UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

FACULTAD DE MEDICINA

ALTERACIONES MORFOLOGICAS DEL NUCLEO
DE LINFOCITOS DE RATONES EXPUESTOS
A LA INHALACION AGUDA, SUBAGUDA
Y CRONICA DE V205.
PARTICIPACION DE LAS LAMINAS NUCLEARES.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

P R E S E N T A

VIANEY RODRIGUEZ LARA

DIRECTORA DE TESIS: DRA. TERESA IMELDA FORTOUL VAN DER GOES

MEXICO, D. F. JUNIO, 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS




Agradezco el apoyo brindado para la realizacidén de este trabajo a:

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA 'Y TECNOLOGIA

(CONACYT) Numero de Becario 203450

PAPIIT-DGAPA-UNAM PROYECTO 200606

Del mismo modo agradezco al comité tutoral por su apoyo y sus valiosas
aportaciones para poder llevar a cabo este trabajo

Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia
Dr. Eduardo Garcia Zepeda
Dra. Fortoul van der Goes

Dr. Mario Altamirano Lozano

Dr. Rogelio Hernandez Pando




Agradezco el apoyo y la ensefianza de la técnica y el procesamiento de los tejidos para
Microscopia Electrdnica de Transmision a:

Bidl. Armando Zepeda Rodriguez
Dr. Adrian Rondan Zarate
Dra. Silvia Antuna Bizarro
M. en C. Patricia Bizarro Nevares
Dra. Laura Colin Barenque

Téc. Francisco Pasos Najera

De la misma forma, agradezco el apoyo al laboratorio de Técnica Histoldgica. Depto. de
Biologia Celular y Tisular. Facultad de Medicina. UNAM. A cargo de la Téc. Verdnica
Rodriguez Mata. Asimismo, agradezco el apoyo técnico a Téc. Judith Reyes Ruiz.

A la unidad de Bioterio de la Facultad de Medicina. UNAM. A cargo del Dr. Enrique Pinzén.
Por el apoyo continuo para el desarrollo del proyecto.

Al M en C. Francisco Javier Garcia Vazquez del Departamento de Patologia. Del Instituto
Nacional de Pediatria. Por su apoyo y capacitacion para aprender la técnica de
inmunofluorescencia.

Agradezco el apoyo en la ensefianza de la técnica y manejo del Citémetro de Flujo al Bidl.
German Aleman Muench, asi como al Bidl. J. Ramsés Chavez Rios. Instituto de Ciencias
Biomédicas. UNAM.

A la unidad de Citofluorometria del Instituto de Biomédicas. UNAM. A cargo de la Dra.
Gloria Soldevila




AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS




A MIS QUERIDOS PADRES: Por todo su amor, su tiempo, paciencia, por sus cuidados y
apoyo. Por ensefiarme a ser lo que soy, por alentarme en los momentos dificiles, por estar
conmigo siempre, por impulsarme a alcanzar mis suefios y por apoyarme a realizar ésta
una de mis grandes metas. Por luchar para poder vivir y ver realizados nuestros suefios!!!.
Por estar con nosotras. LOS QUIERO CON TODO MI CORAZON SIEMPRE. MIL GRACIAS!!!1,
Les dedico con mucho amor este trabajo.

A MIS HERMANAS: Por su apoyo, carifio y compaiiia, por estar juntas en las buenas y en
las malas, por todo lo que hemos compartido. jLas quiero mucho!. Sean tan grandes como
guieran ser. jLes toca a ustedes!

A MIS ABUELITOS: Por su carifio, amor, cuidados y apoyo incondicional, por darme animo
para seguir adelante y por estar conmigo siempre! Los quiero mucho abuelitos!!!, les
dedico con amor este trabajo.

A MI FAMILIA:

A mis tios; Arturo Lara, Verdnica Lara, Leticia Lara, Claudia Lara, Ma. De las Nieves
Rodriguez, Elvira Rodriguez y Adela Rodriguez. Por su carifio y por estar con nosotros
siempre, por todo su apoyo en los momentos dificiles y por todo su amor. MIL GRACIAS.
Los quiero mucho.

A todos mis primos, por estar con nosotros en las buenas y en las malas, por su apoyo
para poder desarrollarme.




A JOAQUIN (mi futuro esposo): Por estar conmigo siempre, en los momentos felices y en
los dificiles, por ser mi fuerza y mi luz, por todo lo que hemos compartido, los dias de
trabajo y las aventuras de cada dia, por todo el amor y el apoyo que me brindas siempre.

Por haber llegado a mi vida.

Gracias Amor.

TE DEDICO ESTA TESIS CON MUCHO CARINO

TE AMO POR SIEMPRE

Porque nuestras alas son del tamafio de nuestros suefios.




A Tere Fortoul: Por todo tu carifo, amistad, apoyo incondicional en las buenas y en las
malas, por tu tiempo, paciencia, tus valiosas ensefianzas y por impulsarme a ser mejor
cada dia. Por todo lo que me has ensefiado, de todo corazéon MIL GRACIAS TERE. TE
QUIERO MUCHO!!!.

A mis amigos: Carlos Falcon, Nelly Lopez, Sofia Lopez, por su amistad, compaiiia y por todo
lo que hemos compartido en el laboratorio. Los quiero mucho!

A mis amigos y compaferos de Laboratorio: Patty Bizarro, Laura Colin, Adriana Villalba,
Gaby Pifidn, Gumaro Cano, Sofia, Adrian, Vero Rodriguez, Judith Reyes, Miguel Herrera,
Dr, Castell y Betty por su amistad compania y valiosos consejos.

A Patty Roa y Sire: Por su amistad y apoyo incondicional. Las quiero mucho chicas.
A mis amigas Sandra y Gala: Por compartir esta etapa conmigo, por su amistad y carifio.
A German Aleman: Por su amistad, tiempo, paciencia y valiosas ensefianzas. Gracias!!!

A Dianita, Ramsés, Erika, Anita: Por su compafiia en los dias de experimentos en
Biomédicas y por todo su apoyo. Gracias

A mi Equipo: Por ser la persona increible que eres, por tu amistad, tu compaiiia en los
momentos felices y tristes, por ensefarme a disfrutar la vida, por las risas, travesuras y
momentos inolvidables, GRACIAS mi equipo. TE QUIERO MUCHISIMO SIEMPRE! (Number
One for ever).

A José Luis y Anita: Por su amistad y los buenos tiempos. Los quiero mucho!

A MI FAMILIAY ATODOS USTEDES POR SER MI FORTALEZA'Y MI LUZ




iNDICE

Pag.
L. RESUMEN e e b s e s 1
ADSEFACt e e s e s e 3
2. INTrOQUCCION ..ottt ettt e be s et st e et et b e et st sentebene s 4
2.1 Contaminacion AmDbBIENtal ... e et e 4
2.1.1  Contaminacion del AIre ..ot st e 5
2.1.2 Contaminacion del Aire en las Grandes Urbes  ......ccoeveviicincie e 5
2.1.3 Contaminacion del Aire y Salud ......cveieieieee e e 6
2.1.4 Contaminacion del Aire por Metales Pesados  .....ccccceiviveececcececeseeceeeens 8
2.2 VANAAI0 e et e e e s et st e r s e n et e R s en e enes 10
2.2.1 GeNeralidades .o et e e e 10
2.2.2 Propiedades FiSiCO-QUIMICAS  .icoiviiieceieeierisr ettt e er s sae v 10
2.2.3 Fuentes de Vanadio y Vias de EXpOSiCiON  ....cccveveeeeeceievieeeer e 11
2.2.4 Toxicocinética y TOXicOdiNamia  ...ccccccceieiniireicece et sr s ere v e 12
2.2.5 Efectos enlaSalud HUMaNa ... s 15

2.2.6 Efectos Sistémicos del Vanadio. Modelos Experimentales .........ccccecueeeee. 16

2.2.7 Efectos del Vanadio a Nivel Celular. Modelos Experimentales ................... 17
2.3 Nucleo celular. Modificaciones en células neopldsicas  .....cceeveeeiecceccecceesee e, 20
2.3.1 NUCIEOESQUEIBTO oottt st st ete e e et b s e a e e een 22
2.3.2 Laminas NUCIEArES ...ttt s e s e e s 23

2.3.2.1 Generalidades ... e s 23

2.3.2.2 ESTIUCTUIA ottt s et s e 23

2.3.2.3 Tipos de Laminas NUCIEAreS  ....civeveeeeeece ettt st s 25

2.3.2.4 DiStribBUCION oottt e e 26

2.3.2.5 FUNCION ottt et e s et s e 27

2.3.2.6 Alteraciones en las laminas nucleares. Laminopatias y Cancer ......... 30

3. JUSHIFICACION oottt ettt et st ae s st e sae et e sesbes sataessaesensaesssnesssaensns 34



4. ODJELIVOS oo e st st e e e e e et r e n e e et st eeas 35
4.1 Generales

4.2 Particulares

B, HIPOESIES e e st s e b b et ere et st se e benteres 35
6. MetodolOgia ..ot b et e re e e er e s s b bt e nbeanan 36
7. RESUITAUOS oottt st st et sttt b s e e e st ste st steeaesrsenasrans 38

7.1 Evaluacion de los cambios en la morfologia nuclear de linfocitos de bazo de ratones

expuestos a V,0s mediante MET.

7.2 Evaluacién de cambios en las laminas nucleares de linfocitos de ratones expuestos a

V,0s.

T 0 11310 £ o] TR 48
0. CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt ettt s st be s eae et seaaes sbaessaesessseserssesssbessrsaenns 59
10. PEISPECEIVAS  ....ooiiie ettt ettt st st e ettt b s ea e e et b sbeeae et et eneeenee 61

11. Referencias bibliograficas ..o e 62



1. RESUMEN

El vanadio es un metaloide que ha tomado importancia como contaminante del aire en las ultimas
décadas, debido al incremento de su concentracion en las grandes ciudades como la de México. Se
libera a la atmésfera mediante la quema del petréleo y sus derivados principalmente en forma de
V,05 que es el compuesto mas téxico y abundante. Actualmente los habitantes de las grandes
urbes presentan una alta incidencia de diferentes enfermedades entre las que se encuentra el
cancer, lo cual ha sido atribuido en parte a la contaminacién ambiental, especialmente por
metales. Se ha mencionado en diferentes modelos experimentales que el V,05; es un agente
carcinogénico, lo cual podria ser consecuencia de su efecto genotdxico, asi como de las
alteraciones que produce en los mecanismos de muerte por apoptosis, en el ciclo celular y en la
estructura y funcién del citoesqueleto. Sin embargo se desconoce su efecto sobre las laminas
nucleares, las cuales forman parte del nucleoesqueleto y recientemente se han relacionado con el
desarrollo de eventos neoplasicos. Debido a lo anterior y a que alteraciones sobre estas proteinas
producen cambios en la estructura nuclear que podrian estar asociados al establecimiento de
eventos malignos, estudiamos el efecto del V,05 via inhalada sobre la morfologia nuclear de
linfocitos de bazo y las probables alteraciones en la presencia de las ldminas nucleares B1, B2 y AC.
Para este estudio se empled un grupo de 36 animales control y 36 animales expuestos, los cuales
inhalaron V,05 (0.02M) 1 hora 2 veces por semana durante 3 meses. Los animales se sacrificaron
después de cada semana, se obtuvo el bazo y se proceso para la técnica de MET para observar los
cambios ultraestructurales en el nucleo de los linfocitos. Por otro lado, se sacrificaron 25 ratones
control y 25 expuestos a los que se les disecé el bazo y se obtuvieron linfocitos T (CD4 y CD8) y B
para determinar cambios en la presencia de las laminas nucleares B1, B2 y AC mediante citometria
de flujo. En nuestros resultados observamos que la inhalacién de V,05 produce alteraciones
nucleares en los linfocitos de bazo tales como: invaginaciones y evaginaciones de la envoltura
nuclear, cambios en la distribucion de la cromatina, edema en la envoltura nuclear, agrupamiento
de los poros nucleares, seudoinclusiones y un aparente incremento en el tamafio y nimero de los
nucléolos. Ademas observamos que el porcentaje de linfocitos con estas alteraciones nucleares
incrementa significativamente con el tiempo de exposicion. Por otra parte, observamos
decremento significativo tanto en el porcentaje de linfocitos que presentan la [ldmina B1 como en
la concentracién de esta proteina, desde la primera semana de exposicion hasta el final del

tratamiento. En el caso de la ldmina B2 este decremento en la concentracion y en el porcentaje de



linfocitos que la presentan fue significativo sélo en las dos primeras semanas de exposicion,
mostrando valores parecidos al control al final del tratamiento. Con respecto a la lamina AC,
encontramos decremento significativo en las dos primeras semanas de exposicidon en todas las
poblaciones de linfocitos analizadas, mientras que en el caso de los linfocitos TCD8 y B el
decremento de estas laminas permanecié hasta el final del tratamiento. Debido a lo anterior
podemos concluir que las alteraciones en la estructura nuclear producidas por la exposicién a V,0s
se explican debido a los cambios en los diferentes tipos de laminas nucleares de los linfocitos de
bazo. Dada la importancia de estas proteinas en el mantenimiento de la integridad estructural y
funcional del nucleo y debido a su relacion con el desarrollo de procesos neoplasicos, los cambios
en las l[dminas nucleares producidos por el vanadio podrian establecer eventos que favorezcan el
desarrollo de algln tipo de cancer de tejido linfoide, sin embargo es necesario realizar otros

estudios para comprobar este efecto en nuestro modelo.



1. ABSTRACT

Vanadium (V) is a component of the air suspended particles and it has been associated with a
variety of health problems. A predominant source of this element in the atmosphere is the
increased combustion of fuel products such as those derived from Venezuelan or Mexican oil,
which have a high vanadium concentration. This element has been referred as carcinogenic in
experimental models possibly as a consequence of its aneuploidogenic, clastogenic and mutagenic
effects. Also, its carcinogenic activity could be associated with cellular cycle interference and
cytoskeleton disruption. No information has been found regarding nuclear lamins, which are part
of the nuclear cytoskeleton, and vanadium. Nuclear lamina modifications have been associated
with neoplastic events. A characteristic of the neoplastic cells is the nuclear variations observed.
Findings in our group identify changes in the nuclear structure in cells confronted to vanadium;
therefore the exploration of the relation between vanadium exposure and nuclear lamins arise.
Thirty six male mice inhaled vanadium (0.02M) twice a week over twelve weeks; a similar group
was exposed only to the vehicle and established as controls. Mice were sacrificed each week; the
spleen was removed and processed for transmission electron microscopy (TEM) in order to
identify lymphocyte’s ultrastructural nuclear changes. Other animals were sacrificed to obtain B
and T lymphocytes from the spleen for the analysis of the presence of lamins B1, B2 and A/C by
fluorescence cytometry. Our results revealed an increase in nuclear modifications such as:
invaginations, evaginations, lobulations, chromatin redistribution, nuclear swelling,
pseudoinclussions and nuclear pore redistribution in lymphocytes from exposed mice compared
with controls. In addition, these changes increased with the time of exposure. The other observed
change was regarding nuclear lamins, with a notorious decrease in lamin B1 evident, since the first
week of exposure, while B2 diminished at the second week of exposure; however, at the end of
the exposure the values returned almost to normal. In the case of lamin A/C the decrease was
observed in the first two weeks of exposure, but in TCD8 cells and B cells the decrease persisted
until the end of the experimental treatment. With these finding we might conclude that vanadium
inhalation interact with nucleoskeleton, mainly with lamins. This interaction could facilitate an
event which leads the cell to neoplastic changes in the lymphoid tissue, but further analysis is

needed to assure this hypothesis.



2. INTRODUCCION

2.1 CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminacién ambiental es actualmente uno de los problemas mds importantes a nivel
mundial desde el punto de vista econdmico, social y de salud publica. Se origina como resultado
del crecimiento explosivo de la poblacion humana, del desarrollo industrial, el uso creciente de

energia y de la cada vez mayor produccién de desechos (Ehrlich y Ceballos 1997).

Se define como contaminacién ambiental a la presencia en el ambiente de cualquier
agente ya sea fisico (ruido, radiaciones ionizantes, calor), quimico (clorofluorocarbonos, didxido de
azufre, metales pesados), o biologico (bacterias, virus, toxinas) en lugares, formas vy
concentraciones tales que modifiquen su composicion, alteren el equilibrio ecolégico y signifiquen

un riesgo para el hombre y demas seres vivos (Romero Placeres et al., 2004).

Segun los grandes medios en donde pueda encontrarse, se clasifica en contaminacion del
suelo, del agua y del aire. La que comprende el suelo se debe principalmente al uso de plaguicidas,
a las filtraciones de los rellenos sanitarios, a la acumulacidon de desechos industriales, entre otros.
Esto disminuye la calidad y fertilidad de los suelos dejando de ser utiles para la agricultura.
Ademads la contaminacion degrada la vegetacidn local y algunos toxicos acumulados en los suelos

se incorporan a las cadenas alimenticias (INE 2004).

En lo que se refiere a la contaminacién del agua, ésta, hasta hace algunos afios provocaba
la muerte de millones de personas en el mundo, principalmente debido a la presencia de agentes
infecciosos como el cdlera, la salmonella, etc. Otros contaminantes del agua son los desechos
industriales entre los que se encuentran los metales y los compuestos orgdnicos. Los programas
actuales de saneamiento han disminuido la mortalidad debida a la contaminacién del agua, sin
embargo los costos y el mantenimiento de estos sistemas dificultan la tarea. La reducida cantidad
de agua para el consumo humano y la contaminacién de los cuerpos de agua hacen de éste, un

problema que se agravara en los préximos afios (Kirbi 2008; Silva 2008).



Por otro lado, la contaminacién del aire es otra forma de contaminacién ambiental y en las
ultimas décadas ha incrementado de manera preocupante, por lo que constituye actualmente uno
de los problemas mas importantes de salud publica a nivel mundial (WHO 2003; Vargas Marcos

2005; Kampa y Castanas 2007; Ruiz-Godoy et al., 2007).

2.1.1 CONTAMINACION DEL AIRE

Se le define como la emision al aire de sustancias peligrosas a una tasa que excede la
capacidad de los procesos naturales de la atmosfera para transformarlos, precipitarlos,

depositarlos o diluirlos por medio del viento y el movimiento del aire (Flores-Rodriguez 2004).

La contaminacién atmosférica es actualmente un problema de salud grave, a este
respecto, la organizacién mundial de la salud (OMS) ha reportado que mas de 2 millones de
muertes prematuras cada afio pueden atribuirse a este tipo de contaminacion, ya que se emiten
toneladas de contaminantes a la atmosfera, algunos de los cuales permanecen largo tiempo en el

aire antes de depositarse y dificilmente pueden ser eliminados (WHO 2005).

Los contaminantes del aire provienen principalmente de actividades antropogénicas
como: los procesos de la industria metaldrgica, la combustién del petréleo y sus derivados durante
la generacién de electricidad y la combustién de gasolinas por los vehiculos de motor, entre otras,
debido a ello, las zonas mas afectadas por este tipo de contaminacién son las grandes ciudades,
donde la concentracion de estos toxicos en el aire y su constante emisidn, favorecen la exposicion
crénica y la acumulacién en sus habitantes, lo cual tiene particular incidencia sobre su salud

(Kampa y Castanas 2007).

2.1.2 CONTAMINACION DEL AIRE EN LAS GRANDES URBES

Entre las ciudades mas contaminadas del mundo se encuentran: Sao Pablo (Brasil),

Santiago (Chile), Bogota (Colombia) y el drea metropolitana de la ciudad de México (México), en



ellas los limites de calidad del aire establecidos por la organizacion mundial de la salud (WHO) son

frecuentemente sobrepasados (Romieu et al. 1990; IPCS 2001; Molina y Molina 2004).

En las grandes ciudades, son monitoreados diferentes contaminantes del aire, los
principales son: el diéxido de carbono (CO,), el mondxido de carbono (CO), el diéxido de azufre
(S0,), los 6xidos de nitrégeno (NO,), los hidrocarburos, los clorofluorocarbonos (CFC), el ozono

(0s), los metales pesados y las particulas suspendidas totales (PST) (WHO 2005).

Estas ultimas son después del ozono los contaminantes mas importantes en megaciudades
como la de México, debido a su alta concentracion en la atmdsfera y a que son la principal causa
de enfermedades respiratorias graves (IPCS 2001; Mugica et al. 2002). Actualmente en México y
muchas otras ciudades, su concentracién sobrepasa los limites estandar de la calidad del aire,
nacionales e internacionales (260 ug/m3 para particulas suspendidas totales o PST y 150 ug/m3

para particulas menores a 10 micras o PMy,) (Mugica et al. 2002; INE 2004).

Las PST estan constituidas principalmente por metales, compuestos orgdnicos, material de
origen bioldgico, iones, gases y carbon; provienen de la produccion de cemento, la extraccién de
rocas y minerales, de los incendios, la erosion, las emisiones automovilisticas e industriales y de la
guema de combustibles fdsiles. Las PST, incluyen a las particulas que miden entre 0.1 y 100 micras.
Las particulas de entre 2.5 y 10 micras (PMy), y las que miden de 1 a 2.5 micras (PM,;), forman la
fraccidén respirable de las PST, las primeras, solo se depositan en el tejido pulmonar, mientras que
la fraccién fina o PM,s llega a través de los bronquiolos respiratorios y la regién alveolar al
torrente sanguineo mediante difusién causando efectos negativos sobre la salud, que se deben
principalmente a su componente metalico (Hinds 1982; Lippmann 1989; HEI 2002; Vallejo et al.
2002; Flores-Rodriguez 2004; INE 2004).

2.1.3 CONTAMINACION DEL AIRE Y SALUD

En las ultimas décadas se han reportado numerosas evidencias sobre la asociacidn entre
los contaminantes atmosféricos y dafios a la salud, principalmente enfermedades respiratorias
(Romieu et al., 1996; Téllez-Rojo et al., 1997; llabaca et al., 1999; Schwartz 1999; Jarup 2003;
Molina y Meneses 2004; Romero Placeres et al., 2004; Cohen et al., 2005; Kunzli y Tager, 2005;

6



Sharma y Agrawal 2005; Huang y Ghio 2006; Campa y Castanas 2007). Los estudios
epidemioldgicos demuestran que la exposicion a diferentes contaminantes atmosféricos, incluso a
niveles por debajo de las normas internacionales, se asocian con el incremento en la incidencia de
asma, severidad en el deterioro de la funcidon pulmonar, asi como mayor gravedad de las
enfermedades respiratorias en nifios y adolescentes (Romieu et al., 1996; Hernandez Cadena et

al., 2000; Molina y Meneses 2003; Romero Placeres et al., 2004).

La relacion entre la exposicion a las PM_ y los efectos adversos a la salud se han

documentado en diferentes trabajos, por ejemplo, Dockery y Pope (1994) comparan estudios
recientes que muestran evidencias de aumento en la mortalidad y en la morbilidad asociadas a la
exposicidon a una concentracién moderada de PST. Asimismo en estudios realizados en Estados
Unidos, Europa y en algunos paises de América (por ejemplo Chile), se demostré que la
concentracién media anual de las PST estuvo significativamente asociada con la prevalencia de tos
y bronquitis en nifios escolares siendo mas fuerte en aquellos con diagndstico de asma (Dockery y
Pope 1994; Peters et al., 1996; Oyarzun Gémez 2000). De igual forma se ha observado que nifios
de 5 a 7 afios con asma moderada que residen en la Ciudad de México, son afectados por las
concentraciones de particulas PMyyy en PM, s afectando el flujo espiratorio maximo (Romieu et

al., 1995; Romieu et al., 1996; Gutiérrez et al., 1997).

Como se menciond anteriormente, todos los tipos de contaminantes ambientales en
concentraciones altas pueden afectar las vias aéreas. Sin embrago también se ha visto alteraciones
en exposiciones largas con concentraciones bajas. Entre los efectos que se han observado se
encuentran: inflamacion, broncoconstriccién, disnea principalmente en individuos asmaticos como
resultado de la exposicién a SO,, NO, y metales como arsénico, niquel o vanadio. La exposicién a
metales también reduce la funcién pulmonar y son responsables de producir enfisema, asma y
eventualmente céncer. La relacidon entre la contaminacién del aire y la salud es cada vez mas
evidente. Por ejemplo, el asma vy las alergias han aumentado en toda Europa durante las Ultimas
décadas, un 10% de la poblacién infantil padece alguna de estas enfermedades. Los agentes
ambientales implicados son el SO,, el NO,, las PST, el ozono, los compuestos organicos volatiles,

los hidrocarburos y los metales (Téllez- Rojo et al., 1997).



Por otro lado, ha sido bien documentada la relacién entre la exposicion a contaminantes
del aire y las alteraciones en el sistema cardiovascular. Por ejemplo, contaminantes como el CO
modifican la estructura de la hemoglobina y su capacidad para transferir oxigeno afectando
drganos como el cerebro y el corazén que consumen una gran cantidad de este gas, ademads la
inflamacién sistémica producida por las PST afectan el sistema de coagulacién lo cual podria
obstruir vasos sanguineos produciendo problemas cardiacos, incremento en la presién sanguinea y
anemia como resultado de alteraciones en la hematopoyesis, lo cual se observa principalmente
como consecuencia de la contaminacidon por metales pesados (Jarup 2003; Cohen et al., 2005;

Kunzli y Tager, 2005; Sharma y Agrawal 2005; Huang y Ghio 2006; Campa y Castanas 2007).

Ademads del incremento en la incidencia de enfermedades respiratorias y cardiovasculares,
recientemente otras alteraciones como el cancer se han asociado con la contaminacién ambiental
tanto del agua como del aire. A este respecto se ha reportado que la incidencia de cancer de
pulmén en la ciudad de México podrian asociarse con la emisién de diferentes contaminantes
toéxicos entre los que destacan las particulas suspendidas totales (PST) lo cual se atribuye a su
contenido metdlico (Téllez-Rojo et al., 1997; Ruiz Godoy et al., 2007). De la misma manera, otros
tipos de neoplasias como las del tejido linfoide se asocian con la contaminacidon ambiental, entre
ellos se encuentran algunas leucemias y el linfoma no Hodgkin (Linos et al., 1991; Johnson et al.,

2003).

2.1.4 CONTAMINACION DEL AIRE POR METALES PESADOS

Los metales pesados han tomado importancia como contaminantes ambientales debido al
incremento de su concentracién en el aire y a los efectos adversos que provocan en la salud
humana. Algunos metales como el plomo, el mercurio, el cadmio, la plata, el niquel, el cromo, el
manganeso y el vanadio, son componentes naturales de la tierra, éstos se emiten a la atmdsfera
como particulas, (excepto el mercurio, y el cadmio que se liberan en forma de vapores)
principalmente mediante las actividades de la industria metallrgica y la combustidn del petréleo y
sus derivados (Jarup 2003; Flores-Rodriguez 2004; Gutiérrez-Ruiz 2004; Saldivar-Osorio et al.,
2004a).



En el aire, reaccionan con el oxigeno por lo cual se encuentran principalmente en forma de
oxidos, los cuales son muy toxicos (Nriagu 1990). Las particulas metalicas son transportadas por el
aire como tales o como parte de las PST, pueden mantenerse largo tiempo en el aire si su
didmetro aerodindmico es muy pequefio, sin embargo si son de mayor tamafo se depositan y
pueden entrar en contacto con el agua y alimentos humanos. Algunos metales se encuentran en
los alimentos y son necesarios para las actividades metabdlicas en concentraciones muy pequefias
a estos se les llama traza, sin embargo llegan a ser toxicos cuando incrementan su concentracion
en los organismos, lo cual sucede frecuentemente en las ciudades, mediante la inhalaciéon de
particulas metalicas que forman parte de los contaminantes atmosféricos (Barceloux 1999; Albert

2004b).

Muchos metales son peligrosos ya que tienden a bioacumularse en los tejidos humanos.
Debido a la contaminacion muchos metales pueden acumularse mds rapido de lo que se
metabolizan o desechan. Cuando se acumulan en los tejidos causan alteraciones principalmente
en el tracto respiratorio y en los sistemas: nervioso, hematopoyético y cardiovascular, ademas
producen dafio renal, alteraciones en la fertilidad y recientemente se ha observado relacién con el
desarrollo de diferentes tipos de cancer (Albert 2004b; Del Razo et al., 2004; Gutiérrez-Ruiz et al,.

2004; Saldivar-Osorio et al,. 2004a; Saldivar-Osorio et al., 2004b).

Los principales metales considerados contaminantes del aire son: plomo, cobre, cromo,
cadmio, manganeso, mercurio, zinc, hierro, berilio, talio, aluminio, niquel, entre otros (Jarup 2003;
Albert 2004b; Del Razo et al., 2004; Gutiérrez-Ruiz 2004; Saldivar-Osorio et al., 2004a; Saldivar-
Osorio et al., 2004b). Algunos metales como el plomo y el cadmio se han estudiado ampliamente
debido a sus efectos téxicos. Sin embargo, existen en el aire otros metales, cuyos efectos sobre la
salud han sido pobremente estudiados. Un ejemplo de ello lo constituye el vanadio, el cual es un
metal pesado que en las Ultimas décadas ha tomado importancia como contaminante ambiental
(Dundar 2006) debido al incremento de su concentracidn en la atmdsfera, principalmente en las

grandes urbes, como la ciudad de México (Fortoul et al., 2002).



2.2 VANADIO
2.2.1 GENERALIDADES

El vanadio fue descubierto en México en 1801 por el quimico Andrés Manuel del Rio,
quien lo nombré primero pancronium. Sin embargo en 1830, Sefstrom y Swedish, al observar la
gama de colores del metal en solucién lo llamaron Vanadio, en honor a la diosa griega de la belleza

Vanadis (Bhagavan et al., 1983; Morinville et al., 1998; Mukherjee et al., 2004).

Debido a su dureza y capacidad para formar aleaciones, el vanadio se ha empleado en Ila
industria metallrgica para fabricar aceros de gran calidad y resistentes a la corrosién. Se emplea
también en la produccidn de plasticos, reveladores fotograficos e imanes superconductores.
Algunos 6xidos de vanadio como el pentdxido (V,0s), se emplean en la produccidon de pigmentos
amarillos y como catalizadores en la fabricacién de acido sulfurico (ATSDR 1992; Barceloux 1999;

IPCS 2001).

Por otro lado, algunas sales de vanadio han sido utilizados en el tratamiento de
enfermedades como: anemia, tuberculosis, sifilis y diabetes mellitus. Ademas, el vanadio se ha
empleado para disminuir los niveles de colesterol, triglicéridos y azucar en la sangre (Rehder 1992;
Thompson et al. 1993; Morinville et al.,, 1998; Nriagu y Pirrone 1998; Poucheret et al., 1998;
Barceloux 1999; Mukherjee et al., 2004;).

2.2.2. PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

El vanadio es un metal de transicidon blanco grisdceo que generalmente se encuentra en
forma de cristales. Es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza y ocupa el sitio 22 en
abundancia. Pertenece al grupo Vb de la tabla periddica y ocupa en ella el lugar 25. Sus estados de
oxidacion son del -1 al +5, siendo +3, +4, +5 las valencias mas comunes (ATDSR 1997; Barceloux

1999; Mukherjee et al., 2004).

Su estado de oxidacién mas estable es la forma cuadrivalente o vanadil (VO*?) (Barceloux

1999). En sistemas bioldgicos, la forma en la cual se encuentre el metal depende del pH, por
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ejemplo, en soluciones acidas existe como vanadil (VO*?) mientras que en soluciones bésicas se

encuentra como ortovanadato (VO,”) (Barceloux 1999).

El vanadio forma diferentes compuestos al combinarse con elementos como el cloro, el
sodio, el azufre y el oxigeno, por ejemplo, las formas pentavalentes del vanadio que derivan del
ion (VO*) forman compuestos como el metavanadato de sodio (NaVOs), el metavanadato de
amonio (NH4VO3) y el ortovanadato de sodio (Na3VO,). Otro de los compuestos que forma el
vanadio en estado pentavalente al combinarse con el oxigeno, es el pentdxido de vanadio (V,0s),
el cual existe en forma de cristales rojos, amarillos o verdes, y constituye la forma mas abundante

y toxica de vanadio en el ambiente (Barceloux 1999; IPCS 2000; Baran 2003).

2.2.3 FUENTES DE VANADIO Y ViAS DE EXPOSICION

Una de las principales vias de exposicion a vanadio es la enteral, dado que el agua y
algunos alimentos contienen este metal en concentraciones menores a 1 ug/L y 1lng/g
respectivamente (Barceloux 1999; IPCS 2001; Mukherjee et al., 2004). Algunos alimentos ricos en
vanadio son: los cereales, ciertos vegetales, frutos y hongos. Particularmente los alimentos que
provienen del mar como pescados y mariscos contienen altas concentraciones de vanadio
comparado con otros alimentos (Barceloux 1999). Se ha estimado que el total de vanadio ingerido

debido a la dieta es de 11-30 pg/dia (IPCS 2001).

Por otro lado, la via inhalada constituye la mas importante para la poblacidon general, ya
que grandes cantidades de este metal, (aproximadamente 64,000 toneladas) se emiten
anualmente a la atmdsfera (IPCS 2001). El vanadio que se encuentra en el aire se libera desde
fuentes naturales como aerosoles marinos, polvos continentales y erupciones volcdnicas. Estas
fuentes contribuyen con 8.4 toneladas de vanadio al afio, que equivale al 10% del vanadio
atmosférico, el 90% restante se emite debido a actividades de la industria metalurgica y la quema
de combustible fosil y carbén (ATSDR 1992; Barceloux 1999; IPCS 2001; Fortoul et al., 2002) ya que
este metal se encuentra en altas concentraciones (> 50%) en muchos tipos de petréleos
incluyendo los de Venezuela, Irak, Iran, Kuwait y el Golfo de México. Esta actividad genera 58,500

toneladas de las 64,000 generadas cada afio (Barceloux 1999; IPCS 2001; Fortoul et al., 2002). El
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vanadio que proviene de estas fuentes, se libera en forma de vapores y polvos, principalmente de

V,05 (ATSDR 1992; Barceloux 1999).

Existen variaciones en la concentracién de vanadio en la atmdsfera, de acuerdo con las
actividades del lugar geografico que se estudie, por lo que las ciudades presentan concentraciones
mas altas de este metal, con respecto a las zonas rurales (Barceloux 1999; Dundar 2006). En el
caso de la ciudad de México, Riveros-Rosas y cols. (1997) estimaron una concentracidon de

23i12ng/m3 de vanadio en el aire.

Sin embargo, la mayor exposicién a vanadio se produce durante su manejo industrial y en
las operaciones de mantenimiento y limpieza de calderas, dada la presencia de vapores y dxidos
de vanadio (ATSDR 1992; IPCS 2001). Debido a la toxicidad de éste, la Administracién de Salud y
Seguridad Ocupacional (OSHA) ha determinado que los limites de exposicidon para polvos de V,05
sea de 0.5 mg/m°, y para vapores de V,0s 0.1mg/m?> en una jornada laboral de 8 horas. Asimismo,
el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH) recomienda que el limite de
exposicion a vapores y polvos de V,0s sea de 0.05mg/m? por un tiempo de 15 minutos (ATSDR
1992; OSHA 2005). Pese a los limites sugeridos por éstas instituciones para ambientes laborales,
principalmente durante la limpieza de calderas, es frecuente encontrar personal expuesto a

concentraciones de 50-100mg V/m? e incluso hasta 500 mg V/m? (IPCS 1988; Barceloux 1999).

2.2.4. TOXICOCINETICA Y TOXICODINAMIA

La toxicidad de este metal depende de varios factores que incluyen: la via de
administracion, el tipo de compuesto, la concentracién, el tiempo de exposicién y la sensibilidad

del érgano donde se encuentre (Mohammad et al., 1992; Mukherjee et al., 2004).

En lo que se refiere a la via de exposicion, los compuestos de vanadio son poco tdxicos
cuando se administran por via oral, debido a que el metal se absorbe poco en el tracto
gastrointestinal. En contraste, los compuestos administrados por via inhalada son mas tdéxicos

debido a que éstos alcanzan rapidamente el torrente sanguineo (Nriagu 1998; Barceloux 1999).
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Ademas, la toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta con las valencias, por lo que
los compuestos pentavalentes son los mas toxicos dado que son mas reactivos (IPCS 2001; Baran
2003). De igual forma, los dxidos son mas toxicos que las sales de vanadio (Garcia-Guevara 1996).
Por lo anterior, el compuesto mas toxico que puede formar este metal es el pentdxido de vanadio

(V,0s) (Nriagu 1998; Barceloux 1999; IPCS 2000; IPCS 2001; Baran 2003).

Este ultimo al igual que otros compuestos de vanadio, entran en contacto con los
organismos mediante las diferentes superficies epiteliales del tracto digestivo, aparato respiratorio
o de la piel, dependiendo la via de exposicién. Cuando el vanadio atraviesa los epitelios es
absorbido y llega al torrente sanguineo de donde se distribuye a los diferentes érganos (Gutiérrez-

Ruiz y Fortoul 2004).

La absorcién de los compuestos de vanadio depende de su solubilidad vy de la ruta de
entrada (Barceloux 1999), en este contexto, la piel constituye la ruta por la que la absorcidn es
menor, debido a la baja solubilidad del vanadio metdlico (IPCS 2001; Barceloux 1999). Por otro
lado, mediante la via enteral, los compuestos de vanadio como el vanadil o el vanadato contenidos
en algunos alimentos y el agua, son pobremente absorbidos por el tracto gastrointestinal, en
rangos de 0.1-1% del vanadio ingerido (IPCS 2001). Mediante esta via, el vanadato se transforma a
vanadil en el estomago y permanece en esa forma en el duodeno, donde posteriormente es

absorbido (Barceloux 1999; IPCS 2001; Mukherjee et al., 2004).

En cuanto a la via inhalada, esta es la mayor ruta de absorcién, dado que los compuestos
solubles como el pentéxido de vanadio (V,05) son bien absorbidos por los pulmones, mediante los
cuales alcanza rapidamente el torrente sanguineo (Barceloux 1999). Aunque no se ha determinado
un rango de absorcién por esta via, existen diversos estudios en personal ocupacionalmente
expuesto y en modelos animales que ofrecen evidencias indirectas de la absorcion del vanadio por

via inhalada (Gylseth et al., 1979; Kiviluoto 1980; Orris et al., 1983; ATSDR 1992; IPCS 2000).

Por ejemplo, en personal ocupacionalmente expuesto a concentraciones menores a 1
particula por milléon (ppm) de vanadio, se observd un incremento del metal en la orina y suero
(Gylseth et al., 1979; Kiviluoto 1980; Orris et al., 1983). Asimismo, mediante la administracion

intratraqueal de compuestos solubles de vanadio a ratas se observd que este elemento se
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deposita en los pulmones donde es rapidamente absorbido. Lo anterior fue comprobado por otro
estudio realizado en ratas a las que se les administrd cloruro de vanadil marcado radiactivamente

(ATSDR 1992; Conklin et al., 1982).

Ademas Edel y Sabbioni (1988) observaron que el 80% y 85% de vanadio tetravalente y
pentavalente respectivamente, se absorbid en los pulmones de ratones, 3 horas después de su
administracién via intratraqueal. En ratas macho, se aprecié que mas del 50% de vanadil oxicloro
fue absorbido por los pulmones después de 24 horas de exposicion (Oberg et al., 1978), y en ratas
hembra, el 90% del pentdxido de vanadio fue eliminado de los pulmones a los tres dias posteriores

a su administracién (Conklin et al., 1982).

Una vez que el vanadio llega al torrente sanguineo es reducido a vanadil, la forma mas
estable del vanadio, la cual predomina también en fluidos intracelulares. Una parte del vanadio en
la sangre permanece ademas como metavanadato debido a que las altas concentraciones de
oxigeno en este medio promueven la formacion de vanadio pentavalente. Aproximadamente el
90% del vanadio en la sangre reside en el plasma donde el vanadil y vanadato son trasportados

por albumina y transferrina respectivamente (Barceloux 1999; Mukherjee et al., 2004).

Seguido al transporte por el plasma, el vanadio se distribuye a los diferentes tejidos y
drganos en aproximadamente 1-1 % horas (Barceloux 1999), por lo que la concentracidn del metal
en la sangre disminuye rapidamente (Mukherjee et al., 2004). Las concentraciones mas altas
aparecen inicialmente en rifién, higado, bazo, pulmones, corazén, musculo, tejido adiposo y
hueso, siendo este ultimo el principal sitio de almacenamiento para el vanadio absorbido, donde
este metal desplaza al fésforo y calcio. El vanadio también se ha encontrado en menor
concentracién en cerebro, ovarios y testiculo (Nechay 1984; ATSDR 1992; Zaporowska y Scibior

1998; Barceloux 1999; IPCS 2001).

El vanadio que se acumula en el medio extracelular (VO53'), en los tejidos o en el plasma,

entra a las células mediante canales idnicos inespecificos o por difusiéon pasiva, cuando las

particulas de vanadio son pequefias e hidrofdébicas (Nechay 1984; Zaporowska y Scibior 1998).
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La mayor parte del vanadio absorbido (40-60%), se elimina por la orina, la cual constituye
la principal via de desecho del metal. El vanadio restante se elimina via bilis y heces, las cuales son
una ruta secundaria de excrecidn ya que mediante ellas se eliminan rangos menores al 10%
(Mukherjee et al., 2004). La excrecion de este metal, es rdpida, la eliminacidn sigue un
comportamiento bifasico, con una primera fase de eliminacién rapida (10-20 horas) y una fase
lenta (40-50 dias), la cual probablemente refleje la eliminacién gradual del vanadio en los érganos

(Barceloux 1999; IPCS 2001).

2.2.5 EFECTOS DEL VANADIO EN LA SALUD HUMANA

Los efectos en la salud humana producidos por la exposicién a vanadio, se han observado
principalmente en personal ocupacionalmente expuesto. Debido a que la principal via de entrada
de este metal en el ambiente laboral es la inhalada, los efectos en las vias respiratorias han sido
ampliamente documentados. A este respecto, se ha reportado que la exposicidon crdnica a dxidos
de vanadio (principalmente triéxido o pentdxido) produce, irritacion del epitelio nasal y del tracto
respiratorio, hemorragia nasal y pulmonar, ademas produce rinitis, bronquitis, broncoespasmo,
disnea, dolor de garganta y pecho, asma bronquial y neumonia (Baghavan 1983; Mohammad et

al., 1992; ATSDR 1995; IPCS 2001; Baran 2003).

Otros efectos del vanadio se observan a nivel del tracto gastrointestinal. La intoxicacién
mediante la ingesta de vanadio produce dolor. Es caracteristico que la ingestion de vanadio

produzca una coloracion negra verdosa en la lengua (Bhagavan 1983; Mohammad et al., 1992).

Por otro lado, la intoxicacién crénica por vanadio produce alteraciones cardiacas, como
arritmia sinusal, bradicardia y espasmo coronario (IPCS 2000). Ademas se ha reportado que este
metal produce dafios a nivel de sistema nervioso manifestados por temblores y depresion del

sistema nervioso central (Done 1979).
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2.2.6 EFECTOS SISTEMICOS DEL VANADIO.

Modelos Experimentales.

La exposicion a vanadio produce efectos adversos en diferentes sistemas principalmente
en los érganos en los que se acumula. Por ejemplo, ha sido ampliamente documentada la
toxicidad en rifdn ya que en exposiciéon crénica el vanadio tiende a acumularse en forma de
vanadil un potente inhibidor de las ATPasas, afectado la reabsorcién del sodio lo que ocasiona

acidosis tubular hipokalémica (Bhagavan 1983; Nriagu 1998).

El higado después de los huesos y el rifidn es el sitio donde existe la mayor concentracion
de vanadio en exposiciones crénicas, en éste érgano el vanadio produce hepatotoxicidad ya que se
observa elevacién de enzimas transaminasas en la sangre posteriormente a la exposicién, ademas
se ha identificado muerte celular en el higado y esteatosis. También se han identificado efectos en
el sistema cardiovascular ya que disminuye la fuerza de contraccién ventricular, produce
vasoconstriccion, hipertonia muscular y aumento de la tensién arterial, ademds se ha visto
aumentada la excrecion urinaria del potasio (Nriagu 1998). Los efectos reprotdxicos también han
sido estudiados, a este respecto se ha observado alteraciones en la espermatogénesis tales como
muerte celular y decremento en el conteo espermatico, ademas cambios en la motilidad de los
espermatozoides (Llobet et al., 1993; Altamirano-Lozano et al., 1996; Aragdn y Altamirano-Lozano

2001)

Por otro lado, el sistema inmune ha sido poco estudiado, sin embargo es uno de los
sistemas mas sensibles al metal. En el modelo de exposicién a V,0s via inhalada de Fortoul y cols.
(1999). Se ha observado que este compuesto produce alteraciones en el bazo el cual es un gran
filtro para los antigenos y téxicos que viajan por la sangre, debido a ello éste drgano es uno de los
principales sitios de acumulacion del vanadio. En él se ha reportado, incremento en el nimero y
tamafio de megacariocitos, una gran proliferacion de tejido linfoide, (mas evidente en los nédulos
linfoides los cuales incrementan en tamafo con la exposicidon a vanadio) perdiéndose la relacion
entre la pulpa roja y la pulpa blanca. Esta proliferacion de linfocitos también se observé en el timo
el cual de igual forma pierde la relacidon corteza-médula (Pifidén-Zarate et al., 2008; Gonzalez

Villalva 2004).
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En diversos estudios se ha determinado que el vanadio induce la proliferacion de linfocitos
y estimula su activacion. En modelos in vitro se describié que compuestos como el vanadato vy el
biperoxovanadio estan involucrados en la activaciéon de los linfocitos ya que el vanadio es un
potente inhibidor de las proteinas tirosina fosfatasas (PTP), lo que resulta en la activacién de
segundos mensajeros y proteinas como zap70 que conduce a la activacion de los factores de
transcripcién NFkB y AP1 (Barat y Tremblay 2003). Ademas el vanadio induce un incremento del
Ca*" intracelular, activando IPCy y abriendo los canales de calcio, lo cual induce la activacién de la
calmodulina, calcineurina y NFAT (Ehring et al., 2000). Otra de las vias por las cuales este metal
produce la activacion de linfocitos es mediante la produccién de ROS como H,0, que activan NFkB

(Krejsa et al., 1997).

En el modelo de inhalacién de V,05 (Fortoul et al., 1999; Mussali et al., 2005) que se ha
trabajado en nuestro laboratorio, ademas de la proliferacion de tejido linfoide apreciada en bazoy
timo, se identificaron linfocitos con alteraciones en sus nucleos, tales como: binucleacion vy
cambios en la morfologia nuclear, sin embargo no han sido analizadas tales modificaciones ni el
mecanismo por el cual el vanadio las produce. No obstante, son de suma importancia dado su
parecido morfoldgico con las células neopladsicas y debido al cardcter carcindgeno,

linfoproliferador y antiapoptdtico del vanadio observado en este y otros modelos.

2.2.7. EFECTOS DEL VANADIO A NIVEL CELULAR.

Modelos Experimentales.

Debido a su gran similitud quimica con el fosfato, el vanadio puede interferir con diversos
sistemas enzimaticos como la Na'-K*-ATPasa, la H'-K'-ATPasa y Ca'-Mg'-ATPasa, las cuales son
inhibidas en presencia de este metal (Baghavan et al., 1983; Nechay 1984). El vanadio también
inhibe enzimas involucradas en la formacién e hidrdlisis de ATP, como la adenilato cinasa y la ATP
fosfohidrolasa (Nechay 1984). Ademas puede interferir en procesos metabdlicos como la
glucdlisis, al inhibir a las enzimas gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato.
Otras enzimas que son inhibidas por el vanadio son las ribonucleasas y ADN polimerasas de

manera que el metal produce dafios a nivel de sintesis de ADN (Nechay 1984; Barceloux 1999).
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Asimismo, el vanadio inhibe las proteinas tirosina fosfatasas (PTP) como la cdc25, la cual es

necesaria para la progresion del ciclo celular (Morinville 1998).

Por otra parte, se ha reportado que el vanadio altera el balance entre oxidantes y
antioxidantes en las células provocando estrés oxidante. Algunas formas del vanadio como el
vanadil y vanadato funcionan como radicales libres y participan en la produccidon de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Las principales vias por las cuales se generan ROS son: el transporte de
electrones que se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial y el complejo NADPH oxidasa.
Los electrones transferidos por estas vias al oxigeno molecular (O,) inducen la produccién del
radical superdxido (0,7), el cual a su vez genera perdxido de hidrégeno (H,0,) mediante la
dismutacion llevada a cabo por la superdxido dismutasa (SOD). Esta especie finalmente genera el
radical hidroxil (OH) via la reaccion de Fenton (V(IV) + H,0, — V(V) + ‘OH +eOH) (Nechay 1984;
Martinez-Cayuela 1998; Zhang et al., 2001). El radical superdxido y el perdxido de hidrégeno son
poco téxicos, sin embargo generan el radical *OH, el cual es una de las especies mas tdxicas ya que
reacciona rdpidamente con cualquier molécula (Martinez-Cayuela 1998).

Los radicales libres y las ROS provocan la peroxidacion de lipidos, oxidacién de proteinas,
carbohidratos y alteraciones sobre el ADN (Nechay 1984; Zhang et al., 2001). El estrés oxidante
causado por el vanadio produce un efecto mayor debido a que este metal disminuye la actividad
de enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa (GSH) y la catalasa en varios 6rganos,

principalmente en higado y rifidn (Russanov et al., 1994).

Por otro lado, el efecto carcinogénico o antineopldsico del vanadio ha sido debatido
ampliamente. En este contexto, Thompson y cols. (1984) proponen que el VOSO, via oral, reduce
la incidencia de cdncer en ratas hembras tratadas con el carcinégeno 1-metil-1-nitrosourea.
Asimismo, se ha demostrado que el vanadil inhibe eventos relacionados con la metastasis como la

migracion y la divisiéon celular (Molinuevo et al., 2008).

Sin embargo, otros autores sugieren que el vanadio es un agente carcinogénico, a este
respecto Chatterjee y Bishavee (1998) reportan un incremento en la incidencia de
hepatocarcinomas al administrar vanadato de amonio via oral. Estudios recientes realizados con
pentéxido de vanadio via inhalada muestran la formacidn de neoplasias alveolares y bronquiolares

tipo Ay B en ratas hembras y machos después de dos afios de exposicién (Ress et al., 2003).
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Aunque actualmente no es posible asegurar si el vanadio es un agente neoplasico o
antineopldsico, con los datos publicados sabemos que tal efecto depende del compuesto, la dosis
y la via de exposicion. En cuanto a ello, las sales y los compuestos organicos muestran un efecto
antineopldsico (Krishna et al., 2000; Evangelou et al., 2002; Molinuevo et al., 2004; Chattopadhyay
et al., 2005; Molinuevo et al., 2006) en tanto, los 6xidos que son los compuestos mads toxicos
muestran un efecto carcinogénico (Ress et al., 2003). A este respecto, la agencia internacional
para la investigacion en cancer (IARC) considera al V,05 como un miembro del grupo 2B (posible

carcinégeno en humanos) (IARC 2007).

El efecto carcinogénico del vanadio se ha atribuido entre otras causas, a las alteraciones
que produce este metal sobre el ADN y las proteinas del citoesqueleto, principalmente las
involucradas en la formacién del huso mitético (Roldan y Altamirano 1990; Migliore 1993; Leonard

y Gerber 1994; Zhong et al., 1994; Thompson y Perry 1988).

Se ha observado que algunas sales de vanadio como el metavanadato, ortovanadato y
vanadil (Cande y Wolniak 1978), asi como el pentdxido de vanadio (Sun 1987; Migliore 1993;
Zhong et al., 1994) producen incremento en la incidencia de micronucleos e inhiben el movimiento
de los cromosomas durante la anafase en las lineas celulares PtK1, V79 y de médula ésea. Otras
sales como el metavanadato de amonio producen también aberraciones cromosdmicas numéricas
y estructurales (Owusu-Yaw et al., 1990). Asimismo, Roldan y Altamirano (1990), reportaron que el
pentdxido de vanadio en linfocitos humanos, incrementa la frecuencia de células poliploides, las
asociaciones satelitales y disminuye el indice mitético, estos resultados son apoyados por Zhong y
cols. (1994) quienes observaron que el mismo compuesto produce arresto mitdtico. Tales
alteraciones han sido atribuidas a dafos en el huso mitético (Owusu-Yaw et al., 1990; Roldan y

Altamirano 1990; Zhong et al., 1994).

Ademas recientemente se ha reportado que el vanadio modifica el proceso de divisién del
centrosoma, un organelo que dirige la segregacion cromosdmica al ser el sitio de formacion y
estabilidad de los microtubulos (Navara et al., 2001). De igual manera en nuestro modelo hemos
observado previamente que el V,0s altera otros componentes del citoesqueleto, como la gamma-

tubulina (Rodriguez-Lara 2005; Mussali et al., 2005) un componente importante del centrosoma,
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lo cual podria favorecer la apariciéon de células aneuploides relacionadas con el desarrollo de

eventos neoplasicos.

Por otro lado, el dafio en el ADN es un paso inicial y critico para la carcinogénesis y un
factor etioldgico en el cancer. El vanadio puede ingresar al nucleo celular donde se acumula
preferencialmente (Sit et al.,, 1996; Evangelou 2002), ahi genera radicales libres como el ion
hidroxilo (OH’), que producen dafio oxidante al material genético (Sit et al., 1996). Las ROS dentro
de las células actian como segundos mensajeros en la cascada de sefalizacion celular, la cual
induce y mantiene el fenotipo oncogénico de las células cancerosas. Por otro lado pueden inducir
senescencia celular y apoptosis y por lo tanto funcionar como especies anticancerigenas. Es comun
gue muchos tipos de cdncer se relacionen con alteraciones en la regulacién del estado redox y en

las vias de sefalizacion lo que puede desencadenar la estimulaciéon oncogénica (Valko et al., 2006).

A parte del dafio en el ADN, en las proteinas del ciclo celular y las proteinas del
citoesqueleto, se ha observado recientemente que proteinas del nucleoesqueleto como las
[dminas nucleares podrian estar implicadas en el desarrollo de diferentes tipos de cancer (Broers
et al., 1997; Moss et al., 1999; Prokocimer et al.,, 2006; Ramirez et al., 2007), sin embargo se
desconoce el efecto que tiene el vanadio, un metal citotdxico y promotor de la carcinogénesis, en

estas proteinas.

2.3 NUCLEO CELULAR.

Modificaciones en Células Neoplasicas.

El nlcleo es el organelo mas grande de una célula eucariota, por lo regular es esférico y de
localizacién central, ahi se encuentra almacenada la informacién genética y es el sitio donde se
duplica y transcribe. Este organelo presenta un nucleoesqueleto que le brinda sostén y permite
organizar espacialmente los procesos que ahi se llevan a cabo. Los cambios morfolégicos que sufre
el nicleo son de suma importancia para diagnosticar enfermedades como el cancer (Gerner 2004,

Zink et al., 2004).
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Estas alteraciones incluyen formas anormales del nicleo, cambios en la relaciéon nucleo-
citoplasma, alteraciones en el patrén de distribucién de la cromatina y cambios nucleolares

(Ghadially 1997; Gerner 2004; Dey 2005) (Figura 1).

Figura 1. Cambios nucleares en células cancerosas. A. Se observa el nicleo de una célula normal: en morado se muestra
la ldamina nuclear, en verde la cromatina. La matriz nuclear se muestra en azul cielo y las proteinas de la matriz nuclear
en azul marino, en amarillo se observan los nucléolos. B. Se muestran algunas de las modificaciones nucleares
caracteristicas de una célula neopldsica, entre los que se encuentran cambios morfolégicos como: lobulaciones,
invaginaciones y evaginaciones de la envoltura nuclear que se propone son resultado de cambios en la ldmina nuclear
(morado). Estas alteraciones morfoldgicas se acompafnan de cambios en la distribucién de la cromatina (verde). Ademas
se muestra incremento en el tamafio y/o nimero de los nucléolos (Tomado de Zink et al., 2004).

En las células malignas el patron de la cromatina puede ser granular denso distribuido
regular o irregularmente, o bien fino y con una distribucion irregular. Ocasionalmente puede
presentarse una distribucién marginal, mostrando gran cantidad de cromatina en la periferia y
zonas mas claras en el centro del nicleo. Ademas puede observarse una acumulacién focal de

cromatina compacta en la membrana nuclear (Zink et al., 2004)

No es claro por qué una célula maligna presenta estas alteraciones en la estructura y
patrén de la cromatina, sin embargo diversos estudios muestran que cambios en la estructura de
las histonas producen modificaciones en la estructura del nucleosoma y en el patron de la
cromatina. Asimismo, algunas proteinas de la membrana nuclear (NMP) estan alteradas de
manera cualitativa y cuantitativa en algunos tipos de cancer. Algunos experimentos sugieren que

las proteinas de la matriz nuclear como las laminas nucleares podrian estar involucradas en este
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proceso, ya que forman un esqueleto interno en el nucleo dandole forma y sostén, anclan la

cromatina a la envoltura nuclear y regulan la expresion génica (Dey 2005).

Otro elemento caracteristico en el ndcleo de una célula maligna es el nUmero anormal de
cromosomas o aneuploidias. El exceso de ADN puede producir hipercromasia. Ademas este
numero anormal de cromosomas puede también desorganizar la cromatina. Las aneuploidias son

frecuentemente resultado de alteraciones en el citoesqueleto y en el nucleoesqueleto (Dey 2005).

Aunque estos cambios nucleares se presentan en todos los tipos de cdncer, no se conoce
con certeza por qué se producen y la relacidon que tienen con el fenotipo maligno. Sin embargo,
actualmente se ha reportado que proteinas que forman parte del nucleoesqueleto, como las

[dminas nucleares, son importantes y participan en este proceso.

2.3.1 NUCLEOESQUELETO

En los ultimos afios existe un interés creciente por estudiar las proteinas estructurales del
nucleo y su participacién en la regulacién de los procesos y actividades nucleares, desde el
ensamble nuclear hasta la regulacién de la expresion génica. Cuando se identificaron por primera
vez estas proteinas, se observd que muchas de ellas eran miembros de la misma familia de las
proteinas del citoesqueleto, por lo cual a esta red proteica que es andloga estructural y
funcionalmente al citoesqueleto, le llamaron nucleoesqueleto (Hozdk 1996; Philimonenko et al.,

2001).

El nucleoesqueleto estd constituido por una lamina nuclear localizada debajo de la
envoltura nuclear y se forma por una red de polimeros de proteinas llamadas laminas nucleares y
proteinas asociadas a las laminas (LAPs) que se adosan a la envoltura nuclear y un nucleoesqueleto
difuso, formado por filamentos de laminas nucleares y actina localizados en el nucleoplasma: En
conjunto las proteinas del nucleoesqueleto proveen un sostén para la replicacién y transcripcién
del ADN y para la gran cantidad de funciones nucleares, organizando temporal y espacialmente

estos procesos (Hozak 1996; Philimonenko et al., 2001; Shumaker 2003).
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Actualmente las proteinas del nucleoesqueleto mas estudiadas son las laminas nucleares y
sus proteinas asociadas, como consecuencia del papel que juegan en la regulacién de distintos
procesos nucleares y a la enorme cantidad de patologias en las cuales se encuentran alteradas
(Moss et al., 1999; Moir y Spann 2001; Wilsol et al., 2001; Coffey 2002; Rankin y Ellard 2006;
Mattout et al., 2006; Prokocimer et al., 2006; Ramirez et al., 2007).

2.3.2 LAMINAS NUCLEARES
2.3.2.1 GENERALIDADES

Las ldminas nucleares fueron identificadas inicialmente por Aaronson y Blobel en 1974.
Mediante métodos bioquimicos, observaron que estas proteinas constituian el principal
componente de la ldmina nuclear, una capa densa de proteinas que se encuentra entre la
membrana nuclear interna y la cromatina. Debido a su posicidn en la periferia nuclear, las ldaminas
se propusieron primeramente como un sitio de anclaje para la cromatina y los poros nucleares,
teniendo una funcién principalmente estructural. Posteriormente Gerace en 1978, encontré que
las laminas se localizan ademas en el nucleoplasma. Mediante inmonudeteccion este autor
caracterizé tres tipos de laminas, las cuales posteriormente se nombraron como lamina A, B1y C
(Gruenbaum et al., 2000; Goldman et al., 2002; Holaska et al., 2002). Con estas observaciones y
varios estudios posteriores sabemos hoy que las ldminas nucleares, se localizan debajo de la
envoltura nuclear y también en el nucleoplasma; ademas tienen funciones ain mas complejas e

importantes que las primeramente descritas.

2.3.2.2 ESTRUCTURA DE LAS LAMINAS NUCLEARES

Las ldminas nucleares son filamentos intermedios de tipo V y son los miembros mas
antiguos de este tipo de proteinas, incluso se sugiere que dieron origen a los filamentos
intermedios citopldsmicos. Presentan la estructura clasica de un filamento intermedio; un largo
dominio central a-hélice altamente conservado, compuesto principalmente por heptdmeros

repetidos, caracteristicos de las proteinas a-hélice. Este dominio media la interaccién entre dos
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cadenas de laminas nucleares, para formar un dimero, el cual constituye la unidad de ensamble de
las [dminas nucleares. Las interacciones laterales entre los dominios centrales de los dimeros son
esenciales para el ensamble de una estructura de mayor orden requerida para la polimerizacion de
las ldaminas, los tetrameros, los cuales se forman cuando un par de dimeros paralelos se asocian de
manera antiparalela. Los tetrdmeros no presentan polaridad como los microtibulos y los
microfilamentos y se empaquetan lateralmente entre si para dar lugar al filamento, formado por
ocho protofilamentos en paralelo constituidos por tetrdmeros, los cuales se asocian mediante
interacciones hidrofdbicas laterales fuertes. El dominio central es limitado por un extremo amino y
uno carboxilo terminal, los cuales se modifican en los diferentes tipos de laminas y son
importantes para el ensamble de estas proteinas. La fosforilacion en estos extremos es esencial
para la dindmica durante la mitosis la cual es regulada por la cinasa p34/cdc2 tanto in vivo como in

vitro (Peter et al., 1990).

Para que se lleve a cabo el desensamble de la [dmina y la disgregacion de la envoltura
nuclear durante la mitosis es necesario que los dos extremos se fosforilen, en este sentido, Peter y
cols. (1991) observaron que la fosforilacion por esta cinasa en el extremo amino, pero no el
carboxilo, inhibe el desensamble de las laminas. Estos dominios que son sitios de fosforilacién,
pueden ser fosforilados por otras cinasas causando la despolimerizaciéon de las l[dminas. Por
ejemplo, la fosforilacién en residuos de serina en el extremo amino inhibe el ensamble. Asi, la
fosforilacién en el extremo carboxilo por la cinasa Bll es responsable del desensamble en ciertos

tipos celulares.

Estos datos sugieren que multiples serinas y treoninas pueden ser fosforiladas causando el
desensamble de las ldminas y que diferentes células emplean diversas cinasas para dirigir la
despolimerizacién y la dindmica de estas proteinas tanto en la interfase como en mitosis
(Stuurman et al., 1998). De igual forma el extremo carboxilo terminal presenta una secuencia de
localizacién nuclear (NLS) para la importacién de las laminas al ndcleo (Gruenbaum et al., 2000;
Goldman et al,, 2002; Taddei et al., 2004) y una caja CaaX compuesta por una cisteina, dos
aminodcidos alifaticos, seguidos de cualquier aminoacido, que se presenta en todas las |ldminas
excepto en las tipo C, donde se llevan a cabo modificaciones postraduccionales como el corte de
los dltimos tres aminoacidos, la isoprenilacién, la metilesterificaciéon en los residuos de cisteina,

etc., mediante las cuales se forman laminas nucleares maduras. Estas modificaciones tienen
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diferentes fines, por ejemplo la isoprenilacién (adicion de un grupo isoprenil) se requiere para el
anclaje de las laminas a la membrana interna de la envoltura nuclear (Stuurman et al.,, 1998;

Goldman et al., 2002)

2.3.2.3 TIPOS DE LAMINAS NUCLEARES

Las laminas nucleares se agrupan en tipo A y B, con base en sus propiedades bioquimicas
(su punto isoeléctrico), su presencia en las células, su comportamiento durante la mitosis, su
funcién y el producto del gen del cual derivan. Las laminas nucleares en general son producto de 3
genes: LMNA, LMNB1, LMNB2, que en mamiferos codifican 7 isoformas diferentes por splicing
alternativo. Las de tipo A son: la [ldmina A, AA10, C y C2, que derivan del gen LMNA (Furukawa et
al., 1994; Machiels et al., 1996; Goldman et al., 2002) y las de tipo B, dentro de las cuales se
encuentran la lamina B1 que es codificada por el gen LMNBI1 y las laminas B2 y B3 que son
producto de splicing alternativo del gen LMNB2 (Furukawa y Hotta et al., 1993; Stuurman et al.,
1996; Gruenbaum et al., 2000; Gruenbaum et al., 2005).

El patrén de expresién de las isoformas de ldaminas nucleares y su arreglo espacial, cambia
significativamente durante el desarrollo y la diferenciacion celular. Actualmente se conoce que
todas las células de los vertebrados expresan al menos las laminas tipo B. La |ldmina B1 es una
proteina constitutiva que se expresa desde las etapas tempranas del desarrollo y durante toda la
vida del organismo, en el ciclo celular y en la interfase, es generalmente la mds abundante y es
esencial para la viabilidad celular, diversos estudios han demostrado que esta proteina es
suficiente para mantener la funcionalidad de la ldmina nuclear, cuando falta las células sufren
apoptosis (Stuurman et al., 1998; Goldman et al., 2002; Gruenbaum et al., 2005). Broers y cols.
(1997) han sugerido que la expresiéon de esta lamina posiblemente se correlaciona con la
proliferacidn celular. Asimismo las de tipo B2 se expresan relativamente a niveles constantes en

todas las células (excepto en hepatocitos).
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En lo que respecta a las de tipo A, AA10 y C, su expresidn se regula durante el desarrollo,
expresandose preferencialmente en las células diferenciadas, su expresion incrementa durante la
diferenciacion terminal y el arresto en el crecimiento. Por lo cual presentan expresidon tejido y
célula especifico (Goldman et al., 2002; Taddei et al., 2004; Gruenbaum et al., 2005). A diferencia
de las ldminas tipo B, las de tipo A no son esenciales para el crecimiento celular ni para la
viabilidad celular. Por otro lado, existen otros isotipos como las |aminas B3 y C2 que se expresan
solo en las células germinales (Furukawa y Hotta et al., 1993; Machiels et al., 1996). Estas

observaciones sugieren que las [ldminas presentan funciones célula y tejido dependientes.

2.3.2.4 DISTRIBUCION DE LAS LAMINAS NUCLEARES

Durante la interfase, las ldminas nucleares son constantemente sintetizadas e
incorporadas a lamina, sugiriendo que continuamente se polimerizan dentro de un nucleo en
interfase, donde se incorporan a la lamina nuclear para formar una malla protéica y también se
integran al nucleoesqueleto en el interior del nucleo, ahi forman cumulos llamados puntos
intranucleares que contienen ldminas de tipo A y B. Las laminas de tipo A y C se distribuyen de

forma difusa a través del nucleo (Hozak et al., 1995; Stuurman et al., 1998).

Las distintas estructuras que forman las laminas pueden representar pools de laminas
sintetizadas recientemente, las cuales son necesarias para la reestructuracién nuclear o la
preparacion para la division nuclear y el crecimiento del nucleo en las células hijas. Ademas los
focos de laminas pueden representar también sitios donde se lleva a cabo el ensamble de las
[dminas y la incorporacidn al nucleoesqueleto difuso y a la ldmina nuclear. De igual forma se ha
sugerido que estos puntos podrian ser el sitio donde se lleven a cabo las modificaciones
postraduccionales (isoprenilacién, fosforilacidon, metilacion y protedlisis) que se realizan antes de
su incorporacion a la l[dmina (Stuurman et al, 1998). La ldmina B también forma puntos
intranucleares sin embargo esta lamina no colocaliza con la lamina A. La ldmina B es mas
prominente en la fase S y colocaliza en los sitios de replicaciéon (Moir et al., 1994; Stuurman et al.,

1998; Goldman et al., 2002).
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2.3.2.5 FUNCION DE LAS LAMINAS NUCLEARES

Aunque es dificil visualizar las ldminas nucleares debido a su estrecha relaciéon con la
cromatina, actualmente diversos estudios de inmunolocalizacién, mutagénesis dirigida, RNAI, etc.,
han permitido dilucidar la gran cantidad de procesos que regulan estas proteinas dentro del
nucleo. Por ejemplo las ldminas nucleares mantienen la integridad estructural y funcional del
nucleo, son responsables de conservar la forma y la estabilidad mecdnica de este organelo

(Stuurman et al., 1998; Liu et al., 2000; Cohen et al., 2002).

Asimismo ensamblan la envoltura nuclear después de la mitosis (Gant y Wilson 1997;
Lépez-Soler et al., 2001) y proveen un soporte estructural para una gran cantidad componentes
que se adosan a la envoltura nuclear, como los complejos del poro nuclear y proteinas que
participan en la transduccion de senales tales como: el receptor de la ldmina B (LBR), la proteina
asociada a la ldmina 1y 2 (LAP1 y LAP2), MAN1, emerina, otefina, nesprina, la proteina cinasa de

unién 149 (AKAP149), p18, etc. (Goldman et al., 2002;Gruenbaum et al., 2005).

También participan en el correcto espaciamiento de los complejos del poro (Liu et al.,
2000; Shirmer et al., 2001) y en la posicién y movimiento del nucleo dentro de la célula (Starr et
al., 2002). Ademas se asocian con proteinas del citoesqueleto como la vimentina, la actina, entre
otras, permitiendo formar un continuo entre citoesqueleto y nucleoesqueleto manteniendo la
forma de la célula completa y equilibrando las fuerzas que se ejercen sobre ella, asimismo
permiten la transduccion de sefiales al nicleo mediante su interaccién con el citoesqueleto (Sarria

et al., 1994; Gruenbaum et al., 2005).

Una de las funciones mds importantes de las ldaminas nucleares es la organizacién de la
cromatina dentro del nlcleo, estas proteinas la anclan a la envoltura nuclear, determinan su
localizacién y con ello podrian participar en el silenciamiento de genes y en la expresion génica
(Wilson 2000; Sakaki et al., 2001; Goldman et al., 2002; Gruenbaum et al., 2005). Las ldminas Ay B
se asocian a secuencias especificas del ADN llamadas regiones de unién a la matriz nuclear
(MARS), de igual forma, interactian con el material genético a través de la unién al nicleo de
histonas mediante una secuencia localizada en el extremo carboxilo (Zhao et al., 1996; Stuurman

et al., 1998). Muchas proteinas de la envoltura nuclear también se asocian a la cromatina, como
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LAP2a, LAP2B, BAF, por lo cual las laminas nucleares ademads pueden interactuar con la cromatina
via su conexion con estas proteinas. Se ha reportado que tanto la ldmina B1 como la B2 pueden

interactuar con la cromatina.

Con las observaciones a cerca de que la cromatina se ancla a las [dminas nucleares se
sugirid que éstas podrian estar implicadas en otros procesos como la replicacion y transcripcion
del ADN. De esta forma se ha reportado en diversos estudios que para que la replicacién del
material genético se lleve a cabo correctamente es necesaria la organizaciéon adecuada de las
[dminas nucleares. En experimentos in vitro se ha demostrado que en los nucleos que no
presentan estas proteinas el proceso de replicacidn se bloquea (Newport et al., 1990; Goldman et

al., 2002). Lo mismo sucede cuando se introducen ldaminas mutadas (Moir et al., 2000).

Se ha propuesto que una de las funciones de estas proteinas en la sintesis del ADN es
mantener la integridad de la envoltura nuclear para permitir el adecuado transporte y la retencion
de los factores de replicacion en el interior del nucleo esto podria establecer las condiciones
necesarias como la concentracidn de estos factores en los sitios en donde se esté llevando a cabo

la replicacién (Walter et al., 1998; Goldman et al., 2002).

Asimismo se sugiere que estas proteinas son esenciales para establecer centros de
replicacién (Ellis et al., 1997). El bloqueo en la sintesis del ADN parece ser debido a la inhibicion de
la fase de elongacidn, lo cual podria relacionarse con la reorganizacion de factores requeridos para
el funcionamiento de la DNA-polimerasa 6 (enzima responsable de la sintesis del ADN durante la
fase de elongacion) como RFC y PCNA que se produce con la disrupcion de las laminas nucleares
(Moir et al., 2000). Ademas las [aminas nucleares brindan un soporte estructural para organizar y
mantener los factores que participan en este proceso y facilitan su ensamble al ADN (Ellis et al.,

1997; Goldman et al., 2002)

De igual forma, participan en el proceso de transcripcién del ADN. A este respecto Spann y
cols. (2002), observaron que al introducir la lamina mutada ANLA la cual no presentan el dominio
NH,-Terminal, se altera la distribucién normal de las ldaminas dentro del nucleo y con ello se inhibe
la transcripcién, debido a que cambia la distribuciéon de factores importantes para este proceso

como la TBP (TATA binding protein) un factor de transcripcion para las RNA polimerasas. La TBP se
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localiza en todo el nucleo en condiciones normales y su distribucién es mantenida por las laminas
nucleares, cuando la distribucién de estas cambia, la TBP se localiza en agregados con las laminas
nucleares. Debido a lo anterior la actividad de la RNA polimerasa Il, encargada de formar el mRNA

se bloquea en células de mamifero y en nucleos de Xenopus laevis (Spann et al., 2002).

Estas proteinas también participan en la regulacion del ciclo celular (Liu et al., 2000), la
diferenciacion (Furukawa et al., 1993; Liu et al, 1998) y la muerte celular por apoptosis. Las
alteraciones en la organizacion de la ldmina nuclear son un paso inicial en este proceso, el estado
en el ensamble puede estar involucrado en disparar la apoptosis, ademds la inhibiciéon del
ensamble de la [dmina B induce la muerte celular (Steen y Collas 2001). Durante la apoptosis las
[dminas son blanco de las caspasas, en particular la caspasa 3 esta involucrada en el desensamble
de las laminas tipo B (Slee et al., 2001), mientras que las tipo A/C son blanco de la caspasa 6 (Orth
et al., 1996; Takahashi et al.,, 1996; Taimen y Kallajoki 2003), directamente o a través de otras

proteasas (Kivinen et al., 2005).

Una de las funciones mas importantes y que actualmente se estudia arduamente debido a
su probable implicacién en el desarrollo procesos neoplasicos es la regulacién de la expresién
génica. Existe suficiente evidencia experimental de diversos grupos que ha mostrado que las
asociaciones entre ciertos genes y la periferia nuclear juegan un papel importante en la regulacion
de la expresion génica, teniendo principalmente una funcién represora o de silenciamiento de los

genes que ahi se localizan.

Aunque otros grupos han mostrado que no siempre la asociaciéon con la periferia nuclear
resulta en la represion de la expresion génica (Cosolari et al, 2004; Taddei et al, 2006).
Recientemente se ha observado que la localizacidn de la cromatina y de ciertos genes dentro del
nucleo se regula por las ldaminas nucleares, lo cual se observé durante el estudio de la localizacion
del locus humano 4q35.2 implicado en la distrofia muscular fascioescapulohumeral (FSHD). A este
respecto, Masny y cols. (2004), encontraron que la regidon 4g35.2 migra dentro del territorio

cromosomico cuando la asociacién con la lamina A se pierde.
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La relacién entre la [dmina A y la cromatina es bien conocida, de manera que diversas
patologias que se producen por alteraciones en estas proteinas se relacionan con las regiones
cromosomicas a las que se asocia. Las [aminas de tipo B también juegan un papel importante en la
regulacién de la expresion génica, recientemente Malhas y cols. (2007) encontraron que en células
Lmnb1 '~ que fueron modificadas genéticamente para no expresar ldmina B, se disminuye la
expresion de 614 genes. Estos autores también describieron que la expresién de ciertos genes se
relaciona con su asociacion a las laminas inmaduras y otros a su asociacion a las ldminas maduras.
Asimismo, observaron que en las células Lmnb1 '~ , el cromosoma 18 que normalmente se

encuentra en la periferia nuclear, se aleja de la periferia nuclear.

Las ldminas nucleares regulan la funcién de diversos factores de transcripcion entre los
que se encuentran: germ-cell less (GCL), young arrest (YA), la proteina de retinoblastoma (RB) y
Octl. Los genes transcripcionalmente activos y los factores de transcripcion se han identificado en
sitios ricos en laminas nucleares, por ejemplo Octl un represor del gen de la colagenasa, colocaliza
en la periferia con la [dmina B (Imai et al., 1997). Conforme las células llegan a la senescencia la
disociacién de Octl de la ldmina nuclear coincide con un incremento en la expresién de la
colagenasa, sugiriendo que la expresion de esta proteina esta regulada por su asociacién a la
[dmina nuclear (Imai et al., 1997). La asociacidn de la ldmina A con la proteina RB también apoya el
papel de las ldaminas en la transcripcién. El producto del gen RB reprime la transcripcion de los

genes del ciclo celular a través de su interaccién con E2F (Kaelin et al., 1999).

2.3.2.6 ALTERACIONES EN LAS LAMINAS NUCLEARES.

Laminopatias y Cancer.

Desde hace algunos afios, se han estudiado con especial interés las funciones de las
[dminas nucleares y ello debido a que se ha observado que las mutaciones principalmente en las
[dminas de tipo A se asocian a un gran nimero de enfermedades hereditarias que se han llamado

en conjunto laminopatias.
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Hay una lista creciente de estas laminopatias entre las cuales se encuentran diferentes
tipos de distrofias que afectan al tejido muscular como la distrofia muscular de Emery-Dreifuss
(EDMD), la distrofia muscular de extremidades y la cardiomiopatia dilatada, otras afectan el tejido
adiposo como la lipodistrofia parcial y algunas otras alteran directamente a las neuronas como el

desorden tipo 2 de Charcot-Marie-Tooth (Smith et al., 2005).

Ademads recientemente se ha descrito que los sindromes de envejecimiento temprano
también se asocian con mutaciones en la ldamina A, tales como la progeria de Hutchinson-Gilford
(HGPS), el sindrome atipico de Werner y la displasia mandibuloacral (MAD). Las mutaciones en la
[dmina A también producen enfermedades prenatales como las dermopatias restrictivas y la

pérdida total de esta ldmina es causa de mortalidad prenatal (Jacob y Garg 2006).

Como es que las mutaciones en esta proteina producen la gran variedad de enfermedades
no es claro aun, sin embargo se ha propuesto que las funciones que sostienen estas proteinas son
la clave para entender el origen de las laminopatias. Por ejemplo la pérdida de laminas nucleares
produce fragilidad nuclear y en las células musculares esto dirige a la muerte celular, de igual
forma la falta de la lamina A dirige a la desregulacidon de diferentes genes tejido-especificos
directamente o a nivel epigenético, a la pérdida de la heterocromatina como se observa en las
células de los pacientes con HGPS y MAD. Ademas las laminas A juegan un papel en la
proliferacién celular, particularmente en los mecanismos que controlan el ciclo celular, dado que
los miofibroblastos de personas con EDMD son incapaces de diferenciarse completamente (Smith

et al., 2005; Jacob y Garg 2006).

Por otro lado, las progerias que son resultado de la expresién de [dminas inmaduras o pre-
[dminas llamadas progerinas 6 LAASO, a las que les faltan 50 aminoacidos en uno de sus extremos
produce alteraciones en el ciclo celular, el cultivo de fibroblastos de pacientes con HGPS presentan
una limitada capacidad de proliferacidon y entran pronto en senescencia (Moir y Spann 2001;

Mattout et al., 2006; Rankin et al., 2006).

Aungque no existe una lista de enfermedades en humanos asociadas con mutaciones en las
[dminas B, en modelos experimentales se han reportado algunas patologias asociadas a la falta de

esta proteina. Por ejemplo, los ratones deficientes de lamina B1 mueren después del nacimiento
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con anormalidades en pulmones y huesos. Asimismo se ha reportado que la sobreexpresion de
[dmina B1 produce leucodistrofia autosémica dominante (ADLD). Estos resultados sugieren que las
alteraciones en la expresién de ldmina B puede asociarse también con muchas enfermedades

humanas y que la ADLD puede ser agregada a la lista de laminopatias (Malhas et al., 2007).

Uno de los datos importantes en las células con alteraciones en las [dminas A o B ya sea en
células derivadas de pacientes con laminopatias o células en las cuales se introducen ldminas
mutadas, o en las que se alteran de alguna manera estas proteinas; es que muestran diversas
alteraciones nucleares entre las que se encuentran cambios en la forma nuclear como
lobulaciones, invaginaciones, evaginaciones, también se observan cambios en la densidad de la
[dmina nuclear, pérdida de la heterocromatina, o cambios en la localizaciéon de la cromatina asi
como condensacién anormal de la cromatina, agrupamiento de los complejos del poro nuclear,
edema en la envoltura nuclear, presencia de vesiculas o seudoinclusiones dentro del nucleo,
pérdida de cromosomas, alteraciones en la segregacion del material genético durante la mitosis,

un incremento en el contenido de ADN (Liu et al., 2000; Wilson et al., 2001; Cohen et al., 2002).

Uno de los descubrimientos mas importantes en cuanto a las laminas es su relacién con
diversos tipos de cdncer. Debido a que estas proteinas estan involucradas en funciones como el
mantenimiento de la estructura nuclear, la organizacién de la cromatina, le regulacién del ciclo
celular, la replicacién y transcripcion del ADN, la diferenciacion y la apoptosis, consecuentemente

alteraciones en las [ldminas nucleares tienen relevancia potencial en el desarrollo del cancer.

Por ejemplo la expresidn de la lamina A/C se modifica en muchos tipos de cancer con una
reduccién en los niveles de esta proteina que se asocian con un incremento en la agresividad del
cancer. La relacidn que se propone entre la reduccién en la ldmina nuclear y el cancer se basa en
que estas proteinas se expresan en células diferenciadas y se asocian con la reorganizacién de la
cromatina y en la reprogramacién necesaria para la diferenciacion terminal y el arresto en el
crecimiento y el ciclo celular. Una reduccién en la ldamina A/C podria facilitar el fenotipo
desdiferenciado, favorable para la progresion de una célula tumoral. A este respecto se ha
determinado que el silenciamiento de la lamina A por el promotor (CpG island metilation) es el
elemento de mayor relevancia en el diagndstico de leucemias y linfomas. Estas metilaciones

pueden ser revertidas con agentes desmetilantes como la 5-azacitidina aprobada por la FDA para
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el tratamiento de sindromes mielodisplasicos. Ademads se ha observado que la progerina afecta
especificamente el control epigenético de la heterocromatina facultativa y constitutiva, los
pacientes de HGSP presentan niveles reducidos de lisina 9 trimetilada en la histona H3 (Ramirez et

al., 2007).

De la misma manera, en una serie de carcinomas primarios de pulmdn, Broers y cols.
(1993) encontraron decremento en la expresién de ldmina B en 11 de 23 muestras de cancer de
pulmdn de células no pequefias y una expresion reducida de laminas A en 13 de 15 muestras de
cancer de pulmodn de células pequeiias; con ello se sugirio el papel de las laminas nucleares en el
diagndstico de estos tipos de cdncer. Debido al uso potencial de la expresion de las laminas
nucleares como marcadores de tumores se ha examinado la expresion en diferentes tipos de
cancer y se ha observado que en la gran mayoria las laminas principalmente las tipo A/C se
encuentra reducidas o ausentes aunque la expresion de las ldminas B también se modifica (Tabla

1) (Moss et al., 1999; Brunagel et al., 2002; Agrelo et al., 2005; Prokocimer et al., 2006)

Lamina AC Lamina B1

Tipo de cancer Reducido Ausente Reducido Ausente

Colon 100% 83% 89% 39%
Adenoma

0/ 0 0, o,
Adenocarcinoma 100% 82% 100% 41%
Adenocarcinoma Gastrico 88% 50% 75% 50%
Cancer de eséfago 100% 50% 50% 50%
Adenocarcinoma
Carcinoma cervical epidermoide 100% 100% 67% 0%
Adenocarcinoma Uterino 100% 100% 67% 33%
Adenocarcinoma de prdstata 75% 0% 75% 0%
Adenocarcioma de mama 100% 0% 100% 0%
Carcinoma de pulmoén de cél. no 100% 67 67% 67%
pequefias

Tabla 1. Cambios en la expresion de las laminas nucleares en diferentes tipos de cdncer. Se muestra en porcentaje la
frecuencia en la cual las ldminas nucleares se encuentran reducidas o ausentes y algunos ejemplos de los tipos de cancer
en donde se ha observado esta relacién (Modificado de Moss et al., 1999).
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3. JUSTIFICACION

El vanadio ha tomado importancia como contaminante ambiental en las Gltimas décadas,
principalmente en las grandes ciudades como la de México. Este metal se emite a la atmdsfera
como V,0s5, que es su forma mas toxica. Debido a que diariamente se emanan grandes cantidades
de este compuesto al aire y que mediante la via aérea se absorbe hasta el 95%, se considera que la

via de exposicidn mas importante para la poblacién general es la inhalada.

En el modelo de inhalacién de V,0s5 en ratén macho de la cepa CD1 (Fortoul et al., 2002)
investigado en nuestro grupo de trabajo, se ha observado que la exposicion a este compuesto
produce alteraciones nucleares en los linfocitos de timo y bazo, siendo mas evidentes en este
ultimo drgano. Sin embargo no se han realizado andlisis morfologicos y estadisticos para
determinar dichos cambios, asi como la probable causa y la significancia bioldgica y funcional de

éste efecto.

Los cambios nucleares en los linfocitos podrian asociarse con modificaciones en el
nucleoesqueleto, pero se desconoce su efecto sobre las laminas nucleares. Considerando lo
anterior y dado que los cambios sobre estas proteinas podrian producir alteraciones en la
estructura y funcién nuclear asociadas entre otros, a eventos neopldsicos, es importante estudiar
el efecto de este metal sobre las ldminas nucleares B1, B2 y A/C de las subpoblaciones de linfocitos

de bazo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Generales
1. Analizar morfoldgicamente los cambios nucleares, en los linfocitos de bazo de ratones

expuestos a la inhalacién aguda, subaguda y crénica de V,0:s.

2. ldentificar las posibles alteraciones sobre los componentes del nucleoesqueleto de

linfocitos de bazo de ratones posteriormente al tratamiento con V,0s.

4.2 Particulares

1. Identificar los cambios ultraestructurales del nucleo de linfocitos de bazo, inducidos
por la inhalacidn aguda, subaguda y crénica de V,05 mediante Microscopia electrénica

de transmision (MET).

2. Analizar el efecto que la inhalacion de V,0s tiene sobre la presencia y concentracion
de las ldaminas nucleares B1, B2 y A/C en las poblaciones de linfocitos T CD4, TCD8y B

de bazo mediante Citometria de Flujo.

3. Correlacionar las posibles variaciones en la presencia y/o concentracion de las [|dminas
nucleares B1, B2 y A/C en los linfocitos T CD4, T CD8 y B de bazo de ratones expuestos

a V,0;5 con los cambios en la morfologia nuclear.

5. HIPOTESIS

Si la exposicion a V,0s via inhalada produce alteraciones estructurales en el nucleo de los
linfocitos de bazo de ratén, entonces se observaran cambios con respecto a los controles en la

presencia y/o concentracion de las ldminas nucleares B1, B2 y A/C en los linfocitos T y B de bazo.
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6. METODOLOGIA

A) Modelo de Exposicién por inhalacién a V,0s.

Para este estudio, se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 de 1 mes de edad y de 35
gramos de peso. Durante el experimento los ratones se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad
12:12 y alimentacion ad libitum. Se establecieron dos grupos de 36 ratones cada uno, un grupo
control el cual fue expuesto a vehiculo (agua desionizada) y un grupo de ratones expuestos a
pentdxido de vanadio (V,0s) a una concentracién de 0.02 M, para lo cual cada grupo de ratones
fue colocado en una caja de acrilico cerrada y conectada a un ultranebulizador (UltraNeb99
Devilbiss). El tiempo de exposicién para ambos grupos fue de 1 hora dos veces por semana,
durante 3 meses. Las condiciones del modelo y el tiempo de exposicion fueron establecidos por

Fortoul y cols. (1999).

B) Obtencién del bazo y procesamiento para MET.

Posteriormente a la primera exposicion, un grupo de 3 ratones expuestos y 3 controles se
sacrificaron bajo anestesia con pentobarbital sddico dosis letal, para observar alteraciones por
exposicion aguda. Después se sacrificaron cada semana con el propésito de observar los cambios

durante la exposicién subaguda y cronica.

Los ratones se perfundieron via intracardiaca con solucidn salina y posteriormente con
fijador de glutaraldehido y paraformaldehido al 2% en buffer de cacodilatos (pH 7.4). A
continuaciéon se tomé el bazo y se procesd para la técnica de microscopia electrénica de
transmisidn de la siguiente manera: postfijacidon con tetradxido de osmio al 1% durante 2 horas,
deshidratacion en alcoholes de concentraciones crecientes del 70 al 100%, inclusion de los

fragmentos de tejido en araldita 6005 (resina epodxica).

Finalmente se realizaron cortes semifinos con un ultramicrotomo Reichert-Jung, las
muestras se tifieron con azul de toluidina y se observaron al microscopio de luz para identificar la

pulpa blanca en el bazo. Posteriormente se obtuvieron cortes finos de estas zonas, los cuales se
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contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo para su posterior observacién en un

microscopio electrénico de transmision Zeiss EM-10.

En cada individuo se analizaron 15 campos al azar de 55um? en los cuales se contaron el
total de células por campo vy las células con alteraciones nucleares para obtener un porcentaje de
células con cambios nucleares. Se analizaron 450 células por individuo. De acuerdo a la literatura
se establecieron como cambios nucleares, modificaciones en la morfologia del nucleo tales como:
lobulaciones, invaginaciones o evaginaciones de la envoltura nuclear, cambios en el patréon de

distribucidn de la cromatina compacta y laxa y nucleos con seudoinclusiones.

Seguido a la obtencion de los porcentajes de linfocitos con nuicleos alterados se realizé un
analisis estadistico ANOVA para determinar si estos cambios en los individuos expuestos a V,05

fueron estadisticamente significativos con respecto a los controles.

C) Analisis de los cambios en la concentracion de las ldminas nucleares en las subpoblaciones de

linfocitos TCD4, TCD8 y B mediante Citometria de Flujo.

Un grupo de 60 ratones machos de la cepa CD1 de 35 gramos de peso inhalé V,05 durante
5 semanas siguiendo el modelo de inhalacién anteriormente mencionado, el tiempo de exposicidn
en esta ocasidon se determind de esta manera, debido a que posteriormente a las 5 semanas de
inhalacién al téxico, se aprecié una meseta en cuanto al efecto que produce el vanadio sobre la

morfologia nuclear de los linfocitos de bazo.

Después de cada semana de exposicidon se sacrificaron 5 ratones expuestos a V,05 y 5
controles, se tomd el bazo de cada individuo, se macerd entre dos mallas para obtener sélo células
y desechar el estroma. Los eritrocitos se lisaron con una solucién de cloruro de amonio al 0.83%
para obtener una suspension de leucocitos, a los cuales se realizé un inmunomarcaje con
anticuerpos de superficie acoplados a un fluorocromo para identificar las subpoblaciones de
linfocitos Ty B en el bazo, los anticuerpos empleados fueron CD4-FITC (BD) (1:100), CD8-CY5 (BD)
(1:300) y CD19-PE (BD) (1:250).
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A continuacidén se realizé en estas células un segundo marcaje para identificar las ldaminas
nucleares B1, B2 y AC en muestras separadas una para cada tipo de lamina nuclear, esto mediante
el uso de anticuerpos anti-ldmina B1, B2 y AC biotinilados (Abcam) (1l sobre la solucién celular),
previamente se permeabilizé el nicleo agregando a la solucion de leucocitos 100 ul de buffer de

permeabilizacién (BD).

Posteriormente las células se incubaron con biotina acoplada al fluorocromo APC y se
analizaron en un citémetro de flujo (FACSCalibur) (BD). Para ello se adquirieron 100,000 células
por ratéon por lo cual, para cada condicién se analizaron 500,000 células. Para cada individuo
analizado se obtuvo el porcentaje de linfocitos de cada poblacién: TCD4, TCD8 y B inmunopositivos
a las laminas B1, B2 y AC, asi como las medias de fluorescencia para cada tipo de lamina, con el fin
de determinar indirectamente las posibles variaciones en la concentracién de estas proteinas

durante el tratamiento.

De igual forma se realizd un analisis estadistico (prueba de t) para determinar si los
cambios fueron significativos con respecto a los obtenidos para el control. Finalmente se
correlacionaron los cambios observados por MET y los obtenidos por citometria de flujo y se

analizaron los resultados.

7. RESULTADOS

7.1 Evaluacidn de los cambios en la morfologia nuclear de linfocitos de bazo de ratones

expuestos a la inhalacién de V,0s mediante Microscopia Electrénica de Transmision (MET).

Se realizd el andlisis en un microscopio electrénico de transmisién para identificar los
cambios ultraestructurales en el nucleo de linfocitos de bazo que se produjeron posteriormente a
la inhalacién de V,0s, para lo cual se cortd y analizé sélo la pulpa blanca del bazo la cual se
identific6 mediante cortes semifinos, con el propdsito de asegurar que la mayor parte de las

células observadas correspondieran a linfocitos, los cuales fueron identificados morfoldgicamente.
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En los controles se observaron linfocitos con un nucleo de forma regular y un patrén de
localizacién de la cromatina en rueda de carreta, con la cromatina compacta (heterocromatina)
asociada a la envoltura nuclear y distribuida regularmente y la cromatina laxa (eucromatina) en el
centro del nucleo, asimismo la envoltura nuclear fue homogénea, se observaron nucléolos bien

definidos y por lo general uno por nucleo (Figura 2A).

En contraste, en el bazo de los individuos tratados, se observaron desde la primera
semana de exposicidon a V,05 cambios en la forma nuclear de los linfocitos, tales como: nucleos
con lobulaciones (Figura 2B), invaginaciones (Figura 2C) y evaginaciones (Figura 2D) muy
pronunciadas, asociados a cambios evidentes en la distribucion de la cromatina predominando la
cromatina compacta o heterocromatina, la cual no solo se encontré en la periferia del nicleo sino
también en el interior, estos cambios en la distribucidon de la cromatina se observaron en los sitios

donde se deformé el nucleo (Figura 2 . B-D).

Asimismo se observd edema en la envoltura nuclear (Figura 2 E) y se evidenciaron
estructuras que podrian corresponder a los complejos del poro nuclear, los cuales son
aparentemente mas amplios y evidentes que en los controles. De igual forma, en los linfocitos de
los individuos tratados estas estructuras se agruparon (Figura 2 F). Se encontraron ademas,
linfocitos con seudoinclusiones nucleares cuyo contenido fueron organelos membranosos como
mitocondrias (Figura 2 G). Finalmente fueron evidentes nucleos con nucléolos mas grandes y

frecuentemente mas de uno por linfocito (Figura 2 H).
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Figura 2. (A-D). Alteraciones nucleares en linfocitos de bazo de ratones expuestos a la inhalacién de V,0s. A.
Nucleo de un linfocito control. Se observa un nucleo de forma regular con un patréon de distribucién de la
cromatina en rueda de carreta caracteristico de estas células. B-H. Se observan diferentes alteraciones en la
morfologia nuclear y en la distribucidon de la cromatina de los linfocitos de ratones expuestos a V,0s. B.
Nucleo lobulado. C. Nucleo con invaginaciones. D. Nucleo con evaginaciones. B-D. Se aprecia una mayor
proporcion de cromatina compacta (heterocromatina) en los linfocitos de individuos expuestos al metal.
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Figura 2 (E-H). Alteraciones nucleares en linfocitos de bazo de ratones expuestos a la inhalacién de V,0s. E. Se observd
edema en la envoltura nuclear marcada con una flecha (=). F. Cambios en la distribucion de los complejos del poro.
Algunas estructuras que podrian ser los poros nucleares mostrados con una flecha (=) se agrupan en ciertas zonas del

ntcleo, principalmente donde se deforma el organelo. G. Se observaron linfocitos con seudoinclusiones nucleares (),
cuyo contenido fueron organelos membranosos. En la amplificacién mostrada con la flecha (azul oscuro) se muestra una
mitocondria. H. Se observé mayor cantidad de nucléolos en los nucleos de linfocitos de ratones expuestos, estos se
marcan con una estrella (7).
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Posteriormente a la observacién al MET, se obtuvo el porcentaje de linfocitos con estos
cambios nucleares tanto en el bazo de los individuos controles como en los expuestos a V,0s. En
los resultados se muestra que los controles no presentan alteraciones nucleares como las
mencionadas anteriormente o se observan en un porcentaje muy bajo (0.9%) (Figura 3). En
contraste, se observd incremento estadisticamente significativo con respecto al control en el
porcentaje de linfocitos con estas alteraciones nucleares en los ratones tratados, desde la primera

semana de exposicion y durante el tratamiento.

De la misma forma se observé que el porcentaje de células con estas modificaciones
incrementa conforme el tiempo de exposicion presentandose hasta en un 37.5% de las células
analizadas. Ademas el efecto del vanadio sobre la estructura nuclear presentd una meseta, dado
que desde la quinta semana de exposicidn hasta las 12 semanas los cambios no son significativos,

lo cual se determiné mediante una prueba de ANOVA con post-anadlisis de Tukey (Figura 3).

50

40 * * *
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10 A

% de linfocitos con alteraciones nucleares

0 T
Ctrol 1 3 4 5 G a 10 12

Semanas de exposicion a V,0,

Figura 3. Efecto del V,05 sobre la estructura del nucleo de los linfocitos de bazo. Se muestra un incremento significativo
con respecto al control en el porcentaje de linfocitos con alteraciones nucleares. Ademas se muestra que tal efecto fue
dependiente del tiempo de exposicion. *=P<0.001 ANOVA (TUKEY).
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7.2. Evaluacion de cambios en las laminas nucleares de linfocitos de ratones expuestos a V,0s.

Una vez que se observd que la exposicidon a V,05 produce alteraciones nucleares en un
porcentaje importante de linfocitos y que este efecto se mantuvo durante el tratamiento, se
determind si el vanadio modificaba la presencia y/o concentracion de las ldminas nucleares B1, B2
y A/C en las diferentes poblaciones de linfocitos T (CD4 y CD8) y B (CD19), para tratar de explicar
estas alteraciones. Para ello se inmunolocalizaron los diferentes tipos de ldaminas en los linfocitos
y las muestras de linfocitos de ratones controles y tratados se analizaron mediante citometria de

flujo.

En cuanto a la lamina B1 se observd mediante una prueba de t, que el decremento en la
concentracién y en el porcentaje de células que presentan esta proteina en todas las poblaciones
de linfocitos analizadas, fue estadisticamente significativo en los individuos tratados con respecto
al control. Este decremento fue paulatino, observandose desde la primera hasta la quinta semana
de exposicion, donde se encuentran los valores mas bajos en cuanto al porcentaje de linfocitos
que presentan lamina B1 y su concentracidn en estas células. Por lo cual el efecto fue dependiente
del tiempo de exposicion, sin embargo fue independiente del tipo celular ya que tanto los
linfocitos T (CD4 y CD8) como los B presentaron decremento en el porcentaje de células con la
proteina y en su concentracién. Es importante mencionar que los cambios en la l[dmina B1 se
correlacionaron con el incremento en el porcentaje de linfocitos con alteraciones nucleares
observados por MET. Asimismo se observd que esta ldmina nuclear fue la mas sensible al vanadio
ya que se observaron los porcentajes y concentraciones mas bajas posteriores al tratamiento con

este metal (Figura 4).
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Figura 4. A. Cambios en el porcentaje de linfocitos de bazo inmunopositivos a la ldmina B1 posteriormente a la
inhalacion de V,0s. B. Modificaciones en la concentracion de la lamina B1 de los linfocitos de bazo, posteriormente a la
exposicion a V,0s. Se observa decremento significativo en el porcentaje de linfocitos TCD4, TCD8 y B después del
tratamiento a vanadio (A), asi como en la concentracién de la proteina (B). Tal decremento fue dependiente del tiempo
de exposicion. *= P=0.01 Prueba de t.
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En el caso de la [dmina B2, fue evidente el decremento en el porcentaje de linfocitos que
presentan la proteina y en su concentracién solamente durante la primera y la segunda semana.
Observandose al final del tratamiento valores parecidos al control. Estos cambios fueron

estadisticamente significativos (P= 0.01 Prueba de t) (Figura 5).

A

Medias de Fluorescencia

%]
i

o

Ctrol 1 2 3

Tiempo de exposicion a V,05 (Semanas)

Figura 5. Efecto del V,05 sobre la ldamina B2 de linfocitos de bazo. Se observa decremento significativo en el porcentaje
de linfocitos TCD4, TCD8 y B que presentan lamina B2 (A), también fue evidente el decremento en la concentracién de la
proteina (B), en la primera y segunda semana de exposicién. *= P= 0.01 Prueba de t.
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Las laminas A/C presentaron un comportamiento diferente con respecto a las laminas tipo
B (B1 y B2) en los ratones tratados con vanadio. Presentando variaciones durante el tratamiento.
Se observd de igual manera un decremento en la primera y segunda semana de exposicién sin
embargo en cuanto al porcentaje de células con ldamina A/C este decremento no fue

estadisticamente significativo.

En contraste, la concentracidén de ésta ldmina si presentd un decremento significativo en la
primera semana de exposicidn en el caso de los linfocitos B (CD19) y los T (CD8), y para los T (CD4)
en la segunda semana de exposicién. Pese a que en la siguiente semana se observd un ligero
incremento llegando a valores parecidos al control, al final del tratamiento fue evidente el
decremento en la concentracidn de lamina A/C en los linfocitos By T (CD8). Se empled una prueba

de t para determinar la significancia en cada caso (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del V,05 sobre la ldmina AC en linfocitos de bazo. A. No se observaron cambios significativos en cuanto a
al porcentaje de linfocitos TCD4, TCD8 y B que presentan ldmina AC. B. Se observa decremento significativo en la
concentracion de la lamina AC en las primeras semanas y al final del tratamiento en los linfocitos By T (CD8) *= P= 0.01
Prueba de t.
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8. DISCUSION

Actualmente el desarrollo industrial ha propiciado la liberaciéon al ambiente de una gran
variedad de metales entre ellos el vanadio, el cual ha tomado importancia como contaminante del
aire en las ultimas décadas. La exposicién a este metal produce diversos efectos adversos en los
organismos como lo hemos visto en este y otros modelos, muchos de los cuales pueden explicarse
con base en las alteraciones que induce en las proteinas del citoesqueleto el cual es esencial para
mantener las funciones celulares durante la interfase y la division celular (Nechay 1984; Li et al.,

1996; Ramirez et al., 1997; Stoiber et al., 2004).

Se ha reportado previamente que el V,0s (Ramirez et al., 1997; Rodriguez-Lara 2005;
Mussali-Galante et al., 2005) puede modificar la integridad de esta red protéica, sin embargo no
existe informacién del efecto de este toxico sobre otra red con la cual se conecta, el
nucleoesqueleto, siendo este un elemento clave para conservar la integridad estructural y
funcional del ndcleo y regular funciones como el ciclo celular, la muerte celular y la expresion
génica, las cuales son importantes para el mantenimiento de la viabilidad celular y en su defecto,
el establecimiento de eventos que conllevan al desarrollo de cancer, una patologia que
recientemente ha incrementado su frecuencia especialmente en habitantes de las grandes
ciudades lo cual se relaciona en parte con la contaminacién ambiental particularmente aquella

gue tiene como componente principal a los metales.

Como se ha mencionado, el vanadio produce diversos efectos adversos en la salud, sin
embargo el sistema inmune ha sido pobremente estudiado. En nuestro modelo previamente se
observé que la exposicién a V,05 produce esplenomegalia debida principalmente al aumento de
tamafio de los nddulos linfoides, lo cual fue evidente desde la primera semana de tratamiento
hasta los tres meses de exposicidn, cuando se observé el predominio de la pulpa blanca (Pifién-

Zarate et al., 2008; Fortoul Tl et al., 2008).

Lo anterior se corrobora con lo que se habia observado en diversos modelos in vitro, en los

cuales se reporta el efecto linfoproliferador del vanadio (Marini. 1987; Quereshi, et al., 1999).

Asimismo fue evidente que en los linfocitos de bazo la frecuencia de muerte por apoptosis
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disminuye con la exposicion al metal (Pifidn-Zarate et al., 2008). Por otro lado en el presente
trabajo se encontrd que la exposicién a vanadio, induce cambios nucleares parecidos a los que se
observan en células neoplasicas, en los linfocitos de los diferentes drganos linfoides, no obstante

estos cambios fueron mas evidentes en el bazo.

El bazo ademas de presentar funciones inmunoldgicas que llevan a cabo los macréfagos y
otras células del sistema inmune innato y los linfocitos T y B de la pulpa blanca, presenta una
irrigacién abundante y cumple con las funciones de un filtro para la sangre, de manera que todos
los téxicos que viajan por esta via y se distribuyen a los drganos pasan por el bazo. Debido a ello
gran cantidad del vanadio que se absorbe se acumula en este érgano. Diversos estudios muestran
gue posteriormente a la exposicién a diferentes compuestos de vanadio administrados via
inhalada, oral o intraperioneal las concentraciones mas altas del metal se observan en rifidn,

higado, bazo, pulmones y hueso (Zaporowska y Scibior 1998; Barceloux 1999; IPCS 2001).

Una vez en el bazo, el vanadio es capaz de alterar diversas funciones celulares. Ingresa a
las células, mediante canales anidnicos inespecificos generalmente como vanadato (Bhagavan
1983; Nechay 1984; Zaporowska y Scibior 1998; Barceloux 1999; Baran 2003; Mukherjee et al.,
2004). Aunque se ha propuesto que debido a la similitud quimica de éste con el fosfato, el vanadio

también puede entrar a las células a través del mecanismo de transporte de fosfatos (Baran 2003).

Particularmente las células del sistema inmune son sumamente sensibles a diversos
téxicos, entre ellos al vanadio. A este respecto se ha reportado ampliamente el efecto genotdxico
de este metal en linfocitos tanto en modelos in vitro como in vivo en los cuales observan
micronucleos, rompimientos de cadena doble y simple, entrecruzamientos en el DNA (Migliore et
al., 1993; Rodriguez-Mercado et al., 2003; Leopardi et al., 2005), asi como incremento en la
frecuencia de células poliploides y de asociaciones satelitales (Roldan y Altamirano 1990). Ademas
se ha observado que este metal produce alteraciones en el ciclo celular de los linfocitos alterando
algunas proteinas importantes. Por otro lado algunos autores han reportado que el vanadio
produce muerte celular por necrosis y apoptosis en estas células sin embargo este efecto es

controversial (Au et al., 2006).
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El efecto genotdxico frecuentemente observado se debe a que el vanadio es capaz de
ingresar al nucleo y dafar sus componentes. Se ha mencionado que uno de los principales
organelos en los cuales se acumula este metal es en el nucleo donde se han encontrado las
concentraciones mas altas (Sit et al.,, 1996; Evangelou 2002). Asimismo se ha observado que el
vanadio puede interactuar con las histonas y otras proteinas del nucleo cargadas positivamente

(Michele et al., 1997).

Pese a que el nudcleo es uno de los organelos donde el vanadio se acumula
preferencialmente y que los linfocitos son células sumamente sensibles, en nuestro modelo se
reporta por primera vez que la exposicion a este metal produce alteraciones en la estructura
nuclear en linfocitos de bazo, parecidas a las que exhiben las células cancerosas. Nuestros
resultados muestran que los nucleos de estas células presentan cambios morfoldgicos como
invaginaciones y evaginaciones pronunciadas de la envoltura nuclear acompanadas de cambios en
la distribucién de la cromatina, edema en la envoltura nuclear, agrupamiento de estructuras que
podrian corresponder a los complejos del poro (CPN), seudoinclusiones nucleares y un aparente
incremento en el nimero y tamafio de los nucléolos. Tales cambios fueron dependientes del

tiempo de exposicion.

Recientemente se ha indicado que las alteraciones en proteinas del nucleoesqueleto
principalmente en las [dminas nucleares producen cambios importantes en la estructura nuclear. A
este respecto Liu y cols. (2000) observaron en C. elegans que al introducir RNA de interferencia
(RNAI) para Ce-lamina (la Unica lamina presente en este organismo) las células que dejaban de
expresar por completo la [dmina se arrestaban en el ciclo celular. En contraparte mas del 95% de
las células en las que se reducia la expresién de esta proteina, presentaban alteraciones en la
forma nuclear sin perder su capacidad de divisién, no obstante presentaron dafios en este proceso
como incapacidad para completar el ciclo y distribucidon desigual de los cromosomas entre las

células hijas.

Ademas observaron cambios en la localizacién de la cromatina con regiones en el nicleo
con gran cantidad de DNA y otras con una cantidad minima o ausente de éste. También fue
evidente en las células sin ldamina nuclear, el cambio en la distribucidn de los complejos del poro

nuclear (CPN), los cuales se agruparon en un lado del nucleo. Estos resultados fueron
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corroborados mds tarde por Cohen y cols. (2002) quienes usando un RNAi para Ce-lamina
mostraron que la falta de esta proteina produce nucleos con formas y tamafios anormales en C.
elegans, asimismo alteraciones en la envoltura nuclear como burbujas (blebbing) o edema vy
muchas células una gran fraccién de la cromatina sumamente condensada, asi como nucleos con

seudoinclusiones y agrupamiento de los CPN

Debido a los datos en la literatura comentados previamente y a los antecedentes en
nuestro modelo de dafo en el citoesqueleto por la exposicion a V,0s, estudiamos el efecto de este
metal sobre las laminas nucleares las cuales son miembros de la familia V de los filamentos

intermedios.

En primera instancia encontramos mediante citometria de flujo la presencia de los tres
tipos de laminas nucleares: B1, B2 y AC en las poblaciones de linfocitos TCD4, TCD8 y B de bazo de
ratones controles. A este respecto existe controversia en cuanto a la presencia de estas proteinas
en los linfocitos. Se ha reportado que la lamina B1 es constitutiva de tal forma que se presenta en
los linfocitos en todos los drganos linfoides y en sangre periférica asi como en todos los estadios

del ciclo celular (Guilly et al., 1987; Rober et al., 1990).

De manera similar se ha reportado que la [dmina B2 se encuentra en todos los linfocitos
sin embargo en menor proporcidon que la ldmina B1 lo cual apoya nuestros resultados. Con
respecto a la ldmina AC Rober y cols. (1990) encontraron mediante inmunohistoquimica que los
Unicos érganos en el ratdén adulto donde la mayoria de las células no presentan estas proteinas
son el timo y el bazo. También observaron la ausencia de ésta lamina en linfocitos de sangre
periférica y en las lineas linfoides HK22 y BW5147, lo cual se corrobord en ratén y en rata
(Hornbeck et al., 1988; Kaufmann 1989). Asimismo, Guilly y cols. (1987) encontraron que las
[dminas de tipo B son el Unico componente de la ldmina nuclear en la linea humana de linfoblastos
T (KE37) y sugieren que la expresion de las laminas puede estar sujeta a variaciones cuantitativas

importantes principalmente de lamina AC ya que la tipo B es constitutiva.

Esto fue evidente también en clonas de linfocitos T y linfocitos B transformados donde la
concentracién de lamina B fue equivalente en ambas lineas no obstante los niveles de lamina AC

variaron ampliamente. Por otro lado, Worman y cols. (1988) en experimentos de inmunomarcaje
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para la ldmina AC encontraron inmunopositividad en el bazo, sin embargo algunos autores
sugieren que ésta proviene de las células no linfoides de éste drgano. En estudios mas recientes se
ha observado que las laminas AC se restringen mas bien a las células diferenciadas y no se
encuentra en las células que proliferan (Nigg et al., 1992; Cance et al., 1992). Por ejemplo, los
linfocitos humanos de estadios tempranos de diferenciacion asi como células neoplasicas de
leucemia linfoblastica aguda y linfomas no Hodgkin no presentan laminas AC (Guilly et al., 1987;

Paulin-Levasseur et al., 1988; Guilly et al., 1990; Stadelmann et al., 1990).

De igual forma la expresién de la ldmina AC es mutuamente excluyente a la del marcador
de proliferacion Ki67 (Janse et al., 1997). Se ha descrito en nédulos linfoides que linfocitos B CD20
del centro folicular y fuera de éste, asi como linfocitos TCD3 de la paracorteza y médula son
negativas a la lamina AC. Sin embargo los linfocitos activados con expresion de CD30 son positivos
a esta ldmina, por lo que las células que proliferan pierden la [dmina AC y ésta se expresa en

estadios diferenciados (Jansen et al., 1997).

Nuestros resultados apoyan lo reportado en la literatura con respecto a las [dminas Bl y
B2 y corroboran que estas proteinas son constitutivas ya que las encontramos en las poblaciones
de linfocitos TCD4, TCD8 y B de bazo. Por otro lado encontramos en contraste con lo reportado en
otros trabajos, la presencia de lamina AC en los linfocitos T (CD4 y CD8) y B en el bazo y sugerimos
que las variaciones en su expresidén en condiciones normales pueden responder a cambios en el

ciclo celular como lo han sugerido otros autores (Jansen et al., 1997; Guilly et al., 1990).

Por otra parte encontramos que la exposicion a V,0s via inhalada produce cambios en la
presencia y concentracion de las ldaminas nucleares B1, B2 y A/C en los linfocitos de bazo siendo

estos cambios dependientes del tiempo de exposicion.

En cuanto a la [dmina B1, se observé que el decremento en el porcentaje y concentracion
de ésta proteina en los linfocitos (TCD4, TCD8 y B) se correlaciona con el incremento en el
porcentaje de linfocitos con alteraciones nucleares. Fue evidente una relacién inversamente
proporcional ya que al reducirse la concentracidon y el porcentaje de células con lamina B1,
incrementod el porcentaje de estas células con alteraciones nucleares. Lo cual indica que los dafos

en esta proteina, son suficientes para producir cambios en la estructura y probablemente en la
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funcién nuclear como se ha descrito en otros modelos (Lui et al., 2000; Steen y Collas 2001). De
igual manera nuestros resultados mostraron que esta lamina fue la mas sensible al vanadio, lo cual
podria deberse a que esta proteina es constitutiva y es la mds abundante en el nucleo de los

linfocitos.

Por otro lado, se encontré decremento en el porcentaje y concentracion de lamina B2 en
las dos primeras semanas de exposicidén en las poblaciones de linfocitos T CD4 y CDS8, sin embargo
para los linfocitos B solo observamos cambios en la concentracion de la proteina en las dos
primeras semanas de exposiciéon. Asimismo se aprecié que tanto las concentraciones como el
porcentaje de células que presentan lamina B2 fueron muy parecidas a los controles al final del

tratamiento en todas las poblaciones de linfocitos.

Lo anterior podria explicarse mediante un mecanismo de compensacion como el que se ha
observado en otros modelos, en el cual cuando se altera la lamina B1 la cual es esencial para la
viabilidad celular, se expresan otros tipos de laminas que normalmente no se expresan, o bien
incrementa la expresion de [dminas minoritarias como la B2 y la AC en el caso de los linfocitos, de
tal manera que no se comprometa la viabilidad celular, sin embargo en estos modelos se ha
descrito que el exceso de otros tipos de ldminas no restaura el daifo producido por la falta de
[dmina B1 y en ocasiones las células mueren por apoptosis (Liu et al., 2000; Steen y Collas 2001;

Holaska et al., 2002).

En lo que se refiere a la ldmina A/C encontramos cambios significativos en la
concentracién de esta proteina en la primera semana de exposicidn en los linfocitos By TCD8 y a
la segunda semana de tratamiento, en los linfocitos TCD4, recuperando valores parecidos al
control en los TCD4 y disminuyendo la concentracidn significativamente en los linfocitos B y TCD8
al final del tratamiento. En cuanto a los porcentajes de linfocitos no se encontraron diferencias

significativas con respecto al control.

Estos cambios en la concentracién de la |lamina AC en los linfocitos B y TCD8 podrian
promover la division celular. Lo cual explicaria en parte, el incremento en la poblacién de linfocitos
B y el aumento en el tamafio de los nddulos linfoides observado previamente en nuestro modelo

(Pifidn-Zarate et al., 2008; Fortoul Tl et al., 2008).
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Lo anterior se corrobora con lo reportado en modelos in vitro donde se ha observado que
la falta de lamina AC promueve la division celular (Guilly et al., 1990; Nigg et al., 1992; Cance et al.,

1992).

Por lo anterior, nuestros resultados mostraron que el vanadio fue capaz de alterar las
[dminas nucleares. A este respecto, no existen datos previos en los cuales se muestre el dafio a
estas proteinas por un xenobidtico. En este sentido, este es el primer estudio donde se reporta
gue un agente externo puede ingresar al nucleo celular y producir cambios en el nucleoesqueleto
al alterar a las laminas nucleares. Estas proteinas como otras del citoesqueleto son sensibles al
vanadio, una de las causas de tal sensibilidad se debe probablemente a los diversos sitios
fosforilables que presentan mediante los cuales se regula su funcidon durante la interfase y en la
mitosis (Kill et al., 1995; Stuurman 1997; Tabellini et al., 2002; Mattout-Drubezki y Gruenbaum
2003).

La similitud quimica del vanadato con el fosfato produce la alteracion de proteinas tirosina
fosfatasas como la cdc25 y otros sistemas enzimaticos que requieren fosfato (Morinville 1998); de
forma similar este metal podria alterar otras proteinas cuya actividad es regulada por ciclos de
fosforilacién como el complejo p34-cinasa cdc2 (complejo p34-ciclina B) que permite la dindmica
de las ldaminas durante la mitosis (Stuurman 1997; Moir et al., 2000b) o la proteina fosfatasa de
union a la cromatina 1 (PP1) la cual es reclutada por AKAP149 y en conjunto regulan el reensamble
de la envoltura nuclear al final de la mitosis. Holaska y cols. (2002) observaron que cuando la
unidn de PP1 con AKAP149 se modifica, simultdneamente el ensamble de la [dmina a la envoltura

nuclear falla.

Asimismo Steen y Collas (2001) reportaron que la inhibicién de la actividad de PP1 evita el
ensamble de la ldmina B a la envoltura nuclear, lo cual dirige a su protedlisis. Otra de las proteinas
que podria alterar el vanadio y resultar en modificaciones sobre las laminas nucleares es la PKC-&
la cual fosforila la serina 395 y 405 de estas proteinas y regula su localizacion en el nucleo durante
la interfase (Tabellini et al., 2002). A este respecto, se ha observado que durante la fase S las
[dminas se redistribuyen de la envoltura nuclear a los sitios de replicacién tras dicha fosforilacion
(Kill y Hutchinson 1995). La intervencion del vanadio con estas proteinas podria alterar la

localizacién y funcion de las ldminas resultando en las alteraciones nucleares observadas por MET.

54



En este sentido, el vanadio podria alterar enzimas que producen las modificaciones
postraduccionales que permiten la maduracién y localizacién de las ldminas en la envoltura
nuclear ya que estas proteinas se activan por fosforilacién. Estas incluyen a la Zmpste24, la cual
esta involucrada en el procesamiento de la pre-lamina A (Fong et al., 2006) y Rcel que remueve
los ultimos tres residuos en la pre-ldmina B para formar la lamina B madura (Maske et al., 2003).
Se ha reportado que alteraciones en estas proteinas impiden la maduracidon de las ldminas
nucleares y por tanto su anclaje a la envoltura nuclear y asociacion con otras proteinas (Bergo et
al., 2002; Navarro et al., 2004; Varela et la., 2005; Rusifiol y Sinensk 2006) lo que resulta en un
fenotipo parecido al que observamos en los nucleos de los linfocitos de ratones expuestos a
vanadio. Esto se relaciona con las alteraciones encontradas con inhibidores de proteasas (Caron et

al., 2007).

Otra de los probables mecanismos mediante los cuales este metal podria alterar las
[dminas nucleares es mediante el estrés oxidante que genera dentro del nlcleo. Se ha descrito que
el vanadil y el vanadato, las formas en la que se encuentra el metal dentro de las células,
funcionan como radicales libres y participan en la produccion de ROS como el radical superdxido
(0;7), el radical hidroxil (¢OH) y el perdxido de hidrégeno (H,0,) (Nechay 1984; Martinez-Cayuela
1998; Zhang et al. 2001).

Los filamentos intermedios como otras proteinas del citoesqueleto son particularmente
sensibles al dafo por estrés oxidante, esto se ha probado en diferentes modelos por ejemplo se ha
observado que la vimentina forma bandas perinucleares en condiciones de estrés oxidante
(Mirabelli et al., 1988; Rogers et al., 1989; Rogers et al., 1991). Dado que las laminas nucleares
presentan una estructura similar a la de los filamentos intermedios citoplasmicos es probable que
las ROS generadas por el vanadio interactlien con estas proteinas. Por tanto, la sensibilidad de las
[dminas nucleares al estrés oxidante se podria explicar debido a que presentan una gran cantidad
de sitios de alta afinidad para los radicales libres, como los residuos de cisteina o los multiples

grupos tiol (Pekovic et al., 2007).
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Las reacciones de los radicales libres con estos aminoacidos dan lugar a alteraciones
estructurales en las proteinas, provocando entrecruzamientos y agregacion debido a la formacion
de puentes disulfuro intra e intermoleculares que dirigen a una protedlisis parcial de las laminas
(Martinez-Cayuela 1998; Pekovic et al., 2007). Asimismo, los dafios producidos por el radical
(*OH), el cual es la especie mas reactiva, son irreversibles ya que al oxidar a las proteinas, éstas

son ubiquitinizadas y posteriormente degradadas via proteosoma (Cea-Bonilla et al., 2002).

Las ldminas nucleares son indispensables para las células, los cambios producidos por el
vanadio en estas proteinas podrian comprometer la viabilidad de los linfocitos. Se ha reportado
que la falta de ldmina B1 o cambios en su localizacion produce apoptosis (Liu et al., 2000; Harborth
et al., 2001; Slee et al., 2001; Steen y Collas 2001; Taimen y Kallajoki 2003). En nuestro modelo la
diminucion en la frecuencia de apoptosis en los linfocitos de los individuos tratados (los cuales
pierden lamina B1) podria explicarse por el incremento en la expresién de otros tipos de laminas y

la probable alteracién en la via apoptética.

Por otro lado, la disminucién de lamina B1, asi como los cambios en la presencia de las
[dminas B2 y ACy la consecuente pérdida de la estructura nuclear también podrian inhibir, atenuar
o modificar los procesos de replicacion y transcripcién del ADN en los linfocitos de bazo como se
ha reportado en otros modelos (Spann et al., 1997; Moir et al., 2000a; Spann et al., 2002;
Lammerding et al., 2004). Ademas podria incrementar la fragilidad nuclear, sin embargo se ha
descrito que en las células donde estas proteinas faltan o estan alteradas, solo entre el 3 y 5%
presentan ruptura del organelo ya que son necesarios otros eventos para que ello ocurra y se

active la via de muerte celular (Lammerding et al., 2004).

Los cambios en las laminas nucleares también se reflejan en modificaciones en la
localizacién de proteinas que se adosan a la envoltura nuclear como la emerina y LAP2@ que
permanecen en el citoplasma como resultado de las alteraciones en estas proteinas. Lo anterior
también modifica las vias de sefializacion hacia el nucleo (Lammerding et al., 2004; Broers et al.,
2005; Lammerding et al., 2005; Maraldi et al., 2005a). Las células con estas alteraciones son
capaces de entrar en ciclo como lo hemos corroborado en estudios posteriores (no se muestran

estos datos) no obstante podrian presentar dafios estructurales en el ADN, asi como en los

56



mecanismos de reparacion, en la segregacion cromosémica y de manera muy importante en la

expresion génica (Maraldi et al., 2005; Less-Miller 2006).

Como se ha referido en diversos estudios, el ADN no se localiza al azar en el nucleo, las
regiones pobres en genes como la heterocromatina, incluyendo los centrémeros, telémeros y
secuencias repetidas de ADN, se localizan preferencialmente en la periferia nuclear, en cambio las
zonas ricas en genes se ubican en el centro del nucleo, por lo que el anclaje de la cromatina a la
[dmina nuclear o su relocalizacion hacia la periferia tiene un efecto de silenciamiento o inhibicién

de la expresién génica (Goldmann et al., 2002; Mattout-Drubezki et al., 2003).

Nuestros resultados mostraron cambios evidentes en el patrén de distribucidén de Ia
cromatina predominando la heterocromatina en los linfocitos de ratones expuestos, por lo cual los
cambios en la presencia de las [dminas nucleares y los consecuentes cambios en la distribucion de
la cromatina podrian inducir el silenciamiento de algunos genes y/o la expresién de otros. Por
ejemplo es probable que el gen RB, un represor de la transcripciéon de diversos genes del ciclo
celular se mantenga inactivo como resultado de los cambios en las [dminas nucleares AC a las
cuales se une y mediante lo cual, se regula su transcripcién como se ha visto en otros modelos
(Mancini et al., 1994; Maraldi et al., 2005a; Maraldi et al., 2005b). Asimismo se podria modificar la
transcripcién de otros genes como octl cuya expresidn se regula por su asociacion con la lamina B

(Imai et al., 1997).

Finalmente, es importante mencionar que si bien no se ha descrito actualmente una
laminopatia para el tejido linfoide, las alteraciones en los patrones de presencia de las laminas
nucleares producidos por el vanadio podrian establecer eventos que favorezcan el desarrollo de
neoplasias. Sin embargo es necesario realizar otros estudios para evaluar la probable
transformacion celular y analizar si el vanadio es capaz de producir linfomas en los animales

expuestos al metal.
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Asimismo es importante determinar el significado bioldgico de la proliferacion del tejido
linfoide y el papel de las laminas en este proceso. Debido a la importancia de estas proteinas en el
mantenimiento de la integridad estructural y funcional del nucleo y su reciente relacién con el
desarrollo de diferentes tipos de cancer, es esencial determinar el mecanismo por el cual el
vanadio induce linfoproliferacion y como se podria modificar la expresién genética en estas
células. Por lo anterior el dafio a las laminas nucleares constituye una evidencia que apoya el

caracter neoplasico de este metal.
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9. CONCLUSIONES

1. La exposicion a V,0s por la via inhalada produce alteraciones morfoldgicas en los nicleos de los
linfocitos de bazo, tales como: invaginaciones y evaginaciones pronunciadas de la envoltura
nuclear. Estas alteraciones se acompafnan de cambios en la distribucion de los complejos del
poro nuclear, edema en la envoltura nuclear, seudoinclusiones y cambios en la organizacién de

la cromatina, observandose mayor proporcién de cromatina compacta o heterocromatina.

2. Las alteraciones nucleares de los linfocitos de bazo de ratones expuestos a la inhalacién de
V,05 podrian explicarse debido a que el vanadio fue capaz de interactuar con las [dminas
nucleares, modificando su asociacién con la envoltura nuclear, con la cromatina y otros
componentes nucleares, probablemente al alterar la estructura de estas proteinas, su

localizacién en el nucleo o su interaccion con otras proteinas nucleares.

3. El decremento en la ldmina B1 producido por la exposicién a vanadio, fue suficiente para
producir alteraciones nucleares en linfocitos TCD4, TCD8 y B de bazo, lo cual puede

comprometer la viabilidad de estas células.

4. Las laminas nucleares presentaron sensibilidad diferencial al vanadio, siendo el tipo B1 el mas
susceptible, seguido por la ldmina B2. En cuanto a la lamina AC, el efecto fue dependiente del

tipo celular.

5. Los linfocitos podrian presentar un mecanismo de compensacion, en el cual incrementan la
produccidn de ldminas que normalmente expresan en concentraciones menores, ante dafios a
la [dmina constitutiva. Sin embargo, los cambios en la estructura y funcién nuclear no son

compensados por el exceso en de las [ldminas B2 o AC.

6. La baja concentracion de la lamina AC en linfocitos B y TCD8 en los animales tratados con
respecto al control, sugiere la presencia de células inmaduras, lo que se correlaciona con el

incremento en el tamafio de los nddulos linfoides observados en trabajos previos.
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7. Dado que en nuestro modelo la apoptosis es inhibida por el vanadio en las células del bazo, y
debido a que este metal es un mitégeno para los linfocitos, este mecanismo podria inducir la
transformacion celular, lo cual se ha observado en otros modelos que es favorecida por los

cambios en el patréon de expresién de las [dminas nucleares.
8. Las alteraciones en las ldminas podrian producir cambios en la localizacion de algunos

cromosomas y cambiar la expresion génica, lo cual podria explicar el efecto carcinogénico

observado en otros modelos.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar en este modelo las consecuencias funcionales del dafio sobre las laminas nucleares

en los linfocitos Ty B de raton.

Analizar si el incremento en el tejido linfoide en el bazo se debe a la proliferaciéon de los
linfocitos presentes en el érgano o bien si son resultado de migracién celular y

correlacionarlo con los cambios en las ldaminas nucleares.

Investigar si las células con estas alteraciones nucleares son viables y si existe un incremento
en el porcentaje de muerte por otro proceso diferente a la apoptosis en los linfocitos del

bazo y sus consecuencias fisioldgicas.

Determinar si las alteraciones sobre las ldminas nucleares producidas por el vanadio alteran

los patrones de expresidn génica que puedan conducir al desarrollo de eventos neoplasicos.
Identificar los posibles cambios en la actividad de factores de transcripcién que son

regulados por las laminas nucleares como Rb, Octl, GCL, etc., y su relaciéon con un probable

evento linfoproliferativo.
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