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RESUMEN

El vanadio es un elemento traza muy abundante en la naturaleza y esencial para
algunas formas de vida, no obstante, su papel como nutriente, asi como su esencialidad
en el organismo humano no se encuentran completamente establecidas. Este metal se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza desempefiando una funcion
importante en numerosos procesos industriales, uso en deportistas (Barceloux, 1999) y
en los ultimos afios se ha puesto de manifiesto el papel del vanadio en la regulacion,
incremento del transporte y metabolismo de la glucosa.

Todo esto hacen del vanadio un metal importante en la investigacion biomédica.

No obstante, numerosos autores han destacado el efecto tdxico que provoca el
vanadio, muchos de ellos asociados a su efecto pro oxidante (Oster et al., 1993,
Sanchez-Gonzalez et al., 2014a; Sanchez-Gonzalez et al., 2014b; Scibior et al., 2006).

El manganeso y el cobre son metales ampliamente distribuidos en los alimentos
y que tienen una funcién conocida en el organismo humano, formando parte del
funcionamiento normal de numerosas enzimas, destacando en enzimas asociadas a la
defensa antioxidante como la superoxido dismutasa en sus diversas formas (Kemmerer
etal., 1931; Marklund, 1984).

El vanadio altera el metabolismo de algunos elementos traza como Mg, Fe, Cu o
Zn; aunque existen diversos estudios aislados acerca de la combinacion del vanadio con
cobre y manganeso, no nos explican de forma fehaciente algunos aspectos de la

toxicidad y metabolismo.

Por tanto, este estudio plantea como la exposicion sola o combinada del vanadio
con metales antioxidantes como cobre y manganeso afectan a la homeostasis de ratas

sanas y en algunos estudios in vitro en lineas celulares colonicas y hepaticas.

Para la  realizacion de  estos  experimentos se  eligio el
bis(maltolato)oxovanadio(1V) (BMOV), ya que algunos autores han sugerido que es el
compuesto de vanadio que mas ejerce el papel hipoglucemiante y el menos toxico
(Caravan et al., 1995) y ademas, es estable en soluciones acuosas.

Los estudios se realizaron en dos fases:

a) Estudios “in vitro”: sobre lineas celulares colonicas (HT-29) y hepaticas
(HepG2) se realizaron estudios de viabilidad celular (MTT vy cristal violeta)

sobre distintas combinaciones de metales de vanadio, manganeso y cobre.




RESUMEN

Ademas, sobre la linea hepatica se realizaron estudios encaminados a determinar

el dafio en el ADN, mediante el ensayo Comet.

También se incluyeron estudios encaminados a determinar cambios en la

estructura del ADNmt determinando el nimero de copias y las deleciones.

b) Estudios “in vivo”: dos grupos de ratas Wistar sanas fueron alimentadas con
dieta AIN93 durante 5 semanas, siendo uno de estos grupos suplementado con
una cantidad de vanadio en forma de BMOV en el agua de bebida. A estos
animales se les controld el peso y la ingesta de alimentos durante el periodo
experimental y durante la Gltima semana se recogieron heces y orinas.
Posteriormente fueron sacrificados y aislado el suero, rifion, higado, bazo y
corazén. Se midio la leptina en suero y la expresion genica de la hepcidina en
higado.

En los estudios in vitro, apreciamos que el vanadio tiene un descenso en la
viabilidad celular al ser expuestas células de cualquier tipo de las ensayadas, esto se
ve reducido al combinarlas con metales antioxidantes. Respecto a los ensayos de
dafio en ADN nuclear, también se manifiesta el descenso en el dafio al combinar el

Mny Cu (sin embargo, siguen produciendo un elevado dafio en el ADN).

En los estudios in vivo se aprecia que en los animales hay un descenso en la
ganancia de peso, agua y alimento, un aumento de la expresion génica de la
hepcidina y un descenso de la leptina hepatica. Ademas, no se ven cambios de Mn y

Cu en los tejidos.



1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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El vanadio es un metal ampliamente distribuido en la naturaleza y que esta
presente en los tejidos de los mamiferos; sin embargo, su papel como micronutriente en

el organismo humano no esta completamente establecido.

En los Ultimos afios se ha aclarado la participacién del vanadio en las vias
metabdlicas de glucosa y lipidos. Presenta diversos estados de oxidacion desde el -1
hasta el +5, de los cuales la forma +4 (vanadilo) y +5 (vanadato) son las mas comunes.
En el plasma normalmente esta en ambos estados de oxidacion y se encuentra unido a
proteinas en su mayoria, fundamentalmente a la transferrina. Su depoésito en el

organismo es el hueso (mayoria), rifién e higado

Recientemente el vanadio ha adquirido gran importancia farmacoldgica debido a
la actividad que presentan ciertos complejos en los que se encuentra este elemento
ejercen como hipoglucemiantes. Compuestos de vanadio organicos, tales como el bis
(maltolato)oxovanadio(1V), bis(etilmaltolato)oxovanadium(lV), y acetilacetonato de
vanadilo, se han sintetizado para su uso en el tratamiento de la diabetes y el cancer.
Estudios experimentales, asi como ensayos clinicos han demostrado la accion
insulunomimética del vanadio disminuyendo la resistencia e incrementando la

sensibilidad a la insulina y mejorando el transporte y metabolismo de la glucosa.

Se han propuesto en estudios “in vitro” algunos de los mecanismos por los que
el vanadio produce los efectos antidiabéticos, entre los cuales destacan: a) estimulacion
de la autofosforilacion de los receptores a la insulina, b) incremento en la actividad de la
tirosina-cinasa en el receptor de insulina, c) fosforilacion del sustrato del receptor de la
insulina (IRS-1), d) incremento de la expresién del transportador GLUT 4. Es decir,
aunque no se conocen exactamente los mecanismos de accion del vanadio, parece ser
que el vanadio activa la cascada de transmisién de sefializacion de la insulina tras su

unién al receptor, facilitando la entrada y el metabolismo celular de la glucosa.

Actualmente, muchos aspectos del metabolismo del vanadio no se encuentran
bien establecidos, como lo son las interacciones digestivas y metabdlicas con otros
elementos envueltos en la defensa antioxidante. EI V al favorecer la metabolizacion de
la glucosa, reduciria la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y en
consecuencia prevendria el dafio oxidativo ocasionado por la hiperglicemia. Pero
muchos autores han asociado el V con efectos pro-oxidantes porque altera el

metabolismo de diversos elementos traza como el Mg, Fe, Cu, Zn and Se. La presencia
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de estrés oxidativo se encuentra asociada con cambios en la produccion de citokinas,
cambios inflamatorios y la presencia de algunos tipos de tumores. No obstante, se ha
sugerido que el vanadio puede actuar como inhibidor en diferentes formas de cancer

Hoy dia, el mecanismo por el cual el vanadio ejerce su efecto tdxico es poco

conocido, por lo que consideramos interesante la realizacion de este estudio.

Cobre y manganeso son dos metales ampliamente distribuidos en los alimentos y
cuyo papel en el correcto funcionamiento del organismo ha sido completamente
descrito. Asi, el cobre participa en el metabolismo de hueso y funcionamiento del
sistema inmune y el manganeso esta presente en el metabolismo y en la cicatrizacion de
heridas. Entre los efectos de ambos elementos destacan su participacién en el
funcionamiento de ciertas enzimas, entre ellas algunas relacionadas con la defensa
antioxidante, como la superdxido dismutasa enzima que cataliza reacciones de
dismutacion y es fundamental en la defensa antioxidante. Esta enzima presenta diversas
formas en las que el cobre y el manganeso juegan un efecto importante; asi, la Cu/Zn
SOD esta presente en el citosol y la forma en la que participa el Mn se distribuye

ampliamente en mitocondrias.

El efecto del vanadio sobre el metabolismo de estos dos metales no ha sido
descrito en profundidad. Existen algunos estudios que se han centrado en su efecto “in
Vivo” sobre animales de experimentacion. Sin embargo, los estudios "in vitro" sobre el
metabolismo de cobre y manganeso en diversas lineas celulares expuestas a vanadio son
practicamente inexistentes, por lo que consideramos de gran importancia los

experimentos llevados a cabo en este proceso de investigacion.

Por tanto, el objetivo de este trabajo es estudiar en profundidad el efecto del
tratamiento con vanadio sobre la viabilidad celular y su efecto sobre la integridad del
ADN nuclear y mitocondrial en cultivos de células coldnicas y hepaticas, asi como la
influencia de la incorporacion de cobre y manganeso a dichos cultivos de células
tratados con vanadio. Ademas, y con el fin de incrementar el conocimiento sobre las
interacciones entre vanadio, cobre y manganeso, se abordara un estudio "in vivo" para
conocer si la ingesta de vanadio puede alterar la homeostasis del cobre y manganeso en
la rata. Los resultados obtenidos permitiran comprender mejor el papel del vanadio

como micronutriente, su actividad biolégica y sus efectos  toxicos.
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2.1. Vanadio

El vanadio es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza, que es
esencial para algunas formas de vida, pero que su papel como micronutriente,
esencialidad y actividad bioldgica y farmacoldgica ain no se encuentra completamente
definida. Actualmente el incremento de los niveles de vanadio en el medio ambiente
debido a su amplio uso en los procesos industriales, su incremento como suplemento
por atletas y deportistas y el creciente interés por el uso farmacoldgico de algunos
compuestos de vanadio como hipoglucemiante, han conducido a que el estudio del
metabolismo del vanadio sea actualmente una importante area de investigacion. Sin
embargo, muchos aspectos metabdlicos ain no han quedado bien establecidos, como
son las interacciones digestivas y metabolicas con otros elementos involucrados en la

defensa antioxidante.

2.1.1. Antecedentes histéricos

Numerosos compuestos de vanadio han sido utilizados con intencidn terapéutica
en los ultimos dos siglos, el primero de ellos se hizo en 1899, siendo el primer ensayo
clinico conocido sobre el vanadio (Lyonnet et al, 1899), éste consistia en la prueba de
los investigadores Lyonnet y colaboradores de ciertos compuesto sobre algunos de sus
pacientes (algunos de ellos diabéticos), consistia en la ingestion de 4-5 mg de
metavanadato de sodio cada 24 h tres veces por semana; como conclusién de éste
primer estudio se concretd que algunos pacientes diabéticos obtuvieron una leve bajada

de la glucemia sin apreciarse efecto negativo alguno.

Tuvo que pasar un siglo desde este primer ensayo con un complejo de vanadio
destinado a su aplicacion en la terapia para pacientes de diabetes mellitus (Thompson y
Orvig, 2006a). En este ensayo se evalud la seguridad, tolerancia, farmacocinética y
biodisponibilidad a diferentes dosis crecientes de un complejo de vanadio, el bis

(ethylmaltolato)oxovanadio(1V) (BEOV), en un total de 40 sujetos.

Afos mas tarde, hubo numerosas investigaciones encaminadas a determinar su
esencialidad (Schroeder et al., 1963), metabolismo (Hopkins Jr. y Mohr, 1974) y
sintomas que provoca su deficiencia. Ademas, se descubrié que el vanadio actuaba

como inhibidor enzimatico.
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Finalmente, McNeill y colaboradores (Heyliger et al., 1985), agregando
ortovanadato de sodio al agua de bebida de ratas STZ durante semanas descubrieron
que, aliviaba muchos signos y sintomas asociados a la diabetes, con pocos efectos

secundarios.

También, a principio de los afios 80 se observo el efecto insulinomimético del

vanadio in vitro a concentraciones de iones vanadio en el rango de 0,2-3 mM.

Por ultimo, en 1992 se comprob6 que el compuesto bis(maltolato)oxovanadiolV
(BMVO) (McNeill et al., 1992) era méas potente que el vanadio inorganico y presentaba

menos toxicidad.

2.1.2. BMOV

El bis(matolato)oxovanadiolV es un compuesto de vanadio que es de 2 a 3 veces
mas potente que el vanadio inorganico como reductor de la glucosa ademas de ser
mucho mejor tolerado (Caravan et al., 1995), pudiendo administrarse a los animales de
experimentacion en el agua de bebida con una efectividad similar a la del sulfato de
vanadio (Sakurai et al., 1998)

Se realizé un estudio farmacocinético usando BMOV y VOSO (vanadyl (1V)
sulfato) en el que se demostrd que el primero era capaz de incrementar la captacion del
i6n vanadio en comparacién con el compuesto inorganico (Thompson et al., 2006)

CH,

O
07X O\{I,/O N
N

CH;

Figura 1. Bis(maltolato)oxovanadio(1V) (BMOV)
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2.1.3. Fuentes de vanadio

El vanadio se encuentra presente en numerosos alimentos de diverso origen:
tanto animal como es el caso de los mariscos como de origen vegetal estando presente
en la sobre todo en semillas (pueden contribuir desde un 13 a un 30 % de las cantidades
necesarias de vanadio en la dieta), pimienta negra o perejil; asi como alimentos

preparados.

Cabe destacar que podemos atribuir a ciertas bebidas alcoh6licas como el vino y

la cerveza una fuente importante del vanadio en la dieta.

También el vanadio suele estar presente en alimentos de otra indole como

edulcorantes o cereales para bebé (Mataix y Llopis., 2015)

2.1.4. Absorcion y distribucion

La mayoria del vanadio que se ingiere no se absorbe (s6lo llegamos a absorber
menos del 5% del vanadio consumido, siendo superior la del vanadato a la del vanadilo
(Mataix y Llopis, 2015)) y por tanto, el restante se excreta a traveés de las heces
(Nielsen, 1999). Normalmente, en personas no expuestas a vanadio encontramos menos
de 0.8pgv/L en la orina.

Se ha puesto de manifiesto que en ratas se absorbe el 35% de la dosis
administrada como BMOV mediante técnicas de perfusion intestinal (Iglesias-Gonzélez
etal., 2012).

La mayoria de la absorcion del vanadio tiene lugar en la parte superior del tracto
gastrointestinal, el vanadio se transforma en el estbmago en cation vanadil y asi pasa al
duodeno; sin embargo, otros estudios nos muestran que el vanadato puede entrar a las
células a través de fosfato o por algun otro sistema de transporte de aniones, quiza esto
pueda explicar el hecho de que el vanadio pentavalente es absorbido entre 3 y 5 veces
mas que el tetravalente. Ademas, debido al efecto que otros componentes de la dieta
ejercen en las diferentes formas de vanadio en el estdmago y la velocidad con la que
pasa a tetravalente influye en el porcentaje total de vanadio que es absorbido.

Hay otros compuestos de vanadio que son inhalados y se dirigen directamente a

los pulmones donde se depositan rapidamente, esto es importante en el caso de




NTRODUCCION

trabajadores que estdn expuestos a vanadio ambiental presente en industrias
(Venkataraman y Sudha, 2005).

En ratas se ha comprobado que el BMOV puede ser absorbido de forma répida
alcanzando una concentracion maxima de vanadio de entre 0,6-0,4 horas tras la
administracion de una Unica dosis por via subcutanea y de entre 2,4-0,9 horas tras la
administracion intragéstrica de una dosis (Zhang et al., 2008).

Respecto a la distribucion el vanadio se concentra principalmente en rifion, bazo,
testiculos, higado y huesos. (Iglesias-Gonzalez et al., 2012; Sanchez et al., 2011) En el
caso del BMOV destaca en fémur, rifiones e higado (Sanchez et al., 2011; Katherine H.

Thompson y Orvig, 2006a)

2.1.5. Mecanismo de accion del vanadio

El mecanismo de accion para los compuestos de vanadio es muy complejo, por lo
que se han propuesto tres teorias:

v" Que la formacién in situ de peroxovanadatos permita la inhibicion de las

fosfatasas en la cascada de sefializacion de la insulina.

v" Que el ion vanadil estimula las proteinas cinasas del citosol, evitando asi los
receptores de insulina.

v Que otros mecanismos juegan claramente un papel importante, como el llamado
translocacion de GLUT4 desde el compartimiento intracelular a la membrana
plasmatica (Katherine H. Thompson y Orvig, 2006b).

Ademas de las teorias propuestas se sabe hoy dia que el ion vanadil y sus complejos
acttan en al menos cuatro de los sitios involucrados en tirosin cinasa del receptor de la
insulina, en las sefales del transportador de transduccion de la glucosa y fosfodiesterasa,
en el mecanismo de ensamble que se encuentra principalmente en GLUT4 vy
fosfodiesterasa. Asi como el papel del ion vanadil y sus complejos en la estimulacion de
la toma y degeneracion de la glucosa (Kawabe et al., 2006).

La interaccién pro-farmacos con proteinas séricas y entidades moleculares
pequefias, son un aspecto fundamental en el metabolismo de los farmacos, capaz de
afectar de manera importante la distribucién y biotransformacion, asi como el
mecanismo de accion de agentes farmaceuticos (Thompson y Orvig, 2006b). Por
ejemplo, la concentracion de transferrina en el plasma tiene un 30% de sitios ligandos

ocupados por Fe+, permitiendo sitios reservorios para la reaccion metal-base farmacos.
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Estos ligandos no toman lugar en ausencia del ion bicarbonato, el cual requiere el
ion ligando vanadil para poder interactuar. Gracias a un sistema circulatorio depuratorio
lento del ion vanadil, permite el incremento de la eficacia de éste in vivo (Thompson y
Orvig, 2006a).

2.1.6. Transporte y excrecion

Se han hallado dos proteinas de suero que podrian estar involucradas en el

transporte del vanadio (transferrina y albimina) (De Cremer et al., 2002)

La proteina mas probable en la que se produzca es la transferrina, ésta se
encuentra en una concentracion de 37 mM y sélo un 30% de sus sitios de union estan
ocupados quedando libe el resto para la union con diversos metales (Nagaoka et al.,
2004). Algunos estudios realizados in vivo han demostrado que la asociacion del
vanadio a la transferrina es independiente de la forma de vanadio, para ello primero se
produce la disociacion y posteriormente la forma vanadilo serd la que se una

definitivamente a la transferrina (Kiss et al., 2000)

El vanadio presenta una baja absorcion a nivel gastrointestinal y el vanadio no

absorbido se elimina a través de las heces (Venkataraman y Sudha, 2005).

La mayoria del vanadio absorbido se elimina a través de la orina, asi como una

porcién que pueda excretarse por la bilis.
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Figura 2.- Absorcién, distribucién y excrecién del vanadio (Thompson y Orvig, 2006a)
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2.1.7. Toxicidad

La toxicidad del vanadio varia segun las dosis y el compuesto que se trate
(Institute of medicine, 2001), asi, dentro del amplio rango de compuestos el BMOV es
aquel que ha mostrado menor toxicidad (Thompson y Orvig, 2006a) en contraposicion
al pentoxido de vanadio, que es el mas toxico (Institute of medicine, 2001).

En ratas se ha asociado una intoxicacion de vanadio con sintomas como enteritis
descamativa, congestion hepatica con cambios en la composicion de la grasa,
alteraciones gastrointestinales (diarrea), lengua verde, retraso en el crecimiento y

anorexia.

En seres humanos, no hay evidencia de intoxicacion por vanadio asociada al
consumo de alimentos, lo que puede deberse a su pobre absorcién intestinal, sin
embargo, si se ha visto en situaciones en las que hay una cantidad elevada de vanadio en
el aire debido a la contaminacion de origen industrial; en este caso, los sintomas fueron:
molestias gastrointestinales, fatiga, lengua verde y en algunos casos calambres
abdominales (Institute of medicine, 2001)

2.1.8. Intereses del vanadio
2.1.8.1. Vanadio y diabetes
a) Diabetes mellitus

Con el término diabetes mellitus se hace referencia a un sindrome de origen
maltiple que se caracteriza por hiperglucemia con alteraciones en el metabolismo de
hidratos de carbono, grasas y proteinas (Conget, 2002) producida por deficiencias en la

secrecion de insulina, su accidon o ambas causas.

El proceso de hiperglucemia crénica de la diabetes se asocia con alteraciones en

Organos como 0jos, rifiones, nervios, corazén o vasos sanguineos.
b) Clasificacion

La American Diabetes Association establecié en el afio 2011 cuatro tipos de diabetes:
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v

Diabetes tipo 1: es debida a la destruccion autoinmune de las células B del
pancreas provocando una grave deficiencia en la secrecion de insulina. Esta

diabetes se da en el 5-10% de los casos.

Ademaés, existe un tipo de diabetes tipo I: Diabetes Idiopatica con etiologia

desconocida en la que los pacientes son propensos a la cetoacidosis, pero no hay

evidencia de su origen autoinmune (Lozano, 2014).

v

Diabetes tipo II: es la mayor incidencia (90-95%) de los casos, se debe a una
resistencia en la accién de la insulina y acompafiada en la mayoria de los casos
por un defecto en su secrecién. La prevalencia aumenta con la edad, obesidad y
sedentarismo

Diabetes gestacional: comprende al grado inicial de intolerancia a la glucosa que
ocurre durante el embarazo; en la mayoria de los casos desaparece tras el parto
(SEGO, 2013)

v" Otros tipos de diabetes:

e Defectos genéticos en las células B: algunos tipos estan asociados
a deficiencias en la funcién de estas células. Normalmente se
presenta en edades tempranas.

e Defectos genéticos en la accion de la insulina: estos se asocian a
la mutacion en los receptores de la insulina.

e Enfermedades del péancreas exocrino: a veces, ciertas
enfermedades pueden dafiar el pancreas (pancreatitis,
traumatismos, infecciones...) y generar diabetes.

e Endocrinopatias: debido a un exceso de hormonas que
contrarrestan la accion de la insulina

e Medicamentos

e Infecciones de ciertos virus

¢) Accién del vanadio

En los ultimos afios ha quedado demostrado la accion hipoglucemiante e

insulinomimética del vanadio tanto en estudios in vivo como in vitro (Sanchez et al.,

2011).
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Asi, el vanadio favorece el transporte y oxidacion de la glucosa, sintesis de
glucogeno, lipogénesis, inhibe la lipolisis y la gluconeogénesis. Sin embargo, el vanadio
no reduce la incidencia de diabetes en ratones prediabéticos no obesos (Meyerovitch et
al., 2000)

Insulin

Vanadium H_H H'“‘“"'“I .

Glucose

Figura 3: Mecanismo de accion de vanadio (Sakurai et al, 2008)

Otros aspectos ligados al vanadio han sido puestos de manifiesto en los ultimos
afios, asi, se ha demostrado que al administrar vanadio a ratas STZ disminuye los
niveles de hemoglobina glicosilada e incluso, en ensayos clinicos se ha comprobado que
normaliza la glucosa en sangre y disminuye la hemoglobina glicosilada para pacientes
con diabetes tipo | (Kurt et al., 2011).

Respecto a su implicacion con la leptina muchos autores sefialan que el vanadio
incremente la secrecion de leptina (Chen et al., 2001), asi como su sefial de transduccion
(Wilsey et al., 2006).

Sin embargo, otros muestran que en ratas sanas hay un descenso significativo de

la leptinemia tras tratarlas con vanadio (Sanchez-Gonzélez et al., 2014a).

2.1.8.2. Vanadio y deporte

El uso del vanadio en culturistas es muy comdn (Gerrard et al., 1993), esto se

debe a los efectos “insulinomiméticos” que presenta y a su caracter “anabolico”.
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Asi, con la suplementacion de vanadio se pretende favorecer la entrada de
glucosa al interior celular y, por tanto, su posterior almacenamiento en forma de
glucogeno, que mejora el rendimiento y la recuperacion. Ademas, favorece la activacion

de enzimas que degradan triglicéridos.

Sin embargo, otros estudios (Fawcett et al., 1996) realizados con la
suplementacion de sulfato de vanadilo (0,5 mg/kg/dia) con deportistas, han demostrado

que no hay mejora en la composicion corporal ni en parametros antropométricos.

No obstante, la formulacion del vanadio (especialmente en forma de vanadilo) es
muy frecuente en los complementos nutricionales destinados especialmente a

culturistas.

2.1.8.3. Vanadio y medio ambiente

El vanadio es un elemento utilizado en diversas actividades econdmicas, destaca
su empleo en la metaldrgica, formando aleaciones con otros metales (aluminio) para dar

productos de alta resistencia y baja corrosion.

En la naturaleza no se encuentra de forma pura, por lo que suele reaccionar con
otros compuestos. Su liberacion a la atmdsfera esta causada por la actividad humana,
por lo que puede considerarse como un contaminante ambiental. (64 mil toneladas

descargadas anualmente, de las cuales el 91% proceden de la industria) (ICPS, 1988).

La presencia de altas cantidades de vanadio en la atmdsfera puede ocasionar
dafios en los seres vivos, asi, se han descrito dafios en animales (Mochizuki et al., 1999)
y en humanos se han descrito sintomas relacionados con la exposicion prolongada a
altos niveles de vanadio en trabajadores originando sintomas como molestias

gastrointestinales, fatiga...

2.1.9. Vanadio y antioxidantes

El vanadio presenta efectos prooxidantes en algunos tejidos, especialmente
eritrocitos, higado y rifién asociado a que interacciona con elementos traza como hierro
(Fe), cobre (Cu) y Zinc (Zn) (Scibior et al., 2016; Yanardag y Tunali, 2006); también se

considera que puede reducir los radicales libres que ocasionan el trastorno en el
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metabolismo de la glucosa, evitando el dafo causado por diabetes (Yanardag y Tunali,
2006).

Al ser un metal de transicion el vanadio tiene diferentes estados de transicion;
asi, en plasma se reduce a vanadio (IV) por agentes antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos para unirse posteriormente a proteinas plasmaticas.

Podemos considerar que las reacciones que aparecen en el interior celular son
(Valko et al., 2005):

V(V) + NADPH — V(IV) + NADP* + H*
V(IV) + 0y — V(V) + 05"
V(V) + Oy — [V(IV)-007]

Las reacciones anteriores producen la formacién de peroxovanadil [V(I1V)-O0]

y vanadilo hidroperoxido [V (IV)-OH']; el superoxido producido se transforma en H20>

por dismutacion con SOD. Por otra parte, se ha confirmado mediante estudios in vivo
que se produce la reducciéon de un electrdn no enzimética de vanadio mediada por
fosfato y ascorbato y que esto supone una posibilidad importante del vanadio in vivo.
Parece ser que en la induccion de lesion celular por vanadio tienen importancia las
especies generadas por V (IV), H202 y por hidroperéxido de lipidos a través de la
reaccion de Fenton (Valko et al., 2005).

V(IV) + H,0, — V(V) + OH" + *OH

El "OH puede producir radical superéxido que se transforma en Oz y H>O por la
superdxido dismutasa; incubando in vitro V(IV) con 2"deoxyguanosina (dG) o con
ADN en presencia de H>O> produjo un incremento de la 8-hidroxilo-2 deoxiguanosina
(8-OH-dG) y roturas de la hebra de ADN. Si reacciona vanadio (IV) con t-butil
hidroperdxido da lugar a radicales derivado del hidroperoxido que generan 8-OH-dG y

rompen la cadena de ADN.

El vanadio (1) rompe la cadena de ADN dependiente del oxigeno molecular de
una forma similar a la que se ha medido para la hidroxilacion de la dG (Valko et al.,
2005).
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Para investigar el efecto del vanadio en la inflamacion pulmonar y el papel de
ERO se hizo un estudio en ratones demostrando que el vanadio produjo gran afluencia
de leucocitos polimorfo nucleares en el espacio aéreo pulmonar incrementando la
respuesta inflamatoria. También, se incrementd las células de pulmon apoptdéticas. Los
resultados anteriores determinan que hay multiples especies oxidativas en la
inflamacién pulmonar y la apoptosis inducida por vanadio, jugando un papel importante
el H202 (Valko et al., 2005)

2.1.10. Vanadio e interaccién con otros metales
Vanadio y cobre

Diversos autores sefialan que, en general, no hay diferencias significativas entre
la absorcidn del cobre y la absorcion de los compuestos de vanadio, aunque esto difiere
de lo obtenido en otros estudios (Rucker et al., 2002), en este caso se comprobd que la
absorcion de cobre no se afectaba por la presencia de vanadio para tejidos como el
higado. Sin embago, si favorecia la presencia de vanadio para otros tejidos como la piel

y tendones.

Vanadio y manganeso.

Se ha comprobado que a las mismas dosis y en las mismas condiciones,
presentan valores similares en las pruebas de viabilidad celular] Algunos estudios
reflejan que el tratamiento con vanadio (NaVOs) ayuda a normalizar las
concentraciones de los elementos traza tisulares, como el Mn. (Chen y Tan, 2012)

Sin embargo, algunos autores reflejan que el tratamiento con vanadio de ratas no

afecta al status de Mn (Sanchez-Gonzélez et al., 2014a).

2.2. Cobre

El cobre es un mineral esencial para el funcionamiento correcto del organismo
humano; al principio, se demostré que era requerido junto con el hierro para evitar la
anemia en ratas (Mataix y Llopis., 2015), posteriormente se ha conocido su presencia en

diversas funciones enzimaticas, siendo fundamental como protector frente al estrés
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oxidativo, sistema inmunologico y en la expresion génica de muchos genes (Wachnik,
1988).

El contenido de cobre en el organismo va desde los 50 hasta los 120 mg, en su
distribucion destaca su presencia en musculo en mayor medida (40%), higado (13%) y
cerebro (9%) (Mataix y Llopis., 2015).

En el organismo puede encontrarse en dos estados diferentes de oxidacion (Cu?*

y Cu™), aunque predomina la forma reducida

El mantenimiento de los niveles de Cu?" juega un papel fundamental en la
sintesis de hemoglobina, elastina, y colageno (Wachnik, 1988), no obstante, su
alteracion en los niveles de Cu esta relacionada con enfermedades neurodegenerativas
(Brown y Kozlowski, 2004).

2.2.1. Fuentes de cobre
La ingesta diaria para este mineral es de 0,9 mg/dia.

Los alimentos con una concentracion mas alta de este mineral son los cereales
integrales, frutos secos (tales como almendra y nuez) y algunas leguminosas; también

destacan otros alimentos como higado, pescado y marisco.

En épocas pasadas una parte importante del cobre procedia de la contaminacién
presente en los alimentos debido al uso de utensilios de cobre, aunque ha desaparecido

practicamente (Mataix y Llopis., 2015).

2.2.2. Funciones del cobre en el organismo

La principal funcién del cobre en el organismo es la de regular los procesos
enzimaticos participando en numerosas enzimas; aunque destaca su papel en el estrés

oxidativo, también esta presente en otros procesos del organismo:
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a) Cobrey el sistema nervioso

El cobre participa en la formacion y mantenimiento de la mielina (estructura que
recubre a los axones) y en la sintesis de noradrenalina (Klinman, 2006) y de

catecolaminas con la enzima dopamina-beta-hidroxilasa.

Ciertos autores (Pickart et al., 2012) exponen que la proteina precursora amieloide
(APP), que se asocia con la enfermedad del Alzheimer es capaz de convertir el Cu?* en
Cu™, incrementando el dafio oxidativo. Por tanto, se sugiere que la falta de cobre esta
intimamente ligada al Alzheimer, asi como a otras enfermedades neurodegenerativas
(Akatsu et al., 2012).

b) Cobrey hueso

El cobre participa en la enzima lisil-oxidasa, que es la responsable de generar un
tejido conectivo mas flexible y resistente gracias a los puentes cruzados que se generan
entre el colageno y la elastina (Lucero y Kagan, 2006). Ademas, el cobre es capaz de
reforzar la masa Osea, incluso su deficiencia puede provocar anormalidades en el

esqueleto.
c) Cobrey sistema cardiovascular

El cobre participa en la homeostasis del sistema cardiovascular a diferentes niveles,
asi, al provocar los enlaces cruzados entre la elastina y el colageno da la resistencia y
consistencia adecuada a vasos sanguineos, en casos de deficiencia se han descrito dafios

relacionados con los vasos (aneurismas...)

También, afecta al metabolismo del colesterol, asi, se ha observado que una baja
concentracion de cobre da lugar a un aumento de los niveles de LDL-colesterol y un
descenso de los de HDL-colesterol (Ghaffari y Ghiasvand, 2010); por tanto, un

desequilibrio en el cobre puede provocar hipercolesterolemia (Klevay, 2000).

Por otra parte, se ha demostrado que el ion cobre es capaz de oxidar a las
lipoproteinas de baja densidad de una forma similar a la acaecida en la oxidacién
celular, asi, se establece una gran responsabilidad del cobre en el proceso

aterosclerotico.
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d) Hierroy cobre

Tal y como sefialaban los autores Mataix y Llopis, la relacion entre hierro, cobre y

anemia demuestra la esencialidad del cobre como nutriente.

El cobre participa en la ferrooxidasa | (ceruloplasmina) y Il, éstas catalizan la
oxidacion del ion ferroso al ion férrico y facilitando que el hierro presente en plasma se
una a la transferrina y consiga su transporte (Healy y Tipton, 2007) por lo que juega un

papel importante en la anemia junto con el hierro.

También, facilita la formacion de hemoglobina, glébulos rojos y participa en la

hematopoyesis.

e) Cobrey sistema inmunoldgico

Una deficiencia de cobre puede tener efecto sobre la cantidad de leucocitos
(neutrdfilos y macrofagos), asi como provocar disminucion de los neutrofilos en sangre
(neutropenia). Debido a que la presencia de cobre es esencial para el correcto

funcionamiento del sistema inmune.

f) Otros procesos

El cobre estd implicado en otra serie de enzimas de naturaleza diversa, asi,
interviene en la sintesis de melanina al formar parte de la tirosinasa (Olivares y Solano,
2009), siendo importante para la pigmentacion de la piel. También influye en la

expresion de genes, cicatrizacion de heridas o la formacion de cerebrésidos.

2.2.3. Absorcion, metabolismo y eliminacion
a) Absorcion

La absorcion de este mineral oscila entre el 50-70% vy se realiza en su mayor
parte a través del duodeno, aunque una pequefia parte puede darse a través del estbmago
(Wapnir, 1998), su entrada a la célula intestinal puede darse a través de dos

mecanismos: bien a través del transportador de metales divalentes (DMT1), que es
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capaz de transportar tanto Fe?* como Cu?* o bien a través del transportador de cobre Ctr

1 (usado con mayor frecuencia), que es solamente especifico para el transporte de Cu?* .

El Ctr 1 presente tres dominios transmembrana que forman un canal por el que
permite el paso del mineral y presenta mas afinidad por el Cu* (Mataix y Llopis, 2015).
Ademaés, se ha observado que el hCtr 1 posee un dominio intracelular al cual, en
situaciones de elevada concentracion de cobre, se le une este ion, posibilitando la
degradacion de dicho transportador mediante una proteasa especifica (Zhou y Gitschier,
1997).

Tras este paso y ya en el interior de la célula, el cobre puede seguir distintos
caminos: ser quelado por las metalotioneinas o bien unirse a las chaperonas que lo
transportara hasta las cuproenzimas o unirse a la proteina de Menkes (ATP7A), que es
capaz de capturar los iones de cobre y liberarlos al torrente sanguineo.

La absorcion de cobre viene condicionada por diversos factores, asi uno de los
que puede afectarle es la presencia de otros metales como es el caso del zinc (Zn); asi
altos niveles de Zn estimulan la produccion de metalotioneina bloqueando el transporte
entre las células y por tanto, provocando un descenso de la absorcion del cobre (Hall et
al., 1979), también se han descrito otros metales que presentan accion inhibitoria como
el hierro (Fe) (Lucero y Kagan, 2006) (Collins et al., 2010), niquel (Ni) y molibdeno
(Mo) (Arthington, 2003).

También dificultan su absorcion algunos compuestos ampliamente distribuidos
en los alimentos como los fitatos, fructos o el acido ascorbico; incluso la leche de vaca.
Sin embargo, hay otros que favorecen su absorcion como la proteina animal, la leche

humana o la histidina (Mazo y Shirina, 2005).

Otro de los factores que condiciona su absorcion es su forma quimica, asi, al
aumentar su solubilidad aumenta su absorcion por lo que el pH juega un papel muy
importante en este factor al facilitar su solubilidad y al modular la interaccion con

ligando y otros componentes del bolo digestivo.

A ingestas bajas, la absorcion ocurre probablemente por un transporte activo

saturable, mientras que a ingestas altas juega un papel importante la difusion pasiva.
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b) Metabolismo

Tras su absorcion el cobre se une fundamentalmente a la albumina y en menor

medida a la transcuprina para ser transportado hasta el higado.

Una vez alli, para entrar a las células hepaticas puede hacerlo a través de los
transportadores DMT1 y Ctrl (de forma analoga a como lo hace en el intestino) una vez
dentro se une a las metalotioneinas o es transportado por las chaperonas a tejidos y
enzimas (WALSHE, 1963). pasando a formar parte de la ceruloplasmina y otras
proteinas.

Asi, al aumentar el nivel de cobre éste provoca una traslocacion en la ATP7B
permitiendo la entrada de cobre al interior y desde ahi ser liberado al plasma o
conjugarse con la bilis para su posterior excrecion.

Maés tarde, la ceruloplasmina drena hasta la sangre donde hara tanto la funcién
enzimatica como la funcion de transporte del metal.

Se ha puesto de manifiesto que hay en algunos 6rganos sitios de union
especificos para la ceruloplasmina y que por tanto, facilitan la entrada de cobre (Healy y
Tipton, 2007).

Ademas, hay una serie de factores fisiologicos (gestacion), farmacos... que

afectan a la sintesis y liberacion normal de la ceruloplasmina.

Cerebro

Cobre de ‘
la dieta

Placenta  ——pm= Feto

ATP7A
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ATP7B
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Figura 4: esquema de absorcion, metabolismo y eliminacion del cobre en el organismo
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¢) Eliminacion

Una vez que actla y llega a los tejidos, el cobre debe eliminarse, su excrecion se
realiza fundamentalmente a través del tracto gastrointestinal, fundamentalmente gracias

a la bilis. La eliminacion renal es muy poco importante (3%).

En el caso de la bilis su reabsorcion a través de la circulacion enterohepatica es
insignificante; sin embargo, en otras vias de eliminacion como secreciones salivares,

géstricas e intestinales esta reabsorcion si debe ser considerada.

2.2.4. Deficiencia

El cobre se encuentra presente fundamentalmente en el organismo humano
organos de gran actividad metabolica debido a su participacion en los procesos
enzimaticos, asi, destaca en higado y cerebro y, en menores proporciones, en rifion,

pancreas y corazon.

El 40% del contenido se encuentra en musculo (formando la mayor reserva
disponible) y podemos encontrarlo en bazo, huesos... en el caso de la sangre, en su

mayoria, esta presente unido a la ceruloplasmina (Turnlund et al., 1997).
El contenido corporal de cobre en los adultos es de 50-120 mg.

La deficiencia de cobre puede darse debido a numerosos origenes: puede deberse
a una disminucién de los depositos de cobre durante el nacimiento, a una inadecuada

ingesta, a una pobre absorcidn, elevadas pérdidas o por un elevado requerimiento.

Hay algunas situaciones como quemaduras, diarreas, enfermedad intestinal,
estrés, enfermedades de pancreas, enfermedad de Menkes (provoca una disminucién del
cobre disponible en el organismo), enfermos sometidos a dialisis... que generan unos

requerimientos extra de este nutriente.

La deficiencia de cobre provocara una menor proteccion frente a los radicales
libres al estar implicado en algunas enzimas antioxidantes y una disminucion de la
respuesta inmune, esta deficiencia se asocia con sintomas clinicos especificos como

anemia, neutropenia y anormalidades Gseas.
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La deficiencia de cobre adquirida se asocia a sintomas hematolégicos como
anemia, granulocitopenia, desplazamiento a la izquierda de las curvas de maduracion

granulociticas y eritrocitarias (Willis et al., 2005)

También se asocia sintomas a nivel neuroldgico, destacando la mielopatia que
provoca movimientos espasmodicos (Bandmann et al., 2015.) y ataxia sensorial (Zara et
al., 2008).

Ademas, otros autores han descrito manifestaciones como neuropatia periférica
aislada, miopatia (Kumar et al., 2004) y neuritis Optica (Trebst et al., 2014), aunque su

relacién con la deficiencia adquirida de cobre no esta establecida totalmente.

Una de las enfermedades ligadas a la deficiencia de cobre es la enfermedad de
Menkes, esta es un sindrome genético autosomico recesivo ligado al cromosoma X ya
que hay un error en el gen que codifica el ATP7A y provoca que el cobre quede
atrapado en el enterocito, lo que genera una deficiente absorcion de cobre, provocando

un aumento de cobre a nivel intestinal (Vulpe et al., 1993).

Esta deficiencia aparece en los primeros meses de vida y se asocia a retraso en el
crecimiento, defectos en la pigmentacion y queratinizacién del cabello, degeneracion de

la elastina y deterioro mental progresivo.

2.2.5. Toxicidad

El cobre presenta una toxicidad baja por via oral y sus efectos se deben tanto a la
accion directa del metal como a su intervencion en la absorcion y distribucién de otros

metales como hierro y zinc.

En casos de intoxicacion por cobre se pueden destacar dafios hemoliticos y dafio

hepatico y cerebral

Sin embargo, hay ciertas enfermedades que alteran el normal metabolismo del
cobre en el organismo, como son la enfermedad de Menkes y de Wilson; ambas de debe
a errores en los genes que codifican la ATP7A

Asi, en la enfermedad de Wilson hay una disminucion o ausencia de la enzima
ATPasa (ATP7A), lo que impide el transporte de Cu desde el higado hasta la

circulacion.
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Por tanto, en estas circunstancias hay un acumulo de cobre en diferentes tejidos
como: higado, rifion, cornea y sistema nervioso; ademas hay una menor sintesis de

ceruloplasmina y menor excrecion biliar.

Los sintomas causados por esta enfermedad incluyen: inflamacién hepética
cronica (cirrosis...), alteraciones neuroldgicas, psiquiatricas y en menor medida dafios

0seos, oftalmicos y hematoldgicos.

2.2.6. Cobre y defensa antioxidante

El cobre, gracias a su papel enzimatico tiene una funciéon importante en la
defensa antioxidante, asi, ayuda a neutralizar los radicales libres producidos durante los

procesos metabolicos.
Entre las enzimas dependientes de cobre destacan:

-Superéxido dismutasa (SOD): es la principal enzima en la que interviene el cobre, es

una de las oxidasas. Esté presente en cerebro, tiroides e higado.

-Lisil-oxidasa: esta presente en el tejido conectivo y es esencial para su correcto
funcionamiento. Deficiencias en esta enzima se asocian con dafios estructurales en

numMerosos tejidos.

-Citocromo C oxidasa: cataliza la reaccién de oxigeno a perdxido de hidrégeno durante

la respiracion celular. Esta presente en higado, cerebro y corazon.

La principal via por la cual el cobre actia como antioxidante se debe a su
participacion en la superoxido dismutasa, esta es una metaloenzima presente en las
células que actiia como protectora frente al dafio oxidativo; existen distintas formas de
esta enzima: Cu/Zn-SOD (que requiere Zn y Cu para que esté activa), otra enzima que
requiere manganeso para su actividad y que esta localizada en mitocondrias y otra que

esta en plantas y requiere hierro.

La Cu/Zn-SOD estéa localizada en el citosol de la mayoria de los tejidos y es una
parte integral del mecanismo de defensa del organismo contra las consecuencias del
metabolismo del oxigeno La Cu/Zn-SOD esté localizada en el citosol de la mayoria de
los tejidos y es una parte integral del mecanismo de defensa del organismo contra las

consecuencias del metabolismo del oxigeno.
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Es una enzima de estructura dimérica, dos subunidades, una de las cuales

contiene cobre y la otra zinc.

La SOD cataliza la reaccion de dismutacion, por la cual los radicales superdxido
formados en los procesos celulares son convertidos en oxigeno y peroxido de hidrégeno
reduciendo la alta toxicidad (Hart et al., 1999). La SOD se encuentra en el interior de las
células (citosol), no obstante, no hay presencia de SOD en el medio extracelular, por lo
que las especies reactivas de oxigeno (ERO), producidas en esta zona, el organismo no

puede defenderse por esta via.

202+ 2H - 2> 02 + H202
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2.3. Manganeso
El Mn es un mineral esencial en el funcionamiento del organismo humano,

desde 1931 se descubrié que era necesario para el crecimiento y reproduccion de

numerosos mamiferos (Kemmerer et al., 1931).

El contenido en el organismo es entre 10 y 20 mg, la mayor concentracion se
encuentra en el higado y también destaca el contenido en hueso, aunque éste es solo un
almacén ya que no estd disponible puesto que solo se libera en ciertas condiciones

(metabolismo normal del hueso o situaciones que aceleren la resorcion 6sea).

2.3.1. Fuentes de manganeso

Las concentraciones de este elemento en los alimentos oscilan entre 0,2 pg de
Mn/g, en fuentes pobres como las carnes, productos lacteos y pescado, y 20 pug de Mn/g
en fuentes importantes como frutos secos, cereales, legumbres y granos enteros. Las

verduras y las frutas frescas suelen contener cantidades intermedias (0,2-2 pug de Mn/g).

También destacan té y el café, pudiendo éstos constituir hasta el 10% de la

ingesta diaria para algunas personas (Gil, A; Gil, F; Navarro, 2010).

2.3.2. Funciones del manganeso en el organismo

El manganeso (Mn) tiene un papel importante en el correcto funcionamiento

enzimatico, ya que forma parte de las enzimas o actiia como activador.
a) Manganeso y metabolismo

El papel del manganeso es el funcionamiento de ciertas enzimas es evidente y esta
involucrado en el proceso metabdlico; asi, en la piruvato carboxilasa (enzima formada
por un tetramero que contiene un cation de Mn en cada unidad), ésta interviene en el
proceso gluconeogénico catalizando la conversion de piruvato en oxalacetato (Kimura
etal., 1996).

Otra de las enzimas en las que interviene es en la arginasa (metaloenzima de Mn)
implicada en el ciclo de la urea (Ash, 2004), asi como en la uricasa que forma parte de

la sintesis de la urea.
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También esta presente en enzimas ligadas a la sintesis de acidos grasos como es el

caso de la acetil-CoA carboxilasa (Rasmussen et al., 1968)

Ademas, esta implicado en el proceso de produccion de glucosa a partir de sustratos
distintos al glucégeno (gluconeogénesis), al participar en la fosfoenolpiruvato

carboxikinasa.
b) Manganeso y hueso

El manganeso es el cofactor de las glicosiltransferasas que son necesarias para la
sintesis de los proteoglicanos necesarios para la formacion de cartilago y hueso (Strause

y Saltman, 1987). Ademas, su deficiencia provoca un desarrollo anormal del esqueleto.
c) Otras funciones del manganeso

El manganeso se asocia a otras enzimas con propiedades muy diversas; esta
implicado en la sintesis de glucoproteinas y mucopolisacaridos que forman la
protrombina y la heparina. Cabe destacar su papel en la cicatrizacion de heridas, ya que
el manganeso es necesario para la activacion de la prolidasa (Bhatti et al., 2006), enzima
que tiene como funcion aportar prolina para la formacion del coladgeno en las células

epiteliales.

También, en ocasiones puede actuar como metal divalente sustituyendo al magnesio
(Mg) (Scorpio y Masoro, 1970).

2.3.3. Absorcion y metabolismo y eliminacion
a) Absorcion

El manganeso presenta una absorcion baja (en torno al 6% aproximadamente) en
el ser humano (Mena et al., 1967) y que se realiza principalmente a nivel del intestino

delgado, siendo mayor en jovenes que en adultos.

El mecanismo de absorcion es poco conocido, sin embargo, parece estar
asociado intimamente al transportador de metales divalentes (DMT1) (Au et al., 2008),
ademas su absorcién y la del hierro (Fe) parecen estar muy ligadas, probablemente
debido a que presentan propiedades fisico-quimicas similares y algunos autores sefialan

que pueden compartir algunos procesos de absorcion; asi, altos niveles de Fe ejercen un
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efecto negativo en la absorcion del Mn y viceversa (se ha demostrado que hay mayor

absorcion de Mn en pacientes anémicos (Kim y Park, 2014; Thompson et al., 2007)).

También se han descrito comportamientos antagonicos con otros metales como
calcio (Ca) y cobalto (Co) (Maas et al., 1969; Muzzarelli y Rocchetti, 1975).

Otros autores sefialan que la absorcion del manganeso también esta
condicionada por otros compuestos y no solo por metales; por ejemplo, algunos
componentes de la fibra dietética (sobre todo el acido fitico) ejerce un efecto negativo
en la absorcion del metal ya que forma compuestos de gran tamafio que dificulta su

absorcion debido a su accion quelante (Gralak et al., 1996; James, 1980).

Por tanto, podemos concluir que la absorcion se realiza en todo el tramo del
intestino delgado en un proceso saturable, asociado a un transportado activo de elevada
afinidad y baja capacidad que lo introducen en el interior de la mucosa (Gil, A; Gil, F;
Navarro, 2010).

b) Metabolismo

Al igual que en el caso de la absorcion, ciertos autores han planteado que el
metabolismo del hierro esta relacionado con el del manganeso, ya que una vez que el
manganeso es absorbido una pequefia parte se oxida a la forma Mn** y se une a la
transferrina y de esta forma es transportada a los tejidos (Gunter et al., 2013), utilizando

una proteina de transporte que comparte con el hierro.

Sin embargo, en la mayoria de los casos una vez absorbido en forma de Mn?* se une
a la albimina y a la a2-macroglobulina y asi es transportado hasta el higado (Chapman
etal., 1973).

c) Excrecién

Su excrecion se realiza a través de pérdidas fecales (99%) y solo una pequefia parte
se pierde por piel (0,7%) y orina (0,1%). Ademas, su vida media es corta 3-10 semanas.

2.3.4. Deficiencia y toxicidad

La toxicidad puede deberse a una excesiva exposicion al metal como es el caso

de mineros o bien por enfermos que presenten deficiencias en la excrecion de
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manganeso a nivel hepatico (Bouchard et al. 2007); entre los sintomas se incluyen
inestabilidad postural, cambios psiquiatricos (depresion, agitacion...) (Mena et al.
1967), déficit cognitivos, se caracteriza por sintomas a nivel extrapiramidal similares al
Parkinson (Guilarte, 2011); esto puede deberse a que el Mn se acumula en el hipocampo
(Jackson et al., 2010)j y esto puede ser el responsable de los trastornos derivados de la
toxicidad de este metal (Finkelstein et al., 2007).

Ademas, recientes estudios han puesto de manifiesto que la toxicidad del
manganeso puede causar problemas auditivos (Ding et al., 2011).

La deficiencia de este mineral ha sido descrita en animales causando alteraciones
en la tolerancia a la glucosa y problemas en el desarrollo fetal, también hay alteraciones
en la funcion reproductora, debido a interferencias en la sintesis de hormonas y en
alteraciones en la mineralizacion de hueso.

En humanos su deficiencia ha generado problemas en la coagulacién y parece
causar una deficiencia en la defensa antioxidante, debido a la accién que ejerce sobre

numerosas enzimas

2.3.5. Manganeso y defensa antioxidante

El papel antioxidante del manganeso se debe a su participacion en la estructura
del superoxido dismutasa, una enzima implicada en el mecanismo en la eliminacion del

anion superoxido.

Esta es una enzima con tres isoformas diferentes segin el metal que ocupe su
estructura, hay una variante que contiene Mn en el centro activo y se localiza

principalmente en las mitocondrias (Marklund, 1984).

Forma parte del sistema de defensa antioxidante celular catalizando la

conversion del anidn superoxido a peroxido de hidrégeno.

Actualmente, se considera que muchos de los dafios ocasionados en la
deficiencia de Mn ocurren por los efectos téxicos de la acumulacién del anion

superdxido (Rivera-Mancia et al., 2011)

Mn'®**) —soDp + 0; - Mn* —-50D + 0,

Mn* —S50D + 07 + 2H* — Mn3* - 50D + H,0,
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2.4. Oxigeno y radicales libres.

El oxigeno aparecio en la atmosfera terrestre hace dos mil millones de afios y es

esencial para la vida.

Sin embargo, a concentraciones elevadas e incluso a concentraciones parecidas a
las de nuestra atmosfera puede resultar perjudicial para los seres vivos debido a que al
entrar en contacto con otros factores que pueden provocar su reduccion y causar
radicales libres, que son los auténticos responsables de los efectos negativos que ejerce
el oxigeno)

La molécula de oxigeno presenta en su estructura un electrén desapareado en
cada orbital externo antienlazante © y aunque su reactividad es pequefia ya que la
disposicion de estos espines es de forma paralela. No obstante, su actividad puede
aumentar si los espines tienen direccion antiparalela o bien si uno de los electrones se

reduce y produce radicales libres de oxigeno.

Un radical libre es una molécula o fragmento de molécula, que contiene uno o
mas electrones desapareados en su orbital externo (van der Vliet et al., 1999), este

electron es el que le da una gran reactividad quimica.

Asi, si damos energia suficiente a la molécula de oxigeno podemos invertir sus
electrones externos y producir singlete de dos tipos: singlete delta (*AgO.), con una
semivida larga y de gran importancia bioldgica o singlete sigma (*>g*), mucho mas

reactivo, aunque con una semivida mas corta.

Ademas, el oxigeno molecular puede reducirse de siguiendo los siguientes

caminos dependiendo del numero de electrones con el que interaccione:

Oz+le'—>ﬂ|:
l1e 2H"
O,+2e+2H"—H,0;
l1e1H”
0,+3e+3H*—-0OH +H,0
l1e1H"
O.+4e+4H"—2H,0
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2.4.1 Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Hay una gran variedad de radicales libres que segun el &tomo del que provengan

se denominan especies reactivas de ese elemento.

En la naturaleza destacan las provenientes del oxigeno, llamadas especies
reactivas de oxigeno (ERO); éstas se producen de forma natural continuamente, sin
embargo, si se tienen una produccién excesiva 0 cuando los sistemas de defensa son
ineficaces pueden provocar dafios celulares (Dixit y Cyr, 2003). También destacan las
especies reactivas de nitrégeno (ERN).

La transferencia de los electrones a la molécula de oxigeno puede llevarse a cabo a

través de la produccion de intermedios reactivos, entre los que se encuentran:
a) Anion superoxido:

La molécula de oxigeno O- tiene dos electrones desapareados que al reaccionar con

un electrdn se convierte en el anion superdxido.
O, 42 =04

Aunqgue su actividad es muy escasa presenta una toxicidad alta debido a que a partir
de él pueden producirse otros intermediarios muy reactivos, Asi, se le considera una
ERO primario que cuando interacciona con otras moléculas puede producir ERO
secundarias (Valko et al., 2007).

b) Perdxido de hidrégeno
Se produce cuando el Oz se reducen con dos electrones segun la reaccion:
07 + 2~ + 2H* - H,0,

Otra forma de generarse consiste en la union de dos aniones superdxido y dos
protones dando lugar a peroxido de hidrogeno (H202) y oxigeno molecular, siguiendo

esta reaccion:

EUE_-I_EHi-_"H:U:'I'D:
El peroxido de hidrogeno puede atravesar las membranas celulares y

descomponerse en radical hidroxilo provocando procesos patologicos; ésta es la
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reaccion de Haber-Weiss, que se da al reaccionar directamente 05 con H20:
(Cheeseman y Slater, 1993).

Oy +H,0;, - OH+0H™ + 0,
Otra de las posibles formas de generar iones hidroxilo es a través de la llamada

reaccion de Felton:

Fe3* 4 0y — Fe?* 4+ 0,
Fel+ 4 H,0, — Fe3* + -OH + OH~

En esta reaccion interviene el hierro (Fe), de hecho, algunas proteinas
(apoproteinas...) son capaces de unirse a iones ferrosos y asi tener cierta capacidad

antioxidante.

2.4.2. Dafo oxidativo.

Cuando hay un desequilibrio entre las especies prooxidantes y las antioxidantes
prevaleciendo las primeras se define estrés oxidativo (Chance et al., 1979); esto puede
deberse a un exceso de prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, 0 ambos

de forma conjunta.

El estrés oxidativo estd implicado en diversas patologias: asi, procesos
inflamatorios, toxicos (Reuter et al., 2010) y metabdlicos (Gerbitz, 1992; Reardon et al.,
1992), carcinogénesis (Azad et al., 2010; Farinati et al., 2010), enfermedades
cardiovasculares (Essick y Sam, 2010) e incluso en proceso fisiologico del
envejecimiento (Haigis y Yankner, 2010)

Pueden interaccionar con distintas moléculas bioldgicas:
a) Dafo oxidativo en los acidos nucleicos

Tanto ARN como ADN son susceptibles de interaccionar con los radicales libres y
las ERO, éstos actuan sobre el OH de las bases puricas y pirimidinicas y sobre las

pentosas.

Los efectos derivados pueden ser alteracion de las bases, rotura de la hélice e

incluso modificaciones mas complejas como adiciones o redistribuciones moleculares,
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entrecruzamientos, mutaciones y en algunos casos dafios profundos en el DNA que

conllevan la muerte celular (Halliwell y Gutteridge, 1985)
b) Dafio oxidativo en lipidos

Los acidos grasos poli insaturados son los méas susceptibles de ser atacados por los
radicales libres (Cheeseman y Slater, 1993), puede provocar en ellos la peroxidacion
lipicida, que consiste en una reaccion en cadena en la que el radical libre -OH y
perhidroxilo junto con el oxigeno singlete reaccionan con los acidos grasos para formar

hidroperoxidos lipidicos (Aikens y Dix, 1991)

Este proceso comienza al quitar del radical libre un aomo de hidrégeno del
metileno de la cadena hidrocarbonada originando un radical libre lipidico, éste para
estabilizarse sufre un reajuste molecular produciendo un dieno conjugado que a su vez
reacciona con el oxigeno formando radical peroxilo que puede dar endoperdxido o
tomar un hidrégeno de un metileno de un acido graso adyacente volviendo a formar un
radical libre lipidico y un hidroperdxido; de esta forma se establece una cadena de
propagacion del dafio peroxidativo, esto produce alteraciones de sus propiedades: como
alteracion de su grado de fluidez y puede conducir a la inactivacion de los receptores de

membrana que en conjunto alteraran la funcion celular (Montuschi et al, 2004).
c) Dafio oxidativo en glucidos

Los glucidos reaccionan féacilmente con los 'OH. Se conoce que algunos
polisacaridos actian como agentes protectores. Por ejemplo, la manosa y el manitol son
eliminadores del ‘OH. Su alteracién es altamente importante en polisacaridos con

funcién estructural ya que se fragmentan en unidades mas sencillas
d) Dafio oxidativo en proteinas

Las proteinas, son las especies quimicas mas susceptibles de ser atacadas por los
radicales libres (Dalle-Donne et al., 2005). Todos los amino&cidos presentes en las
proteinas contienen residuos susceptibles de ser atacados por radicales libres. Dentro de
los aminoacidos destacan la tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina, metionina y

cisteina como los mas susceptibles a procesos oxidativos (Davies et al., 1987)

El dafio oxidativo, puede producirse por diferentes mecanismos: roturas de cadenas

polipeptidicas y reacciones cruzadas, y pueden conducir a alteraciones funcionales
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como inhibicion enzimatica, alteracion de la union a proteinas, alteracion de la

inmunogenicidad...

2.4.3. Antioxidantes

Las sustancias que, aun estando a bajas concentraciones presentan un sustrato
oxidable que retrasa o previene la oxidacion del mismo son las sustancias antioxidantes.
Asi, son capaces de impedir la oxidacion que provocan los radicales libres. Podemos

dividirlos en enzimaticos y no enzimaticos.

2.4.3.1. Antioxidantes enzimaticos
a) Superoxido dismutasa (SOD)

Son un conjunto de metaloproteinas ampliamente distribuidas; catalizan la
reaccion de formacién del H2O> a partir del anion superéxido acelerandola (aumenta la
velocidad respecto a la espontanea unas 10.000 veces (Weisiger y Fridovich, 1973))

50D
OF + 0 +2H*ZSH_0,; + O,

En los mamiferos se distinguen 3 formas de superdxido dismutasa en funcion del
ion metalico de transicion que encontremos en su estructura; asi se distinguen 3
isoformas. Cu/Zn-SOD intracelular, es la forma mayoritaria, Mn-SOD, esta en la matriz

mitocondrial de todas las células y la Fe-SOD que se encuentra en procariotas.

La Cu/Zn-SOD es una proteina soluble que contiene como cofactores cobre y
zinc. Existen muchas formas isomeéricas localizandose la forma més abundante en el
citosol y en menor cantidad en el nacleo (Chang et al., 1988) de todas las células. Esta
isoforma, se encuentra en elevadas concentraciones en higado, cerebro y testiculos y en

menor proporcion en eritrocitos, pulmén y pancreas.

La Mn-SOD se encuentra mayoritariamente en la mitocondria de todas las
células (Weisiger y Fridovich, 1973). Su presencia en la mitocondria es de gran
importancia, puesto que la cadena respiratoria es una de las principales fuentes
generadoras de radicales libres en las células (Boveris y Chance, 1973), evita los efectos

del anion superdxido en el transporte electronico mitocondrial.
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b) Glutation peroxidasa

Cataliza la reaccion de reduccion de peroxido de hidrégeno o peroxidos
organicos. Esta en el citosol de las células eucariotas aunque también puede estar en las

mitocondrias.
ROOH + 2G5H - ROH + H O + G556
H,0, + 2G5H - 2H,0 + G556
Existen dos isoformas una selenio dependiente y otra no selenio dependiente.

La selenio dependiente cataliza con gran eficacia la eliminacion del peréxido de
hidrégeno y se ve muy afectada su eficiencia por el selenio presente en la dieta (Baker
etal., 1993).

c) Catalasa

La catalasa (CAT) participa en la eliminacion del peroxido de hidrégeno
(Chance et al., 1979). Tiene una constante de velocidad bastante elevada, aunque tiene

poca afinidad por el sustrato.
Su funcidn se da cuando hay una elevada concentracion de H2O>

2.4.3.2. Antioxidantes no enzimaticos.

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos destacan gran cantidad de sustancias,
tomando especial importancia las vitaminas y minerales. Entre las vitaminas con poder

antioxidante destaca: vitamina C, E y vitamina A.

Entre los minerales son muchos los que pueden desarrollar esa funcién, asi se

incluye el cobre, manganeso, vanadio, zinc o selenio.
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Tambien incluye otros elementos de naturaleza muy diversa como el glutation
(que esté presente en casi todas las células y puede reaccionar con los radicales libres
oxidandose €l y reduciendo el peréxido de hidrégeno u otros perdxidos o bien formando

aductos covalentes), ubiquinona y bilirrubina.
Entre las vitaminas que actan como antioxidantes se encuentran:
a) Vitamina C

Es un agente reductor y en esta propiedad se basa su poder antioxidante, aunque

también es capaz de reducir Fe y Cu por lo que presenta un caracter doble prooxidante.

Asi, reacciona con los radicales convirtiéndose en acido dehidroascorbico que se

regenera.
Destaca su presencia en citricos.
b) Vitamina E.
Son una familia de compuestos fendlicos, destacando el a-tocoferol.

Su actividad antioxidante se debe al grupo —OH fendlico. Debido a su
liposolubilidad suelen concentrase en membranas inhibiendo la peroxidacion lipidica de
éstas (Mejia-Toiber et al., 2006).

Destaca su presencia en aceites vegetales como el aceite de oliva.
c) Vitamina A

El retinol (vit. A) tiene una gran cantidad de precursores destacando
fundamentalmente el B-caroteno, el retinol sélo est4 presente como tal en alimentos de
origen animal, aunque en vegetales se encuentra en forma de carotenos (precursores)

que se transforman en el organismo en vitamina A.

Los carotenos son los responsables de la accion antioxidante ya que desactivan el
oxigeno singlete y los radicales peroxilos, aunque son las condiciones fisioldgicas las

gue determinan el caracter prooxidante o antioxidante de éstos
d) Metales

Destaca la presencia de numerosos metales con capacidad antioxidante, entre ellos

Se encuentran:
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e Cobre: el papel fundamental del cobre como antioxidante se debe a su
participacion en la actividad de cuatro enzimas; asi, esta presente junto con el Zn
en la Cu/Zn-SOD intracelular, también actla en la SOD extracelular, otra es la
metalotionina que une Cu y que puede actuar como secuestrante de especies
reactivas de oxigeno y la ceruloplasmina que elimina diversas especies reactivas
de oxigeno protegiendo a los acidos grasos de las membranas del dafio
oxidativo.

e Manganeso: forma parte de la superoxido dismutasa mitocondrial actuando
como coenzima para el correcto funcionamiento de la enzima y permitiendo la

eliminacién de las especies reactivas producidas en la mitocondria.
2.5.ADN mitocondrial.

Cada mitocondria contiene su propio genoma en un nimero de copias que oscila
entre uno y diez. EIl ADNmt es una molécula circular de doble cadena que se encuentra
formando parte de complejos nucleoproteicos asociados a la membrana mitocondrial
interna denominados, por analogia a los cromosomas bacterianos, nucleoides
(Bogenhagen et al., 2013). Dichos nucleoides se consideran la unidad de transmisién y
herencia del ADNmt. En humanos se han descrito 27 proteinaspresentes en los
nucleoides junto al ADNmt, de estas 27 solo 11 estan directamente implicadas en el
metabolismo del ADNmt tales como la ADN polimerasa mitocondrial y, una proteina
con actividad 5°-3° ADNhelicasa (Twinkle), la proteina de unidén a cadena sencilla

(mtSSB), o el factorde transcripcion mitocondrial A (TFAM).

En humanos, la molécula de ADNmt tiene un tamafio de 16549 pares de bases y
su secuencia completa fue publicada en 1981. Su capacidad codificante es muy limitada
puesto que codifica exclusivamente 37 genes: 13 polipéptidos que forman parte de
complejos OXPHOS, 2 ARN ribosémicos (ARNr 12S y16S) y 22 ARN de transferencia
(ARNt) (Wang y Bogenhagen, 2006).

Las trece proteinas codificadas en el genoma mitocondrial son subunidades
estructurales de los complejos del sistema OXPHOS: 7 subunidades (ND1,ND2, ND3,
ND4, ND4L, ND5 y ND6) de las 46 que forman el complejo I (NADHdeshidrogenasa),
una (citocromo b, Cit b) de las 11 del complejo 11l (complejobcl), tres (COI, COIl,
COIll) de las 13 del complejo IV (citocromo C oxidasa) y dos (ATP6 y ATP8) de las 16

proteinas que forman el complejo V (ATP sintasa). El resto de subunidades
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polipeptidicas que forman estos complejos, juntamente con todas las subunidades del
complejo I, y todas las proteinas reguladoras del metabolismo del ADNmt, estan
codificadas por el genoma nuclear. Todas ellas se traducen en el citoplasma y son
importadas a la mitocondria mediante translocasas localizadas en las membranas

mitocondriales (Herrmann y Neupert, 2000).

En mamiferos, la composicion de nucledtidos de las dos cadenas del ADNmt es
diferente: una de ellas es rica en residuos de guanina y timina y se denomina cadena
pesada (H), mientras que la otra se denomina cadena ligera (L). Algunas de las
caracteristicas del ADNmt se pueden considerar consecuencias evolutivas de su pasado.
Asi, los genes estructurales del ADNmt no poseen ni 5’ ni 3> UTR; no contienen
intrones, y los espacios intergénicos son minimos, llegando en algunos casos a solapar
entre ellos. En la Unica region no codificante, que se denomina D-loop en mamiferos, se
localizan el origen de replicacion de la cadena pesada (ori H) y los promotores a partir
de los cuales se inicia la transcripcion mitocondrial (LSP y HSP).

Human miDNA Nbe
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ATPase s ATPase s ey

Figura 5: representacion de ADNmt humano




NTRODUCCION

2.5.1. Alteraciones de ADN mitocondrial.

El ADNmt presenta una mayor tasa de mutacion que el ADN nuclear debido a la
exposicion a radicales libres procedentes del metabolismo oxidativo, mecanismos de
reparacion de los errores de la polimerasa deficientes y una elevada replicacion (Zhou et
al., 2014). Por tanto, el estudio de las alteraciones en al ADN mitocondrial es muy util y
dos de los parametros mas utilizados para abordarlo son las deleciones y la variacion del

numero de copias.

En el caso de las deleciones, éstas pueden ser sencillas o maltiples y son una de
las causas que se asocian a fallos en el ADNmt. Su abordaje tiene especial interés por 3

razones:

-Las deleciones esporadicas sencillas causan en ocasiones fallos en el

funcionamiento de las mitocondrias (Schaefer et al., 2008).

-En algunos casos individuos con alteraciones mitocondriales presentan
multiples deleciones en el ANDmt en los tejidos afectados como el musculo y el

sistema nervioso central (Taylor y Turnbull, 2005).

-Hay evidencias que relacionan las deleciones en el ADNmt en tejidos con

enfermedades neurodegenerativas (Bender et al., 2006).

También, algunos autores han propuesto que la mayoria de las deleciones
ocurren durante el proceso de reparacion del ADN que ha sido previamente dafiado, mas
que durante el proceso de replicacion (Krishnan et al., 2008), por lo que medir la
cantidad de deleciones de ciertos genes podria ayudar a conocer el grado de dafio que

han sufrido.

Respecto a las alteraciones en el numero de copias, éstos repercuten en la
eficiencia energética de la mitocondria y pueden inducir sobre los mecanismos
apoptoticos. Asi, es un marcador de la renovacion mitocondrial, asi, un descenso el
namero de copias de ADNmt puede indicar que la sintesis de nuevas mitocondrias esta
reducida bien debido a un problema en la biosintesis o bien porque las existentes son

suficientemente funcionales y no es necesario renovarlas.
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Para abordar las alteraciones relacionadas con el AND mt, deben estudiarserse
las deleciones y las alteraciones relacionadas con el nimero de copias. En el caso de las
deleciones, éstas son el 30% de las alteraciones aparecidas en pacientes. Pueden ser
esporadicas o multiples. Gran parte de los estudios realizados por otros autores sefialan
que tanto para las deleciones como para la alteracion en el nimero de copias deben
estudiarse la relacion entre dos genes del ADNmt, el ND1 y ND 4, debido a que el gen
ND1 es mas vulnerable a los camibos y el ND4 es méas resistente (Krishnan et al.,
2007).

Asi la cuantificacion entre ambos nos dard una idea de cédmo se encuentra de dafado el
AND mt (Grady et al., 2014).

El estudio de los dafios producidos en el ADNmt, ha sido propuesto por algunos
autores como un biomarcador asociado a los procesos relacionados con el estrés

oxidativo (Huang et al., 2016).
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3.1. Estudios “in vitro”
Cultivos y condiciones

Se utilizaron dos lineas celulares siendo ambas suministradas por el banco de

células del CIC de la universidad de Granada.

Se empleo la linea celular HepG2; éstas fueron aisladas por primera vez de un
carcinoma hepatocelular bien diferenciadas de un adulto caucésico de 15 afios. Tienen
una morfologia epitelial y la linea HT-29, en este caso estas células se aislaron por
primera vez en una mujer caucasica de 44 afos y fueron establecidas en 1975 derivadas

de células de adenocarcinoma de colon. Presentan morfologia epitelial

Los cultivos iniciales fueron mantenidos en frascos con medio RPMI 1640

(Sigma) suplementado con suero bovino fetal (SBF, Sigma) y glutamina 2 Mm (Sigma).

Las células se mantenian incubadas en una estufa a 37°C y una atmésfera de CO>
al 5%. Los subcultivos (en flascos o placas) se hicieron en condiciones de esterilidad

usando una campana de flujo laminar vertical.

Las células se mantenian cambiando el medio cada 1-2 dias tras tres lavados con
tampon fosfato salino (PBS, Sigma). Cuando se llegaba a un 70-80% de confluencia, las
células eran subcutivadas, para ello tras retirar el medio y lavarlas con PBS se
despegaban del soporte con tripsina-EDTA (0,25% tripsina-1 mM EDTA, Sigma)
durante 7-8 minutos en estufa; posteriormente, se le afiadia doble cantidad de medio que

de tripsina para inactivarla y se centrifugaba a 1000 g durante 6 minutos.

Por ultimo, antes de volver a sembrarlas se les agitaba con una pipeta Pasteur
estéril.




Figura 6: células HepG2 vistas con microscopio dptico (20x).

e Exposicion a cobre

Para la exposicion de las células a cobre se utilizé el cloruro de cobre CuCl>
(Panreac), éste ya ha sido empleado en otros experimentos con células (Ferruzza et al.,
2000) preparando diluciones a una concentracion de 1 mg/L, 2 mg/L y 3 mg/L en agua
bidestilada.

e EXxposicion a manganeso.

Para la exposicion de las células a cobre se utilizé el cloruro de manganeso MnCl;
(Sigma), éste compuesto ha sido utilizado en otros experimentos con células (Jiang et
al., 2014), se prepararon diluciones a una concentracion de 1 pg/L, 2 pg/L y 3 pg/L en

agua bidestilada.
e Exposicion a vanadio.

En el caso del vanadio el compuesto a estudiar fue el bis(maltolato)oxovanadio (1V),
preparado en el momento de la administracion a partir de sulfato de vanadio (V)
hidratado (Sigma) y maltol (3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-ona) (Sigma) disueltos en

agua bidestilada.



MATERAL 9 METDDOS

Elemento

Concentraciones

1 mg Cu/L
2 mg Cu/L
3 mg Cu/L

1,5 mg V/L-1 mg Cu/L
1,5 mg V/L-3 mg Cu/L
3 mg V/L-1 mg Cu/L
3 mg V/L- 3 mg Cu/L

1 mg Cu/L-1 pg Mn/L
1 mg Cu/L-3 pug Mn/L
3 mg Cu/L-1 ug Mn/L
3 mg Cu/L-3 ug Mn/L

Lineas
Ensayos
celulares

Viabilidad celular:

MTT vy cristal violeta

Viabilidad celular:

MTT y cristal violeta

Viabilidad celular:
MTT

-Comet (Dafio ADN nuclear)
-Captacion celular del metal
- N° de copias y delecién de
ADN mitocondrial




-Comet (Dafio ADN nuclear)
-Captacion celular del metal

Mn MnCl; 3 pug Mn/L ) » HepG2
- N° de copias y delecién de

ADN mitocondrial

-Comet (Dafio ADN nuclear)

-Captacion celular del metal
3 mg V/L- 3 mg Cu/L

- N° de copias y delecién de
ADN mitocondrial

BMOV -Comet (Dafio ADN nuclear)
V-Cu- (V) -Captacion celular del metal
3 mg V/L-3 pg Mn/L-3 mg Cu/L _ _ HepG2
Mn CuCl; - N° de copias y delecidn de
MnCl; ADN mitocondrial

Tabla 1. Disefio de experimentos in vitro

3.2.  Estudios “in vivo”
Animales y dietas

Los experimentos fueron llevados a cabo durante 5 semanas, para ello se
utilizaron ratas Wistar macho de un peso comprendido entre 190-220 gr
(proporcionadas por los laboratorios Charles River, L"Abresde, Francia), éstos animales
fueron divididos al azar en dos grupos: un grupo control y un grupo sometido a una

suplementacion con vanadio.

El grupo control (C) estuvo formado por 10 ratas sanas alimentadas con la dieta
semi-sintética AIN93M, que contenia 44,5 mg de Cu, 12,8 mg de Mn y 60 mg de V por
kg de alimento y se les permitié durante todo el periodo experimental el acceso “ad

libitum” al alimento y agua de bebida (calidad mili-Q).

El grupo suplementado con vanadio (V) estaba constituido por 10 ratas sanas
alimentadas con la misma dieta AIN93M. EI vanadio se suministr6 como



Grupo

Control
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bis(maltolato)oxdovanadio(IV) (BMOV) en el agua de bebida, la cual contenia 6,22 mg
de BMOV por dia, lo que suministraba 1 mg V/ dia. En todos los casos, la solucion de
BMOQOV se prepard y administré diariamente en el agua de bebida durante todo el

periodo experimental (Sanchez-Gonzalez et al., 2012b).

Grupo Dieta Suplementacion Pardmetros monitorizados y recogida de muestras

Evolucién de peso corporal
Semanal _
AIN93M Ingesta de agua y alimento
Agua Ninguna Suero
ad libitum Final Rifdn, bazo, higado y corazén
Heces y orina

Tabla 2. Disefio de experimento in vivo

A lo largo del periodo experimental, fue controlado el peso de los animales y el

consumo de agua y de comida.

Cada mafiana a las 9.00 a.m. el resto de agua del dia anterior fue reemplazado
por agua nueva y se calcul6 la cantidad consumida. El dia 35, después de una noche de
ayuno, las ratas se anestesiaron por inyeccién intraperitoneal de 5 mg de pentobarbital
s0dico/100 gr de peso (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y desangradas por
canulacion de la aorta posterior.

La sangre se recogio y se centrifugd a 1200 G durante 15 minutos para separarla
del suero. Algunos tejidos como rifidn, bazo, higado y corazon se retiraron, pesaron, se
colocaron en viales de polietileno y se almacenaron a -80°C.

Durante los Gltimos 7 dias del periodo experimental, se recogieron las heces y
orina cada 24 h y se almacenaron a -80°C en envases de polietileno para su analisis.
Todos los animales fueron mantenidos en jaulas individuales desde el primer dia, estas

jaulas estan disefiadas para la recogida selectiva de heces y orina. Las jaulas se han




mantenido en un lugar bien ventilado, en habitaciones de temperatura controlada (21t
2°C) con una humedad relativa ambiental del 40-60% y en 12 horas de luz-periodo

0oscuro.

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a las guias de cuidado y
mantenimiento animal y todos los procesos fueron aprobados por el Comité ético de

experimentacion animal de la Universidad de Granada.

3.3. Protocolos
Recuento celular

Para proceder al contaje celular se empled la camara de Neubauer, para ello se
introdujo en la camara una dilucion con las células y una dilucion de azul tripan y PBS
(0,4%, Sigma). Para el recuento se empled un microscopio con el aumento adecuado
(20x). Este contaje nos permitié conocer el numero de células que habia en la dilucién y

hacer una siembra adecuada a los ensayos a realizar.
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Figura 7: esquema de manejo de la cAmara Neubauer
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Ensayo de viabilidad celular (MTT)

El ensayo de MTT fue desarrollado por Mosmann en 1983 (Mosmann, 1983) y
posteriormente modificado por Denizot y Lang 3 afios més tarde en 1986 (Denizot y
Lang, 1986), se basa en la reduccion del bromuro de 3 (4,5-dimetiltiazol 2 ilo) 2,5-
difeniltetrazol (reactivo conocido como MTT, Sigma) por la succinato deshidrogenasa
mitocondrial produciendo formazan de color azulado, que tiene un méximo de
absorbancia a 570 nm; asi, la cantidad de formaz&n producida es proporcional a la

cantidad de células vivas.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (20.000 cél/ pocillo) y
fueron mantenidas hasta que alcanzaron un 70% de confluencia, posteriormente se le
afiadié una dilucion de medio de cultivo/MTT (0,5 mg/ml) y se mantuvo durante 3
horas en la estufa a 37°C y 5% de CO2. Posteriormente se retir6 el medio y se le afiadid
dimetilsulféxido (DMSO) y tampoén glicina de Sorensen (que facilita la disolucion del
MTT/formazén en el DMSO).

Ensayo de viabilidad celular cristal violeta

En ensayo cristal violeta fue descrito en 1992 por Okajima para la determinacion
de la viabilidad celular (Okajima et al., 1992).

Para proceder a este ensayo las células una vez sembradas en la placa de 96
pocillos se les mantiene en estufa cambiando el medio progresivamente hasta alcanzar

una confluencia celular del 70%.

Una vez alcanzada se les somete a diferentes concentraciones de los metales a

estudio y se les mantiene en incubacion durante un tiempo estipulado.

Posteriormente se retira el medio con el metal y se afiade metanol durante 30
minutos con la intencion de fijar las células en el fondo del pocillo, una vez retirado se
le afade cristal violeta y se les mantiene en contacto durante 20 minutos para tefiir las

células.

Después se lavara en dos partes, una para retirar el cristal violeta y en otra se

aclararé hasta que el agua salga limpia.




Mas tarde, se mantiene en la estufa a una temperatura de 37 °C hasta que se

elimine toda el agua.

Por ultimo, se afiade SDS (dodecil sulfato sodico) al 1% y rapidamente se mide

con un lector de placa a una longitud de onda de 570 nm.

Ensayo Comet

El ensayo Comet o electroforesis en gel de células individuales es un método
desarrollado por primera vez en el afio 1984 por Ostling y Johansson (Ostling y
Johanson, 1984) y posteriormente modificado por otros autores (Olivé y Banath, 2006;
Singh et al., 1988).

Se emplea para medir el dafio en el ADN Yy asi estimar el dafio ocurrido en el

material genético.

Se basa en que en el nucleo celular el ADN que se encuentra integro tiene una
asociacion organizada con las proteinas nucleares formando una estructura compacta;
sin embargo, al dafarse las cadenas de ADN pierden su estructura ordenada y se
mueven hacia fuera del ndcleo. Por tanto, al aplicar un campo eléctrico al ADN, este se
ird hacia la parte positiva del anodo (ya que presenta una carga neta negativa); por el
contario, la parte no dafiada permanecera cerca del ndcleo debido a que sus es mas
grande.

1 2 3 q b
&, |
g Z mn

Figura 8: esquema de ensayo comet

Asi, la cantidad de ADN que sale del nucleo es una medida del dafio en el ADN
celular; para medir la cantidad de dafio emplearemos un marcador fluorescente como 2-

(4-amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina (DAPI) o el bromuro de etidio que se
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intercala en las cadenas de ADN y mediremos la intensidad de fluorescencia del ADN

migrado con un andlisis de imagen.

Al verlos al microscopio la estructura se asemeja a la de un cometa (por ello el
nombre de ensayo de Comet), con una cabeza que corresponde al ADN intacto nuclear
y la cola con el ADN dafado, su longitud y luminiscencia ser& proporcional al dafio

producido.

Para proceder al ensayo de Comet tendremos la precaucion de emplear oscuridad
para evitar un dafio adicional en las células causado por la luz y del uso de hielo para

impedir que se repare el DNA.

El primer paso a realizar sera la preparacion de las capas de agarosa, para ello se
preparard una solucion al 0,5% de agarosa de punto de fusion normal y se hace una

extension en el portaobjetos de tal forma que forme una extension sin grumos.

Tras ello, se dispone una segunda capa de agarosa de bajo punto de fusion en la
que se incluiran las células (con un 65-75% de confluencia disueltas en PBS), todo ello
en una concentracion de 0,5%. Para su disposicion, se dispondra la mezcla dibujando
una ligera linea en el portaobjetos sobre la capa de agarosa anterior y pondremos el
cubreobjetos evitando que se formen burbujas. Una vez colocado se deja enfriar a 4°C
durante unos 20 minutos para permitir la solidificacion de las capas de agarosa.

Una vez fijado, se debe retirar el cubreobjetos con mucho cuidado para no
despegar la capa formada y a continuacion pasar a la etapa de lisis de las membranas
celulares, asi, se incuyen los portaobjetos en un recipiente con 200 ml de solucién de
lisis preparada en ese mismo instante, esta solucion estd compuesta por: 89% tampén de
lisis (solucién que contiene 29,22 g de NaCl 2,5 M, 7,44 g de Na,EDTA, 0,24 g de tris
10 Mmy 2 g de NaOH 0,25M; todo esto ajustado a un pH 10), 10% de dimetilsufoxido
(DMSO) y 1% de triton X100. Permanecera a 4°C durante 1h.

Posteriormente, se pasara a la fase de desnaturalizacion, para ello se preparara la
solucion de desnaturalizacion, formada por 30 ml de Na;EDTA 1Mm y 180 ml de
NaOH 300 mM y se completa hasta 3 litros de agua bidestilada cerciorandose que tiene
un valor de pH superior a 13. Después, se debe montar la cubeta de electroforesis con

hielo abundante y cerciorandonos de que se encuentra nivelada; colocando los




portaobjetos pegados los unos a los otros con la parte biselada hacia la derecha evitando

espacios entre ellos.

Afadir dicha solucién hasta que los portaobjetos queden cubiertos por una capa

y la dejaremos reposar 20 minutos.

A continuacidn, se pasa a la fase de electroforesis en la que se conectara una

corriente continua de 300 mA durante 20 minutos.

Una vez finalizada se continua con la fase de neutralizacién, poniendo los
portaobjetos una vez terminada la electroforesis en una solucion de tris 0,4 M con pH

7,5y dejandolo reposar en frio durante 5 minutos. Repetir esta operacion 3 veces.

Seguidamente se parara la fase de fijacion, sumergiendo los portaobjetos en

etanol puro frio durante 3 minutos.

Finalmente, una vez secos se parard a la tincion y su observacion en el
microscopio de fluorescencia; para ello, haremos la tincion utilizando 2-(4-
amidinofenil)-1H -indol-6-carboxamidina (DAPI) en una concentracion de 1pg/L de

aguad bidestilada.

Para su observacion se utilizé el microscopio de fluorescencia y para el analisis
de las imagenes obtenidas se empled el software CASP (Koca et al., 2003) y los
parametros analizados fueron tanto el momento de cola (“tail moment”) consistente en
la distancia de la migracion del DNA del cuerpo nuclear como el momento de la cola
segiin Olivé (“Olivé tail moment”). Ambos son indicadores del dafio producido en el
ADN.
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Figura 9: esquema de realizacion por partes del ensayo Comet
Determinacidn de leptina en suero

La leptina se determiné mediante el kit Milliplex MAP Rat Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel, RECYTMAG-65K, con el sistema de deteccion Luminex xXMAP
(EMD, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

Analisis de la expresion genetica de la hepcidina en higado por RT-qgPCR

El ARN hepatico total de 9 muestras control y 8 muestras expuestas a V fue
extraido usando Trizol segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Todas
las muestras de ARN se cuantificaron con el espectrofotometro Thermo Scientific
NanoDrop™ 2000 y 2 1g de ARN fue transcrito de forma inversa empleando los
cebadores oligo(dT) (Promega, Southampton, UK).




La amplificacion en tiempo real de PCR y deteccion fue realizada en placas de
48 pocillos en ECO™ Real-Time PCR System (Illumina, CA, USA) con 20 ng de
cDNA, el KAPA SYBR_FAST gPCR Master Mix (lllumina, CA, USA).

La primera secuencia de cebadores para HAMP, que codificaron la proteina
hepcidina fue 30 GTTGTCTGCTCTGTCTGATGC-5’, reverso3’-
GAATCACGGTAGAACGGAAGA-5’. Para normalizar la expresion del RNA
mensajero (MRNA), se midio la expresion de gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) con la siguiente secuencia de cebador: 3’-
ccatcaccatcttccaggag-5°’, inverso 3’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-5’. Para 1la
cuantificacion relativa de mRNA se usé el método DDCt.

Determinacién de metales mediante ICP masas

La determinaciéon de la concentracion total de metales en dieta y muestras
obtenidas de los animales de experimentacién, asi como en células, se llevo a cabo
mediante espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado por induccion ICP-
MS (Agilent 7700, Agilent Technologies, Tokyo, Japan) equipado con un sistema de
nebulizacién tipo Meinhard y dotado de un sistema de celdas de colision (usando He
como gas de colision).

Previo a su analisis se procedio a la digestion de las muestras por digestion &cida
en microondas (Milestone, Sorisole, Italy). La digestion fue llevada a cabo mediante el
ataque con HNOs y H20O, (calidad suprapure; Merck, Darmstadt, Germany). Cuando la
muestra fue digerida, el extracto obtenido se llevé a volumen final con agua ultrapura
para su posterior analisis. En el caso de las muestras de tejidos y dieta, se llevo a cabo

un proceso de liofilizacion previo a la digestion.

Todos los contenedores utilizados fueron limpiados previamente con acido

nitrico puro y agua pura (18,2 Q) obtenida usando un sistema mili-Q (millipore,
Bedford, MA, USA).

Las curvas de calibracion fueron preparadas a partir de soluciones madre de
1000 mg/L para cada elemento (Merck) y mediante la adicion de Ga como patron
interno. Para validar el método de analisis de Cu, Mn y V en muestras y dieta, se utilizo

un material de referencia certificado de musculo bovino (NIST 8414, Gaithersburg, MD
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20899) o suero humano Seronorm (SERO AS, Billingstad, Norway), ademas de
estudios de recuperacion en muestras enriquecidas con estandares multielementales. Las
recuperaciones para cada elemento fueron de entre el 95 y el 105% en todos los casos

para un promedio de 5 determinaciones

Determinacién deleciones y nimero de copias en ADN mitocondrial

El ADN fue aislado utilizando el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Duren, Alemania) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas
por el fabricante para cultivos celulares. La delecion y el nimero de copias de ADN
mitocondrial (ANDmt) fueron evaluados por el metodo de la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (QRT-PCR). Asi, para evaluar la delecién comun
de ADNmt se cuantifico la cantidad relativa de dos genes mitocondriales: Mt-nd1 y Mt-
nd4. Adicionalmente, para determinar el nimero de copias de ADNmt, se evalu6 un gen

nuclear de copia Unica.

En este caso fue elegida la fosfoproteina ribosémica acida (gen PO 36B4), un
gen bien conservado localizado en el cromosoma 7 y que se asume constante en todas
las muestras. Se amplifican todas las secuencias de ADN en un MicroAmp Optical 384-
well Reaction Plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el Applied
Biosystem's 7900HT Fast Real- Time PCR system. Las muestras fueron medidas por
duplicado, para ello 5 ng de ADN celular se secaron durante la noche a temperatura
ambiente en placa de 384 pocillos y se resuspendieron en 10ul de la mezcla de reaccion
de PCR; la mezcla de reaccion para Mt-nd1l consiste en 5 pl de QuantiNova SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 1 ul de colorante
ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 200 nM de Mt-ndl "forward
primer" (5-CCCTAAAACCCGCCACATCT'-3'), 200 nM de Mt-ndl "reverse primer"
(GAGCGATGGTGAGAGCTAAGGT-3") y agua bidestilada; una mezcla similar fue
preparada para la cuantificacion de Mt-nd4, sin embargo, en este caso se usO su
"forward primer" correspondiente (5'-CCATTCTCCTCCTATCCCTCAAC-3) vy el
"reverse primer" (5'-CACAATCTGATGTTTTGGTTAAACTATATTT-3).

La mezcla de reaccion para 36B4 fue similar excepto que incluia 300 nM de
"forward primer" (5'-CTG CAG ATT GGC TAC CCG AC-3') y 500 nM de "reverse




primer" (5'-CAC AGA CAA AGC CAG GAC CC-3"). Las condiciones de la reaccion
se fijaron a 95°C durante 2 minutos seguidos de 40 ciclos de coleccion que consisten en
una desnaturalizacién a 95°V durante 8 segundos y un "annealing/extension” a 58°C
durante 15 segundos, 60°C durante 15 segundos y 95°C durante 15 segundos fue
realizado al final de cada reaccion para verificar una amplificacion especifica. Para
compensar y evaluar las variaciones interplacas, cada placa de 384 pocillos contenia una
curva estdndar de 9 puntos desde 1,17 a 75 ng usando ADN celular derivado de las
mismas muestras. EI ADN fue diluido en forma seriada utilizando agua bidestilada y en

cada dilucion se incluyo en placas de 384 pocillos por triplicado para cada secuencia.

Los valores de umbral se establecieron en 0,6 por secuencia. Se usé el Detector
Systems version 2.4 y los resultados de PCR en tiempo real fueron exportados a excel
para su analisis. La curva estandar fue trazada desde la media Cq vs el logaritmo de la
concentracion de las diluciones seriadas, excluyendo los puntos mas all& de la linea de

rango.

La concentracion relativa de Mt-nd1 fue dividida entre los Mt-nd4 de acuerdo a
los valores obtenidos de sus curvas. El valor obtenido para cada muestra se dividié por
el valor promedio obtenido de las muestras control. Esto permitié obtener un ratio Mt-
nd1/Mt-nd4 que permite hacer una estimacion de la cantidad de moléculas de ADNmt
presentes en una delecion de la secuencia de Mt-nd4 por ejemplo. Por otro lado, la
cantidad relativa de Mt-nd1 se dividié por la encontrada para los genes nucleares y
multiplicada por 2 para obtener los valores de nimero de copias de ADNmt para cada
muestra. EI valor resultante expresa la cantidad relativa de moléculas de ADNmt por

célula.

Estos ensayos se llevaran a cabo en células hepaticas expuestas a diversas dosis de
Mn, V y Cu. Siendo las concentraciones de cada uno de los elementos por separado: 3
mg V/L, 3 mg Cu/L y 3 pg Mn/L, para la combinacion de dos elementos: 3 mg V/L-3
mg Cu/L, 3 mg V/L- 3 ug Mn/L y 3 mg Cu/L- 3 ug Mn/L y para la combinacion de los
tres elementos: 3 mg V/L- 3 ug Mn/L- 3mg Cu/L.

Para todos los ensayos el tiempo de exposicion serd de 32 horas.
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3.4. Tratamiento estadistico.

Los estadisticos descriptivos (medias y desviaciones estandar) se obtuvieron a
partir de las diferentes variables estudiadas. Los datos experimentales se analizaron
mediante el empleo de pruebas para muestras no paramétricas, utilizandose las pruebas
de Kruskal-Wallis seguida de la U de Mann Whitney para las comparaciones de
muestras independientes. Los coeficientes de correlacién de Spearman se calcularon
para el 95% del IC. Todos los andlisis se realizaron con la version 20.0 del Paquete
Estadistico para Ciencias Sociales (SPSS, Chicago, IL, USA). Las diferencias fueron

consideradas significativas a al nivel de probabilidad < 5%.
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4.1. Estudios de viabilidad celular

a) Estudios de viabilidad de células HT-29 expuestas a diferentes
concentraciones de vanadio
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control V 350 pg/l V 750 pg/l V1,5 mg/l V 3 mg/l

Diagrama 1. Viabilidad celular de la linea HT 29 segun el ensayo cristal violeta tras someterlas a
diferentes concentraciones de V durante 16 h.

(a) Diferente de control; (b) diferente de concentracion de 750 pg V/L (c); diferente de concentracion de
1,5 mg V/L. (P<0,05).

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 29 0.2342 0.3861 0.29120 0.0374
350 pg V/L 15 0.2686 0.4335 0.3226 0.0906
750 pg V/IL 13 0.3214 0.4108 0.3710 0.0305
1,5mg V/L 13 0.3133 0.3806 0.3596 0.0232
3mg V/L 14 0.2695 0.3911 0.3356 0.0419
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Diagrama 2. Viabilidad celular de la linea HT 29 seguin el ensayo MTT tras someterlas a diferentes

concentraciones de V durante 16 h.

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
Control 30 0,2093 0,3345 0,2675 0,0313
350pug V/IL |13 0,2332 0,3258 0,2907 0,0299
750 ug VIL |14 0,2375 0,3172 0,2877 0,028
15mgV/L |13 0,2351 0,3325 0,2850 0,033
3mg V/L 14 0,2331 0,3140 0,2677 0,0184

En los diagramas 1 y 2 muestran los resultados del estudio de la viabilidad
celular tras la exposicidon de células coldnicas a distintas concentraciones de vanadio

con un tiempo de exposicién de 16 horas.

En el diagrama 1, que corresponde al ensayo con cristal violeta, se muestra un
aumento general de la viabilidad para todas las concentraciones ensayadas respecto al
control, siendo mas elevado para las concentraciones de 750 pug V/Ly 1,5 mg VI/L, en la

que hay un aumento significativo respecto al control.

Ademas, la concentracion mas elevada de vanadio expuesta (3 mg V/L), produce
un descenso significativo de su viabilidad respecto a las concentraciones 750 pg V/L y
1,5mg VIL.

En el diagrama 2 se muestran los resultados del ensayo MTT en las mismas

condiciones experimentales que el anterior; en este caso, se encuentran resultados
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semejantes al de cristal violeta, aunque es ente caso no se aprecian diferencias

significativas entre las concentraciones ensayadas.
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Diagrama 3. Viabilidad celular de la linea HT 29 segun el ensayo MTT tras someterlas a diferentes
concentraciones de V durante 32 h.

(a) Diferente de control; (b) diferente de concentracion 350 ug V/L; (c) diferente de concentracién de
750 pg VI/L . (P<0,05).

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
Control 18 1,4636 2,0033 1,7609 0,1281
350ugV/IL |16 1,3922 2,1490 1,7504 0,2540
750 ug VIL |14 1,2971 2,1980 1,6664 0,2827
15mgV/L |16 1,0824 1,5505 1,3153 0,1396
3mg V/L 14 1,0683 1,5030 1,2911 0,1442
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Diagrama 4. Viabilidad celular de la linea HT 29 segun el ensayo cristal violeta tras someterlas a

diferentes concentraciones de V durante 32 h.

N Minimo | Maximo | Media Desuv. tip.
Control 14 1,4908 3,6702 2,1713 0,5486
350 pg V/IL 16 1,6227 4,2816 2,5990 0,7288
750 pg V/IL 16 1,5371 4,1520 2,6381 0,7931
1,5mg V/L 16 1,5245 3,6585 2,4851 0,6544
3mg V/L 15 1,4580 3,6944 2,1766 0,6069

Los diagramas 3 y 4 muestran la viabilidad celular cuando se dobla el
tiempo de exposicion pasando de 16 a 32 horas.

El estudio con el cristal violeta (Diagrama 4), presenta una pauta similar a
la obtenida en los ensayos de 16 horas, con una tendencia a disminuir a medida que
incrementa la dosis, pero sin que se aprecien cambios significativos. Sin embargo, en el
ensayo MTT si se aprecian descensos significativos respecto al control y el resto de

dosis para las mayores concentraciones de vanadio (1,5 mg V/L y 3 mg V/L).
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b) Estudios de viabilidad de células HepG2
concentraciones de vanadio

expuestas a diferentes
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Diagrama 5. Viabilidad celular de la linea HepG2 segin el ensayo MTT tras someterlas a

diferentes concentraciones de V durante 32 h.

(a) Control vs concentracion 750 pug V/L o concentracion 1,5 mg V/L o concentracién 3 mg V/L; (b)
Concentracion 350 pg V/L vs concentracion 750 pg V/L o concentracion 1,5 mg V/L o concentracién
3mg V/L; (c) concentracion 750 pg V/L vs concentracion 3 mg V/L; (d) Concentracion 1,5 mg V/L vs
concentracion 3 mg V/L

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 27 3,0898 3,7186 3,3351 0,1483
350 pg V/L 15 3,0647 3,5828 3,3421 0,1430
750 pg VI/L 13 2,9235 3,2676 3,1141 0,1042
1,5mg V/L 14 2,9268 3,3212 3,1481 0,1352
3mg V/L 16 2,2458 3,3069 2,8749 0,2696

En el diagrama 5 se representa el estudio de viabilidad con MTT de células

hepéticas (HepG2) usando las mismas concentraciones de vanadio y un tiempo de

exposicion de 32 horas, en este caso a excepcion de la concentracion mas baja (350 pg

V/L), todas las concentraciones presentan una viabilidad significativamente inferior al

control y a la dosis mas baja ensayada.
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La concentracion 3 mg V/L presenta un valor de viabilidad bastante inferior al resto
y presenta diferencias con todos los grupos tratados y con el control en nuestras

condiciones experimentales.

c) Estudios de viabilidad de células HT-29 expuestas a diferentes
concentraciones de cobre

120 - T 'T’\
§ o
§ e
N
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Diagrama 6.-Viabilidad celular de la linea HT-29 seguin el estudio MTT tras someterlas a diferentes
dosis de Cu durante 16 h.
(a) Diferente de control; (b) diferente de concentracién de 2 mg Cu/L (P<0,05)

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 22 1,4221 1,8001 1,6267 0,1031
1 mg Cu/L 15 1,4473 2,0030 1,7254 0,1543
2mg Cu/L 13 1,5462 1,8662 1,7394 0,1010
3 mg Cu/L 14 1,3887 1,8341 1,6299 0,1385
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Diagrama 7. Viabilidad celular de la linea HT-29 segun el ensayo cristal violeta tras someterlas a

diferentes concentraciones de Cu durante 16 h.

(a) Diferente de control; (b) diferente de concentracion de 1 mg Cu/L; (c) diferente de concentracion de 2
mg Cu/L. (P<0,05).

N Minimo Méximo Media Desuv. tip.
Control 26 1,4983 2,9995 2,1863 0,4890
1 mg Cu/L 14 2,2545 4,3790 3,2467 0,7019
2 mg Cu/L 14 2,2916 3,7716 2,9149 0,5325
3 mg Cu/L 13 1,4983 2,3064 1,8142 0,2484

En los diagramas 6 y 7 se muestra el efecto de la exposicién de células HT-29 a

diferentes concentraciones de cobre durante un tiempo de 16 horas.

Los resultados obtenidos en los ensayos de MTT (Diagrama 6) ponen de

manifiesto un aumento significativo de la viabilidad celular en todos los casos, siendo el

mas alto para la concentracion de 2 mg Cu/L.

Para el ensayo cristal violeta, (Diagrama 7), se encuentra al igual que en el caso

anterior una mayor viabilidad en las concentraciones intermedias, en este caso, las

concentraciones de 1 mg Cu/L y 2 mg Cu/L presentan un aumento significativo de la

viabilidad respecto al control, que disminuye para las concentraciones altas. Ademas, al




FESULTADOS

contrario que en el ensayo MTT, la viabilidad para concentracion de 3 mg Cu/L es

inferior al valor del control.
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Diagrama 8. Viabilidad celular de la linea HT-29 segun el ensayo MTT tras someterlas a diferentes
concentraciones de Cu durante 32 h.
(a) Diferente de control. (P>0,05)

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Control 30 1,6397 2,9275 2,2235 0,3564
1 mg Cu/L 14 2,0537 3,1502 2,4953 0,3372
2 mg Cu/L 13 1,8305 2,8259 2,3657 0,2921
3 mg Cu/L 15 2,1793 2,7334 2,3719 0,1828
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Diagrama 9. viabilidad celular de la linea HT-29 seguin el ensayo cristal violeta tras someterlas a

diferentes concentraciones de Cu durante 32 h.

(a)Diferente de control. (P>0,05).

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 28 1,7696 2,9275 2,2599 0,3398
1 mg Cu/L 16 1,9703 3,1502 2,4312 0,3597
2 mg Cu/L 16 1,8305 3,2452 2,5224 0,4265
3 mg Cu/L 14 2,1793 2,6028 2,3462 0,1588

Al cambiar el tiempo de exposicion y elevarlo hasta 32 horas, obtenemos

resultados similares tanto en el ensayo MTT como en el ensayo cristal violeta.

En el caso del ensayo MTT (Diagrama 8) la concentracion de 1 mg Cu/L

presenta un aumento significativo respecto al control y en el cristal violeta (Diagrama 9)

son las concentraciones intermedias (1 mg Cu/L y 2 mg Cu/L) las que presentan

incrementos significativos respecto a control.
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d) Estudios de viabilidad de células HepG2 expuestas a diferentes
concentraciones de cobre.

a a
120 - a
T
100 - I e
80 7 ::::::: O control
) S Cu1mg/l
% 60 oD
oo B Cu 2 mg/
40 A L] BCu3mg/l
20 - L]
0 T T IIIII 1
control Cu 1 mg/l Cu 2 mg/I Cu 3 mg/I

Diagrama 10. Viabilidad celular de la linea HepG2 segun el ensayo MTT tras someterlas a
diferentes concentraciones de Cu durante 32 h.

(a) Control vs concentracion de 1 mg Cu/L o concentracién 2 mg Cu/L o concentracion 3 mg Cu/L

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Control 30 1,504 1,632 1,569 0,033
1 mg Cu/L 13 1,636 1,690 1,666 0,017
2 mg Cu/L 15 1,562 1,722 1,646 0,052
3 mg Cu/L 15 1,560 1,729 1,656 0,052

En el diagrama 10 se representan los resultados obtenidos al realizar el ensayo
MTT sobre células HepG2, estudiando las diferentes concentraciones de cobre durante
una exposicion de 32 horas. En este caso se observan resultados similares a los
obtenidos con el mismo tiempo sobre células intestinales, muestra un aumento
significativo de la viabilidad respecto al control para todas las concentraciones

estudiadas

Se observa que a las 32 horas la tendencia es similar independientemente de la
naturaleza de las células; si bien estos cambios se hacen mas significativos en las células

hepaéticas.
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e) Estudios de viabilidad de células HT-29 expuestas a diferentes
concentraciones de manganeso.
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Diagrama 11. Viabilidad celular de la linea HT-29 segun el ensayo MTT tras someterlas a
diferentes concentraciones de Mn durante 16 h.
(a) Diferente de control. (P>0,05).

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 32 0,7690 1,4290 1,0967 0,2060
1 pg Mn/L 16 0,9240 1,3750 1,1451 0,1438
2 ug Mn/L 16 1,1100 1,4450 1,2867 0,1133
3 g Mn/L 15 1,0090 1,5590 1,2800 0,1440
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Diagrama 12. Viabilidad celular de la linea HT-29 segun el ensayo cristal violeta tras someterlas a

diferentes concentraciones de Mn durante 16 h.

N Minimo | Maximo | Media Desuv. tip.
Control 25 1,1809 1,8347 1,5471 0,1800
1 pg Mn/L 13 1,4531 2,0969 1,6725 0,2228
2 ug Mn/L 15 1,1199 2,2501 1,6971 0,2939
3 pg Mn/L 13 1,1599 12,0142 | 1,5269 0,2573

Al estudiar los cambios en la viabilidad al afiadir diferentes dosis de manganeso
sobre células HT-29 y un tiempo de exposicion de 16 horas, se aprecia que para el
ensayo MTT (Diagrama 11) hay un aumento de la viabilidad al afiadir Mn al medio
respecto al control, aunque no hay cambios significativos entre las diferentes

concentraciones usadas.

En en ensayo cristal violeta (Diagrama 12) también se aprecia un ligero aumento
de la viabilidad para las dosis de manganeso 2 ug Mn/L y 3 pg Mn/L respecto al
control. No obstante, no se ven diferencias significativas entre las diferentes

concentraciones.
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Diagrama 13. Viabilidad celular de la linea HT 29 seguin el ensayo cristal violeta tras someterlas a

difenrentes concentraciones de Mn a 32 h.

(a) Diferente de control; (b) diferente de concentracion de 1 pug Mn/L

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Control 15 1,3441 2,5612 2,0455 0,3110
1 pg Mn/L 16 1,8189 3,0819 2,2875 0,3508
2ugMn/L |15 2,1256 2,8130 2,4605 0,2213
3 Mg Mn/L 16 1,8352 3,4655 2,6521 0,4502
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Diagrama 14. Viabilidad celular de la linea celular HT-29 segin el ensayo MTT tras someterlas a
diferentes concentraciones de Mn durante 32 h.
(a) Diferente de control. (P>0,05).

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Control 20 1,8342 2,5612 2,1770 0,2014
1 pg Mn/L 14 1,8189 2,4405 2,1790 0,2006
2ugMn/iL |15 2,1256 2,8130 2,4605 0,2213
3 ug Mn/L 12 1,8352 2,7869 2,4529 0,3106

En los diagramas 13 y 14 podemos ver la viabilidad celular al aumentar el

tiempo de exposicién al manganeso sobre células de la misma naturaleza.

En en ensayo de cristal violeta (Diagrama 13) se aprecia un aumento creciente
de la viabilidad dependiente de la dosis de mangenso; para este caso, las dosis mas altas
presentan una diferencia significativa respecto al grupo control y a la dosis de 1 pg
Mn/L.

En el ensayo MTT se aprecia un aumento significativo de la viabildad de todas

las dosis empleadas respecto al control.
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f) Estudios de viabilidad de células HepG2 expuestas a diferentes

concentraciones de manganeso.
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Diagrama 15. Viabilidad celular de la linea celular HepG2 segiin el ensayo MTT tras

someterlas a diferentes concentraciones de Mn durante 32 h.

(a) Control vs concentracion de 2 pg Mn/L o concentracion de 3 pg Mn/L; (b) Concentracion de 1 ug
Mn/L vs concentracion de 2 ug Mn/L o concentracion de 3 pug Mn/L

N Minimo Méximo Media Desuv. tip.
control 32 0,7690 1,4290 1,0967 0,2060
1 pg Mn/L 16 0,9240 1,3750 1,1451 0,1438
2 pg Mn/L 16 1,1100 1,4450 1,2867 0,1133
3 g Mn/L 16 1,0090 1,9230 1,3202 0,2126

En los ensayos con células hepaticas, los resultados obtenidos son similares a los

encontrados en los ensayos con HT-29 para el mismo tiempo y dosis.

En este caso, se ve que el valor que 1 pg Mn/L es similar al control y que para

las concentraciones elevadas: 2 pug Mn/L y 3 ug Mn/L son mas elevadas y se aprecian

diferencias significativas con el control y el grupo 1 pg Mn/L.
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g) Estudios de viabilidad de células HepG2 expuestas a diferentes
concentraciones de cobre y manganeso
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Diagrama 16. Viabilidad celular de la linea HepG2 segin ensayo MTT tras someterlas a diferentes
concentraciones de Cuy Mn durante 32 h.

(a) Control vs concentracion 1 mg Cu/L-1 pg Mn/L o concentracion 3 mg Cu/L-1 ug Mn/L o
concentracion 3 mg Cu/L-3 pug Mn/L; (b) Concentracion 1 mg Cu/L-1ug Mn/L vs Concentracién 3 mg
Cu/L-1 pg Mn/L o concentracién 3 mg Cu/L-3 pug Mn/L; (c) Concentracion 1 mg Cu/L-3 pug Mn/L vs
Concentracion 3 mg Cu/L-1 pg Mn/L o concentracion 3 mg Cu/L-3 pg Mn/L; (d) Concentraciéon 3 mg
Cu/L-1 pug Mn/L vs concentracién 3 mg Cu/L-3 pg Mn/L.

N Minimo | Maximo | Media Desv. tip.
Control 32 1,5464 1,6789 1,6092 0,0386
1 pg Mn/L-1 mg Cu/L |15 1,3609 1,6471 1,5316 0,0968
3 ug Mn/L-1 mg Cu/L | 16 1,3524 1,8172 1,5570 0,1459
1 pg Mn/L-3mg Cu/L | 16 1,6953 1,8764 1,7883 0,0566
3 g Mn/L-3 mg Cu/L | 16 1,6439 1,8010 1,7379 0,0465

El diagrama 16 representa los estudios de viabilidad combinando diferentes
concentraciones de cobre y manganeso. Se ha empleado células tipo HepG2 y un tiempo
de exposicion de 32 horas; las dosis usadas son las mas bajas y mas altas para cada uno

de los metales que se utilizaron en los estudios individuales.

Se observa un descenso de la viabilidad significativo respecto al control para las
concentraciones mas bajas de ambos metales (1 mg Cu/L-1 pg Mn/L). Mientras que las
concentraciones mas altas de cobre ocasionan incrementos significativos de la

viabilidad (3 mg Cu/L-1 pg Mn/L y 3 mg Cu/L-3 pg Mn/L) independientemente de la
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concentracion de manganeso. Ademas, en estas combinaciones se ve a su vez un
aumento significativo de la viabilidad celular respecto a las menores concentraciones de

cobre.

h) Estudios de viabilidad celular de células HT-29 expuestas a diferentes

concentraciones de vanadio y manganeso o vanadio y cobre
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Diagrama 17. Viabilidad celular de la linea HT-29 segin el ensayo MTT tras someterlas a

diferentes concentraciones de V' y Mn durante 32 h.

N Minimo Méaximo | Media Desv. tip.
Control 24 1.5778 2.4976 1.8542 0.2573
1,5 mg V/L-1 ug Mn/L 16 1.6340 2.0643 1.8306 0.1247
1,5 mg V/L-3 pg Mn/L 16 1.5600 2.2780 1.8405 0.2061
3'mg V/L-1 pg Mn/L 16 1.5484 2.3613 1.8583 0.2747
3 mg V/L-3 pg Mn/L 15 1.6495 2.4782 1.9177 0.2537

El siguiente paso en la investigacion consistio en la combinacién de ciertas dosis
de vanadio con manganeso o cobre, obtenidas en los resultados anteriores en los que

solo se experimento con un metal por separado.

En el diagrama 17 se aprecia la viabilidad de células de colon durante 32 horas
combinando las dosis de vanadio mas elevadas de los apartados anteriores (1,5 mg V/L-
3 mg V/L) con la dosis mas alta y mas baja empleada en los estudios de manganeso.
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En este caso no se aprecian diferencias para los valores de viabilidad de las

células ensayadas.

140 -

120 -

100 -
O control
50 @V 1,5 mg/I-Cu 1 mg/!
MV 1,5 mg/I-Cu 1 mg
%
60 - @V 1,5 mg/l-Cu 3 mg/I
F1V 3 mg/L-Cu 1 mg/I
40 -
BV 3 mg/I-Cu 3 mg/I
20 A
0 e

control V1,5 mg/I-CuV 1,5 mg/I-CuV 3 mg/L-Cu 1V 3 mg/I-Cu 3
1 mg/l 3 mg/| mg/| mg/|

Diagrama 18. Viabilidad celular de la linea celular HT-29 seguin el ensayo MTT tras someterlas a

diferentes concentraciones de V' y Cu durante 32 h.

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 26 1.2231 2.28 1.4645 0.3197
1,5mgV/L-1mg Cu/L |16 1.2004 2.4546 1.5320 0.3447
1,5mg V/L-3mg Cu/L |13 1.2981 1.9213 1.5225 0.1856
3 mg V/L-1 mg Cu/L 10 1.3979 1.7930 1.6122 0.1175
3 mg V/L-3 mg Cu/L 8 1.3654 1.8684 1.6504 0.1854

El diagrama 18 representa otra combinacion de vanadio y cobre sobre células
intestinales, en este caso se mantienen las mismas concentraciones de vanadio y se
afiade cobre a 1 mg Cu/L y 3 mg Cu/L. A pesar de este cambio se aprecian unos
resultados similares, es decir, la viabilidad celular se mantiene sin apenas diferencias

entre los grupos y respecto a los grupos con el control.
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i) Estudios de viabilidad celular de celulas HepG2 expuestas a diferentes
concentraciones de vanadio y manganeso o cobre
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Diagrama 19. Viabilidad celular de la linea HepG2 segun el ensayo MTT tras someterlas a

diferentes concentraciones de V' y Mn durante 32 h.

(a) Concentracién 1,5 mg V/L-1 pg Mn/L vs concentracion 3 mg V/L-3 ug Mn/L; (b) Concentracién 3
mg V/L-1 pg Mn/L vs concentracion de 3 mg V/L-3 pug Mn/L.

N Minimo Méaximo Media Desv. tip.
control 32 0,6810 1,1227 0,9389 0,1747
1,5mg V/L-1 ug Mn/L | 16 0,5560 1,2130 0,8766 0,1879
1,5mg V/L-3 ug Mn/L | 16 0,6100 1,1830 0,9394 0,1551
3mg V/L-1 pg Mn/L 16 0,6600 1,0840 0,8784 0,1439
3 mg V/L-3 pg Mn/L 16 0,8600 1,3830 1,0251 0,1474

El diagrama 19 representa misma combinacion de metales y tiempos que en el

apartado (h)

Solo se observan cambios para las concentraciones mas altas de Mn y V, en este

caso se aprecia una mayor viabilidad que las combinaciones 1,5 mg V/L-1 pg Mn/L y 3

mg V/L-1 ug Mn/L; es decir, respecto a los grupos expuestos a una concentracion baja

de manganeso.




FESULTADOS

120 -
100 4 Q
\ O Control
% 60 | § 0V 1,5 mg/l-Cu 1 mg/l
\ @V 1,5 mg/l-Cu 3 mg/I
40 - § BV 3 mg/I-Cu 1 mg/l
§ @V 3 mg/I-Cu 3 mg/I
20 A §
0 S5 I & , . _ .
Control V15mg/l-Cul V1,5mg/l-Cu3 V3mg/l-Cul V3mg/l-Cu3
mg/I mg/I mg/I mg/I

Diagrama 20. Viabilidad celular de la linea celular HepG2 segin ensayo MTT tras someterlas a
diferentes concentraciones de Cuy V durante 32 h.

N Minimo Maximo Media Desuv. tip.
Control 27 1,8916 2,1725 2,0384 0,0747
1,5mg V/L-1 mg Cu/L | 15 1,8680 2,1653 2,0339 0,0877
1,5mg V/L-3mg Cu/L | 16 1,8716 2,2463 2,0643 0,1152
3 mg V/L-1 mg Cu/L 16 1,8235 2,1642 1,9862 0,1022
3 mg V/L-3 mg Cu/L 16 1,8782 2,2064 2,0151 0,1033

En el diagrama 20, se repiten las dosis y tiempo de vanadio y cobre, en este caso, se
observa un resultado similar al encontrado en células HT-29, al no haber diferencias

significativas entre cada uno de los grupos 'y el  control.
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j) Estudios de viabilidad celular de células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de vanadio, cobre y manganeso
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Diagrama 21. Viabilidad celular de la linea celular HepG2 seguin ensayo MTT tras someterlas a diferentes concentraciones de V, Cu, y Mn durante 32 h.
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(a) Concentraciéon 3 pug Mn/L-1 mg Cu/L-1,5 mg V/L vs concentracién 1ug Mn/L-3 mg Cu/L-1,5 mg
VIL; (b) Concentracién 1 ug Mn/L-3 mg Cu/L-3 mg V/L vs concentracion 1 pug Mn/L-3 mg Cu/L-1,5 mg
VIL; (c) Concentracién 1 pg Mn/L-1 mg Cu/L-3mg V/L vs concentracién 1 pg Mn/L-3 mg Cu/L-1,5 mg
VIL; (d) Concentracion 3 ug Mn/L-1 mg Cu/L-3mg V/L vs concentracion 1 ug Mn/L-3 mg Cu/L-1,5 mg
VIL.

Desv.
N Minimo | Maximo | Media Tip.
16

Control 1,3850 1,6740 1,5318 0,0923
1,5 mg V/L-1 mg Cu/L-1ug Mn/L | 8

1,3380 1,6930 1,5135 0,1228
1,5mg V/L-1 mg Cu/L-3 pg Mn/L | 8

1,327 1,602 1,4795 0,0847
3 mg V/L-3 mg Cu/L-3 ug Mn/L 8

1,418 1,675 1,5625 0,0935
3 mg V/L-3 mg Cu/L-1 pug Mn/L 8

1,36 1,596 1,5050 0,0700
3 mg V/L-1 mg Cu/L-1 pug Mn/L 8

1,389 1,6 1,4909 0,0804
3 mg V/L-1 mg Cu/L-3 pug Mn/L 8

1,377 1,598 1,4958 0,0832
1,5mg V/L-3 mg Cu/L-3 pg Mn/L | 8

1,4690 1,7750 1,5885 0,1240
1,5mg V/L-3 mg Cu/L-1 pg Mn/L |7

1,5530 1,6150 1,5797 0,0210

Finalmente, en el diagrama 21 se representa la viabilidad sobre células HepG2
para un tiempo de exposicion de 32 horas todas las posibles combinaciones de los tres
metales estudiados empleando las dosis que se usaba en los estudios en los que se
combinaban dos metales diferentes. En este caso s6lo se aprecia un aumento de la
viabilidad celular significativo para las concentraciones 3 ug Mn/L-1 mg Cu/L-1,5 mg
V/L respecto a las concentraciones 3 ug Mn/L-1 mg Cu/L-1,5 mg V/L, 1 ug Mn/L-1 mg
Cu/L-3 mg V/L; 3 ug Mn/L-1 mg Cu/L-3 mg V/L y 1 pg Mn/L-3 mg Cu/L-3 mg V/L.
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4.2. Estudios de dafo en ADN nuclear. Comet
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Diagrama 22. Momento de cola (“tail moment”) de la linea HepG2 tras someterlas a diferentes dosis y combinaciones de Cu, Mny V durante 32 h
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(a) Control vs concentracién 3mg V/L-3mg Cu/L o concentraciéon 3 mg V/L-3 mg Cu/L-3ug Mn/L o
concentracion 3 mg V/L o H,0, 0,1 M o concentracion 3mg V/L- 3ug Mn/L; (b) Concentracion de 3 pug
Mn/L vs concentracion 3 mg V/L-3 mg Cu/L o concentracién 3 mg V/L-3 mg Cu/L3 pg Mn/L o
concentracion 3 mg V/L o H,0; 0,1 M o concentracién 3mg V/L- 3ug Mn/L; (c) Concentracion 3 mg
Cu/L vs concentracion 3 mg V/L-3 mg Cu/L o 3 mg V/L-3 mg Cu/L-3 pg Mn/L o concentraciéon 3 mg
VI/L o H,0, 0,1 M o concentracion 3mg V/L-3ug Mn/L (d) Concentracion 3mg V/L-3 mg Cu/L vs 3 mg
V/L-3 mg Cu/L-3 ug Mn/L o concentracién 3mg Cu/L-3ug Mn/L o concentracion 3 mg V/L o H20; 0,1
M o concentracion 3mg V/L-3ug Mn/L; (e) Concentracion 3mg V/L-3 mg Cu/L-3 pug Mn/L vs
concentracion 3mg Cu/L-3ug Mn/L o concentracién 3 mg V/L o H,0, 0,1 M o concentracién 3mg V/L-
3ug Mn/L; (f) Concentracién 3 mg Cu/L-3 pg Mn/L vs concentracion 3 mg V/L o H.0; 0,1 M o
concentracion 3mg V/L-3ug Mn/L (g) Concentracién V 3 mg/L vs H,0O2 0,1 M o concentracién 3mg V/L-
3ug Mn/L.

Minimo Méaximo Media Desv. tip.
Control 8,01E-06 | 0,0039 0,0013 0,0019
Mn 3pg/L 2,02E-07 | 0,0037 0,0011 0,0018
Cu3gviL 4,48E-07 | 0,0081 0,0014 0,0033
V 3 mg/L- Cu 3 mg/L 22,3497 31,5908 26,4558 4,2764
V 3 mg/L-Cu 3 mg/L-Mn 3 pg/L | 14,3015 19,9034 17,1515 2,7070
Cu 3 mg/L-Mn 3 mg/L 2,38E-07 | 0,0044 0,0007 0,0018
V 3 mg/L 17,6181 | 123,5270 | 66,5720 39,6558
Control H,0, 0,1M 173,9900 |242,1670 | 212,9670 34,4277
V 3 mg/L-Mn 3ug/L 28,3188 34,2174 32,4937 2,8165

En los ensayos de Comet, se utilizaron células hepaticas y un periodo de
exposicion de 32 horas y la combinacion de metales.

Para el parametro momento de cola (“tail moment” TM), se aprecia que hay 3
grupos que presentan un valor similar al control, formado por las células que han sido
expuestas a metales solos como 3 pug Mn/L y 3 mg Cu/L, asi como la combinacion de
ambas (3 ug Mn /L- 3 mg Cu/L); todos estos grupos tienen un valor cercano a 0, lo que
indica que apenas hay dafio en su ADN nuclear. Todos estos grupos tienen diferencias

significativas respecto a los otros grupos del experimento.

Por otra parte, se utilizé un grupo control al que se le sometié a un elemento
altamente oxidante como el perdéxido de hidrégeno, y fue usado como control positivo,
al comparar este grupo con los demas se observa que su valor del tail moment es muy

elevado y es significativamente superior al resto de los grupos estudiados.
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El valor de TM mas elevado en los grupos estudiados corresponde a la
exposicion por separado de 3 mg V/L, éste presenta diferencias estadisticamente

significativas respecto a los otros grupos.

También se observan dos grupos con un valor de TM inferior al grupo de 3 mg
VIL, éstos corresponden a la asociacion de vanadio con algun otro metal, son los grupos
3 mg V/L-3 mg Cu/L y 3 mg V/L-3 pg Mn/L. Muestran diferencias significativas

respecto al resto de grupos, pero no muestra entre ellos.

Finalmente, se aprecia un grupo intermedio formado por la asociacion del
vanadio y los dos metales (3 mg V/L-3 mg Cu/L-3 ug Mn/L); como se puede observar,
en este caso presenta diferencias respecto al resto de grupos, presentando un descenso
en el valor de TM respecto a 3 mg V/L y un aumento respecto al resto.
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Diagrama 23. Momento de cola segun Olivé (“Olivé tail moment”) de la linea HepG2 tras someterlas a diferentes dosis y combinaciones de Cu, Mny V durante 32 h
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(a) Control vs 3mg V/L-3 mg Cu/L 0 3 mg V/L-3 mg Cu/L-3ug Mn/L o0 3 mg V/L o H,0, 0,1 M 0 3mg
V/L-3pg Mn/L; (b) 3 pg Mn/L vs 3 mg V/L-3 mg Cu/L 0 3 mg V/L-3 mg Cu/L-3 ug Mn/L 0 3 mg V/L o
H20, 0,1 M o0 V 3mg/L-Mn 3pg/L; (¢)3 mg Cu/L vs 3 mg V/L-3 mg Cu/L 0 3 mg V/L-3 mg Cu/L-3 pg
Mn/L 0 3 mg V/L o H,02 0,1 M o 3mg V/L-3ug Mn/L; (d) 3mg V/L-3 mg Cu/L vs 3 mg Cu/L-3 ug
Mn/L 0 3mg V/L o H,0; 0,1 M; (e) 3mg V/L-3 mg Cu/L-3 pg Mn/L vs 3mg Cu/L-3pug Mn/L 0 3 mg V/L
0 H20, 0,1 M o0 3mg V/L-3ug Mn/L; (f) 3 mg Cu/L-3 pg Mn/L vs 3 mg V/L o H,0, 0,1 M o0 3mg V/L-
3ug Mn/L; (g) 3 mg V/L vs H20, 0,1 M 0 3mg V/L-3ug Mn/L; (h) HO2 0,1 M vs 3mg/ VL- 3ug Mn/L

Minimo Méaximo | Media Desuv. tip.
Control 2,82E-04 | 0,0892 0,0259 0,0370
Mn 3ug/L 8,52E-06 | 0,0753 0,0302 0,0369
Cu3gviL 1,96E-05 | 0,1048 0,0176 0,0427
V 3 mg/L- Cu 3 mg/L 16,7740 | 25,2841 | 26,4558 3,9553
V 3mg/L-Cu 3 mg/L-Mn 3 pg/L | 12,7638 | 17,6344 | 15,6315 1,7903
Cu 3 mg/L-Mn 3 mg/L 7,90E-06 | 0,0703 0,0205 0,0321
V 3 mg/L 3,0716 79,5118 39,4390 24,9979
Control H.02 0,1M 67,1058 116,1900 | 91,4934 20,0553
V 3 mg/L-Mn 3pg/L 22,9048 | 33,6616 | 26,7789 4,8156

En el caso del parametro momento de la cola Olivé (OTM), la concentracion V
3mg/L-Cu 3mg/L no presenta diferencias estadisticamente significativas frente a la
concentracion V 3 mg/L-Cu 3 mg/L-Mn 3ug/L ni frente a la concentracion V 3mg/L-
Mn 3 pg/L como si las presentaba cuando se usaba el parametro TM, aunque la

tendencia si es similar.
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4.3. Estudio en células HepG2 de los cambios de concentracion de V, Cuy Mn, tras
32 h de exposicion a dichos elementos.

Medio de cultivo 34+312 11104 + 230 1090 + 257

vng/l

Cung/lI

Mnng /|

V, Cu y Mn afiadidos al cultivo V02|?,J/|;26 Cléérllgllals,oe Mcr:]élnl?lg 106
Control 327 + 120 43 +12
V 3 mg/L 46 +4,24° 560 + 1102 66 + 132
Cu 3 mg/L 484+0,35° | 534015552 40+9°
Mn 3 mg/L 212£0,28%¢ | 128+70°¢ 20 + 7 abe
Cu 3 mg/L-Mn 3pg/L 3,5+0,632"¢ | 1060 + 212 bed 29 + 7 abed
V 3 mg/L-Cu 3 mg/L 17 £ 0,71 3bcde | 707 + g9 acde 31 +15bd
V 3 mg/L-Mn 3ug/L 15 +2,802P¢d | 148 + 21 abcdf 20 + 5 abef
Cu3mg/L-Mn3ug/L-Cu3 | 42+2,122¢4f9 | 2955+ 707 abcdfa | 30 + 17 P49
mg/L

Tabla 3. Contenido de V, Cuy Mn en el medio de cultivo y células HepG2 expuestas a 3 mg/L de V

y Cuy 3 pg/L de Mn durante 32 h.

Valores medios + DS.

(a) Vs Control.

(b) Vs exposicién a 3mg V/L

(c) Vs exposicién a 3mg Cu/L

(d) Vs exposicién a ug Mn/L

(e) Vs exposicién a 3mg Cu/L-3ug Mn/L
(f) Vs exposicion a 3mg V/L-3mg Cu/L
(9) Vs exposicién a 3mg V/L-3ug Mn/L

En la tabla 3 se muestran el contenido en V, Cu y Mn de células HepG2 que han

sido sometidas a la exposicidn de estos elementos solos o combinados, durante 32 h.
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Los resultados muestran que la exposicion a vanadio da lugar a incrementos
significativos del contenido intracelular de Cu y Mn. Mientras que la exposicion a Cu
solo incrementa el contenido intracelular de Cu, no viéndose modificados
significativamente los de V y Mn. Sin embargo, la exposicion a Mn solo da lugar a un
descenso significativo del contenido de V, del propio Mn y del Cu, aunque para este
ultimo elemento los cambios no son significativos.

La exposicion a Cu y Mn conjuntamente tiende a recuperar las concentraciones
intracelulares de V y Mn, pero no llegan a alcanzar los valores controles. En el caso del
Cu se observa un fuerte incremento de su contenido.

El tratamiento combinado de los hepatocitos con V/Cu o V/Mn conduce a un
aumento de la concentracion intracelular de V en ambos casos, sin alcanzar los valores
hallados cuando solo se exponen a V. La exposicién conjunta a V y Cu incrementa la
concentracion de Cu pero los valores de este elemento son inferiores a los observados
cuando las células se tratan con Cu solo o con Cu/Mn, mientras que el Mn retorna a
valores proximos a los controles. La exposicion a V' 'y Mn, disminuye el contenido de
Cuy Mn a valores inferiores a los controles.

Por ultimo, el tratamiento con V, Cu y Mn conjuntamente incrementa el contenido
de V, alcanzando valores semejantes a cuando las células son tratadas solo con este
elemento, incrementa el contenido de Cu de modo importante, pero permanece en
valores inferiores a cuando se tratan solo con el Cu, y devuelve el contenido de Mn a

niveles proximos a los controles.

4.4. Estudios de delecion y efectos sobre el nUmero de copias de ADN mitocondrial.

El estudio de la presencia de deleciones de ADNmt (diagrama 24) muestra un efecto
deletéreo del V, especialmente relevante cuando es administrado de forma aislada. La
administracion de V conjuntamente con otros elementos, especialmente Mn, reduce
significativamente la presencia de deleciones en el ADN mitocondrial. La exposicién a

Cu o0 Mn de forma aislada o conjunta no induce cambios en la presencia de deleciones.
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El tratamiento con Cu y con Mn de forma combinada produce un descenso en el

namero de copias de ADNmt (Diagrama 25), efecto que parece ser neutralizado por la

adicion de V.
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4.5. Estudios “in vivo”.
En los resultados in vivo en las primeras experiencias se aprecia que la
administracion a las ratas de 1 mg V/ dia en forma de BMOV caus6 una reduccion de la

ingesta de alimento, ingesta de agua y del incremento de peso corporal (Tabla 4).

Grupos C Vv

Peso corporal en el dia 35 (g) 296+30 236124 2
Alimento ingerido (g/dia) 15.5+2.5 13.2+1.62
Agua ingerida (mL/dia) 16.6+4.3 8.3x1.9¢
V ingerido (ug/dia) 1+0.1 1038 + 208 2

Tabla 4. Peso corporal en el dia 35 y alimento, agua y vanadio ingeridos en los dias 28-35 del
estudio. 2 C vs. CV, P<0.05

Grupos C \Y

V (ug v/L) 2.3+0.5 456+73 @
Cu (pgv/L) 851+117 860+39
Mn (ug v/L) 1.6+0.4 1.4+0.5
Leptina (ng/ml) 16.3+4.4 59+2.32
Expresion génica de hepcidina 1,0+0.3 2.2+0.42

Tabla 5. Niveles séricos de V, Cu, Mn, leptina y expresion génica hepatica de hepcidina (veces que
incrementa). 2 C vs. CV, P<0.05

La Tabla 5 muestra los niveles séricos de V, Cu, Mn, leptina y la expresion
génica de hepcidina en el higado. Se ve un incremento de los niveles séricos de vanadio,
no se observandose cambios significativos en los niveles de Cuy Mn. El tratamiento
ocasiona un descenso significativo en los niveles de leptina y un incremento de la

expresion genética de la hepcidina en el higado.
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Grupos C \Y/
Cobre

Cu ingerido (1) (ug/dia) 98 + 16 79+352
Cu fecal (F) (ug/dia) 55+ 10 51+11
Cu urinario (U) (ug/dia) 3.4%09 25%0.8
Cu absorbido (ug/dia) 43+9 28+82
Absorcion de Cu (%) 44 + 10 3710
Cu retenido (pg/dia) 39+9 26+ 72
Retencion de Cu (%) 409 33+12
Manganeso

Mn ingerido (1) (pg/dia) 192 £ 25 169 +212
Mn fecal (F) (pg/dia) 124 + 25 115+ 22
Mn urinario (U) 24+0,1 20x0.1
Mn absorbido (pg/dia) 68 + 17 54+112
Absorcion de Mn (%) 35+9 32+10
Mn retenido (ug/dia) 66 £ 17 52+11+4
Retencion de Mn (%) 34+£10 31+8

Tabla 6. Utilizacién digestiva y metabélica del Cu y Mn en los dias 28-35 del estudio. 2 C vs. CV,
P<0.05. Absorbido = I-F; (%) Absorcion = ( I-F) x100 / I: Retenido= |- (F+U); % Retencion = [ I-
(F+U)] x 100/ 1

La tabla 6 muestra la utilizacion digestiva de Cu y Mn; en este caso, se observa
que el grupo de ratas que han sido expuestas a vanadio presentan una menor ingesta de
cationes y una menor absorcion y retencion, cuando expresamos ese parametro en
valores absolutos. No obstante, si lo expresamos como porcentaje de la ingesta no hay

diferencias significativas entre ambos grupos.

En cuanto a la cantidad de metales en los diferentes tejidos estudiados (Tabla 7),
se observa que la suplementacion con BMOV produce incrementos de vanadio en todos

los tejidos. Ademas, hay un aumento de Cu en el rifion.

Por otra parte, el contenido de Mn en los tejidos estudiados no se ve afectado por

el tratamiento con vanadio.
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Grupos C V
Higado

V (mg/kg tejido seco) 0.043 £0.01 8.8+252
Cu (mg/kg tejido seco) 15+14 14+ 3.6
Mn (mg/kg tejido seco) 82+1.2 83x10
Rifion

V (mg/kg tejido seco) 0.12 £0.02 28 + 62
Cu (mg/kg tejido seco) 236 41 £108
Mn (mg/kg tejido seco) 35+05 3.8x0.2
Bazo

V (mg/kg tejido seco) 0.048 £ 0.01 0.19+0.182
Cu (mg/kg tejido seco) 19+£0.1 2.0£0.08
Mn (mg/kg tejido seco) 0.63+£0.05 0.66 + 0.07
Corazon

V (mg/kg tejido seco) 0.007 +0.002 1.25+0.182
Cu (mg/kg tejido seco) 12+1.6 12+0.9
Mn (mg/kg tejido seco) 1.2+0.14 1.4+0.13

Tabla 7. Contenido de V, Cuy M en los diversos tejidos estudiados en el dia 35 experimental. 2 C vs.
V, P<0.05
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El vanadio es un elemento traza ampliamente distribuido en la naturaleza,
esencial para algunas formas de vida, pero su papel como micronutriente, su
esencialidad y su actividad bioldgica y farmacol6gica no se encuentran completamente
establecidas. Dicho elemento se encuentra asociado con la regulacion, incremento del
transporte y metabolismo de la glucosa, asi como con el aumento de la sensibilidad al
receptor de la insulina. Debido a los altos niveles de V presentes en el medio ambiente,
su amplio uso industrial, su frecuente empleo como suplemento por diferentes tipos de
atletas (fundamentalmente culturistas) (Barceloux, 1999) y al creciente interés por sus
efectos farmacoldgicos, el estudio del metabolismo del vanadio constituye actualmente
una importante area de investigacion (Domingo et al., 1995, 1991; Michibata, 2012;
Oster et al., 1993; Thompson y Orvig, 2006a; Zaparowska y Scibior., 1998). Aunque
para algunos compuestos de vanadio se han completado los ensayos clinicos (Thompson
y Orvig, 2006a), sin embargo, se ha recomendado que el uso de los compuestos de
vanadio debe estar controlado hasta que se disponga de mas informacion sobre sus

posibles efectos tdxicos derivados de los tratamientos crénicos.

Como se ha comentado anteriormente, actualmente muchos aspectos del
metabolismo del vanadio no se encuentran bien establecidos, como lo son las
interacciones digestivas y metabolicas con otros elementos envueltos en la defensa

antioxidante.

Segln algunos autores (Kawabe et al., 2006; Thompson y Orvig, 2006a;
Yanardag y Tunali, 2006), el V al favorecer la metabolizacién de la glucosa, reduciria la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y en consecuencia prevendria el
dafo oxidativo ocasionado por la hiperglicemia. Pero muchos autores han asociado el V
con efectos pro-oxidantes porque altera el metabolismo de diversos elementos traza
como el Mg, Fe, Cu, Zn y Se (Oster et al., 1993; Sanchez-Gonzalez et al., 2012a;
Sanchez-Gonzélez et al., 2014a; Sanchez-Gonzalez et al., 2012b; S&nchez-Gonzalez et
al., 2014b; Scibior et al., 2014;, 2010, 2009; 2006). La presencia de estrés oxidativo se
ha encontrado asociada con cambios en la produccion de citokinas (Dye et al., 1999),
cambios inflamatorios (Pierce et al., 1996) y la presencia de tumores pulmonares
(Assem y Levy, 2012). Sin embargo, otros autores han sugerido que el vanadio puede

actuar como inhibidor en diferentes formas de cancer (Das et al., 2012).
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Aunque existe cierto grado de informacién sobre interacciones entre el V, Cu 'y
Mn (Rucker et al., 2002, Chen y Tan, 2012, Sdnchez-Gonzalez et al., 2014a).

En la presente tesis tiene como objetivo profundizar en el efecto de la exposicion
al vanadio en en modelos “in vitro” e “in vivo” y aportar nuevos datos sobre si el

tratamiento con vanadio a ratas diabéticas altera la homeostasis del Cu y del Mn.

Para la realizacion del estudio se selecciond el compuesto organometalico
bis(maltolato)oxovanadio(1VV) (BMOV), en lugar de la sal inorgdnica ya que ha
demostrado ser mas efectivo como agente hipoglucemiante, presenta mejor tolerancia y
menor toxicidad en modelos animales (Caravan et al., 1995; Thompson et al., 2006).

Ademas, es un compuesto estable en soluciones acuosas (Caravan et al., 1995).

El desarrollo del trabajo se ha realizado en dos fases:

A) En una primera fase se investigé el efecto de los tres metales, asi

como las diferentes combinaciones entre éstos sobre células de colon y de higado. En
primer lugar, se llevd a cabo el estudio de viabilidad con los ensayos MTT y cristal
violeta de varias dosis de cada uno de los metales estudiados (cobre y manganeso) por

separado durante tiempos de exposicion de 16 y 32 horas.

Tras esto, se seleccionaron ciertas dosis extraidas de los estudios individuales
para evaluar como afecta la combinacién de distintas dosis de metales a la viabilidad

celular con el método MTT.

Posteriormente, para comprobar el posible dafio ocurrido en el DNA se
determinaron los parametros momento de cola (tail moment) y momento de cola Olivé
(Oliveé tail moment) con el ensayo Comet sobre células hepaticas. Del mismo modo se

analizaron parametros relativos al DNA mitocondrial.

El interés creciente del estudio de las aplicaciones del vanadio como agente
insulinomimético y sus posibles usos para el tratamiento de la diabetes (Adam et al.,
2017), asi como de los estudios realizados combinando diversos metales como cobre y
manganeso (Li et al, 2017), nos condujo a plantear estos experimentos para poder

conocer con mayor exactitud el efecto de estos metales.
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Para la realizacion del estudio se seleccionaron células tumorales colonicas HT
29 y HepG2, esto responde al papel fisioldgico que ejerce el higado y el intestino en los
procesos de metabolismo y digestion en el organismo humano; quizd pueda pensarse
méas adecuada la eleccion de células que proceden del duodeno, tales como la linea
Caco-2, células de morfologia epitelial ya que es la region donde se produce la mayor
absorcion de estos compuestos, no obstante, la literatura muestra que gran parte de los
estudios realizados sobre exposicion de vanadio “in vitro” han sido desarrollados en
lineas celulares HT-29, debido a que pertenecen a células colénicas en los que se ha
detectado la presencia de ciertos transportadores que estan involucrados en la absorcion
de metales, como el transportador de iones divalente DMT1 (Johnston et al., 2006;
Takeuchi et al., 2005). Estas células también han sido empleadas en experimentos en los
que se estudia el metabolismo y absorcion de metales como hierro (Laparra et al.,
2009), vanadio (Ledn et al., 2015) y cobre (Zeng y Botnen, 2004). Son células de rapido

crecimiento y facil manejo.

Las células HepG2 son células ampliamente utilizadas en ensayos con metales,
asi se han empleado en estudios “in vitro” de selenio (Renko et al., 2017), hierro
(Krungchanuchat et al., 2017) y vanadio (Cunha-de Padua et al., 2017). Sobre la base de
los resultados obtenidos con las células HT-29, para los ensayos con la linea HepG2

solo se han llevado a cabo los estudios de viabilidad celular a 32h con MTT.

B) En una segunda fase se abordd "in vivo" el estudio del efecto del tratamiento
con 1lmg/dia a ratas, sobre la utilizacion digestiva y metabdlica del cobre y el
manganeso y su relacion con los niveles de leptina circulante, expresion génica de
hepcidina en higado y el contenido del vanadio, cobre y manganeso en el suero, rifién,
higado, bazo y corazdn, con el fin de conocer si el tratamiento produce interacciones a

nivel digestivo y tisular con los mencionados elementos.
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5.1. Estudios ""in vitro™ de viabilidad celular.

5.1.1. Sobre los estudios de viabilidad de células expuestas a diferentes

concentraciones de vanadio.

En primer lugar, ensayamos cuatro concentraciones de vanadio (350, 750, 1500
y 3000 pg/L), estas concentraciones fueron seleccionadas en funcion de los niveles
plasmaticos y hepaticos de vanadio que nuestro grupo encontré en estudios realizados
anteriormente in vivo (Sdnchez-Gonzalez et al., 2012a; Sanchez-Gonzalez et al., 2012b;

Sanchez-Gonzélez et al., 2014a).

Al finalizar los tiempos de exposicion (16 y 32 h) se determiné la viabilidad
celular usando los métodos de MTT Yy cristal violeta. La eleccion de los tiempos de
exposicion se realiz6 en base a que la mayoria de la literatura cientifica en los ensayos
de exposicion celular a metales varia entre las 14 y 72h (Chiarelli y Roccheri, 2012;
Kaczmarek et al., 2010).

Los resultados obtenidos muestran, tras la exposicion de las células HT-29 a las
cuatro concentraciones de vanadio durante 16 horas, aumento de la viabilidad a todas
las concentraciones ensayadas, aunque en el ensayo MTT no muestra efectos
significativos. Se puede concluir que ambos ensayos muestran patrones semejantes,

aunque solo se alcanza la significacion estadistica en los ensayos de cristal violeta.

Sin embargo, los ensayos de exposicién a BMOV durante 32h muestran, tanto
con células HT-29 como con células HepG2, una caida significativa de la viabilidad
celular respecto a los controles (Diagramas 1-5). Los resultados ponen de manifiesto
que la linea celular hepatica es mas sensible a la sobreexposicion a vanadio que la
colonica, hecho que se plasma en que los primeros hallazgos relativos al descenso de
viabilidad celular a tiempo de exposicién 32h se encuentran en la linea HepG2 a

concentracion de 750 ug V/L, concentracidon que no muestra efectos en la linea HT-29.

El hecho que la linea HepG2 sea mas sensible concuerda con lo obtenido por
otros autores respecto a que la captacion de algunos compuestos es dependiente de la

linea celular estudiada (Gonzales et al., 2015). Ademas, esta linea HepG2 ha sido la de
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eleccion para el estudio de la captacion tras la exposicion de BMOV (Nischwitz et al.,
2013).

Estos resultados, muestran que el tratamiento cronico con BMOV a las dos dosis
superiores presenta efectos toxicos sobre las células intestinales y hepéticas, lo cual
podria estar relacionado con los efectos prooxidante y proinflamatorios encontrados por
nuestro grupo en ratas en los experimentos "in vivo™ (Sanchez-Gonzalez et al., 2012a;
Sanchez-Gonzalez et al., 2012b, Sanchez-Gonzélez et al., 2014a). También podria
encontrarse relacionado con la hepatotoxicidad sefialada por otros autores en animales

de experimentacion (Srivastava, 2000).

5.1.2. Sobre los estudios de viabilidad de células expuestas a diferentes
concentraciones de cobre.

Otro grupo de los ensayos que realizamos fue el examen del efecto de la
exposicion a diferentes dosis de cobre, éstos se hicieron manteniendo las mismas

condiciones experimentales que las empleadas para el estudio de la de vanadio.

Las dosis elegidas de cobre corresponden la mas baja al valor sérico normal (1
mg Cu/L) y junto a ésta se ensayaron valores dobles y triples (2 y 3 mg Cu/L).

En todos los ensayos llevados a cabo con células HT-29, tanto a 16 como a 32 h
y para ambas técnicas ensayadas, las dosis 1 y 2 mg Cu/L tienden a mejorar la
viabilidad celular; mientras que la de 3 mg Cu/L se mantiene en valores proximos a la

de los controles (Diagramas 6-9).

No obstante, para células HepG2 a 32 h, hay un aumento de la viabilidad celular
en todas las concentraciones ensayadas, independientemente de la dosis (Diagrama 10).

Este aumento de la viabilidad celular asociada a dosis similares o ligeramente
superiores a las fisioldgicas de cobre, quiza pueda deberse a sus diversas acciones entre
las que destaca la capacidad antioxidante (Gaetke y Chow, 2003; Grasso et al., 2017).
Asi, la forma de la superoxido dismutasa que se sita en citoplasma y nucleo celular,
requiere la presencia de cobre para su centro catalitico sea activo, debido a esto, al tener
un aporte extra de cobre favorecera el desarrollo de la accion de la SOD y protegera a

las células de los posibles radicales libres aumentando su viabilidad.
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Se puede concluir, por tanto, que en nuestras condiciones experimentales, la
exposicion a cobre mejora la viabilidad celular de células HT-29 dependiente de la dosis
e independiente del tiempo de exposicion. Mientras que sobre las células HepG2 ejerce

su efecto independientemente de la dosis.

5.1.3. Sobre los estudios de viabilidad de células expuestas a diferentes
concentraciones de manganeso.

Posteriormente procedimos a realizar los estudios de la exposicion con
manganeso, repitiendo las condiciones que se hicieron con cobre. Al igual que en el
cobre, las dosis empleadas correspondieron a la dosis sérica normal (1 pg Mn/L) y
valores dobles y triples de esa cantidad (2 y 3 ug Mn/L).

Los ensayos de exposicion al Mn presentan evoluciones semejantes tanto a las

16h y 32h y son similares para las dos lineas celulares estudiadas (Diagramas 11-15).

En general, se puede afirmar que la exposiciébn a Mn tiende a mejorar la
viabilidad celular y esta es independiente de la dosis empleada. Sin embargo, cabe
resefiar que la viabilidad mejora al aumentar el tiempo de exposicion y que dichos
resultados son mas patentes con los ensayos de MTT.

Este incremento de la viabilidad en las células es atribuible a las propiedades
antioxidantes del manganeso al participar en la estructura de numerosas enzimas entre la
que destaca la superdxido dismutasa y que ya han sido reflejadas por otros autores en
otro tipo de ensayos (Cai et al., 2017; Coassin et al., 1992). La superoxido dismutasa
que necesita el Mn en su centro activo se encuentra en la membrana mitocondrial y por
tanto, influye en gran medida en la defensa antioxidante, asi, se puede intuir que la
presencia de Mn en el medio favorece su accion e impide que las especies reactivas de

oxigeno dafien a las células y permite un aumento de la viabilidad celular.

No obstante, otros autores reflejan que dosis altas de Mn provocan un descenso
en la viabilidad celular con el ensayo MTT originando una toxicidad al manganeso por
un mecanismo no muy bien conocido (Marreilha dos Santos et al., 2008); Las dosis
empleadas en el mencionado estudio para realizar la exposicion a las células fueron muy
superiores a las usadas en nuestros ensayos, por lo que se puede concluir que nuestras

dosis no producen esa toxicidad.
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5.1.4. Sobre los estudios de viabilidad combinando dos metales, cobre y

manganeso, vanadio y manganeso y vanadio y cobre.

En primer lugar, una vez seleccionadas las dosis que provocan los efectos
representativos de cada uno de los metales individuales, se procedio a la exposicion

combinada de parejas de metales.

En el caso del cobre y manganeso se usaron la concentracion sérica fisioldgica y
la mas alta empleada en los ensayos individuales. Para el vanadio se seleccionaron las
concentraciones de 1,5 mg y 3 mg V/L, ya que son las concentraciones que en los
estudios individuales producian efecto en las células sobre la viabilidad. EI tiempo de
exposicion en todos los casos fue de 32 horas, ya que los ensayos realizados a 16 horas

de exposicion no produjeron efectos toxicos en las células.

El ensayo empleado en todos los casos fue el MTT ya que mostrd detectar con

mayor sensibilidad los cambios ocurridos en la viabilidad celular.

Se estudio la combinacion del vanadio con Mn y Cu con la finalidad de conocer
si la adicion de estos metales a cultivos con vanadio podria compensar el efecto toxico

gue produce este elemento y mejorar la viabilidad celular.

Al combinar cobre y manganeso en células HepG2 encontramos que para dosis
de cobre elevadas se producia un aumento de la viabilidad independientemente de la
cantidad de manganeso; esto contrasta con los resultados obtenidos anteriormente y nos
da la posible indicacién de que en la combinacion de estos metales es el cobre el que
ejerce un papel mas importante en la proteccion de las células; incluso a dosis bajas de

los dos metales su viabilidad era inferior que para el grupo control (Diagrama 16).

Estos datos avalan que la exposicion de las células a estos metales genera un

aumento de la viabilidad asociado fundamentalmente a la cantidad de cobre.

Algunos autores han realizado estudios con la combinacion de algunos
elementos traza en los que se incluyen cobre y manganeso, para asociar la cantidad de
estos metales y el papel que estos juegan en diversos procesos fisiologicos y
fisiopatoldgicos (Sohrabi et al., 2017), encontrando que niveles normales de Cu y Mn
en diferentes tejidos protege de la accion de otros metales tdéxicos como el aluminio
(Al).




DISCUSION

Tras la adicion de Mn a dosis de 1 6 3 pug/L al medio de cultivo de células HT-
29, expuestas a las mayores dosis de vanadio, se aprecia una correccion del descenso en
la viabilidad celular provocada por el vanadio en condiciones semejantes (Diagrama
17). Este hecho se repite cuando combinamos V y Cu en las condiciones descritas

(Diagrama 18).

Por tanto, en cultivos celulares de HT-29 no se observaron cambios
significativos entre las diferentes muestras ensayadas independientemente de la cantidad
y del metal adicionado, lo que nos lleva a pensar que el efecto antioxidante ejercido por
estos metales ha compensado el dafio producido por el vanadio (Diagrama 3)

permitiendo una mayor supervivencia de las células a las dosis altas de vanadio.

En el caso de los cultivos de HepG2 los resultados mostraron en términos
generales, que la adicion Mn o Cu da lugar a resultados semejantes a los encontrados
con HT-29 (Diagramas 19 y 20). No obstante, hay que resaltar que la combinacion V
3mg/L- Mn 3ug/L conduce a una mejora significativa de la viabilidad celular en esta

linea celular (Diagrama 19).

5.1.5. Sobre los estudios de viabilidad en combinacion de tres metales.

Para este ensayo se seleccionaron las dosis mas altas de cada uno de los metales
(V, Cu, Mn) en los experimentos anteriores, ya que con ellas se pusieron de manifiesto
el efecto toxico del vanadio y los efectos protectores del cobre y manganeso. Los
ensayos de viabilidad se han realizado con MTT en células HepG2 a 32h de exposicién

(Diagrama 21).

Al combinarlas en general no se observan diferencias significativas entre cada
uno de los grupos, mostrando sin embargo, una tendencia a presentar los valores de
viabilidad celular mas altos en los grupos en los que la cantidad de vanadio es mas baja.
El dnico cambio significativo se encontré en las células que habian sido expuestas a la
concentracion de vanadio mas baja y a la concentracion de cobre mas alta. Ademas, los
ensayos frente a los que presentd diferencias significativas en la viabilidad celular, la

mayoria presentaban la concentracién superior de vanadio y la inferior de cobre.

Por tanto, podemos suponer que en este ensayo la asociacién de metales

antioxidantes ejerce un efecto protector a las células HepG2 tras adicionarles vanadio y
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que este efecto es méas intenso con la presencia de dosis altas de cobre, al igual que
ocurria en los ensayos realizados por parejas de cobre y manganeso solos, en las que las

dosis altas de cobre ejercian un efecto beneficioso en la viabilidad celular.

Por otra parte, contrasta con lo encontrado en la asociacion entre vanadio y
manganeso por separado, en la que dosis altas de manganeso provocaban un aumento de
la viabilidad, por lo que podemos concluir que cuando ambos metales estan presenten,

el efecto protector parece deberse en mayor medida al cobre.

5.2 Sobre los estudios de dafio en ADN nuclear. Comet.

En los ensayos de viabilidad celular se puso de manifiesto el efecto protector que
ejerce la adicion de metales antioxidantes como el manganeso y el cobre a células

expuestas a vanadio, pero no el mecanismo involucrado.

Para profundizar en el estudio, células HepG2 se sometiron a las mismas dosis
de metales (V, Cu y Mn) y se llevd a cabo el ensayo de Comet, obteniendo los

pardmetros tail moment (TM) y tail moment Olivé (OTM).

La figura 10 muestra que la exposicion por separado de cobre 0 manganeso o de
ambos conjuntamente, no ocasionan dafio alguno en el ADN, esto concuerda con los
resultados obtenidos en los estudios de viabilidad, en los que en estas concentraciones

habia un aumento de la viabilidad respecto a control.
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Figura 10: imagenes obtenidas tras la exposicion de células HepG2 a metales antioxidantes: A)
concentracién 3 mg Cu/L; B) concentracion 3 mg Cu/L-3 ug Mn/L; C) concentracion 3ug Mn/L.

Estos efectos, quiza se deban al papel antioxidante de estos metales como ya han
puesto de manifiesto por otros autores que han sefialado la mejoria del status
antioxidante asociado al cobre en estudios in vivo (Gu et al., 2017.; Mohamed, 2017).
También se ha descrito su accién antioxidante asociada normalmente al papel que ejerce
la superdxido dismutasa (Gu et al., 2017) e incluso se han realizado ensayos focalizados
sobre la importancia de la superéxido dismutasa asociada al manganeso como
antioxidante (Long et al., 2017). En otros trabajos, se estudia la asociacion del
manganeso con otros metales destacando su papel antioxidante (Aguirre y Culotta,
2012), en este caso se estudiaba la relacién con el hierro y se hace hincapié en el papel

que juega el Mn como cofactor de la superoxido dismutasa.
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Figura 11: imégenes obtenidas tras la exposicion de células HepG2 a una concentracion de vanadio
3 mg/L.

La figura 11 muestra un gran dafio en la estructura del ndcleo celular causada
por la exposicion a vanadio. Esto concuerda con los resultados obtenidos en los estudios
de viabilidad para el vanadio y ha sido reflejado por otros autores, que han manifestado
la toxicidad producida por el vanadio a nivel cardiovascular, respiratorio y en el sistema
reproductor, provocada por la exposicion al vanadio (Domingo, 1996); incluso en los
ultimos afios se ha comprobado las alteraciones en la memoria y neuroldgicas atribuidas

al vanadio en ratas (Sun et al., 2017).

Las siguientes imagenes (Fig 11) muestran que al combinar el vanadio con algun
metal antioxidante disminuye tanto el valor de TM como el de OTM. En el caso del
OTM, los valores encontrados al afiadir los metales antioxidantes son similares entre
ellos. Sin embargo, para el TM se aprecia un descenso significativo al combinar con
vanadio los dos metales a la vez, mientras que no se observan diferencias entre los

ensayos en los que solo se combinan vanadio y cobre o vanadio y manganeso.
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Figura 12: imagenes obtenidas tras la exposicion de células HepG2 a metales antioxidantes: A)
concentracién 3 mg V/L-3 mg Cu/L; B) concentraciéon 3 mg V/L-3ug Mn/L; C) concentracién 3 mg
V/L-3 mg Cu/L-3 ug Mn/L.

Este hallazgo no concuerda con los estudios de viabilidad en los que al combinar
el metal antioxidante con el vanadio la viabilidad celular volvia a ser similar a la
control, en este caso se aprecia que aunque disminuye el dafio ocasionado a nivel del
ADN, este dafio sigue presente y es significativamente superior a las células control,
este hecho nos lleva a pensar que a pesar del dafio que ocasiona en ADN, puede que esta

lesion no sea suficiente para ocasionar un descenso en la viabilidad celular significativo.

Por otra parte, los resultados de TM muestran que la combinacion del cobre con
el vanadio tiene un valor inferior a la combinacién con manganeso, lo que lleva a pensar
que el cobre ejerce un efecto protector mayor que el manganeso al combinarlos solos
con el vanadio (al igual que ocurria en los estudios de vialidad combinando el vanadio
con un unico metal); sin embargo, al combinarlos los tres se apreciaba un efecto mas
intenso ejercido por el cobre (al igual que en el caso del TM). Ademas, el valor de TM

fue inferior al combinar vanadio con cobre, esto es similar a lo ocurrido con los estudios
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de viabilidad en los que al combinar todos los metales las combinaciones que contenian
menor concentracion de cobre eran las que presentaban una viabilidad més baja, lo que
lleva a pensar que en nuestras condiciones experimentales el cobre ejerce un efecto

protector mas intenso que el manganeso.

Globalmente estos resultados permiten afirmar que la presencia de vanadio
genera un dafio oxidativo en el ADN alteraciones que son provocadas por las ERO que
alteran los acidos nucleicos, ciertos estudios ponen de manifiesto que la exposicion al
vanadio en ratas genera dafios en la defensa antioxidante dando como resultado un
descenso de algunas enzimas antioxidantes en el suero (Kurt et al., 2011) y que este
dafio disminuye al estar presente metales con papel antioxidante como el cobre, el
manganeso 0 ambos, probablemente debido a su papel en el correcto funcionamiento de
ciertas enzimas; siendo mas intenso el papel corrector de estos metales al estar los dos

presentes.

5.3. Sobre los cambios en el contenido de V, Cu y Mn en células HepG2 tras 32

horas de exposicion a dichos elementos aislados o combinados (Tabla 5).

Es conocido que cobre y manganeso pueden ser transportados a través de la
membrana celular por el mismo transportador, el transportador de metales divalentes
(DMT1) (Gunshin et al., 1997; Mackenzie et al., 2007). Sin embargo, existe poca
informacién sobre la capacidad del vanadio para modificar la expresion del
transportador. Del mismo modo se desconoce si la sobreexposicion a vanadio puede
alterar la funcionalidad del transportador. Recientemente se ha observado que en ratas
expuestas a VOzNa, suministrado en el agua de bebida, la expresion del DMT1 en los
hemisferios cerebrales y en higado, no se modifica significativamente, mientras que

disminuye en rifién (Scibior et al., 2014).

La exposicion de los cultivos celulares a V y Cu, individualmente, conduce a un
incremento del contenido celular de ambos metales como era de esperar. La exposicién
a V, ademas, incrementa el contenido intracelular de Cu y Mn vy la exposicion a Cu,
incrementa el contenido intracelular de este metal, sin modificar los de V y Mn. Estos

resultados indican que la presencia de V en el medio de cultivo facilita la entrada de Cu
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y Mn en las células, lo que parece indicar que el vanadio es capaz de cotransportar Cu y
Mn. Sin embargo, estos resultados solo han podido ser confirmados parcialmente en los
estudios “in vivo” (se discuten en el siguiente apartado), en los que solo se han
encontrado incrementos tisulares de Cu en el rifidén, en las ratas tratadas con vanadio
(Sanchez-Gonzaélez et al., 2014a); (Tabla 7).

La exposicion a Mn ocasiona el efecto opuesto, induce una salida de los
hepatocitos de los tres metales. Parece que el Mn no solo bloque su propia entrada, sino
que ademas facilita el movimiento de los tres elementos hacia el exterior. Curiosamente
cuando las células se exponen a los dos elementos conjuntamente (Cu y Mn), los tres
metales alcanzan una concentracion intracelular intermedia entre las observadas cuando
exponen a Cu o Mn por separado. Parece que existe una compensacion entre el efecto
encontrado para el Cu solo (promueve la entrada Cu y no modifica movimientos de V' y
Mn) y el observado para el Mn (promueve la salida de los tres).

La exposicion conjunta a V' y Cu 0 a V y Mn, en general, da lugar a una
repeticion de las tendencias en los movimientos de iones descritos para los tratamientos
individuales. Cuando se expuso a las células a V y Cu de forma combinada,
incrementaron los niveles intracelulares de ambos elementos, pero sin alcanzar los
valores observados en las exposiciones individuales. EI Cu tampoco alcanz6 dichos
niveles cuando las células se expusieron a Cu y Mn conjuntamente. La presencia de V
permite entrada de Cu semejante a la que se aprecia en el tratamiento individual de V, a
pesar de la adiciéon de Cu en el medio. En nuestra opinion la presencia de V en el medio
limita significativamente la entrada de Cu en los hepatocitos, aunque no la impide. El
tratamiento conjunto con V y Mn, permite una entrada de V semejante a la ocasionada
por V 'y Cu, pero como ocurria con la exposicion a Mn solo, se observa un descenso del
contenido de Cu y Mn, alcanzando valores semejantes a los observados en el
mencionado experimento. Se puede pensar, que de nuevo, la presencia de Mn no solo

bloquea la entrada de Cu y Mn, si no que facilita su salida.

Por ultimo, la incorporacion al medio de cultivo de los tres metales da lugar a
una incorporacion de V' y Cu a los hepatocitos, alcanzando el V valores semejantes a los
encontrados cuando las células se exponen solo a V' y en el caso del Cu encontramos un
contenido intracelular, aproximadamente, la mitad al observado con el tratamiento de

Cu solo. En el caso del Mn, la concentracion encontrada es semejante a la descrita para
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los tratamientos Cu/Mn 'y V/Cu. En este caso de nuevo se observa el mismo fenémeno,
la presencia de Cu favorece la incorporacion de Mn, aproximandolo a valores proximos
a los controles, compensando, en parte, la salida de Mn que se produce cuando se

expone a él solo o con V.

En general, se puede afirmar que existen interacciones entre los metales
ensayados, resultando de gran interés el comportamiento del Mn individualmente, que
parece ocurrir en contra de lo esperado; la capacidad del V para limitar el transporte de
Cu y el efecto del Cu favoreciendo la incorporacion del Mn a los hepatocitos. Estos
efectos que, como se ha mencionado, los consideramos de gran interés, en estos

momentos desconocemos las causas que los originan.

Los resultados obtenidos en estos experimentos, apoyan en parte los obtenidos
en los experimentos de viabilidad, confirmando la importancia de la presencia del Cu.
En nuestra opinion estas interacciones entre los tres elementos merecen ser investigados

con mayor profundidad por su posible repercusion sobre la toxicidad del vanadio.

5.4. Sobre los experimentos de delecién y nUmero de copias de ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial humano (ADNmt) tiene una estructura circular con 16569
pares de bases, que codifica 13 polipéptidos de cadena respiratoria y dos ribosomales y
22 ARN de transferencia (Yamada et al., 2006).

El estudio de las deleciones y de las variaciones en el nimero de copias del
ADNmt han sido muy empleadas en los Gltimos afios ya presentan asociaciones con el
desarrollo de ciertas enfermedades como la diabetes mellitus (Yamada et al., 2006) y

ciertos tipos de cancer (Yu., 2011).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que, a diferencia del Cu y el Mn,
el vanadio produce un efecto deletéreo significativo en el ADNmt, efecto que se reduce
cuando es coadministrado con Cu y Mn, pero de un modo significativo con Mn,
componente de la enzima SOD mitocondrial, dependiente de Mn

Estos resultados obtenidos sobre el ADN mitocondrial estan en consonancia con

los obtenidos en el estudio del ADN nuclear por el ensayo del comet, observando que el
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efecto deletéreo del vanadio en el que sigue el mismo patron. Esto confirma el dafio
oxidativo del V y que su toxicidad esta ligada al dafio provocado en la estructura del
ADN. Ademas, ambos ensayos muestran que dicha toxicidad disminuye al afadir los
metales con caracteristicas antioxidantes (estos metales estan muy relacionados con el
funcionamiento de las mitocondrias, especialmente el Mn que participa en la SOD
mitocondrial) y que el efecto protector es mayor al combinar los dos metales, pero que

no lleva a valores similares al control.

Esta tendencia también es observada en los estudios de viabilidad, en la que la
viabilidad es menor tras la exposicion a V y disminuye significativamente este efecto al

exponer a las células de forma simultanea con Cu y/o Mn.

La retencion celular de vanadio disminuye cuando es coadministrado con Cu o
con Mn, pero es semejante a cuando se administran los 3 metales simultaneamente. Este
efecto muestra una concordancia directa con los hallazgos de deleciones mitocondriales.
Es posible que el efecto reductor de las deleciones cuando se administra por pares V/Cu
0 V/Mn se deba al descenso en la retencion celular de V, mientras que la administracion
conjunta de los 3 metales mantiene el semejante nivel de retencion de V intracelular, lo

que ocasionaria el mayor efecto deletéreo sobre el ADNmt observado.

Por otra parte puede observarse que el nimero de copias de ADNmt es
significativamente inferior en los grupos expuestos a los pares Mn/Cu y Mn/V, grupos
en los que a esas mismas dosis, se encontré un incremento significativo de la viabilidad
celular. Algunos autores sefialan el valor del nimero de copias como un marcador del
recambio o “turnover” mitocondrial (Fukuoh et al., 2014; Ikeda et al., 2013), cabe
pensar en este caso que al ser el Mn un elemento implicado en la defensa antioxidante
mitocondrial, sus células presentan una menor tasa de reposicién ya que son menos
castigadas, y por tanto con mayor tasa respiratoria, demostrando que este metal ejerce

ese “efecto protector” sobre las mitocondrias.

Este mismo efecto pero a la inversa es encontrado para la concentraciéon de 3
mgV/L donde se han encontrado un incremento significativo del nimero de copias de
ADNmMt conjuntamente con un descenso de la viabilidad celular (prueba del MTT) en
células HT29 al cabo de 32 horas, un incremento en el dafio en ADN nuclear (ensayo de
comet) y un aumento de la presencia de deleciones en el ADN mitocondrial. En este

caso, el aumento del nimero de copias de ADNmt podria deberse a un aumento del
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turnover mitocondrial, aumentando la biogénesis mitocondrial para compensar la

presencia de mitocondrias dafiadas y con baja funcionalidad.

5.5. Estudios realizados “in vivo”

5.5.1. Sobre los parametros de peso, ingesta de agua y alimento y leptina.

En el presente estudio se ha encontrado que el vanadio disminuye la ingesta de
alimento y de agua (Tabla 3), dichos efectos han sido asociados con la menor ganancia
de peso (Sanchez-Gonzalez et al. 2012a; Oster et al. 1993; Scibior et al. 2006). El
vanadio también ocasiona un descenso de los niveles séricos de leptina (Tabla 4). La
leptina es una adipokina sintetizada principalmente en el tejido adiposo, en cantidades
directamente relacionadas con la masa del tejido adiposo. Esta hormona participa en la
regulacion del apetito (reduciendo la ingesta de alimentos) y por tanto en el consumo
energético (Jéquier,2006; Almanza-Perez et al. 2008). La menor ganancia de peso
observada en el grupo tratado con vanadio indica que estas ratas tienen una menor
cantidad de tejido adiposo, lo que podria explicar los menores niveles circulantes de
leptina. El descenso de la leptina sérica deberia haber causado un incremento de la
ingesta de alimento y por tanto, del peso corporal; no obstante, en nuestro estudio se ve
el efecto opuesto, quiza este efecto se deba a una accion directa del vanadio en el
sistema nervioso central. Asi, algunos autores han puesto de manifiesto que el vanadio
incrementa la transduccion de la sefial de la leptina (Wilsey et al., 2006), lo cual podria
explicar como, en nuestro estudio, menores niveles de leptina se encuentran

acompariados de una reduccién de la ingesta de alimentos y del peso corporal

5.5.2. Sobre la utilizacion digestiva y metabolica del cobre y manganeso.

Los resultados obtenidos muestran que las ratas que han sido tratadas con
vanadio tienen una ingesta menor de ambos cationes objeto de este estudio (Cu y Mn,
Tabla 3), la menor ingesta va acompariada de una menor absorcién y retencion cuando
se expresan en valor absolutos, no obstante, al expresarlo como porcentaje de la ingesta

no hay diferencias significativas entre ellas.
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El hecho que disminuya la absorcién de Cu y Mn con la presencia de V puede
deberse a diversos factores, asi, puede estar condicionado simplemente por una menor
ingesta de alimento. Por otro lado, se conoce que el transportador de metales divalentes
(DMT-1) estd ampliamente distribuido a lo largo del duodeno e interviene en la
absorcion de Cu y Mn (Zheng et al., 2012) y que este transportador también participa en
la absorcion de V (Mackenzie et al., 2007), sin embargo, se conoce muy poco sosbre Si
el vanadio es capaz de bloquear y/o modificar la expresion del transportador. Para
analizar la posibilidad de que la ingesta de vanadio pudiera interferir bloqueando y/o
modificando la expresion de DMT-1 a nivel intestinal, estudiamos la absorcion
digestiva de Cu y Mn, cationes que como ya se ha comentado son transportados por
dicho transportador. Los resultados obtenidos en este presente estudio muestran gue no
hay diferencias significativas cuando la absorcion de ambos cationes se expresa como
porcentaje y por tanto, las menores cantidades absorbidas en valores absolutos son una
consecuencia directa de la menor ingesta. Esto nos hace pensar que el vanadio no
bloquea ni afecta la expresion del transportador DMT-1. Nuestro grupo ha analizado la
expresion del DMT-1 en el rifidn y no ha observado cambios significativos entre las

ratas control y las tratadas con vanadio (resultados no publicados)

3

Fold increase

CONTROL VANADIUM

Figura 13. Efecto del tratamiento con vanadio sobre la expresion genética de la hepcidina en
higado (*P<0.05 vs grupo control).

Por otro lado, se ha sugerido que el Mn podria modular la expresién de la
hepcidina, y en consecuencia los cambios plasmaticos de Mn podrian atenuar o
incrementar los niveles de hepcidina (Bartnikas, 2012), también se ha sugerido que el
Mn es un substrato de para la ferroportina. Sin embargo, no se han observado cambios

en la salida de Mn>* en oocitos que expresan ferroportina (Mitchell et al., 2014). Por
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tanto, en nuestras condiciones experimentales, el Mn no parece verse afectado por en el
incremento de la expresion de hepcidina encontrada en las ratas tratadas con vanadio
(Tabla 4), este hecho si que parece encontrarse ligado a cambios en la homeostasis de
hierro (Sanchez-Gonzalez et al., 2014b).

Los resultados obtenidos en este punto ponen de manifiesto que las diferencias
observadas en el cobre y manganeso absorbido y retenido se deben al efecto del
tratamiento sobre la ingesta de alimento y no a efectos del vanadio sobre la utilizacién

digestiva y metabdlica de ambos elementos.

5.5.3. Sobre el contenido de V, Cuy Mn en los tejidos estudiados.

Los resultados encontrados ponen de manifiesto que la exposicion de ratas sanas
a 1 mgV/dia, aunque produce un descenso significativo en la ingesta, absorcién y
retencion absoluta del Cu y Mn, no modifica los niveles circulantes de ambos elementos
(Tablas 3y 4).

El tratamiento tampoco modifica significativamente el contenido de ambos iones
en higado, bazo y corazon, solo encontramos un incremento significativo de la

concentracion de cobre en el rifidn (Tabla 7).

Nuestro grupo en publicaciones anteriores puso de manifiesto que el tratamiento
con vanadio a ratas sanas o diabéticas normalmente conduce a una redistribucion tisular
de los distintos elementos estudiados. En algunos casos se ha observado que podria ser
debido a interacciones con el vanadio, en otros se ha asociado a cambios en la
utilizacion digestiva y metabdlica del elemento ocasionada por el tratamiento, sin
embargo, en otros casos no se ha podido asociar a ninguna de las causas anteriores
(Sanchez-Gonzalez et al., 2012a; Sanchez-Gonzélez et al., 2014a; Sanchez-Gonzalez et
al., 2012b; Sanchez-Gonzalez et al., 2014b).

En el presente trabajo hemos encontrado tanto el vanadio ingerido, como los
niveles de vanadio circulantes correlacionados linealmente con el contenido de Cu en el
rifidn (r=0.554 y r=0.510 respectivamente; P<0.05 en ambos casos). La presencia de las

mencionadas correlaciones hacen pensar en la posible existencia de interacciones entre
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el vanadio y el cobre a nivel renal y, ademas, justificaria la tendencia a disminuir la

excrecion urinaria de cobre, aunque dicha tendencia no alcance significacion estadistica.



6. CONCLUSIONES







CONCLUSIONES

Sobre los estudios “in vitro”.

12.- La exposicion de las células HT-29 a las cuatro concentraciones de vanadio durante

16 horas, aumenta su viabilidad a todas las concentraciones ensayadas

22.- El bis(matolato)oxovanadio(lV) a las dos dosis superiores ensayadas a las 32 horas
de exposicion, muestra efectos toxicos tanto sobre las células intestinales como las
hepaticas, lo que podria estar relacionado con los efectos prooxidantes y

proinflamatorios encontrados por nuestro grupo en ensayos realizados en ratas

32.- En términos generales, la adicion de cobre y/o manganeso al medio de cultivo
tiende a mejorar la viabilidad celular, tanto en las células HT-29 como en las HepG2.
En nuestras condiciones experimentales el efecto de la exposicion al cobre es debido a
la dosis y no al tiempo de exposicion, mientras que los efectos ocasionados por la
exposicion al manganeso se encuentran relacionados con el tiempo de exposicion y son
independientes de la dosis empleada. Al exponer la linea celular HepG2 de forma
simultanea a cobre y manganeso a la dosis mas elevada de cobre, se produjo un aumento
de la viabilidad celular independientemente de la concentracion de manganeso, lo que
indica que en la combinacién de estos metales es el cobre el que ejerce un papel mas

importante en la proteccion de las células.

42 - La adicidn de cobre 0 manganeso separadamente al medio de cultivo tras la adicién
de vanadio, mejora la viabilidad celular, eliminando los efectos toxicos producidos por
el tratamiento con vanadio, siendo las dosis altas de cobre las que ejercen un efecto
beneficioso en la viabilidad celular. La adicién conjunta de cobre y manganeso ejerce
un efecto protector en las células HepG2 tras adicionarles vanadio, siendo este efecto
mas intenso para las altas dosis de cobre, al igual que ocurre en los ensayos realizados

por parejas.

52.- Los resultados ponen de manifiesto que la linea celular hepatica es mas sensible a la
sobreexposicion a vanadio que la coldnica, hecho que se plasma en que los primeros
hallazgos relativos al descenso de viabilidad celular se encuentran en la linea HepG2 a
concentracion de 750 pug V/L, concentracion que no muestra efectos en la linea HT-29 a

tiempo de exposicion 32h
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62.- La exposicion a vanadio genera un dafio oxidativo en el ADN nuclear, dafio que
disminuye al adicionar al cultivo cobre y/o manganeso, siendo més intenso el papel

“corrector” de estos metales cuando ambos estan presentes.

72.- La retencion celular de vanadio disminuye cuando es coadministrado con Cu o con
Mn, pero es semejante a cuando se administran los 3 metales simultdneamente. Este
efecto muestra una concordancia directa con los hallazgos de deleciones mitocondriales.
Es posible que el efecto reductor de las deleciones cuando se administra por pares V/Cu
0 V/Mn se deba al descenso en la retencion celular de V, mientras que la administracion
conjunta de los 3 metales mantiene el semejante nivel de retencion de V intracelular, lo
que ocasionaria el mayor efecto deletéreo sobre el ADNmt observado cuando las células

son expuestas a V de forma combinada.

82.- Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que, a diferencia del Cu y el Mn, el
vanadio produce un efecto deletéreo significativo en el ADNmt, efecto que se reduce
cuando es coadministrado con Cu y Mn, pero de un modo significativo con Mn,

componente de la enzima SOD mitocondrial, dependiente de Mn

92.- El ndmero de copias de ADNmt es significativamente inferior en los grupos
expuestos a los pares Mn/Cu y Mn/V, grupos en los que a esas mismas dosis, se
encontrd un incremento significativo de la viabilidad celular, hecho que puede atribuirse
a que, al ser el Mn un elemento implicado en la defensa antioxidante mitocondrial, sus
células presentan una menor tasa de reposicién y posiblemente con mayor tasa
respiratoria. De un modo inverso, en células expuestas a la mayor concentracion de
vanadio ensayada, se han encontrado un incremento significativo del nimero de copias
de ADNmt conjuntamente con un descenso de la viabilidad celular en células HT29 al
cabo de 32 horas, un incremento en el dafio en ADN nuclear y un aumento de la
presencia de deleciones en el ADN mitocondrial. En este caso, el aumento del nimero
de copias de ADNmt podria deberse a un aumento del turnover mitocondrial,
aumentando la biogenesis mitocondrial para compensar la presencia de mitocondrias

dafadas y con baja funcionalidad.



CONCLUSIONES

Sobre los estudios “in vivo”.

102.- Los descensos del cobre y manganeso absorbido y retenido, encontrado en las ratas
tratadas con vanadio cuando se expresan en valores absolutos, se encuentran
ocasionadas por el efecto del tratamiento sobre la ingesta de alimento, y no a efectos del
vanadio sobre la utilizacion digestiva y metabdlica de ambos elementos.

112.- En nuestras condiciones experimentales, el tratamiento con vanadio a ratas
aumenta significativamente la expresion genética de hepcidina hepética. El incremento

en la expresion de esta hormona no modifica la homeostasis de ambos metales.

122 - El tratamiento con vanadio no modifica significativamente el contenido de cobre o
manganeso en suero higado, bazo y corazén, solo se encontré6 un incremento
significativo de la concentracion de cobre en el rifion. En términos generales, se puede
afirmar que la exposicion de las ratas a 1 mg V/dia, suministrado en el agua de bebida
como bis (matolato) oxovanadio 1V, no altera de modo relevante la homeostasis de los
elementos estudiados.
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