ningún 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 

están correlacionados en un 98 % con la ausencia de estrógenos y la inhalación de 

vanadio. Las hembras a las que se les inhibe la formación de estrógenos son más 

susceptibles al daño genotóxico. 

� Los grupos suplementados con ácido ascórbico no generan MN. El ácido ascórbico 

protege a las hembras contra la generación de MN causados por V y por la ausencia 

de estrógenos.  

� 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.  

Comparación por sexo 

� Las hembras son menos susceptibles al daño al material genético causado por el 

vanadio; no presentan rompimientos de cadena sencilla de ADN.  Sólo durante la 

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

que los machos.  

� Ambos sexos responden positivamente a la suplementación con ácido ascórbico; 

cuando este antioxidante se administra, la frecuencia de MN disminuye en todos los 

casos. 

� El peso de los animales se ve afectado a las 4 semanas de tiempo experimental, es 

decir, cuando están más cerca de la edad adulta. Las hembras son las más 

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.  Identificación de centrómero en micronúcleos presentes en eritrocitos 

causados por la inhalación de vanadio 

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

que la mayor proporción de MN que se generan como consecuencia de la inhalación 

de V, son C-. Es decir, la etiología predominante en los MN que causa el vanadio, es 

la clastogénesis. 

 
 
7. Discusión 
Todas las células que fueron analizadas en esta investigación (leucocitos y eritrocitos de sangre 

periférica) provienen de un tejido esencial para los organismos: la médula ósea (MO), por ello 

es necesario aclarar de qué manera los xenobióticos (como el vanadio o el ácido ascórbico) 

arriban a este tejido.  

Por otro lado, es importante explicar la etiología de los MN en términos generales, ya que 

independiente de su origen, la morfología 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 

acción del fármaco o del xenobiótico), se emplean técnicas complementarias como el uso de 

sonda pancentromérica para marcar la región centromérica en los MN. 
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7.1. Irrigación de la médula ósea 

En los mamíferos 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 producción de células 

sanguíneas, a través del complejo proceso conocido como hematopoyesis (Mayani et al. 2007), 

que es un proceso que conlleva la proliferación de los diferentes linajes celulares. Para 

mantener una hematopoyesis adecuada, la MO depende de un aporte sanguíneo adecuado. En 

reposo, recibe del 2 al 4 % del gasto cardíaco. La microvasculatura de la médula ósea, consiste 

en una red de sinusoides fenestrados (endotelio y lámina basal discontinua) lo cual permite alta 

permeabilidad a los solutos (Iversen 1997), entre ellos cualquier xenobiótico que viaje en el 

torrente sanguíneo. 

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

la disminución de la viabilidad celular: ni la inhalación de vanadio, ni la administración oral de 

anastrozol o de ácido ascórbico, solos o en combinación, comprometen la integridad de las 

células o causan su muerte. La ausencia de citotoxicidad, permitió 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 válidos (Tice et al. 2000).    

 

7.3. Etiología de los micronúcleos 

Los micronúcleos se originan de dos maneras (Fenech 2000): 

1. Clastogénsis: Por el rompimiento de la doble hebra de ADN, lo cual generaría que el MN 

observado contenga un fragmento de cromosoma que al no tener centrómero, no 

puede migrar ni incorporarse a los núcleos principales durante la división celular. El 

rompimiento cromosómico se debe a daño al ADN, entre ellos: aductos, bases oxidadas 

o rompimientos de cadena sencilla, es decir daños que deban ser escindidos por los 

mecanismos de reparación. De esta manera, un rompimiento de cadena sencilla, 

cuando el material genético pasa por la fase de síntesis, se puede convertir en un 

rompimiento de cadena doble y originar así, un micronúcleo. Los micronúcleos 

generados por este mecanismo, se caracterizan porque la probabilidad de que no 

tengan centrómero, es muy alta. 
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2. Aneugénesis: Por la alteración del aparato mitótico o la inhibición del centrómero,  lo cual 

provocaria que el MN observado en el citoplasma del EPC contenga un cromosoma 

completo que no se incorporó correctamente al núcleo de la célula hija. Durante la 

división celular, es de vital importancia que el aparato mitótico y/o el centrómero lleven 

a cabo sus funciones adecuadamente, si esto no es así, el huso acromático podría no 

interactuar con los cromosomas y causar pérdidas de material genético. Los 

micronúcleos generados durante este proceso,  se caracterizan porque presentan 

región centromérica. 

Ambos mecanismos se resumen en la figura 29. 

 
 

Figura 29. Esquematización de la etiología de los micronúcleos. 
 
 
 
 
7.4. Fase 1.   

7.4.1. Genotoxicidad del ácido ascórbico 

Los resultados de este trabajo muestran que a dosis de 100, 150 y 225 mg/kg/día el ácido 

ascórbico administrado por vía oral genera incremento de MN en los ratones machos 

experimentales. La dosis más baja que fue probada (50 mg/kg/día) no aumentó la 

frecuencia de MN, pero incrementó el IMg del ADN, es decir, produjo rompimientos de 

cadena sencilla. Lo anterior indica que el ácido ascórbico origina efectos genotóxicos, 

incluso cuando bajas dosis son administradas. Se consideran bajas dosis, porque el 
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rango que se reporta en los estudios experimentales fluctúa entre 5 mg hasta 2,500 mg 

al día de este antioxidante (Levine et al. 1999). 

Los estudios in vitro llevados a cabo en  líneas celulares cancerosas, principalmente,   

muestran que el ácido ascórbico tiene efectos pro-oxidantes. Se ha reportado que la 

administración de este antioxidante,  inhibe el crecimiento, causa muerte por apoptosis 

o necrosis, genera daño al ADN (rompimientos de cadena doble y sencilla), disminuye la 

sobrevivencia de la clona, interrumpe el ciclo celular y causa daño 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 revisión detallada al 

respecto la presentó Du y colaboradores (2012). Es importante mencionar, que los 

efectos pro-oxidantes del ácido ascórbico, fueron descritos en linajes de células 

aberrantes, cuya fisiología es distinta a la de las células normales o no malignas.  

Por otro lado, en modelos in vivo, el principal ha sido el de ratón desnudo. Este modelo 

experimental ha servido para probar, en diversos tipos de tumores, los efectos del 

ácido ascórbico. Los resultados muestran que la administración por diversas vías del 

antioxidante, suele ser benéfica, porque en la mayor parte de los casos, se reporta la 

disminución del tamaño 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.  

Sólo unos pocos estudios experimentales han sugerido que el ácido ascórbico tiene 

actividad antioxidante y pro-oxidante en sistemas in vivo (Buettner 1996).  

Al respecto, en este estudio, no se analizó la etiología de los MN causados por ácido 

ascórbico, no obstante la posible actividad pro-oxidante sea la causa probable y por 

tanto, los MN sean de origen clastógeno.    

 

7.4.2. Eficacia del anastrozol 
El ciclo estral completo en las ratonas (así como en las ratas) ocurre en 4 ó 5 días 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 día pre-ovulatorio, cuando los 

estrógenos (E2) se incrementan y como consecuencia, se liberan las hormonas 

luteinizante (LH) y folículo estimulante (FSH) y la ovulación ocurre. 

2. Estro: Esta etapa se caracteriza por células escamosas cornificadas, que al microscopio 

se observan en conglomerados. No hay núcleos visibles, el citoplasma es granular y de 

forma irregular. La concentración de E2 permanece elevada.  

3. Metaestro: En esta etapa existe una mezcla de tipos celulares: leucocitos, células 

epiteliales nucleadas y células escamosas cornificadas. La concentración plasmática 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 días de realizar la citología 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 concentración 

de E2 es mayor. A partir del día 5 de la administración 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 

administración del fármaco, los niveles de E2 decayeron significativamente, ya que los cambios 

en el epitelio vaginal son debidos, en gran medida, a la acción de los estrógenos. 

La hoja técnica de este fármaco, indica que la supresión máxima en la concentración de 

estrógenos es a los 3 ó 4 días posteriores a la administración oral diaria, lo cual coincide con los 

resultados del presente trabajo, dado que, efectivamente a partir del día 5 no mostraron la 

etapa de estro.  

Este método sencillo de evaluación indirecta de concentración plasmática de estrógenos, 

permitió utilizar el anastrozol como un fármaco eficaz para inhibir la formación de estrógenos y 

obtener así, un modelo experimental no invasivo (como lo es la ovariectomía) para evaluar la 

respuesta de los individuos ante la ausencia de estrógenos, y de este modo, acercarse a la 

comprensión de su posible acción protectora contra la genotoxicidad inducida por vanadio. 
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7.5. Fase 2. Comparación por sexo de los efectos genotóxicos del vanadio, ácido 

ascórbico y anastrozol en ratones pre-púberes. 

7.5.1. Efectos del Vanadio 

7.5.1.1. Ingreso al sistema y a las células 

En este trabajo, la vía por la cual los animales experimentales fueron expuestos a vanadio fue la 

inhalación. A continuación, se explica la manera en que este metal ingresa al sistema y alcanza 

los órganos y tejidos, entre ellos, la médula ósea.  

El vanadio cuando es inhalado, ingresa profundamente en las vías respiratorias, llega a los 

sacos alveolares y posteriormente alcanza el torrente sanguíneo (Rosales-Castillo et al. 2001). 

En el plasma el V5+ es rápidamente reducido a V4+, sin embargo ambos estados de oxidación 

existen debido a que el V4+ sufre oxidación espontánea a V5+  (Evangelou 2002, Mukherjee et al. 

2004). El vanadio tetravalente es transportado por albúmina y transferrina, mientras que el 

pentavalente sólo por transferrina (Mukherjee et al. 2004, Gandara et al. 2005).  

El vanadio ingresa a las células por canales iónicos inespecíficos, ambas formas pueden 

penetrar, sin embargo, el V5+ se absorbe cinco veces más que el V4+ (Rodríguez-Mercado et al. 

2003). Una vez dentro de la célula, el vanadio pentavalente es reducido nuevamente por 

antioxidantes enzimáticos (p.e. NADPH) y no enzimáticos (p.e. L-ácido ascórbico) (Valko et al. 

2006). Este metal en diferentes estados de oxidación es capaz de interaccionar con gran 

número de componentes celulares, ejerciendo al mismo tiempo extensa variedad de efectos 

biológicos entre los que se encuentran la lipoperoxidación de las membranas, 

desnaturalización y oxidación de proteínas, en los ácidos nucléicos oxidación de bases 

nitrogenadas, rompimientos de cadena sencilla y doble, entrecruzamientos ADN- proteínas, 

entre otros (Attia et al. 2005, Ávila-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 V4+ y V5+ son capaces de reaccionar con el grupo fosfato y con el azúcar de los 

nucleótidos. También son efectivos inhibidores de proteínas propias del metabolismo del ADN 

como las polimerasas y ribonucleasas (Rodríguez-Mercado et al. 2003). Se considera que los 

efectos adversos que el vanadio ejerce sobre los sistemas biológicos tanto in vivo como in vitro, 

así como también por diferente vía de exposición, son debidos en gran medida a la inducción 

de estrés oxidante: generación de especies reactivas de oxígeno y de radicales libres 

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

La valencia del metal de transición, como en el caso del Fe y del Cu, ha sido establecida como 

un factor importante en la habilidad del metal para catalizar la formación 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 oxidación y participa en 

reacciones que conllevan a la producción de radicales libres y que tienen lugar dentro de la 

célula (Valko et al. 2006):  

1) V4+ + O2 → V5+ + O2·-  (Radical superóxido) 

2) V5+ + O2·- → [V4+-OO·]  (Radical peroxovanadilo) 

3) V4+ + H2O2 → V5++ OH- + ·OH (Radical hidroxilo) 

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

generar peroxidación lipídica en tejido hepático en este modelo (Fortoul et al 2011).   

 

7.5.1.3. Efectos genotóxicos del vanadio 

Se ha reportado 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 acción adversa, como es el caso de 

los efectos genotóxicos (Valko et al. 2006).  

El daño al ADN es causado por gran variedad de agentes, éstos pueden ser exógenos como los 

rayos ultavioleta, el humo del cigarro, las radiaciones gamma, los antibióticos, los 

contaminantes (Taylor 1994) y también por agentes endógenos como las especies reactivas de 

oxígeno (Lindahl y Wood 1999). Los tipos de daño 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 investigación, mostraron que la inhalación 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 álcali-lábiles (ensayo cometa pH 12.3) es decir, aquellos que son producto 

de los sitios AP (sitios apúricos o apirimidínicos). Por lo anterior, explicaremos las posibles 
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causas de ambos tipos de daños 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 inhalación, se encontró 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 (Roldán y Altamirano 1990, Cohen et al. 1992, Migliore et al. 

1993, Rodríguez 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, Rodríguez-Mercado et al. 

2003).  

Dentro del espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN por acción de los radicales libres 

se describe la oxidación de desoxirribosas, modificación 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 interacción de radicales libres 

con el ADN, son producidos por la fragmentación del esqueleto azúcar-fosfato o 

indirectamente por la escisión de bases oxidadas (Mitra et al. 2002). 

El radical hidroxilo (·OH)  es presumiblemente el más reactivo de los radicales, y puede ser in 

vivo el oxidante más importante de componentes celulares como es el caso del ADN, proteínas 

y lípidos (Mitra et al. 2002). El aumento en la producción 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 daño a las bases o rompimientos de cadenas (Rodríguez-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 átomos de hidrógeno del esqueleto del ADN. 

Este radical es conocido por reaccionar con todos los componentes de la molécula del ADN, 

dañando tanto bases púricas como pirimídicas y también al esqueleto del azúcar desoxirribosa 

(Valko et al. 2006). La generación de radicales hidroxilo que son altamente tóxicos pueden a su 

vez disparar nuevas reacciones que generan más radicales, ocasionando lo que se conoce como 

reacción en cadena, perpetuando así la generación de éstos (Evangelou 2002). El aumento en la 

producción 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 daño a las bases o 

rompimientos de cadenas (Rodríguez-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 átomos de hidrógeno del esqueleto del ADN. Este radical es conocido por reaccionar con 
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todos los componentes de la molécula del ADN, dañando tanto bases púricas como pirimídicas 

y también al esqueleto del azúcar desoxirribosa (Valko et al. 2006).Otro radical importante es el 

superóxido, que también puede oxidar lípidos, proteínas y ácidos nucleicos (Slupphaug et al. 

2003). En el caso de la oxidación a nivel del azúcar desoxirribosa, la abstracción de uno de los 

hidrógenos puede iniciar el proceso de la ruptura oxidante (Lorente 2005). La oxidación de 

bases nitrogenadas ocurre preferentemente a nivel de la guanina fundamentalmente por ser la 

base nucleica de menor potencial de oxidación (Lorente 2005) (Figura 30). 

 

 

 

Figura 30. En 1 se representa el rompimiento de la cadena de ADN por la interacción del radical hidroxilo 

con el esqueleto del azúcar-fosfato. En 2  se indica la oxidación de la guanina. 

 

Se han identificado más de 20 diferentes tipos de daño a las bases del ADN por estrés oxidante, 

uno de los más comunes es la purina 7, 8-dihidro-8-oxoguanina, comúnmente llamada también 

8-oxoguanina u 8-oxoG. Mientras que el daño más común a las pirimidinas es la formación de 

timina glicol (Tg) (Slupphaug et al. 2003). 

Por otro lado, Kehrer (1993) reporta los cambios que pueden desencadenar los radicales libres 

en su acción sobre las proteínas al describir los efectos sobre el gradiente de iones Ca2+. El 

contenido intracelular de este ión es habitualmente diez mil veces menor en comparación con 

la concentración extracelular y cualquier perturbación que afecte su transporte altera 

significativamente la función celular. La enzima calcio ATPasa, encargada de mantener el 

gradiente de iones Ca2+, contiene grupos tioles que pueden ser inactivados por los radicales 
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libres. Cuando ello ocurre, la enzima pierde su actividad catalítica y se modifica la homeostasis 

del Ca2+. El incremento en la concentración intracelular de estos iones estimula la activación de 

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

 

7.5.1.5. Vanadio y micronúcleos 

La técnica de MN es ampliamente usada para evaluar daños irreversibles sobre el material 

genético, el incremento en la frecuencia de micronúcleos predice el riesgo de cáncer en 

humanos (Bonassi et al. 2007).        

Los resultados de este trabajo muestran que el vanadio es un metal de transición capaz de 

generar daño genotóxico irreversible en forma de micronúcleos en los ratones (hembras y 

machos pre-púberes). Los mecanismos por los cuales se explica este resultado se comentan a 

continuación. 

La inducción 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 

comparación por sexo de animales adultos, Rojas-Lemus y colaboradores (2014) se encontró 

que la inhalación de vanadio causa el incremento en la frecuencia de MN de los ratones machos 

expuestos, sin embargo, las hembras adultas presentaron menor susceptibilidad al daño al 

ADN causado por vanadio. En general, el daño al ADN producido por estrés oxidante 

comprende oxidación y modificación de  bases nitrogenadas y grupos azúcares, 

entrecruzamientos y también rompimientos de cadena sencilla y doble (Slupphaug et al. 2003; 

Valko et al. 2006), todos ellos son daños al ADN que en células que se encuentran en 

proliferación, podrían traducirse en micronúcleos. Cualquier agente que reaccione con el ADN 

es potencialmente peligroso (Halliwell et al.1984); el daño al ADN puede resultar en arresto 

mitótico, inducción de la transcripción de genes, errores en la replicación e inestabilidad 

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

 

7.5.1.6. Interacción con el aparato mitótico 

La interferencia con la organización y el ensamblaje del huso mitótico es un proceso crítico para 

el movimiento normal de los cromosomas, de hecho es el mecanismo propuesto de cómo 

contribuye el vanadio al incremento de las aneuploidías (Ramírez et al. 1997). 

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

desensamble (aprox el 60 %) de los microtúbulos. Aparentemente el vanadio produce un 
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cambio alostérico en las proteínas de los microtúbulos lo que conlleva a una cinética de 

polimerización anormal  de la tubulina (Kirazov y Weiss, 1986).  El resultado, es la alteración en 

el aparato mitótico y, por tanto, cambios relacionados con el número cromosómico  que puede 

producir transformaciones neoplásicas en una vía similar a la previamente observada con 

colcemida y dietilestilbestrol (Ramírez et al. 1997).  

Los mecanismos por los cuales este metal interfiere con el ensamble de los microtúbulos no es 

totalmente conocido, sin embargo su toxicidad ha sido atribuida por su alta afinidad por los 

grupos sulfidrilo de las proteínas. Ramírez y colaboradores (1997) reportaron que las tubulinas 

alfa y la beta contienen 12 y 8 residuos de cisteína (aminoácido con abundantes grupos 

sulfidrilo), respectivamente y que algunos de esos residuos son críticos para la formación y 

función normal de la proteína. 

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 dineína ATP-asa, lo cual explica por qué interfieren con la formación apropiada del 

aparato mitótico y predisponen a la mala segregación cromosómica (Attia et al. 2005). 

Por otro lado, los lípidos insaturados, los ácidos nucléicos y las proteínas 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 proteínas con proporciones 

elevadas de triptófano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteína pueden sufrir 

modificaciones aminoacídicas mediadas por radicales libres (Martínez-Cayuela 1998). Las 

reacciones de los radicales libres con estos aminoácidos dan lugar también a alteraciones 

estructurales en las proteínas provocando entrecruzamientos y fenómenos de agregación que 

se ven favorecidos por la formación de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Martínez-

Cayuela 1998), como consecuencia se forman entrecruzamientos de cadenas peptídicas, 

fragmentación de la proteína, formación de grupos carbonilos e impiden el desarrollo normal 

de sus funciones (Rodríguez et al. 2001). 

Los enlaces peptídicos también son susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Estos 

enlaces pueden romperse tras la oxidación de residuos de prolina por radicales hidroxilo o 

superóxido (Martínez-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 genotóxico y causa efectos aneugénicos y clastogénicos, aunque no existen datos que 
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indiquen de manera contundente que el vanadio es carcinógeno, no debe eliminarse esa 

posibilidad, debido a que causa aberraciones cromosómicas y por lo tanto inestabilidad 

genética, procesos estrechamente relacionados con la generación  de malignidad (Leónard y 

Gerber 1994). 

 

7.5.1.7. ¿Los efectos genotóxicos del vanadio dependen del sexo y de la edad?  

Como último 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-púberes no tienen 

la misma ventaja; éstas, presentan aumento significativo de MN, respuesta similar a la de los 

machos pre-púberes y adultos. Por lo anterior, la susceptibilidad al daño 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 investigación muestran que las hembras pre-púberes expuestas 

presentan menos MN conforme se acercan a la edad adulta. Sin embargo, los machos pre-

púberes son más susceptibles al daño genotóxico (rompimentos y micronúcleos) durante todo 

el tiempo que duró la exposición. 

 

7.5.1.9. Diferencias intrínsecas al sexo 

En 2003, Borrás 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 peróxidos que los machos y 

esto no ocurre en hembras ovariectomizadas, aunado a que las hembras presentan mayores 

niveles de glutatión reducido que los machos, mientras que las ovariectomizadas tienen los 

mismos niveles que éstos últimos. 

Las mitocondrias hepáticas de los machos, producen 40 % más de peróxido que las 

mitocondrias hepáticas de las hembras, de igual manera, las mitocondrias cerebrales de los 

machos generan 80% más de peróxidos que las de las hembras de la misma edad (Borrás et al. 

2003). 
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Por otro lado, el daño 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 expresión y a la gran actividad de la Mn-superóxido dismutasa y de la glutatión 

peroxidasa en hembras, lo cual confiere protección contra el daño oxidante (Borrás et al. 2003). 

Es importante mencionar que cuando a las hembras ovariectomizadas y a los machos se les 

administraron estrógenos, se observó que éstos tienen un efecto protector contra la 

producción de radicales libres en la mitocondria. Esto refuerza la idea de la actividad protectora 

de los estrógenos (Borrás et al. 2003). 

También se reconocen diferencias por sexo en la farmacocinética de los xenobióticos. Los 

reportes indican que los hombres tienen menos concentración 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 más altas en hombres sanos que en mujeres 

sanas; los hombres tienen aproximadamente 24 % más alta la concentración del metal en el 

suero que las mujeres, además de que este metal, en los hombres, es retenido por un mayor 

tiempo (Dorman et al. 2004). 

 

7.5.1.10. Diferencias hormonales: estrógenos 

La formación intracelular de especies reactivas de oxígeno (ERO) y de nitrógeno (ERN), están 

implicadas en la patogénesis de gran cantidad de enfermedades (Tamir et al. 2002). Hoy día, es 

bien conocido que los estrógenos confieren protección a la célula en varias enfermedades 

relacionadas con estrés oxidante (p.e. Alzheimer y Parkinson) (Tamir et al. 2002). 

La protección de los estrógenos en modelos tanto in vitro como in vivo incluyen activación del 

receptor nuclear a estrógenos, expresión de Bcl2 y de proteínas antiapoptóticas relacionadas,  

activación de la vía de las MAPKs, activación de las vías de transducción de AMPc, modulación 

de la homeostasis del calcio y actividad directamente antioxidante (Tamir et al. 2002). 

Los datos sugieren,  que los estrógenos y sus derivados funcionan como antioxidantes por ser 

atrapadores de radicales libres y que ejercen esta función de manera independiente del 

receptor e involucra el atrapamiento de radicales,  así como también la reducción y/o quelación 

de  los iones oxidantes (Badeau et al. 2005). Los requerimentos estructurales para la actividad 

antioxidante de los estrógenos son los compuestos que presentan un anillo monofenólico  son 

poderosos barredores de radicales libres porque pueden donar con facilidad electrones, por 

ejemplo, los antioxidantes flavonoides polifenólicos como la vitamina E y A. Varias 
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investigaciones indican que el grupo hidroxilo en el carbono 3  del anillo fenólico A de los 

estrógenos, es de suma importancia (Amantea et al. 2005, Badeau et al. 2005). Este grupo 

hidroxilo del anillo A,  puede donar un hidrógeno, evitando  la acumulación de radicales libres. 

De esta manera, los estrógenos pueden actuar como  “escudo químico” en contra del estrés 

oxidante (Behl 2002). 

Aunado a su estructura química,  los estrógenos pueden  interactuar con otros antioxidantes, 

proveyendo protección adicional (Badeau et al.2005). Experimentalmente, se ha sugerido que 

la conexión entre las propiedades antioxidantes de los estrógenos y la protección,  es debida  a 

que las propiedades protectoras a bajas concentraciones de estradiol (<1nM) aumentan 

considerablemente en la presencia de glutatión (Xia et al. 2002). 

Por otro lado, la disfunción mitocondrial resultado del estrés oxidante ha sido implicada en la 

cascada patológica que culmina en la muerte de la célula. Se ha propuesto que los estrógenos 

que ejercen un efecto estabilizante sobre la mitocondria y mitigan el daño mitocondrial. Los 

estrógenos aportan un efecto citoprotector contra el estrés oxidante in vitro, manteniendo la 

integridad y previniendo la despolarización mitocondrial (Moor et al. 2004).  

Los niveles de estrógenos en los machos adultos sanos, son inmensamente menores que en las 

hembras adultas sanas, por lo que las concentraciones mayores de estrógenos en los ratones 

hembra (tanto en las adultas, como en las prepúberes durante el período de recuperación), 

podrían estar ejerciendo un efecto protector, previniendo el daño genotóxico. 

 

7.5.1.11. Vanadio y anastrozol: ausencia de estrógenos 

Los resultados de este trabajo muestran que la ausencia inducida de estrógenos causa el 

incremento de MN en las hembras a las que se les administró el inhibidor de la enzima 

aromatasa, es decir el anastrozol.   

 

7.5.1.12. Vanadio y su interacción con los mecanismos antioxidantes 

Dado que las EROs y otras formas de radicales libres se producen constante e inevitablemente 

durante los procesos metabólicos o aquellos implicados en la patogenicidad, la célula ha 

desarrollado un poderoso y complejo sistema de defensa para limitar la exposición a estos 

agentes. Las moléculas que previenen la formación descontrolada de radicales libres o inhiben 

sus reacciones con estructuras biológicas, reciben el nombre genérico de antioxidantes 

(Chihuailaf et al. 2002, Scibior y Zaporowska 2007). La gama de antioxidantes celulares 
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endógenos  incluyen al glutatión reducido (GSH), la dismutasa de súper óxido, la glutatión 

peroxidasa, así como también a los exógenos como el alfa-tocoferol, el beta-caroteno y al ácido 

ascórbico, todos ellos son importantes componentes de la defensa antioxidante de los 

mamíferos (Scibior y Zaporowska 2007).  

Se ha reportado que el vanadio puede disminuir significativamente los niveles de la 

concentración de ácido ascórbico y de GSH en la sangre y en algunos órganos importantes 

como hígado y riñón (Scibior y Zaporowska 2007). 

 

7.5.1.13. Vanadio y el efecto protector del ácido ascórbico 

Entre las acciones positivas que lleva a cabo el ácido ascórbico en el organismo, se encuentran 

la participación esencial en la síntesis de colágena, de carnitina, norepinefrina, hormonas 

peptídicas y en el  metabolismo de la tirosina. Su acción antioxidante es amplia, ya que 

disminuye la cantidad de oxidantes que ataca al ADN y a las proteínas, la lipoperoxidación, la 

oxidación de las lipoproteínas de baja densidad, la oxidación y las nitrosaminas en el jugo 

gástrico, los oxidantes liberados por los neutrófilos, y aumenta: la vasodilatación dependiente 

del endotelio y la absorción de hierro en el tracto gastrointestinal (Levine et al. 1999). 

Se observó, que en todos los grupos a los que se les administró ácido ascórbico, el daño 

genotóxico disminuyó de manera significativa. Es decir, el suministro de ácido ascórbico por vía 

oral funcionó para mitigar de forma importante el daño al material genético que causa el 

vanadio.  

 

El ácido ascórbico  elimina: radicales alcoxilo (RO·), hidroxilo (·OH), peroxilo (RO2·) e 

hidroperoxilo (HO2·), singulete de oxígeno (1O2), anión superóxido (O2·) y ozono (O3) (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 ácido ascórbico disminuye el daño causado por 

vanadio posiblemente es debido a su capacidad de reducir, en condiciones de pH fisiológico, 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 días 

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

acompaña al ácido ascórbico que les fue administrado, es azúcar (50%) y el peso del individuo 

está relacionado especialmente con la concentración de estrógenos.  

El vanadio es un componente común en los suplementos alimenticios, porque se le atribuyen 

propiedades anabólicas. Sin embargo, en los animales experimentales utilizados, los machos 

que sólo inhalaron vanadio, no presentan diferencia con respecto al peso del grupo testigo. 

Sólo se observa el incremento de peso en los animales expuestos a vanadio y que tomaron 

ácido ascórbico, y en los que sólo tomaron ácido ascórbico. En el caso de los machos, esta 

diferencia es posible que se deba al azúcar que contenía la tableta de ácido ascórbico. En las 

hembras el efecto es totalmente contrario los animales de los grupos vanadio, ácido ascórbico 

y vanadio+ácido ascórbico, presentaron menor peso. Por lo anterior, se puede decir que por vía 

inhalada, los efectos anabólicos del vanadio no se observan y que las hembras son más 

susceptibles que los machos a perder peso (o a no ganarlo) debido a la exposición de vanadio y 

por la administración de ácido ascórbico. 

Es necesaria investigación futura para ampliar y comprender este resultado.   

 

 

7.6. Fase 3.   

7.6.1. Vanadio: Clastógeno 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 

clastógenos o anéugenos, sin embargo, la mejor es la que marca centrómeros. De hecho, la 

Hibridación Fluorescente In situ (FISH) con sonda centromérica permite detectar regiones 

centroméricas de los cromosomas en metafase y en interfase, así como también los que se 

encuentran en MN individuales. Una ventaja adicional, es que las alteraciones que puedan sufrir 

las preparaciones durante la realización de la técnica, rara vez afectan el ADN centromérico 

(Attia et al. 2009). 
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• Testigos positivos para MN: mecanismos de acción 

Para identificar la etiología de los MN causados por vanadio, es importante incluir dentro de las 

muestras controles de mecanismo de acción conocidos. De esa manera, se asegura el 

funcionamiento correcto del protocolo. 

 

Colchicina: es un aneugénico de mecanismo de acción conocido, ya que interactúa con el 

aparato mitótico provocando la mala segregación cromosómica 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 fármaco fueron C+.    

Camptotecina: es un fármaco importante en el tratamiento contra el cáncer, debido a que su 

actividad antitumorigénica es debida a la estabilización del complejo ADN-Topoisomerasa I, 

evitando el paso de  re-ligación de rompimiento-reunión, que es la reacción que está mediada 

por esta enzima. El resultado final que causa esta droga es lesión en el ADN  fragmentación del 

ADN cromosómico que conduce al intercambio de cromátidas hermanas, aberraciones 

cromosómicas y finalmente a la muerte celular (Attia et al. 2009). Los resultados concuerdan 

con lo reportado para este fármaco: <70 % de MNC- (Attia et al. 2009). 

Metilmetanosulfonato: Es un clastógeno. 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 región centromérica del ADN 

Los resultados aquí presentados con la técnica de FISH con sonda pan-centromérica mostró 

que los micronúcleos causados por la inhalación de vanadio, fueron centrómero-negativos (C-). 

Esta evidencia, indica que el mecanismo de acción predominante es la clastogénesis. Es decir, 

que los micronúcleos son causados por los rompimientos de  una de las hebras del ADN, que en 

células que se encuentran en proliferación, al pasar por la fase de síntesis, se convierten en 

rompimientos de cadena doble, generando así, un micronúcleo. 

Sin embargo, la evidencia experimental publicada hasta el momento, apoya de manera 

mayoritaria a la aneugénesis como mecanismo de formación de MN, tanto in vivo como in vitro 

(Cande y Woniak 1978, Roldán y Altamirano 1990, Migliore et al. 1993, Léonard y Gerber 1994, 

Zhong et al. 1994, Migliore et al. 1995, Ciranni et al. 1995, Ramírez et al. 1997, Navara et al. 2001, 
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Attia et al. 2005). Sólo el reporte de Rodríguez-Mercado y colaboradores (2003) lo sugiere 

como un agente clastógeno. 

La evidencia de este trabajo indica que el vanadio es capaz de generar MNC- en mayor 

porcentaje que los MNC+, a semejanza de agentes clastógenos reconocidos como el 

metilmetanosulfonato y la camptotecina.  Sin embargo, hay que considerar dos puntos 

importantes. El primero es el tiempo de exposición, donde los MNC- fueron el resultado de la 

exposición subcrónica (4 semanas), a diferencia del trabajo de Attia y colaboradores (2005) 

cuyo resultado fue el de la exposición aguda (el resto de los reportes fueron el resultado de 

experimentos in vitro). El segundo, es la vía de exposición también puede ser un factor 

importante, ya que los efectos clastogénicos que se observaron fueron el producto de la 

inhalación y no de la inyección intraperitoneal, por ejemplo.  

Lo anterior implica que el vanadio cuando es inhalado, tiene el potencial de causar aberraciones 

cromosómicas de tipo numérico (aneugénesis) y estructural (clastogénesis), ambos tipos de 

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

� El ácido ascórbico tiene actividad genotóxica, pero sólo cuando es administrado en 

la ausencia de un estímulo negativo (como el vanadio o la ausencia de estrógenos). 

Esta evidencia indica que es importante no administrarlo (aunque sea en bajas 

dosis) si no es necesario. Pero, hoy en día, la presencia de metales como 

contaminantes ambientales cobra cada vez mayor importancia y por tanto, no sólo 

deben recibir atención 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 administración de agentes con 

capacidad antioxidante.    

� La pre-pubertad para ambos sexos, es una etapa susceptible al daño genotóxico; 

sin embargo, los machos son más propensos a sufrir daño genotóxico también en la 

vida adulta, a diferencia de las hembras adultas. Es posible, que la protección esté 

mediada, en parte por los estrógenos, pero otras posibilidades como la mayor 

eficacia en los mecanismos de reparación de daño al ADN, también podría estar 

implicada. Lo cierto es, que en las hembras de edad fértil, el daño no es evidente 

como en los machos, así que eso les confiere una ventaja, cuando menos en esa 

etapa. 

� La ausencia de estrógenos en las hembras, causa que el daño genotóxico sea similar 

al de los machos, esto indica que los estrógenos les confieren protección. Sin 

embargo, no hay que descartar otras vías por las cuales las hembras sean menos 

susceptibles al daño al ADN, por ejemplo, mayor eficacia en los mecanismos de 

reparación de esa biomolécula. 

� En la exposición sub-crónica, el vanadio se comporta como un agente clastógeno, 

pero es debido al estrés oxidante que genera. La acción de los radicales libres 

originados por este metal, es la causa principal del daño genotóxico. Es por ello, 

que la administración 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 está expuesto 

de manera crónica, no sólo 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 



74 
 

está indefenso y es posible ayudar a los mecanismos antioxidantes con los que 

contamos, y así tener la oportunidad de contrarrestar los efectos negativos de la 

contaminación atmosférica.  

� Finalmente, estos resultados podrán ser tomados en consideración 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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