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1. RESUMEN

El pentdéxido de vanadio (V,Os) es un compuesto considerado un
contaminante ambiental, emitido a la atmosfera principalmente por la combustion de
gasolinas. Este compuesto ha sido asociado a una gran cantidad de efectos adversos
en la salud, de los cuales destacan los del tracto respiratorio, por ser la principal via
de exposicion. Uno de los procesos en los que los efectos del vanadio causan mayor
controversia es el de la carcinogénesis, dado que el cancer es una patologia de
importancia a nivel mundial. De manera patrticular, el V,0Os ha sido asociado al
desarrollo de adenomas y carcinomas en ratones y ratas. Sin embargo el mecanismo
de accion del vanadio y sus compuestos en el desarrollo de un proceso
carcinogénico no esta bien establecido.

Este estudio tiene como finalidad analizar el efecto del V.05 en un modelo de
carcinogénesis pulmonar establecido (Modelo de adenomas pulmonares inducidos
por uretano). Para ello se utilizaron 80 ratones macho de la cepa CD-1, distribuidos
en dos grupos. Cada grupo se subdividié de la siguiente manera: 10 animales control,
10 uretano y 20 uretano/ V,0s. Los animales de los grupos uretano se inyectaron con
una dosis de 1 mg/g de peso del animal, mientras que los del grupo uretano/ V,Os
fueron inyectados con la misma dosis y expuestos a inhalacién de V,0s 1hr/2 veces a
la semana.

Después de 8 semanas se sacrifico el primer grupo de 40 animales, se extrajeron los
pulmones, se hicieron cortes seriados que fueron tefiidos con tincién tricrémica de
Masson, se analizaron con la finalidad de establecer una relacion de comparacion
entre los grupos uretano y uretano/ V,0s, en cuanto a numero y tamafio de los
adenomas. Este mismo procedimiento se repitié a las 13 semanas de exposicion.

Los resultados muestran que los animales del grupo uretano/V,Os presentan
adenomas mas pequefios y menos frecuentes en relacion con el grupo uretano, en
ambos tiempos. Ligado al efecto sobre el tamafio y la frecuencia de los adenomas, se
analizé también el efecto que el V,0s5 presenta sobre las conexinas, proteinas de
uniones Gap, que han sido relacionadas con procesos de carcinogénesis
disminuyendo su expresion y funcionalidad cuando se desarrolla un proceso de este
tipo. Para ello se realizé inmunohistoquimica para Cx32 y Cx43, las cuales se
presentan de manera normal en el pulmén. En el grupo uretano/ V,0s se observé una
acumulacion de estas proteinas en el citoplasma de las células del epitelio pulmonar,
que no se presentd en el grupo uretano. Esto fue confirmado por analisis de
densitometria. Después de analizar los datos concluimos que el V,0s5 presenta un
efecto de disminucién en el tamafio y frecuencia de los adenomas en el modelo de
adenomas pulmonares inducidos por uretano, cuando se administr6 de manera
conjunta con el carcinégeno. Al parecer este compuesto podria estar interfiriendo de
alguna forma aun no establecida con el mecanismo de accion del carcindgeno.

En cuanto a las conexinas, este compuesto favorece la acumulacion de estas
proteinas en el citoplasma celular, lo que puede contribuir a una disminucién en la
proliferacibon de los neumocitos, manteniendo hasta donde sea posible, la
homeostasis del tejido.



2. INTRODUCCION

2.1 CONTAMINACION

La contaminacién ambiental es uno de los problemas mas importantes que
afectan a nivel mundial y surge cuando se produce un desequilibrio, como resultado
de la adicion de cualquier sustancia al medio ambiente, en cantidad tal, que cause
efectos adversos en el hombre, en los animales, vegetales o materiales expuestos a

dosis que sobrepasen los niveles aceptables en la naturaleza.

La contaminacion puede surgir a partir de fuentes naturales o bien por
fuentes antropogénicas, que conforman las actividades de la vida diaria y puede
afectar de manera importante los recursos naturales, tales como el agua, el suelo y el

aire, entre otros.

Un aspecto importante a considerar es el deterioro de la calidad del aire como uno de
los principales problemas ambientales en muchas ciudades de América Latina, tales
como la Ciudad de México, Sao Paulo, Santiago y Buenos Aires, por mencionar

algunas (Onursal y Gautam, 1997).

2.1.1 CONTAMINACION DEL AIRE

La contaminacion del aire ocurre cuando sustancias emitidas por actividades
antropogénicas se encuentran en una concentracion suficientemente alta para
provocar dafio directo o indirecto a humanos, plantas, animales y otras formas de
vida (Jacobson, 2002). Estas sustancias contaminantes pueden ser gases y

particulas (Onursal y Gautam, 1997; Harrison, 2001).

Estos contaminantes pueden provenir de fuentes naturales, tales como los
incendios forestales, la erosion del suelo y las erupciones volcénicas. Sin embargo, la
mayor parte de los contaminantes que son emitidos a la atmésfera, son producto de
actividades humanas, tales como la quema de combustibles en la industria y por los
vehiculos automotores, siendo estos Ultimos los de mayor contribucion a la

contaminacién (Onursal y Gautam, 1997).

Algunas ciudades en donde en la Ultima década se han presentado altos

niveles de contaminantes en el aire son: México, Rio de Janeiro, Milan, Ankara,



Melbourne, Bufalo, Tokio y Moscu. En especial, la zona metropolitana del Valle de
México es una de las mas contaminadas del mundo, debido a la gran cantidad de
industrias y automéviles que circulan en ella, asi como sus condiciones geograficas
(Riveros-Rosas et al., 1997; Rosales-Castillo, 2001).

La ciudad de México es considerada como una de las més grandes del
mundo, y la zona metropolitana es considerada como el area mas poblada de
Latinoamérica con una tasa de crecimiento anual del 3%, en la que se encuentran
una gran cantidad de industrias y un parque vehicular de mas de 3 millones de

automoviles (Onursal y Gautam, 1997; Harrison, 2001).

Se calcula que en los ultimos afios, la cantidad de automoviles que se
integran a la circulacion crece en un 10 % anual, y su circulacion genera una elevada
cantidad de contaminantes por el combustible consumido. Se ha estimado que el
75% de los contaminantes que se emiten a la atmdsfera provienen de la combustion

de los motores de los vehiculos e industrias (Yip y Madl, 2002).

2.1.2 PARTICULAS SUSPENDIDAS

Una forma de contaminacién del aire son las particulas suspendidas que se
forman por la erosion del suelo, la quema de combustibles fosiles y gasolinas y la
generacion de energia. Estas particulas son de distinto tamafio, forma y composicion
(Harrison y Yin, 2000; Cormier et al., 2006; Mossman et al., 2007).

Existen varias propiedades importantes a considerar para determinar los
efectos toxicos que las particulas pueden tener en los organismos. Estas
caracteristicas incluyen el tamafio de la particula y su composiciéon quimica (Harrison
y Yin, 2000). En cuanto al tamafio de las particulas, Mossman y cols (2007) proponen

la siguiente clasificacion:

® Particulas suspendidas totales (PST): con un diametro aerodinamico
mayor a 10 ym.
B Particulas menores a 10 ym (PM10). Dentro de esta clase de particulas

encontramos tres fracciones distintas:

» Fraccion gruesa. Con un tamafio entre 2.5y 10 um
» Fraccion fina. Con un tamaiio entre 2.5y 0.1 um

» Fraccion ultrafina. Con un tamafio menor a 0. 1 um



Las particulas correspondientes a la fraccion ultrafina son de particular
importancia ya que constituyen mas de la mitad de la masa de particulas en la
atmosfera (Brunekreef y Forsberg 2005). Estas particulas tienen la capacidad de
penetrar a la region alveolar del sistema respiratorio con gran eficiencia, al igual que

el intersticio pulmonar (Harrison y Yin, 2000).

En cuanto a la composicion quimica de las particulas en general, la evidencia
epidemiolégica apunta a que ésta influye de manera importante en la toxicidad de las
mismas, ya que se ha reportado que los metales traza son responsables de algunos

de sus efectos toxicos (Harrison y Yin, 2000).

En los ultimos afos, las particulas suspendidas han cobrado especial
importancia. Esto debido a que se han reportado numerosos efectos adversos
provocados por éstas, los cuales se manifiestan de manera mas importante en el
sistema respiratorio, en donde producen enfisema pulmonar, bronquitis crénica,
neumonia (Pope, 1991,1995; Gilmour, et al., 1996; Brunekreef y Forsberg, 2005),
entre otros. Ademas se reportan también efectos en el sistema cardiovascular, tales
como aterogénesis, trombogénesis y arritmias cardiacas, entre otros efectos
(Donaldson et al., 2001; Rosales-Castillo, 2001). Ademas existe evidencia de los
efectos de las particulas suspendidas, en el incremento de la mortalidad en varias
ciudades del mundo como Santiago de Chile, Vancouver, Canad4a, varias ciudades

de los Estados Unidos y la Ciudad de México (Brunekreef y Forsberg, 2005).

Es importante considerar que los metales que forman parte de las particulas
suspendidas no son solamente considerados contaminantes ambientales, sino que
se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente y constituyen una parte
esencial en el funcionamiento de los sistemas biolégicos. Por otro lado, se asocian
también con efectos toxicos generados en las células, que se describiran mas

adelante.

2.1.3 METALES

La presencia de los metales en los sistemas biol6gicos es necesaria para el
funcionamiento adecuado de las células y la supervivencia de los organismos
(Galaris y Evangelou, 2002; Durham y Snow, 2006). Estos regulan una gran cantidad
de mecanismos esenciales con gran especificidad y selectividad y las cantidades en

las que cada metal se requiere dentro de la célula son muy variadas y esto



dependera de la utilizacién que se haga del metal en los sistemas biologicos (Stillman
y Presta, 2000).

Los metales considerados como elementos esenciales son requeridos para el
mantenimiento de la vida y su deficiencia resulta en el deterioro de una funcioén en la
célula; unicamente la administracion de estos metales en especifico permite el
restablecimiento normal de la funcidn. Algunos ejemplos de esta clase de metales

son el hierro, manganeso, zinc, selenio, entre otros (Reilly, 2004).

Existen diversas funciones organicas en las que los metales estan
involucrados. Estos constituyen parte de la estructura de metaloenzimas, funcionan
como acarreadores respiratorios, como complementos de ciertas vitaminas (cobalto-

vitamina B;;) y hormonas, entre otras funciones (Stillman y Presta, 2000).

Por otro lado existen otros metales considerados elementos traza no
esenciales, entre los que encontramos al vanadio. Para este tipo de metales no se ha
establecido la existencia de alguna patologia asociada a su deficiencia, en mamiferos

y son elementos que son requeridos en pequefias cantidades (Reilly, 2004).

Sin embargo, también se sabe que en concentraciones altas algunos de éstos
elementos tienen propiedades genotodxicas y carcindgenas (Durham y Snow, 2006).
La asociacion de la exposicion a metales con el desarrollo de cancer es un fenédmeno
bien documentado. Metales como el arsénico, el cadmio, el cromo y el niquel son
parte de la lista de metales que han sido formalmente clasificados por la IARC
(International Association of Cancer Research) como carcindgenos bien conocidos
(IARC 1980, 1990, 1993). Se sabe que estos y otros metales pueden promover
cambios en las funciones normales de las células, desencadenando un crecimiento

celular descontrolado (Klein et al., 1998).

Los metales capaces de promover un proceso carcinogénico, lo hacen por

diversos mecanismos, como los que se mencionan a continuacion:

B Formacién de radicales libres. Puede generar dafios al DNA como
mutaciones (Snow, 1992; Klein et al., 1998; Ding y Shi, 2002; Galaris y
Evangelou, 2002).

B Regulacion de la actividad de factores de transcripcion. Algunos metales
como el cromo, el niquel, el vanadio y el plomo son capaces de activar
factores de transcripcion como NF-kB, AP-1y p53, que pueden permitir la
promocion y progresion de tumores (Ye et al., 1995; Shi et al., 1998; Chen et
al., 2000, 2002; Wang et al., 2000).



B Efectos sobre las vias de transduccion de sefales. Diferentes metales como
el cromo, el vanadio y el arsénico, por mencionar algunos tienen la capacidad
de afectar la regulacion de la via de las MAP cinasas (MAPKS),
principalmente a las cinasas ERK, p38 y JNK (Chen et al., 2000; Liu et al.,
2001; Galaris y Evangelou, 2002). Los metales pueden activar o inhibir estas
vias dependiendo de las dosis, y esto tener repercusiones en el crecimiento
de las células, y la progresion del ciclo celular. El entendimiento de cémo los
metales intervienen en la via de las MAPKs es crucial para estudiar la
carcinogénesis inducida por los metales (Leonard et al., 2004).

H Efectos sobre la reparacion del DNA. Algunos metales como el arsénico,
niquel, cromo y cadmio han mostrado efectos sobre los mecanismos de
reparacion del DNA (Scicchitano y Pegg, 1987; Durham y Snow, 2006). La
interferencia de los metales con los distintos mecanismos celulares de
reparacion del DNA pueden llevar a la acumulacion de mutaciones
potenciales (Jin et al., 2003; Durham y Snow, 2006).

Como se mencion6 es capaz de inducir algunos de los mecanismos
relacionados con el desarrollo de un proceso carcinogénico, por lo que se

describen sus caracteristicas de manera puntual.

2.2 VANADIO

El vanadio (V) es un metal de color grisaceo, es el primer elemento de
transicion del grupo VB, tiene como ndmero atomico 23 y un peso atomico de 50.95,
presenta diferentes estados de oxidacién que van de -1 a +5, pero los estados mas
comunes van del +3 al +5. En la corteza terrestre ocupa el lugar 22 de abundancia

(Barceloux D, 1999; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

En la naturaleza el V no se encuentra de forma pura, ya que debido a sus
propiedades es propenso a reaccionar con otros elementos (Barceloux, 1999). De
manera natural, el vanadio se encuentra formando parte de diferentes minerales
como la carnotita, patronita y vanadinita (Grayson 1983; ATSDR, 1997), ademas de
ser un componente de rocas ricas en azufre y encontrarse en depdsitos de petrdleo
crudo (ATSDR, 1997). Por otro lado se encuentra también en pequefias cantidades
en ciertos alimentos como la pimienta negra, algunos hongos, espinacas y en
mariscos. Podemos encontrarlo también en cuerpos de agua, en los que las

concentraciones pueden variar dependiendo de la filtracion que haya de las rocas



hacia estos depdsitos naturales de agua y de su cercania con fuentes antropogénicas

de este elemento (Barceloux, 1999).

Existen entonces distintas fuentes de emision de vanadio a la atmésfera, tales
como las que se describen en la figura 1. El reciclaje global de vanadio en la
atmosfera implica su liberacion a través de fuentes naturales y antropogénicas hacia

el aire, el agua y el suelo (Barceloux, 1999).

Fuentes
Antropogénicas

Petroleo
v
i
Combustion de Combustion de

Actividad
Industrial

Figura 1. Fuentes de emision de vanadio a la atmdsfera. Las fuentes naturales
incluyen la erosion del suelo, las emisiones volcanicas y los incendios forestales. Las
fuentes antropogénicas, son las que constituyen la mayor emisién de V a la
atmosfera e incluyen la combustidén de petrdleo, aceites pesados y carbon, junto con
la actividad industrial.

La liberacion natural de vanadio a la atmdsfera a través de la erosion del
suelo e intemperismo de la roca, al igual que de los incendios forestales, esté lejos de
los niveles de liberacidon por fuentes antropogénicas. Por ejemplo se ha detectado
gue en los rios de la meseta de Colorado, Estados Unidos, los niveles de vanadio
son de aproximadamente 220 ug/V L de agua, mientras que actividades como la

limpieza de calentadores puede liberar hasta 500 mg/V m? al aire (Barceloux, 1999).

Es claro que la poblacién en general esta expuesta a niveles bajos de vanadio
en los alimentos y el agua de bebida (ATSDR, 1997; Barceloux, 1999) y que la
principal fuente de exposicidn a este metal de transicion es a través del aire, cuya
liberacion es consecuencia de la combustion del petréleo, el carbdon y aceites
pesados durante la generacién de electricidad y calor. Es importante resaltar que
existen altos niveles de vanadio (mas del 50%) en el petrdleo de Irak, Iran, Kuwait,

Venezuela y México (Barceloux, 1999).



En zonas urbanas se han detectado concentraciones en el aire que van de
0.15 a 1.4 mg V/Im®y en éreas rurales cantidades menores a 0.0024 mg V/m®. Datos
de la Ciudad de México muestran que se encuentran valores de 0.114 mg/m® en
aeroparticulas de 10 ym y 0.093 mg/m® en las de 2.5 ym (Gutiérrez-Castillo et al,
2006).

Por otro lado, existen reportes informando que la concentracion de V ha
aumentado tanto en muestras biolégicas, como en las particulas suspendidas en el
aire que son retenidas en el tejido pulmonar de los habitantes de la Ciudad de México
(Fortoul et al., 2002). En este estudio se reportan concentraciones de
aproximadamente 1.38 pgV/g de peso seco de pulmén en autopsias practicadas a
residentes de la Ciudad de México que vivieron durante la década de los 90, mientras
gue en la década de los 60 las concentraciones encontradas en los pulmones de los

residentes de ese periodo fueron de 1.04 ugV/g de peso seco de pulmoén.

El compuesto que se libera a la atmésfera por las actividades antropogénicas
antes mencionadas es el pentdxido de vanadio (V,Os), por lo que se le considera
como un contaminante ambiental (ATSDR, 1997; NTP, 2002; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006). Este compuesto se considera ademas como el mas
importante comercialmente; es una sal de color amarillento-rojizo cuyo limite de
exposicion ocupacional a polvos y humos de 0.05 mg/m®. La exposicion a este
compuesto se da durante la limpieza de calentadores y chimeneas, y la quema de

combustibles fésiles y aceites minerales (NTP, 2002).

Estudios previos indican que la absorcion de este compuesto ocurre en
humanos de manera muy importante a través de la exposicién por inhalacion
(ATSDR, 1997). Se ha visto que los trabajadores expuestos a concentraciones de
0.05 a 5.3 mg/m3 de V,0s, desarrollan irritacion severa del tracto respiratorio, tos,

dolor de garganta, disnea y dolor de pecho (NTP, 2002).

Este metal, no solo se encuentra como un contaminante ambiental, si no que
adem@s tiene aplicaciones en la industria, entre las que se encuentran la generacion
de aleaciones no ferrosas, la produccién de acero, como catalizador en la produccion
de &cido sulfaurico, en la oxidacion de etanol, produccién de envolturas fotograficas,
produccion de pigmentos amarillos, elaboracion de fungicidas e insecticidas,
produccion de caucho sintético, elaboracion de materiales de superconductividad,
construccion de maquinaria aérea y tecnologia espacial, entre otras. Se ha planteado
también su uso como posible terapia contra la diabetes y anemia, como

anticonceptivo vaginal (Rodriguez y Altamirano, 2006) y en modelos experimentales,



ciertos compuestos como el metavanadato de amonio, los vanadocenos y el
monovanadato de amonio, se han planteado como agentes antineoplasicos
(Evangelou 2002, Scior et al 2005).

2.2.1 TOXICOCINETICA

Como se menciond anteriormente, las dos vias principales de exposicion a
vanadio son la via inhalada y la oral. El 10% del vanadio que se ingiere, o el 25%
que se ha inhalado, es absorbido y transportado a varios tejidos del cuerpo por el
torrente sanguineo. De ambas vias, la mayor fuente de exposicion es la oral,
mientras que la principal via de absorcién es la inhalada. (Rodriguez-Mercado y

Altamirano-Lozano, 2006).

En los alimentos el vanadio, se encuentra en grasas, aceites, frutas,
vegetales, granos, productos de mar, carne (5 a 40 mg/kg), pimienta negra. El
promedio de la ingesta diaria es de 13 a 15 mg/ dia y algunas veces se pueden

alcanzar valores de 60 mg/dia (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Los 6rganos y tejidos que acumulan V son el higado, el bazo, el rifion y el
hueso; en menor cantidad se acumula en testiculos y pulmones. Dentro de la célula,
el vanadio interactla con diversas moléculas organicas, tales como proteinas,

péptidos, amino&cidos, nucleétidos y azucares (Baran, 2003).

Una vez que entran al organismo, los compuestos de vanadio son
transformados a cationes vanadil, que pasan a la sangre, en donde se oxidan a
iones vanadato que se unen a la transferrina 0 a la albumina para ser transportados
(Goc, 2006). Esto se lleva a cabo a través de la membrana plasmética por medio de
canales anionicos. Dentro de las células los iones vanadato se reducen nuevamente
a cationes vanadil, con la participacion de la glutation reductasa, &cido ascérbico, las

catecolaminas, NADPH y otras sustancias reductoras (Rehder, 2003; Goc, 2006).

El vanadio que no es absorbido, es excretado rapidamente por la orina y las
heces, con una vida media de aproximadamente 42 dias. Si embargo, la mayor parte
de este elemento es removido dentro de los dos dias siguientes a la absorcion (Goc,
2006).



2.2.2 RELACION DOSIS-EFECTO

La toxicidad del vanadio depende, tanto de la ruta de exposicion como de la
toxicidad inherente del compuesto. La inhalacion es la ruta de exposicion que
produce una toxicidad intermedia, con respecto a la toxicidad que produce la via de
administracion oral, que es baja y la que produce una administracion parenteral que
es mayor que las dos anteriores (Barceloux, 1999). Otro aspecto importante es que la
toxicidad esta relacionada con el tiempo de exposicion que puede ser aguda, sub-

aguda, subcrénica y cronica (Klaassen y Eaton , 2001).

La exposicion cronica a un elemento, es por varios meses (3 como minimo) o
afos (Klaassen y Eaton, 2001). Tomando en cuenta que el vanadio esta adherido a
las particulas suspendidas en el aire que constantemente respiramos, nos

enfrentamos a una exposicion crénica por inhalacion.

En general, los compuestos de vanadio son poco toxicos, aunque se ha
registrado que la toxicidad aumenta conforme aumenta la valencia del vanadio en el
compuesto, por lo que los compuestos pentavalentes son los mas toxicos (Barceloux,
1999).

Las concentraciones a las que se sabe existe un dafio en el humano son distintas

y se han asociado con distintos efectos a distintos niveles, como por ejemplo:

« Concentracién promedio de 0.3 mg/m® (hasta 5 mg/m®) se asocia con tos,
irritaciébn en nariz, garganta y 0jos, rinitis y lengua verde. Estos sintomas
desaparecen al cesar la exposicidén (Lewis et al., 1959; Barceloux, 1999).

« Exposicién a polvos de vanadio en concentraciones de 0.1-139 mg/m® se
asocia con un aumento de células polimorfo nucleares en lavado nasal
(Hauser et al., 1995; Barceloux, 1999).

« Exposicién crénica a polvos de vanadio en un rango de 5-150 mg V/m?
causa rinitis atrofica e inflamacion persistente de bronquios (IPCS, 1988;
Barceloux, 1999).

2.2.3 EFECTOS CONOCIDOS DEL VANADIO

Los compuestos de vanadio forman parte de los llamados ROFA (Residual Oil
Fly Ash), y han sido ligados a diversos efectos en las células y en la salud (Mossman
et al., 2007).



El estado de oxidacion del vanadio determina en gran manera los efectos
biol6gicos que produce. Estos efectos pueden ser muy diversos y van desde la
regulacion en la actividad de diversas enzimas, los procesos que implican la
formacion de radicales libres y la fosforilacién/desfosforolacion de proteinas (Goc,
2006).

La formacion de radicales libres en las células es el mecanismo de accién
méas importante del vanadio. Estos radicales libres que se forman a través de la
reacciéon de Fenton desencadenan una serie de efectos en la célula, los cuales
incluyen la peroxidacion de lipidos en las membranas y lipoproteinas, la activacion de
procesos mutagénicos, la formacion de entrecruzamientos de DNA con proteinas,

degradacion de DNA y necrosis (Altamirano, 1998; Lapenna, 2002).

En cuanto a la fosforilacion y desfosforilacion de algunas proteinas, algunos
compuestos de vanadio como el vanadato, tienen la habilidad de comportarse como
moléculas anélogas del fosfato. De esta manera, el vanadio interviene en la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas, activandolas e inactivandolas, segun sea
el caso. Se sabe que complejos de vanadato y peroxovanadio afectan los niveles de
fosforilacion intracelular, inhibiendo fosfatasas, y por lo tanto afectando diversas

cascadas de sefializacion (Tsiani 1997; Morinville 1998).

Estos mecanismos mencionados, son importantes para explicar muchos de
los procesos en los cuales el vanadio interviene a nivel sistémico; por ejemplo sobre
la incorporacion y el metabolismo de la glucosa. El vanadato estimula estos dos
mecanismos en cultivos celulares y tejidos aislados (Shechter 1990; Posner et al.
1990; Scior et al., 2005).

El vanadato también tiene la capacidad de inhibir la lipdlisis y estimular la
lipogénesis en los adipocitos (Fantus et al. 1989; Shechter 1990) y puede mimetizar
la insulina en hepatocitos aislados para inhibir la liberacién de lipoproteinas de baja
densidad (Jackson et al. 1988).

Diversos datos sugieren que los mecanismos a través de los cuales el
vanadio ejerce un efecto parecido al de la insulina es la inhibicion de fosfatasas, y por
lo tanto la estimulacion indirecta de la fosforilacion de tirosinas (Shisheva y Shechter
1993; Posner et al., 1994).

Por otro lado, es importante sefialar que los efectos sobre el sistema

respiratorio del V son importantes, dado que, como se menciond, la inhalacion es la



principal via de absorcién de este metal, y sobre todo a V,0s. Se ha reportado que
después de la inhalacion de V,0s se produce remodelacién de las vias respiratorias
en ratones, incluyendo metaplasia celular y fibrosis (Rice et al., 1999). En ratas se ha
encontrado que puede ocurrir también una remodelacion de las vias respiratorias,

similar a la observada en individuos con asma y bronquitis crénica (Bonner, 2000).

Otros efectos que se han atribuido a diversos compuestos de vanadio, en
mamiferos, incluyendo al ser humano son: cambios en los 6rganos del sistema
respiratorio como: rinitis, bronquitis, laringitis y faringitis; alteraciones bioquimicas en
sangre, trombocitosis, cambios en la concentraciébn de albumina y colesterol y

alteraciones neurodegenerativas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Se sabe también que distintos compuestos de vanadio, administrados en
distintas dosis causan efectos genotoxicos. Particularmente se ha encontrado que el

V,0s es capaz de inducir estos dafos en distintas células como los que se refieren en

la tabla 1.
Tabla 1. Efecto del V,05 en estudios in vitro e in vivo.
Tipo Celular Dosis de V,0s5 Efecto Genotoxico Referencia
2,4y 6 pg/ml Aberraciones
Linfocitos cromosémicas y retrasos en Roldan y Altamirano,
la cinética del ciclo celular 1990
Leucocitos y 0.5, 54 y 540 Rupturas de cadena
linfocitos pg/ml sencilla en el DNA Rojas et al., 1996
0.001,0.01y Aberraciones
Linfocitos 0.1 pg/ml cromosomicas numeéricas Ramirez et al., 1997
Linfocitos y células
de la mucosa 0.06-0.47 mM Rupturas de cadena Kleinsasser et al., 2003
nasal sencilla en el DNA
4 mg/kg via
Medula 6sea de oral Reduccién del indice Giri et al., 1979
rata 21 dias mitético
5.75,11.5y 23 Rupturas de cadena Altamirano et al, 1993,
Médula ésea raton mg/kg via sencilla, reduccion del 1996, 1999
(CD-1) intraperitoneal indice mitético,
Médula ésea raton 0.5 2y8
(kunming albino) mg/m?® Incremento en la frecuencia
inhalacién de de micronucleos Sun, 1987

polvos



No existen datos contundentes que demuestren que el pentéxido de vanadio
sea un compuesto carcinogénico; sin embargo la posibilidad de que asi sea
permanece dado que puede provocar dafios al DNA que pueden dirigir al desarrollo
de un proceso carcinogénico (Barceloux, 1999; Ress et al., 2003). Por otro lado, la
IARC ha clasificado al pentoxido de vanadio como un posible carcin6geno para
humanos (IARC, 2006).

2.2.4. VANADIO Y CARCINOGENESIS

No se ha reconocido plenamente que el V posea actividad carcinogénica en
humanos. Sin embargo este metal tiene la capacidad de promover ciertos
mecanismos que podrian relacionarse con procesos carcinogénicos. El V promueve
mutaciones en ciertas células, “fosforila” cinasas como ERK-1, ERK-2, p70 y p90
(Pandey et al., 1995) y posiblemente tenga un efecto sobre oncogenes, como Ras
(Ress et al., 2003; Fukuda et al., 2004). Ademas los estudios referidos anteriormente

sobre los efectos genotdxicos de este metal son también evidencia de lo anterior.

Por estos mecanismos, la carcinogénesis es uno de los procesos en los que
se ha estudiado el efecto de los distintos compuestos de vanadio. Esta exploracion
ha arrojado resultados contradictorios en cuanto a los efectos que este elemento

tiene en el desarrollo de este proceso, los cuales se mencionan a continuacion.

Por un lado, se ha encontrado que ciertos compuestos de vanadio, en su
mayoria sales, tienen un efecto antiproliferativo y antitumoral. Numerosos estudios en

modelos animales muestran los efectos antiproliferativos del vanadio.

Thompson y cols., (1984) utilizan un modelo de carcinogénesis mamaria
inducida por 1-metil-1-nitrosurea (MNU-1), que al afiadir vanadil sulfato al alimento
de las ratas, se reduce la incidencia de tumores de mama. Efectos similares se
reproducen en otro modelo de carcinogénesis mamaria inducida por 7,12-dimetil-
benzo antraceno (DMBA). Estos estudios indican que al utilizar monovanadato de
amonio como suplemento de agua de bebida, se reduce la incidencia y nUmero de
tumores (Bishayee et al., 2000; Sankar et al., 2004, 2006).

Por otro lado, algunos modelos de carcinogénesis hepatica muestran el
mismo efecto de reduccion en la incidencia y tamafio de tumores, que los de
carcinogénesis mamaria. Los efectos de la administracion de metavanadato de

amonio como complemento de alimento en un modelo de carcinogénesis hepatica



inducida por dietilnitrosamina (DEN), en ratas (Basak y Chatterjee, 2000;
Chakraborty et al., 2000, 2007) nos muestran de igual manera, evidencia a favor del

efecto antineoplasico del V.

El modelo de carcinogénesis hepatica inducida por 2-acetilaminofluoreno en
ratas aporta también evidencia a favor de este efecto del vanadio. Chakraborty y
cols., (2006) indican que la administracion de monovanadato de amonio en agua de

bebida, disminuye la proliferacion celular y la nodulogénesis hepatica.

Sin embargo existe evidencia de que el vanadio puede propiciar el desarrollo
de un proceso carcinogénico en el pulmdn, sin la participacion de otro compuesto
quimico. En un estudio realizado por Ress y cols., (2003), cuyo proposito fue
investigar las respuestas toxicas en ratas y ratones expuestos a la inhalacion de
V,0s por dos afios, mostroé que la exposicion crénica a V,Os provoco el desarrollo de
adenomas alveolo-bronquiolares y carcinomas alveolo-bronquiolares en los pulmones
de ratas macho y ratones machos y hembras; ademas indujo lesiones inflamatorias

en ambas especies.

El V.05 propicid una respuesta neoplasica, la cual fue mas evidente en
ratones que en ratas. En los ratones (hembras y machos), la incidencia de adenomas
alveolo-bronquiolares, carcinomas y adenocarcinomas, fue mayor que en las ratas,
por lo que este estudio muestra el efecto carcinogénico del vanadio, aunque la
evidencia que apoya esto es aun limitada. Debido a lo anterior, es importante
explorar el efecto de la administracion de V,0s en un modelo de carcinogénesis ya
establecido, como se hizo en los estudios que muestran el efecto antineoplésico y

gue nos permita analizar la accion que este compuesto pueda tener.

2.3 CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar es una de la causas mas frecuentes de muerte a nivel
mundial (Meuwissen y Berns, 2005; Shaw et al, 2005). Antes del siglo XX, el cancer
pulmonar era una entidad patolégica muy rara. A partir de 1930, su frecuencia ha

aumentado (Medina-Morales y Salazar-Flores, 2000).

En el afio 2007 se registraron aproximadamente 7.9 millones de muertes
(alrededor del 13% de todas las muertes en el mundo), asociadas a algun tipo de
cancer, siendo los mas comunes el pulmonar, de higado, de colon y de mama. De los

7.9 millones de muertes registradas por cancer, 1.4 millones se debieron a cancer



pulmonar (WHO, 2008). Se estima que para el afio 2025 se incrementara el numero
de muertes por cancer pulmonar en mas de 80%, es decir, a 3.5 millones en paises
en desarrollo (Medina-Morales y Salazar-Flores, 2000).

En México, de acuerdo con datos mostrados por el INEGI (2007), en los
varones, las tres principales causas de muerte por tumores malignos en el afio
corresponden a los de: trdquea, bronquios y pulmon (15.6% de los fallecimientos),
préostata (15.5%) y finalmente estdmago (9.1por ciento). Por otro lado, datos del
Instituto Nacional de Cancerologia INCan (2007) muestran que en efecto, el cancer
pulmonar fue el tipo méas frecuente de cancer en hombres, y el cuarto tipo de cancer

en mujeres, después del cancer de mama, cérvico-uterino y de colon.

La causa predominante de muerte por cancer pulmonar a nivel mundial es el
tabaquismo (Samet, 2004). Sin embargo, en las Ultimas décadas, se ha registrado
una asociacion entre la contaminacién ambiental y el cancer pulmonar (Katsouyanni y
Pershagen, 1997; ACS, 2002; Pope Il et al., 2002; Samet 2004; Nikiee y Stankoviee,
2005).

La Sociedad Americana del Cancer mostré6 en un estudio, la relacién que
existe entre la contaminacién del aire de la zona metropolitana de varias regiones de
los Estados Unidos de Norteamérica, con las muertes por cancer de pulmoén. El
estudio muestra que la exposicion cronica a particulas finas es un factor de riesgo
ambiental importante relacionado con esta causa de muerte (Nikiee y Stankoviee,
2005).

En cuanto a los tipos de cancer pulmonar existen dos categorias de cancer

clinicamente importantes considerando el origen de las células cancerosas:

1) Cancer pulmonar de células pequefias. Representa, aproximadamente el
25% de los canceres pulmonares y es un cancer muy agresivo; su clasificacion se
remite sélo a avanzados o localizados, dependiendo de si se localiza metastasis 0 no
(Alva et al., 2003).

2) Cancer pulmonar de células no pequefias. Constituye aproximadamente el
75% de los tipos de cancer pulmonar y se divide en tres subtipos mayores: cancer
epidermoide, adenocarcinoma y el carcinoma de células grandes (Alva et al., 2003).
En México, la variedad histologica predominante es el adenocarcinoma pulmonar que
ocupa el primer lugar en frecuencia epidemiolégica y surge de células

mucoproductoras (Mayoral et al., 2004).



Dado que el cancer es una causa de muerte frecuente, el entender los
mecanismos implicados en el proceso de carcinogénesis es de gran importancia, y se

han establecido distintos modelos para su estudio.

2.3.1 MODELOS DE CANCER PULMONAR

Los modelos animales que se utilizan para producir distintos tipos de cancer,
proveen herramientas importantes en el entendimiento del mecanismo de

carcinogénesis, en un periodo corto.

En cuanto a los modelos de cancer pulmonar, se sabe que los tumores que se
producen en ratones son similares en morfologia, histopatologia y caracteristicas
moleculares a los adenocarcinomas humanos (Meuwissen y Berns, 2005). Por esto,
los modelos hechos en estos animales son basicos para entender la biologia de los
tumores pulmonares, ademas de permitir establecer estrategias para un diagndstico
oportuno (Sills et al., 2001; Meuwissen y Berns, 2005; Shaw et al., 2005).

Existen una gran cantidad de modelos murinos de cancer pulmonar que han sido

descritos, entre ellos Meuwissen y Berns citan los siguientes:

B Modelos de inducciéon de tumores con carcinégenos.
B Modelos de ratones transgénicos y knock-out en los que se introduce una
lesién genética, que llevara al desarrollo de los tumores.

B Aparicién espontanea de tumores en cepas susceptibles.

Dentro de los modelos de induccion de tumores por la accion de sustancias
carcinogénicas se encuentra el Modelo de Adenomas Pulmonares inducidos por
Uretano. Este es uno de los mejores establecidos y promueve especificamente
tumores pulmonares, derivados de neumocitos tipo Il en roedores (Mason et al.,
2000). Los resultados de este modelo son facilmente reproducibles y es un modelo

muy accesible, ya que requiere una sola dosis para desarrollar los tumores.



2.3.2 MODELO DE ADENOMAS PULMONARES INDUCIDOS POR U RETANO

El modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano es el modelo de
cancer pulmonar mas utilizado. En éste se utiliza el uretano, un compuesto
carcinogénico para producir los adenomas (Sotomayor y Washington 1996;
Fernando, 1996; Mason et al., 2000).

El etil-carbamato, o uretano, es un ester alifatico, sélido a temperatura
ambiente. Es utilizado como solvente en la manufacturacion de productos tales como
pesticidas, fumigantes, productos cosméticos, y como agente de lavado (IARC,
1974).

La activacion metabdlica de este compuesto es necesaria para el desarrollo
de tumores inducidos por uretano. Este compuesto esta bien caracterizado como un
carcindgeno en animales, tales como ratones, ratas y hamster; por otro lado, se ha

clasificado como un posible carcindgeno en humanos (IARC 1974).

La distribucion del uretano a los tejidos, una vez que se absorbe, es rapida.
Su metabolismo ocurre primero en el higado. En la figura 3 se muestran las vias del
metabolismo del uretano. La primera via del metabolismo del uretano involucra
estearasas, lo que lleva a la formacién de CO,, etanol y NH;. La mayor parte del
uretano es excretado como dioxido de carbono y otra pequefia cantidad es
excretada en la orina. La segunda via del metabolismo, y la menos comun de este
compuesto involucra el metabolismo oxidativo del uretano, por el citocromo P450,
particularmente la enzima CYP2EL, lo que lleva a la formacién de vinil carbamato.
Posteriormente el vinil carbamato se oxida, produciendo vinil carbamato epoxido.
Este dltimo compuesto es el que se une a moléculas tales como DNA, RNA y

proteinas, para producir aductos (Guengerich y Kim,1991).

El metabolito epoxi vinil carbamato, es un compuesto que presenta una alta
afinidad por el DNA vy es capaz de formar distintas clases de aductos, que son
enlaces que se producen por la union de dos moléculas mediante una union
covalente, entre los que se encuentran el 1,N6-etenoadenosina y el 3,N4-

etenocitidina (Sotomayor y Washington 1996; Ghanayem 2007).
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Figura 2 . Modificado de Hoffler, U. et al, 2003. Una vez que el uretano entra en el
organismo, este es metabolizado por dos vias. La segunda en la que patrticipa el
citocromo P450 es la responsable de la activacién metabdlica del compuesto a Epoxi
Vinil Carbamato. Este metabolito tiene la capacidad de interactuar con DNA, RNA y
proteinas para formar aductos.

Dada la importancia del cancer pulmonar a nivel mundial, estudiaremos los
cambios que se producen en el pulmén, posteriores a la administracion de uretano y

a la inhalacion de V,0s5

2.4. HISTOLOGIA DEL PULMON

El sistema respiratorio constituye la principal via de exposicibn a los
contaminantes de la atmdsfera. Diariamente, respiramos aproximadamente 10, 000
litros de aire, que contiene gases y particulas que pueden dafiar el sistema

respiratorio a través de distintos mecanismos (Samet, 2003).

Es importante conocer la histologia normal del pulmén, para una posterior

comparacion. Por ello, se hace una breve descripcion de la misma.



2.4.1 BRONQUIO

La trAquea se divide en dos ramas que forman los bronquios principales
(primarios). Una vez que se introducen en el pulmon, estos bronquios principales se
dividen en bronquios lobares (secundarios). Debido a que cada pulmén tiene
diferente numero de I6bulos, los bronquios se dividen en un namero de ramas
diferentes. El bronquio derecho se divide en tres ramas, una para cada uno de los
tres l6bulos del pulmoén derecho; el izquierdo se divide en dos ramas, una para cada
l6bulo del pulmdn izquierdo. Los bronquios lobares se dividen posteriormente en

bronquios segmentarios o terciarios (Ross et al., 2004).

La estructura de los bronquios extrapulmonares es similar a la de la traquea.
La mucosa, compuesta por epitelio seudoestratificado ciliado con células
mucoproductoras (Epitelio Respiratorio) y una lamina propia con fibras elasticas; una
submucosa compuesta por tejido conectivo denso; una capa cartilaginosa compuesta
por anillos de cartilago en forma de “C”, y finalmente una adventicia de tejido

conectivo (Gartner y Hiatt, 2008).

Una vez que los bronquios se introducen en el pulmén, su estructura
histolégica se modifica. Los anillos de cartilago se reemplazan por placas que se
distribuyen alrededor de la circunferencia de la pared bronquiolar. Conforme los
bronquios siguen ramificandose y disminuyendo de tamafio, las placas de cartilago

se reducen, hasta desaparecer en los bronquiolos (Ross et al., 2004).
En cuanto al masculo, en los bronquios intrapulmonares este forma una
verdadera capa muscular, alrededor de su circunferencia. El epitelio de los bronquios

intrapulmonares es respiratorio, y la submucosa presenta glandulas.

2.4.2 BRONQUIOLOS

La subdivisién de los bronquios segmentarios origina a los bronquiolos que
miden 1mm o menos. Estos bronquiolos se llaman terminales, que al ramificarse dan
origen a los bronquiolos respiratorios. Al conjunto de un bronquiolo terminal con los
bronquiolos respiratorios y alvéolos que reciben aire de el se les llama acino

pulmonar (Ross et al., 2004).

En la figura 3 se muestra un corte de pulmén, en el que se observa un

bronquiolo terminal. Los bronquiolos de mayor tamafio poseen un epitelio



respiratorio. Este se transforma, de forma gradual, en un epitelio cilindrico ciliado
simple, que al llegar al bronquiolo terminal es cubico ciliado simple. Las células
caliciformes desaparecen en los bronquiolos terminales. La pared de los bronquiolos

posee también una capa de musculo liso.

Al epitelio de los bronquiolos terminales se incorpora un nuevo tipo celular,
correspondiente a la célula de Clara. Estas se encuentran entre las células ciliadas
de los bronquiolos y poseen una prominencia en la superficie apical. Su funcion es la
secrecion de un agente tenso-activo que impide la adhesién luminal; ademas secreta
una proteina (proteina de célula de Clara) que es un componente de la secrecion de

la via aérea (Gartner y Hiatt, 2008).

Las paredes de los bronquiolos se ven interrumpidas por alvéolos, que estan
en toda su longitud, hasta que estos sustituyen completamente la pared del
bronquiolo En los alvéolos ocurre el intercambio gaseoso entre el aire y la sangre
(Fortoul et al., 2008).

2.4.3 ALVEOLOS

El epitelio alveolar esta constituido por varios tipos celulares: los neumocitos

tipo I, neumocitos tipo Il, como se observa en la figura 3.

Los neumocitos tipo I, o células alveolares tipo I, son células planas, que
revisten la mayor parte de la superficie de los alvéolos. Estas células forman parte de
la barrera hemato-gaseosa, junto con el endotelio de los capilares, a través de la cual
se da el intercambio gaseoso. Los neumocitos tipo I, o células alveolares tipo II, son
células secretoras. Su citoplasma posee unos cuerpos llamados cuerpos laminares,
ricos en una mezcla de lipidos y proteinas, que son secretadas al espacio alveolar y
funcionan como agente tensoactivo, conocido como surfactante. Por otro lado, las
células en cepillo funcionan como receptores que verifican la calidad del aire que

entra a los pulmones (Ross et al., 2004).



Bronquiolo

Célula bronquiolar
e e

Célula de Clara

/ (Célula bronquiolar no

ciliada)
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Figura 3. Histologia normal del pulmon. Los alvéolos se constituyen de neumocitos
tipo | (epitelio plano) y neumocitos tipo Il (células cubicas). Hacia la derecha se
observa la luz del bronquiolo, con los dos tipos celulares que lo distinguen: la célula
de Clara y la célula bronquiolar ciliada.

Para que el pulmén lleve a cabo las funciones descritas anteriormente,
requiere, como en todos los tejidos, la comunicacion directa entre las células del
epitelio, lo que permite el funcionamiento adecuado del érgano y la integracion de las
funciones en el mismo (Kumar y Gilula, 1996). Esta comunicacion entre las células
permite una actividad celular coordinada, que es un factor importante en el
mantenimiento de la homeostasis en los organismos. En un sistema se requiere que
las células “revisen” el estado funcional de sus vecinas a través del intercambio de
moléculas que propicia la existencia de un equilibrio en los sistemas (Bruzzone et
al.1996).

2.5 UNIONES GAP Y CARCINOGENESIS

2.5.1 GENERALIDADES

Las uniones Gap, también conocidas como uniones de hendidura o nexos,
son de vital importancia en el mantenimiento de la homeostasis en todos los tejidos y
el crecimiento celular (Loewenstein 1979; Chipman, 2003). Estas comunican el
citoplasma de células vecinas a través de canales, permitiendo el intercambio de
iones y metabolitos (Yamasaki, 1990; Koval, 2002; Leithe y Rivedal, 2004).



La estructura de estas uniones consiste en dos hemiconexones
complementarios, uno por cada célula. Cada hemiconexon es un hexamero de
conexinas (Cxs) que se organizan alrededor de un eje, formando un canal que se

contintia con el hemiconexon de la célula vecina (Figura 4).

Bicapa lipidica

CONEXON

Bicapa lipidica

CONEXINA

Falcon-Rodriguez CI, 2008.

Figura 4. Estructura de las uniones tipo Gap en las células. Cada hemiconexén se
constituye por 6 subunidades de conexinas, que atraviesan la membrana plasmaética.

Cada subunidad de conexina se pliega atravesando la membrana plasmatica
formando una especie de “M”. Los extremos amino terminal y carboxilo terminal se
encuentran hacia el citoplasma y poseen regiones con secuencias especificas que
pueden ser fosforiladas por cinasas de tirosina, cinasas dependientes de AMPc y

cinasa C (Bruzzone et al., 1996).

Las distintas Cxs varian en la secuencia de aminoacidos que se encuentran
en los dominios citopldsmicos, tanto en los extremos amino y carboxilo terminal,
como en el bucle citoplasmico (Martin et al., 2001). Estas proteinas pueden
organizarse para formar hemicanales homoméricos o heteroméricos; los primeros
estan constituidos por seis subunidades de la misma conexina, mientras que los

heteroméricos por seis subunidades de conexinas distintas.

En general, la mayoria de las células expresan méas de una isoforma de Cx vy
ensamblan canales homoméricos y heteroméricos. En mamiferos se conocen
aproximadamente dos docenas de Cxs, que se expresan de manera diferencial,

dependiendo de la célula (Koval, 2002).

La regulacién de la sintesis, estabilidad y ensamblaje de estas proteinas

puede ser a varios niveles en la célula: nivel transcripcional, de la estabilidad del



MRNA, nivel traduccional, post-traduccional, e incluso, a nivel de la alineacién del
canal y la apertura-cierre de los canales maduros (Yamasaki, 1990; Chipman et al.,
2003).

Los conexones que comunican el citoplasma de las células vecinas, permiten
el paso de moléculas cuyo peso molecular es menor a 1000 Daltones (Da). Estas
incluyen aniones, cationes, AMPc, inositol trifosfato y calcio (Omori y Yamasaki,
1999; Chipman et al., 2003).

La conexina mas abundante en los tejidos humanos es la conexina 43 (Cx43)
y estd presente en corazdn, masculo, pulmon, y otros tejidos (Beyer et al., 1989). En
el epitelio alveolar se expresan distintas conexinas tales como: las Cxs 26, 32, 37,
40, yla 43.

2.5.2 RELACION DE LAS UNIONES GAP_CON LA CARCINOGE NESIS

La importancia de las uniones GAP en el mantenimiento de la comunicacion
celular es tan trascendente, que se ha propuesto que la modulacién de estas puede
estar involucrada en el proceso de carcinogénesis (Yamasaki, 1991; Chipman et al,
2003, Vine y Bertram, 2002). Existe ademas evidencia de que la disrupcion de las
uniones tipo GAP es un paso importante en el proceso de malignizacion (Yamasaki,
1996).

Las células transformadas y muchos tipos de tumores se caracterizan por la
reduccion de las uniones Gap, lo cual incluye la localizacion aberrante o disminucion
de Cxs, ademés de conexones no funcionales (Yamasaki, 1990; Loewenstein y
Rose, 1992; Trosko y Ruch, 1998).

Numerosos estudios han demostrado que la transfeccion de Cxs en células
tumorales con una comunicacion deficiente, puede restaurar el control de crecimiento
in vitro e in vivo (Chen et al., 1995; Eghbali et al., 1991; Mehta et al., 1999; Omori y
Yamasaki 1999; Yano et al., 2001).

Un ejemplo de una Cx que ha sido identificada como una proteina supresora
de tumores que inhibe el crecimiento del tumor es la Cx 43 (Beyer et al., 1989; Zhang
et al., 1998; Goldberg, 2000). La deficiencia de esta proteina se ha relacionado con el

desarrollo de adenomas. Estudios muestran que muchos tumores humanos,



incluyendo el cancer de pulmén, poseen una expresion deficiente en el mRNA de

Cx43, y de la misma proteina (Chen et al., 2003).

Temme y cols (1997) reportan que la falta de Cx32 incrementa la
susceptibilidad al desarrollo de tumores hepéticos espontdneos y quimicamente
inducidos. Otros estudios muestran los mismos efectos de susceptibilidad a
desarrollar adenomas pulmonares inducidos con uretano, cuando existe una
deficiencia de Cx43. El mismo grupo indica que en adenomas inducidos con este
carcinégeno, hay una disminucién en la expresién de las conexinas 26, 32 y 46
(Avanzo et al., 2004, 2006).

El mecanismo por el cual la deficiencia de estas uniones se relaciona con el
desarrollo de un proceso carcinogénico no esta bien establecido, sin embargo se han

propuesto algunos mecanismos para explicar esta relacion.

Estudios in vitro evidencian que ciertos agentes promotores de tumores tales
como el 12 O-tetradecanoilforbol 13-acetato, pueden bloquear este tipo de
comunicacion (Leithe y Rivedal, 2004).

Algunos experimentos sugieren que el mantenimiento de estas uniones se
relaciona con la expresion de algunos oncogenes como v-myc y v-fos (Bignami et al.,

1988). Otros reportes muestran una relacion entre el gen src y este tipo de uniones.

Se ha reportado, por ejemplo, que la Cx 43 puede ser fosforilada por la cinasa
v-Src, que es producto de la expresion de un oncogen; se ha probado que la
fosforilacion de esta Cx por medio de esta cinasa trae como consecuencia la
inhibicion de la comunicacion intercelular por medio de uniones nexo (Atkinson, 1981;
Swenson et al., 1990; Loo et al., 1999; Yamasaki et al.,, 1999Warn-Cramer y Lau,
2004).

Por otro lado, se ha encontrado que el silenciamiento de los genes de las Cxs
es un mecanismo importante que esta implicado en la disminucién de este tipo de
comunicacion. Se reporta que la metilacién del promotor del gen de la Cx26, lleva a
una disminucién en la expresion de las proteinas que forman las uniones Gap, en

tumores de cancer de mama (Tan et al., 2002).

Los datos sobre la incidencia de cancer pulmonar en México y su relacion con

las particulas suspendidas y el vanadio, son importantes para iniciar un estudio en el



que exploremos los efectos de este metal en el proceso de carcinogénesis en un

modelo establecido.



3. JUSTIFICACION

Se ha registrado aumento en el nUmero de casos de cancer pulmonar en las
ciudades en las que la contaminacion atmosférica es un problema. La contaminacién
ambiental en la Ciudad de México se ha incrementado, asi como, la concentracion de
vanadio en las particulas contaminantes que se inhalan. La inhalacion de pentdxido
de vanadio, se ha relacionado con el desarrollo de un proceso carcinogénico en el
pulmon de roedores, por lo que resulta de interés estudiar el efecto que este metal
tiene en el modelo de adenomas por uretano en el pulmoén de ratén, como una

manera de entender su relacion.



4. HIPOTESIS

El pentoxido de vanadio es capaz de desencadenar un proceso neoplasico,
que de manera conjunta con el uretano, incrementa la frecuencia y tamafo de los
adenomas desarrollados en el pulmén, actuando sobre las conexinas del epitelio

pulmonar.



5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

B Evaluar los cambios morfolégicos e inmunohistoquimicos que la inhalacion de
pentéxido vanadio tiene en el desarrollo de adenomas en el modelo de

adenomas pulmonares inducidos por uretano.

OBJETIVOS PARTICULARES

® |[dentificar la influencia de la inhalacion de pentoxido de vanadio en los
cambios en el tamafio y frecuencia de los adenomas producidos por uretano.
® |[dentificar los patrones de presencia de Cx32 y Cx43, por
Inmunohistoquimica en el modelo de uretano y sus modificaciones por la

inhalacién de pentéxido de vanadio.



6. METODO

Se utilizaron 80 ratones CD1 machos, de aproximadamente 30 gramos de
peso, los cuales se repartieron en diferentes grupos de acuerdo a los tratamientos y
los tiempos de aplicacion de los mismos. La figura 5 resume el método utilizado en

este estudio, que se describe con més detalle a continuacion.

El primer grupo de 40 animales se sacrificé a las 8 semanas, después de

haber recibido los tratamientos siguientes:

<+ Grupo Control.10 animales que inhalaron el vehiculo (solucion salina).

¢ Grupo Uretano. 10 animales inyectados con una sola dosis de uretano (1mg/g
de peso del animal, disuelto en solucién salina al 0.9%).

s Grupo Uretano/ V,0s5 .20 animales inyectados con uretano y sometidos a

inhalacién V,0s 0.02 M durante 8 semanas (1 hr/2 veces por semana).

El segundo grupo de 40 animales se sacrificd a las 13 semanas después de

haber recibido los tratamientos siguientes:

% Grupo Control.10 animales que inhalaron el vehiculo (solucién salina).

% Grupo Uretano. 10 animales inyectados con una sola dosis de uretano (1mg/g
de peso del animal disuelto en solucion salina al 0.9%).

% Grupo Uretano/ V,0s .20 animales inyectados con uretano y sometidos a

inhalacion V,0s 0.02 M durante 13 semanas (1 hr/2 veces por semana).

Los tiempos de inhalacién se eligieron por conveniencia. A las 8 semanas, en
el modelo uretano se observan adenomas bien desarrollados, que contindan
proliferando, por lo que también se sacrificaron ratones a las 13 semanas. Una vez
concluidos los tratamientos, los ratones se sacrificaron aplicandoles una dosis de
pentobarbital sédico (40 unidades). Posteriormente se prefundieron por via intra-
tragueal con solucién salina al 9% y se fijaron con paraformaldehido al 40%, se
extrajeron los pulmones, se incluyeron para ser procesados por la técnica histologica

habitual.

Una vez realizados los cortes, se tifleron Masson. Los cortes tefiidos se
observaron con el microscopio éptico de campo claro, se contaron los tumores de los
pulmones de los ratones de cada grupo (uretano y uretano/ V,0s) y se midieron

utilizando el programa Motic Images Plus 2.0 de morfometria para determinar el area



promedio por grupo en milimetros cuadrados. Posteriormente se realizaron pruebas
de t para determinar si la diferencia en el nimero promedio de adenomas y area

promedio de los mismos, entre los grupos uretano y uretano/ V,0s fue significativa.

Por otro lado, se realizO inmunohistoquimica para marcar Conexina 32 y
Conexina 43. Para realizar la inmunohistoquimica, se sigui6 el protocolo
estandarizado descrito en la figura 6. Finalmente las muestras se analizaron por
densitometria utilizando el programa Image Pro Plus 6.0 y se realizaron pruebas de t
para comparar las diferencias en la densidad promedio de las conexinas entre los

grupos uretano y uretano/ V,Os, a los dos diferentes tiempos.

Figura 5. Resumen del Método

La descripcion del método de inmunohistoquimica que se utilizé, se describe

en la siguiente figura:



Inmunohistoquimica
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Revelado con
diaminobencidina

Figura 6 . Método de Inmunohistoquimica



7. RESULTADOS

7.1 CAMBIOS HISTOLOGICOS EN EL PULMON DE RATONES TR ATADOS CON
URETANO Y URETANO/ V,0s

Al analizar los cortes de los pulmones, se observo el desarrollo de adenomas.
A las 8 semanas de haber inyectado la dosis de uretano, en el modelo de adenomas
pulmonares, se observan tumores bien desarrollados que contindan proliferando con
el tiempo.

En el control se observaron los bronquiolos con células de Clara intactas,
secretando sustancia surfactante y los sacos alveolares (Fig. 7A). Una vez que se
administré el uretano, se observo el desarrollo de adenomas pulmonares, mas
grandes (Fig. 7B), en comparacion con los del grupo uretano/ V,0s (Fig. 7C). Ademas
se presentaron en mayor numero en el grupo uretano (Fig. 7D) que en el grupo
uretano/ V,Os (Fig. 7E).

Al realizar la prueba de t, se comprob6 que el &rea promedio ocupada por los
adenomas en el grupo uretano, en el mismo tiempo, fue significativamente mayor
(p<0.05) que en el grupo uretano/ V,0s.La proporcion en el area ocupada es de
aproximadamente 3:1 entre los grupos uretano y uretano/ V,0s respectivamente (Fig.
9A). Por otro lado, el nimero promedio de adenomas, a las 8 semanas, para el grupo
uretano fue significativamente mayor (p<0.05) que en el grupo uretano/ V,0s.La
proporcién en el nimero promedio de adenomas fue de aproximadamente 3:1 entre
los grupos uretano y uretano/ V,0s respectivamente (Fig. 10A).

A las 13 semanas de exposicidén se observo el control normal sin adenomas
con las mismas caracteristicas que las descritas a las 8 semanas (Fig. 8A). Al
administrar el uretano, se desarrollaron los adenomas pulmonares mas grandes en el
grupo uretano (Fig. 8B) que en el grupo uretano/ V,Os (Fig. 8C). Por otra parte, en el
grupo uretano se desarrollaron adenomas en mayor numero (Fig. 8D), que en el
grupo uretano/ V,0s,

La prueba de t nos muestra que el area promedio ocupada por los adenomas
en el grupo uretano fue significativamente mayor (p<0.05) que en el grupo uretano/
V,0s (Fig. 9B). La proporcién en el area ocupada se mantuvo en 3:1 entre uretano y
uretano/V,Os , respectivamente. Po otra parte, el nUmero promedio de adenomas en
el grupo uretano, a las 13 semanas, fue significativamente mayor (p<0.05) que en
el grupo uretano/ V,0s (Fig. 10B).La proporcidén en el nimero promedio de adenomas

fue de aproximadamente 3:1, entre uretano y uretano/ V,Os, respectivamente.



CAMBIOS HISTOLOGICOS EN EL PULMON DE RATONES TRATAD OS CON
URETANO Y URETANO/ V,0s5
8 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Figura 7. El panel A muestra un pulmon control, en el que no se ha desarrollado ningin
adenoma. Se observan los sacos alveolares (S.A) con los neumocitos de tipo | y Il. Los
bronquiolos (Br) intactos con células de Clara y ciliadas. En el panel B se muestra el pulmén
con adenomas pulmonares (AP) una vez que se administra el uretano, mientras que en el
panel C muestra un pulmon del grupo Uretano / V,0s. En el panel D, se observa el desarrollo
de adenomas en el grupo uretano, en mayor nimero que en el grupo uretano/ V,0Os (E).



CAMBIOS HISTOLOGICOS EN EL PULMON DE RATONES TRATAD OS CON
URETANO Y URETANO/ V,0s5
13 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Figura 8. El panel A muestra un pulmén control. En este se observan los sacos alveolares
(S.A) y los bronquiolos (b) intactos con células de Clara y ciliadas. Una vez que se administra
el uretano, se desarrollan los adenomas pulmonares (AP), de mayor tamafio (B) y mayor
niamero (D) en el grupo uretano, que en el grupo uretano/ V,0s en donde fueron mas

pequefios (C) y en menor namero (E).



ANALISIS ESTADISTICO DEL AREA PROMEDIO OCUPADA POR LOS
ADENOMAS EN PULMONES DE RATONES TRATADOS CON URETAN O Y
URETANO/ V,0s

Efecto de la inhalacién de vanadio en el area de lo s adenomas
inducidos por uretano en ratén
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Figura 9. Comparacion entre los dos tratamientos, en cuanto al area promedio ocupada por
los adenomas, a las 8 (A) y 13 (B) semanas de tratamiento. La proporcion en el area

ocupada fue de aproximadamente 3:1 entre los grupos uretano Yy uretano/V,Os
respectivamente, en ambos tiempos.



ANALISIS ESTADISTICO DEL NUMERO PROMEDIO DE ADENO MAS
DESARROLLADOS EN PULMONES DE RATONES TRATADOS CON U RETANO Y
URETANO/ V,0s

Efecto de la inhalacién de vanadio en el nimero de adenomas

inducidos por uretano en raton.
8 semanas de tratamiento
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Efecto de la inhalacion de vanadio en el nimero de adenomas
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Figura 10. Comparacion entre los dos tratamientos, en cuanto al nidmero promedio de
adenomas en los pulmones de ratén, a las 8 (A) y 13 (B) semanas de tratamiento. La
proporcién en el nimero de adenomas, en ambos tiempos, fue de aproximadamente 3:1,

uretano:uretano/ V,0s .



7.2 CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX 32 EN EL
EPITELIO PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON
URETANO Y URETANO/ V,0s5

En los animales control la Cx 32 se encontrg distribuida en los neumocitos de
los alvéolos y en algunas células del epitelio bronquiolar. En la célula de Clara del
bronquiolo, se observé una distribucion relativamente homogénea (Fig. 11A). A las 8
semanas de tratamiento, una vez que se administré el uretano, la marca se mantuvo
en los neumocitos y en los adenomas (Fig. 11B). En el grupo uretano/ V,Os (Fig.
11C) la marca se ubicé en los neumaocitos y en los adenomas, sin que se observara

una diferencia clara en la marca de la Cx en ambos tratamientos.

En cuanto a las células de Clara en el grupo uretano (Fig. 11D), la marca se
encontré en el citoplasma, concentrandose en la region apical de la célula, mientras
que en el grupo uretano/ V,0Os (Fig. 11E) la localizacion se observé en la mayor parte
de las células del epitelio bronquiolar, principalmente en la region basal de las células
(Fig. 11A).

A las 13 semanas de tratamiento, en los animales control se observo
una marca en los neumocitos de los alvéolos y las células del epitelio bronquiolar.
Una vez que se administro el uretano, la marca se mantuvo en los neumocitos y en
algunas células de los adenomas (Fig.12B), al igual que en el grupo uretano/ V,Osg
(Fig.12C). En las células de Clara en el grupo uretano (Fig. 12D), la marca se
encontré6 de manera homogénea en el citoplasma, mientras que en el grupo

uretano/V,0s la marca es mas basal en las células (Fig. 12E).

Finalmente la prueba de t para el andlisis de la densitometria de esta
Cx, mostré que a las 8 semanas de tratamiento, no hubo diferencia significativa en la
cantidad de Cx32 en ambos grupos (uretano y uretano/ V,0s. A las 13 semanas de
tratamiento se observo diferencia significativa (p<0.05) en la cantidad de Cx32, en el

grupo uretano/ V,0s, con respecto al grupo uretano (Fig. 13).



CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX32 E N EL EPITELIO
PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON URET ANO Y

URETANO/ V,0s. 8 SEMANAS DE TRATAMIENTO

2

Figura 11. La Cx 32 se localiz6 tanto en los neumocitos de los alvéolos como en las células
del epitelio bronquiolar, de manera importante en las células de Clara, en donde la
distribucion relativamente homogénea (A). En el grupo uretano, a las 8 semanas de
tratamiento, la marca se mantuvo en los neumocitos y en los adenomas (B), en poca
cantidad. En el grupo uretano/V,0s (C) la marca se ubicé en los neumocitos y en los
adenomas. En la célula de Clara en el grupo uretano (D), la marca se encontré en el
citoplasma, en mayor cantidad en la regién apical de la célula, mientras que en el grupo

uretano/ V,Os (E) la localizacién fue parecida al control (A).



CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX32 E N EL EPITELIO
PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON URET ANO Y

URETANO/ V,0s. 13 SEMANAS DE TRATAMIENTO
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Figura 12. En el control, la Cx 32, se localizé en células de alvéolos y algunas del epitelio
bronquiolar; en las células de Clara, la Cx se concentré en la regién apical de la membrana
(A). Al administrar el uretano, a las 13 semanas de tratamiento, la marca se mantuvo en los
neumocitos y en algunas células de los adenomas (B), mientras que en el grupo
uretano/V,0s es mas homogénea (C). En el grupo uretano, la marca se presentd en algunas
células bronquiolares, en la region apical de las mismas (D), mientras que en grupo

uretano/V,0s, la marca fue mas homogénea y se presenté en mayor niumero de células.



ANALISIS ESTADISTICO DE LA DENSITOMETRIA PARA LA CX 32

Efecto de la inhalacion de Vanadio en la Conexina 32  en el
modelo de adenomas pulmonares inducidos por Uretano
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* Prueba t de Student Uretano vs V-Uretano p<0.001

Figura 13 . En esta grafica se muestran los resultados de la densitometria
para la Cx32 en ambos tratamientos, a las 8 y 13 semanas de
tratamientos. A las 8 semanas de tratamiento, no se observé diferencia
significativa en la cantidad de Cx32 en ambos grupos. A las 13 semanas
de tratamiento se observé diferencia significativa en la cantidad de Cx32,

en el grupo uretano/ V,0Os, con respecto al grupo uretano.



7.3 CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX 43 EN EL
EPITELIO PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON
URETANO Y URETANO/ V,0s5

En el caso de la Cx43, los efectos fueron mas evidentes. La marca de la Cx
43 en el control (Fig. 14A, 15A) se localizé en muy baja cantidad en los neumocitos
de los alvéolos, y en mayor cantidad en las células del epitelio bronquiolar. En las
células de Clara del bronquiolo, la Cx43 se distribuyé homogéneamente en el
citoplasma de las células. En el grupo uretano, la marca en los adenomas se
evidencié (Fig. 14B), pero fue menor que en los adenomas del grupo uretano/ V,Os
(Fig. 14C).

En cuanto a las células de Clara del bronquiolo en el grupo uretano (Fig.
14D), la marca disminuy0 y su localizacién fue apical en estas células. En el grupo
uretano/V,0s la localizacion se mantuvo parecida a la que se observo en el grupo

control (Fig. 14A), aunque la cantidad fue mayor.

A las 13 semanas de tratamiento, una vez que se administra el uretano, la
marca en los adenomas se evidencié (Fig. 15B) y fue menor que en el grupo
uretano/ V,0Os (Fig. 15C). En las células de Clara en el grupo uretano (Fig. 15D), la
marca se concentré en la region apical de estas células. En el grupo uretano/ V,0s
(Fig. 15E), la marca fue mayor que en el control (Fig. 15A) y el grupo uretano (Fig.

15D), vy la localizacién fue homogénea en el citoplasma.

Finalmente la prueba de t para el analisis de la densitometria de esta Cx
mostré que a las 8 semanas de tratamiento, la cantidad de Cx43 en el grupo
uretano/V,0s fue significativamente mayor (p<0.05) que en el grupo uretano. Este

mismo patrdon se observo a las 13 semanas de tratamiento (Fig. 16).



CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX43 E N EL EPITELIO
PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON URET ANO Y
URETANO/ V,0s. 8 SEMANAS DE TRATAMIENTO
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Figura 14. La marca de la Cx 43 en el control (A) se localizd en poca cantidad en los
neumocitos de los alvéolos, y en mayor cantidad en las células del epitelio bronquiolar. En las
células de Clara del bronquiolo, la Cx43 se distribuyé homogéneamente en el citoplasma de
las células. A las 8 semanas de tratamiento, en el grupo uretano la marca en los adenomas
se evidencié (B), pero fue menor que en los adenomas del grupo uretano/ V,0s (C). En el
mismo grupo, en las células de Clara del bronquiolo, la marca disminuy6 concentrandose de
manera mas importante en la region apical de las células (D), mientras que en el grupo
uretano/ V,0s (E) la localizaciéon se mantuvo parecida a la que se observo en el grupo control
(A), en mayor cantidad.



CAMBIOS EN LA PRESENCIA Y DISTRIBUCION DE LA CX43 E N EL EPITELIO
PULMONAR Y BRONQUIOLAR DE RATONES TRATADOS CON URET ANO Y

URETANO/ V,0. 13 SEMANAS DE TRATAMIENTO

Figura 15. La marca de la Cx 43 en el control (A) fue similar a la que se encontré a las ocho
semanas. En la célula de Clara del bronquiolo, la Cx43 se ubica en el citoplasma, de manera
homogénea. Una vez que se administrd el uretano, la marca en los adenomas se evidencio
(B) y fue menor que en el grupo uretano/ V,0s (C). En el grupo uretano, en las células de
Clara (D), la marca se concentrd en la region apical de algunas de las células. En el grupo
uretano/V,0s (E) la marca fue mayor que en el control (A) y el grupo uretano (D) y la

localizacion fue homogénea en el citoplasma.



ANALISIS ESTADISTICO DE LA DENSITOMETRIA PARA LA CX 43

Efecto de la inhalacién de Vanadio en la Conexina 43 en el
modelo de adenomas pulmonares inducidos por Uretano
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Figura 16 . En esta grafica se muestran los resultados de la densitometria
para la Cx43 en ambos tratamientos, a las 8 y 13 semanas. La cantidad de
Cx43 en el grupo uretano/ V,0s fue significativamente mayor que en el
grupo uretano. Este mismo patron se observé a las 3 semanas de

tratamiento.



8. DISCUSION

8.1EFECTO ANTIPROLIFERATIVO DEL PENTOXIDO DE VANADI O

El vanadio es un metal de transicibn que ha cobrado importancia en las
Ultimas décadas, y cuya participacion en el proceso de carcinogénesis se ha

estudiado en los Ultimos afios.

Por un lado, como se menciond anteriormente, los metales pueden inducir
genotoxicidad y carcinogénesis por distintos mecanismos celulares, entre los que se
incluyen la generacion de radicales libres, la regulacion de la actividad de factores de
transcripcibn como AP-1 y p53, los efectos sobre vias de transduccion de sefiales
como la de las MAP cinasas (Snhow, 1992; Klein et al., 1998; Ding y Shi, 2002; Galaris
y Evangelou, 2002, Ye et al., 1995; Shi et al., 1998; Chen et al., 2000, 2002; Wang et
al., 2000 et al., 2000; Liu et al., 2001; Galaris y Evangelou, 2002) entre otros. Ademas
se ha reportado que el vanadio es capaz de inducir estos mecanismos, por lo cual es
l6gico pensar que este metal pueda inducir un proceso carcinogénico, tal y como lo

mencionamos en nuestra hipétesis.

No existen estudios epidemiolégicos sobre la carcinogenicidad del vanadio, y
particularmente del pentdxido de vanadio, compuesto al que estamos expuestos de

manera cronica.

Hasta hace poco tiempo tampoco existian estudios en modelos animales
sobre la carcinogenicidad de este metal. En 2003, Ress et al., reportan que en su
modelo de inhalacion crénica de pentdxido de vanadio (en un periodo de 104
semanas), tanto ratas como ratones desarrollaron adenomas y carcinomas. En este
estudio los animales se expusieron a concentraciones de 0.05, 1, 2 0 4 mg/m?, de
V,0s. Este estudio apunta hacia un efecto carcinogénico del vanadio, al menos en el

pulmaon.

Sin embargo estudios realizados para analizar el efecto en otros 6rganos,
tales como higado y mama, arrojan resultados opuestos. En nuestro modelo, el
efecto es distinto al reportado por Ress et al, puesto que, al administrar uretano y
pentoxido de vanadio, el efecto es contrario al desarrollo de adenocarcinomas y

carcinomas.



De acuerdo con el protocolo establecido en el presente estudio y utilizado por
Mussali et al., (2005), los ratones fueron expuestos a una concentracion de
aproximadamente 1.2 mg/m?® de V,0s que no es muy diferente a las que se utilizaron
en el estudio de Ress et al., (2003). Sin embargo, la duracién del tratamiento es
mayor en el estudio de Ress. Esta diferencia nos puede ayudar a explicar el porque
del desarrollo de adenocarcinomas en el estudio de Ress, que no se presento en el
presente trabajo. Un mayor tiempo de exposicion al compuesto permite que este

ejerza efectos que no se presentan a corto plazo.

Por otro lado, durante las ultimas décadas, diversos estudios han mostrado la
habilidad de diversos compuestos de vanadio para inhibir el desarrollo de distintos
tipos de cancer. Estos incluyen el cancer de higado, pulmén, mama, tracto digestivo

y varias lineas celulares cancerosas humanas (Sankar Ray et al., 2006).

Distintos grupos proponen el uso de compuestos de vanadio como una
posibilidad de método de quimioprevencion. Se explora el posible efecto
quimiopreventivo y antitumoral de varios compuestos de vanadio, en modelos
animales y lineas celulares malignas. Estos compuestos incluyen el metavanadato de
amonio, peroxovanadatos, vanadocenos, entre otros (Thompson et al., 1984, Kopf-
Maier, 1988; Sankar Ray, 2006).

Distintos compuestos de V han mostrado tener una efectividad potencial en
contra de la leucemia y del tumor de Ehrlich (Kopf-Maier y Kopf, 1988)
adenocarcinoma mamario en ratén (Murthy, et al., 1988) carcinomas humanos de
pulmon, mama y gastrico (Kopf-Maier, 1994). Estudios in vivo e in vitro han mostrado
también actividad antitumoral en células malignas humanas (Djordjevic, 1995; Weiy
Yung, 1995; Jackson et al., 1997).

En estos estudios, se administraron vanadocenos de forma intraperitoneal; y
revelan actividad citostatica de los vanadocenos, caracterizada por la interaccion de
estos compuestos con los acidos nucleicos, especialmente el DNA (Kopf-Maier,
1988). Los efectos antitumorales en los estudios en carcinoma humano de pulmén y
de colon muestran que el vanadio puede acumularse en regiones ricas en acidos
nucleicos, ademas de inhibir la sintesis de DNA y RNA en células tumorales (Harding
y Moksdi, 2000).

Sakurai et al.,, reportan actividades quimiopreventivas antitumorales de

complejos de vanadil, contra carcinoma de nasofaringe humano. Incluso mencionan



que el efecto supera al que lleva a cabo el agente quimioterapeltico cis-

diaminodicloroplatino (Sakurai et al., 1995).

Esta inhibicion de la proliferacion por parte del vanadio esta relacionada con
distintos mecanismos en los cuales participa este metal, y se ha explorado en

modelos animales.

La primera evidencia de la posible actividad quimiopreventiva del V en un
modelo animal, fue reportada por Thompson et al. (1984) en un modelo de
carcinogénesis mamaria inducida por 1-metil-1-nitrosurea, en rata. La administracion
de vanadil sulfato (25 ppm en alimento) lleva a la reduccion de la incidencia de

cancer.

Basak y Chatterjee (2000) proponen la administracion de V (0.5 ppm en agua
de bebida) vy 10a,25- dihidroxivitamina D;, como agentes quimiopreventivos en
carcinogénesis hepatica en rata. Ambos compuestos presentan un efecto aditivo en

la inhibicion de hepatocarcinogénesis inducida por dietilnitrosamina (DEN).

En un modelo de cancer de mama inducido por 7,12-dimetilbenzantraceno
(DMBA) en ratas realizado por Sankar Ray et al. (2006) evidencia que la
administracion de monovanadato de amonio (en agua de bebida) reduce la incidencia

de tumores mamarios, ademas de la proliferacion celular en el tejido mamario.

En el modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano utilizado en
este estudio, el vanadio mostr6 el mismo efecto que en los reportes de los modelos
mencionados anteriormente, por lo que nuestra hipotesis de que el pentéxido de

vanadio contribuiria a potenciar el efecto carcinogénico del uretano resulto falsa.

La administracion de vanadio en todos los casos, incluyendo nuestro estudio,
se efectia de manera paralela a la administracion del carcin6geno, y continua
durante todo el experimento. Estos resultados nos indican que el vanadio interfiere de
alguna forma con la accion de los carcinégenos empleados en cada modelo de

cancer.

Chakraborty et al. (2007) encontraron que en su modelo de
hepatocarcinogénesis inducida por DEN, la utilizacibn de metavanadato de amonio
en dosis de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, y 16 um/L como suplemento en el agua de bebida

inhibe la formacién de aductos en el DNA, particularmente de etilguaninas. Se sabe



que el mecanismo de carcinogénesis inducida por uretano en el pulmén esta
directamente relacionada con la formacion de aductos en el DNA. Al igual que para
este carcindgeno, la DEN tiene también la capacidad de formar aductos con el DNA,
al administrar el vanadio, este atenuda la formacién de los mismos. Este mismo efecto
podria ocurrir en el caso del uretano, aunque el mecanismo no es conocido, y estaria
interfiriendo con la accion del carcindgeno en el érgano blanco, y la iniciacion de la

carcinogénesis.

Por supuesto, se han explorado otros mecanismos a través de los cuales el

vanadio contribuye también en la prevencién de la carcinogénesis.

Se han propuesto mecanismos relacionados con el estrés oxidante, la
disminucion de la expresion de algunas proteinas relacionadas con la proliferacion, el
incremento en la expresion de otras relacionadas con la supresion de la proliferacion

y mecanismos relacionados con enzimas transformadoras de xenobidticos.

Bishayee et al. (1999) proponen que el efecto supresor del vanadio en su
modelo de hepatocarcinogénesis puede estar mediado a través de la induccién
selectiva y estabilizacion de moléculas antioxidantes en el higado, ademéas de
enzimas biotransformadoras de xenobidticos. Por otro lado Chakraborty et al (2003),
sugieren que en el higado preneoplésico, el efecto supresor es a través de

entrecruzamientos en el DNA.

Chakraborty et al., reportan efecto del vanadio sobre la expresion de la  y-
glutamiltranspeptidasa (GGT). La administracion de monovanadato de amonio (0.5
ppm en agua de bebida) en su estudio redujo la cantidad de focos positivos para
esta proteina en el higado de ratas tratadas con 2-Acetil-aminofluoreno. Se sabe que
la induccion de altos niveles de GGT en focos preneoplasicos en el higado de rata es
un evento temprano en el desarrollo de hepatocarcinogenesis (Farber, 1984). Esta
proteina tiene la capacidad de provocar incremento en el metabolismo del glutatién
extracelular (Chakraborty, 2006), propiciando un microambiente rico en radicales
libres que causan dafio oxidativo, contribuyendo al proceso carcinogénico. El

monovanadato de amonio contribuye a minimizar el dafio oxidante.

El vanadio también incrementa las funciones antioxidantes en las células, a
dosis bajas (0.5 ppm). Estudios de distintos grupos muestran que la administracion
de vanadio en agua de bebida, induce un alto nivel de la actividad de la glutation S-

transferasa en el higado de rata (Bishayee et al., 1999; Chakraborty et al., 2003;



Kanna et al., 2004). Esto permite que la integridad de las membranas en la célula se

mantenga, ademas de la integridad genémica.

Por otro lado se ha reportado también efecto de disminucién en los niveles de
enzimas metabolizadoras. Chakraborty y Selvaraj (2000) reportan un efecto del
vanadio (metavanadato de vanadio) sobre las enzimas encargadas del metabolismo
de agentes xenobidticos en el higado de ratas, en un modelo de carcinogénesis
hepatica inducida por DEN. La administracion de una concentracion de 0.5 ppm de
matavanadato de vanadio en agua de bebida, modula significativamente la
disminucién en la cantidad de citocromo p450 2E1 y citocromo b5, ademas de la

actividad de la citocromo reductasa.

Se sabe que el citocromo p450 2E1 es la principal enzima encargada de
metabolizar el uretano. Si este mismo efecto se observara por accion del pentdxido
de vanadio, la disminucion en los niveles del citocromo p450 llevaria a la disminucion
en el metabolismo del uretano administrado en los animales, que impediria a éste
llevar a cabo su efecto carcinogénico, dado que se requiere que este activo
metabodlicamente para ejercer sus efectos (IARC, 1974). Esto permitiria explicar
porque los adenomas en el modelo uretano/vanadio se presentan con menor

frecuencia que en el modelo uretano.

Otros estudios estan relacionados con el dafio genotéxico, como el estudio
de Chakraborty et al., (2006) en el que reportan una supresion de aberraciones

cromosomicas en los hepatocitos.

El dafio cromosomico inducido por algin carcindégeno en los hepatocitos de
rata se ha identificado como un factor etiolégico de una neoplasia (Grover y Fisher,
1971). La habilidad del vanadio para disminuir las aberraciones cromosomicas, tanto
estructurales como numeéricas, evidencia su potencial para limitar la iniciacion de la
hepatocarcinogénesis en este modelo. Estos estudios sugieren que el vanadio
podria ser utilizado como un agente quimiopreventivo en dosis bajas (0.5 ppm) en el

proceso de hepatocarcinogénesis (Chakraborty et al., 2006)

La proliferacion celular es un proceso fundamental e integral que puede llevar
a la carcinogénesis y existen evidencias de que los compuestos de vanadio pueden

interferir en la proliferacion celular de muchas maneras.



Chakraborty et al. (2006) muestran el efecto del vanadio sobre la expresion
del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), limitando su expresion, en su
modelo de hepatocarcinogenesis inducida por 2-Acetil-aminofluoreno. Este antigeno
es una proteina auxiliar de la DNA polimerasa 9, y se incrementa en las células en
proliferacion. La sobreexpresion de esta proteina se relaciona con frecuencia con la
malignidad de las células en un tumor (Ng et al., 1994). La supresion de la expresion
de PCNA en el higado de rata podria reflejar un efecto antiproliferativo del vanadio in

Vivo.

En otros modelos se proponen distintas alternativas para explicar los efectos
antiproliferativos del vanadio. Zhang et al (2002) encontraron que en cultivos
celulares, el metavanadato de sodio, ejerce un efecto negativo sobre la proliferacion
de estas, arrestando el ciclo celular en la fase S. Al parecer este efecto se da por la
activacion de p53, debido a que esta proteina es supresora de tumores, y ejerce su
efecto a través de distintos mecanismos, jugando un papel esencial en el control de
la proliferacion celular. La sobreexpresion de esta proteina induce el arresto del ciclo
celular, relacionado con el punto de chequeo G1/G2 (Michalovitz et al., 1990; Diller et
al., 1990; Shaulsky et al., 1991) e induce la apoptosis a través del mismo punto
(Yonish-Rouach et al., 1993; Oren, 1994). p53 es importante, ya que mantiene la
estabilidad e integridad del genoma de las células. Incluso se le ha llamado el
“guardian del genoma” (Lane, 1992). Existen otros mecanismos pueden ser
desencadenados por la actividad de p53, tales como la senescencia y la

diferenciacion celular (Sankar Ray et al., 2006).

Zhang et al. (2002) propone que la activacion de p53 que efectia el
metavanadato, es consecuencia de la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Estas son capaces de generar dafios en el DNA, que desencadenan una
serie de sefiales en distintas vias de sefializacion. Estas vias llevan a un aumento en
los niveles de p53 en la célula, la activacion de p21, y por lo tanto, la inhibicién de
complejos de ciclinas, permitiendo el arresto del ciclo celular, y la inhibicién de la
sintesis del DNA dafiado (Jhonson y Walker, 1999; Zhang et al., 2002)

En efecto, Zhang et al., reportan un aumento en los niveles celulares de p53 'y
p21, en las lineas celulares C141 y de fibroblastos de embriones de ratdn, que fue

dosis dependiente.

Estudios en modelos animales muestran los mismos efectos mencionados

anteriormente. Sankar Ray et al. (2006) demuestran que el vanadato de amonio



induce apoptosis y reduce la proliferacion celular y la incidencia de tumores
mamarios. Estos efectos se observan por una sobreexpresion de p53 y Bax, y una
reduccion en la expresion de Bcl2 en su modelo de carcinogénesis mamaria en rata.
El incremento en la expresibn de Bcl2 permite la permanencia de células
precancerosas, que proliferan, facilitando la transformacion maligna de las mismas
(Vaux et al., 1988; Hockenbery et al., 1990). Bcl2 es una proteina anti-apoptética.
Bax, por el contrario, es una proteina proapoptética de la familia de Bcl2. La
administracion de ortovanadato de forma subcuténea lleva a una reduccion del
crecimiento de tumores MDAY-D2 en ratones, probablemente debido a la generaciéon

de radicales hidroxilo y otras especies reactivas de oxigeno (Cruz et al., 1995).

La activacion de la via de las MAP cinasas (MAPKs) también ha sido
explorada con el vanadio, puesto que esta via puede también llevar al arresto del
ciclo celular. El vanadato activa a p38 (MAPK), induciendo la transcripcion del factor
de transcripcion nuclear kB (NF-kB). Este factor esta implicado tanto en la progresion

del ciclo celular como en la apoptosis (Jaspers et al., 2000).

Otros complejos de vanadio causan arresto del ciclo celular a través de
mecanismos relacionados con la inhibicion de fosfatasas (PTPs) que defosforilan
subunidades de complejos de ciclinas. La fosforilacion y defosforilacion de ciclinas es

esencial en la progresion del ciclo celular (Morinville et al., 1998)

De manera conjunta, estos experimentos nos muestran la habilidad de los
compuestos de vanadio para ejercer efectos antiproliferativos y quimiopreventivos
contra la carcinogénesis inducida quimicamente. Estos efectos se pueden llevar a
cabo mediante la inactivacion de los metabolitos activos de los carcinégenos
empleados, a través de la modulacién del contenido y actividad de enzimas

metabolizadoras de agentes xenobidticos.

Por supuesto, los mecanismos de inhibicion de la sintesis de RNA y DNA,
induccién de citotoxicidad en las células tumorales, y los efectos que regulan la
proliferacién de las células, desempefian un papel importante en la prevencion de la
carcinogénesis. El pentéxido de vanadio podria interferir con el mecanismo de accion
del uretano, impidiendo que este forme aductos en el DNA, ademas de prevenir la

proliferacion e inducir la apoptosis en las células que pudieran encontrarse dafiadas.



8.2 EFECTO DEL URETANO SOBRE LAS CONEXINAS

Muchos estudios muestran que durante el proceso de carcinogénesis, la
comunicacion intercelular disminuye y las proteinas que intervienen en esta son

afectadas de distintas maneras.

Los mecanismos a través de los cuales se da esta disminucion de uniones de
comunicacion intercelular se ha explorado utilizando lineas celulares y modelos

animales.

Como se mencioné anteriormente estudios sugieren que la activacion de
distintos proto-oncogenes puede afectar negativamente la expresion de las proteinas
que forman parte de los canales de uniones GAP. Algunos proto-oncogenes han
mostrado la capacidad de alterar las uniones GAP, y principalmente la Cx 43, que es
la mas abundante en los tejidos (Brissette et al., 1991; Hofer et al., 1996; Hossain et
al., 1998)

Un ejemplo de esto es el efecto que la activacion de c-Src tiene sobre la
Cx43. La activacion de este oncogen incrementa el grado de fosforilacién de la Cx43,
que al hiperfosforilarse es degradada, causando una reduccién de las uniones Gap
(Postma et al., 1998; Loo et al., 1999; Toyofuku et al.1999; Zhou et al., 1999)

En el modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano, existe la

activacion de algunos proto-oncogenes, como RAS.

El epoxi-etil carbamato, metabolito del uretano, es un quimico carcinogénico
gue induce mutaciones en genes que regulan la proliferacién celular. Dos de los
genes importantes que son afectados por este metabolito son Ras y p53; el proto-
oncogen K-ras es activado, mientras que el supresor p53 disminuye su expresion
(Ghanayem et al., 2000; Koskinen and Plna, 2000; Melnick, 2002).

Los datos acerca del efecto de la activacion de Ras sobre las uniones Gap no
son tan claros, debido a que su via de sefalizacion involucra la actividad de distintas
cinasas, como Raf, MEK-1, ERK, entre otras. Se sabe que la actividad de estas
cinasas puede causar efectos de aumento o disminucién en la cantidad de las
conexinas, dependiendo del nivel de fosforilacion que provoquen en ellas. De manera
general se sabe que la activacion de Ras desencadena la inhibicion de estas uniones

(Brissette et al., 1991; Nagy et al.,, 1996). En estos estudios la activacion de RAS



lleva a una disminucion en las uniones tipo GAP en queratinocitos de ratén y en
fibroblastos de la linea 10T1/2.

La relacion que existe entre la activacion del proto-oncogen Ras y la
disminucion en la expresion de las conexinas, y por lo tanto, de las uniones de

comunicacion intercelular, podria explicar lo que ocurre en el modelo de uretano.

Los resultados mostrados en este trabajo se explican si consideramos que en
el modelo utilizado se activa Ras, que ya se ha reportado, esta relacionada con la
disminucion en los niveles de Cxs. La activacion de Ras lleva, como se menciono
anteriormente, a la activacion de las MAPKs que juegan un papel trascendental en la
regulacién del estado de fosforilacién de las conexinas (Carystinos et al., 2003; Saez
et al., 2003).Este oncogen activa a las MAPKSs, que fosforilan a las Cxs 32 y 43. La
fosforilacion de las conexinas se ha relacionado con la regulacién de la comunicacion
intercelular a través de numerosos mecanismos, los cuales incluyen la sintesis de
Cxs, su transporte, ensamblaje, insercion en la membrana plasmatica, la apertura y
cierra de canales, ademas de la internalizacién de las proteinas y su degradacion
(Swenson et al., 1990; Asamoto et al., 1991; Musil y Goodenough, 1991; Lau et al.,
1992; Moreno et al., 1992; Elvira et al., 1993; Lampe, 1994; Hertlein et al., 1998;
Hossain et al., 1998; Yin et al., 2000).

La conexina mas estudiada en términos de modificaciones por fosforilacion y
defosforilacion es la Cx43. Esta proteina contiene numerosos sitios de fosforilacion
en su extremo carboxilo-terminal, que han sido identificados como sitios blanco de

cinasas (Séez et al., 2003).

La hiperfosforilacion de estas proteinas, lleva a la activacion de su
degradacion y disminuyen sus niveles. Al disminuir las proteinas que forman los
canales de comunicacioén, las células pierden el control sobre el crecimiento de sus

vecinas, y se da una proliferacién desmedida de las mismas.

Por otro lado como se menciono anteriormente, el uretano tiene la capacidad
de inactivar al principal supresor de tumores, p53, provocando que el control del ciclo
celular se lleve a cabo de manera ineficiente, lo que facilita la proliferacion continua

de las células en el pulmon.



8.3 EFECTO DEL PENTOXIDO DE VANADIO SOBRE LAS CONEX INAS

Una vez que el vanadio se incluye en el modelo, se observa un efecto de
sobreexpresion y acumulacion de las Cxs, observandose de manera mas importante

sobre la Cx43, y al mismo tiempo un efecto de inhibicion de la proliferacion.

El vanadio podria aumentar los niveles de Cxs en la célula, por la capacidad
gue tiene para mimetizar al fosfato. Al mimetizar a las moléculas de fosfato,

“fosforila” a las proteinas.

Existen estudios que muestran la capacidad de ciertos compuestos de
vanadio para alterar el estado de fosforilacién de las Cxs y por lo tanto de alterar la
comunicacion intercelular (Mikalsen et al., 1996; Rivedal et al., 2000; Basak y
Chatterjee, 2000)

Al alterar el equilibrio de fosforilacion de las conexinas, se observa en los
resultados, que estas permanecen en el citoplasma de manera mas importante. Su
estado de fosforilacion no las lleva a ser degradadas, como en el caso del grupo

uretano, sino que quedan concentradas en el citoplasma.

Una via que es importante en la conservacion del estado de fosforilacion de
las conexinas es la de las MAPKs. Por ejemplo, la Cx43 contiene distintos residuos
que pueden ser fosforilados por las MAPKs (Warn-Cramer et al., 1996; 1998). Las
MAPKs que fosforilen a las Cxs dependera de la molécula que active este

mecanismo.

Un aspecto relacionado y que afecta de manera directa la via de las MAPKs
es el hecho de que el vanadio tiene la habilidad de inhibir las distintas fosfatasas que
controlan la fosforilacion llevada a cabo por las cinasas (Morinville et al., 1998). La
cascada de sefializacion se afecta cuando una a otra las cinasas se fosforilan y al no

haber fosfatasas activas, la via permanece activa.

Esta actividad de las cinasas continua puede explicar la acumulacion de las
Cxs en el citoplasma de las células en el pulmon. Las cinasas fosforilan de manera
continua a las Cxs, alterando su estado de fosforilacion, propiciando que estas se
acumulen en el citoplasma de las células. Este incremento en la cantidad de
moléculas de Cxs en la célula sirve como un mecanismo inhibitorio de la

carcinogénesis en el pulmon.



Existe ademas un mecanismo alternativo relacionado con la Cx43 y el arresto
del ciclo celular. Zhang et al., (2003) reportan un posible mecanismo a través del cual
los altos niveles de Cx43 pueden provocar un arresto en el ciclo celular, de forma

independiente a la formacion de uniones de comunicacion intercelular.

En este estudio se muestra un efecto supresor de la Cx43 sobre la expresion
de la proteina Skp2 (S phase kinase-associated protein 2), que regula la
ubiquitinizacion de p27 (Zhang et al., 2003). Al suprimir la expresion de Skp2
incrementan los niveles de p27 y se inhibe la proliferacion de células de

osteosarcoma U20S.

En el modelo uretano/vanadio del presente estudio se observa acumulacién
de Cxs en el citoplasma de las células. La Cx43 se acumula de manera mas
importante, contribuyendo quizd a través del mecanismo descrito por Zhang, al

arresto del ciclo celular de los neumocitos y células de Clara en el pulmon.

Los mecanismos descritos anteriormente permiten tener un panorama sobre
los efectos que puede desencadenar la inhalacion de V205 en la acumulacion de
conexinas en las células del epitelio pulmonar, lo que podria contribuir al
mantenimiento de la homeostasis en el tejido y de esta forma dirigir a un control de la

proliferacion celular.



9. CONCLUSIONES

B Contrario a nuestra hipétesis, el efecto del pentoxido de vanadio en el
desarrollo de los adenomas fue antineoplasico, que se manifestd6 como
disminucion en la frecuencia y area de los adenomas con respecto al modelo
uretano.

B Los mecanismos a través de los cuales el pentoxido de vanadio ejerce el
efecto antineoplasico aun no estan establecidos. Sin embargo es posible que
este interfiera con el mecanismo de accién del uretano, impidiendo que el
carcindbgeno genere mayor cantidad de adenomas, propuesta que queda
abierta a su comprobacion detallada.

® La disminucion en la presencia de las conexinas en el modelo uretano puede
contribuir al desarrollo de los adenomas, al disminuir la comunicacion entre
las células del epitelio pulmonar, impidiendo que exista un control de la
proliferacién celular por parte de las células vecinas.

B El pentdxido de vanadio ejerce efecto de acumulacion de las conexinas en el
citoplasma de las células del epitelio pulmonar. Esta acumulacion podria
explicarse por los efectos que el vanadio ejerce sobre la fosforilacién de estas
proteinas, y que al no ser adecuada impide que estas proteinas se ubiquen en
la membrana, para realizar su funcién de comunicacioén intercelular

B La inadecuada localizacion de la Cx43 puede participar como un factor

antiproliferativo del vanadio en este modelo.

10. PERSPECTIVAS

Continuar explorando los mecanismos por los que el vanadio ejerce su accion
antineoplasica en este modelo e identificar las vias por las que ejerce este efecto.
Los resultados que aportemos pueden abrir la posibilidad del uso del

pentdxido de vanadio como un agente antineoplasico.
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