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Mecanismos de la inhibicién del crecimiento tumoral en el modelo de adenomas
pulmonares inducidos por uretano como consecuencia de la inhalacién de vanadio.
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Resumen

El cadncer pulmonar es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En la actualidad se
ha encontrado que aproximadamente del 10 al 15% de los casos de cancer pulmonar se presentan
en no fumadores, y se asocian con factores ambientales. Uno de los elementos que ha cobrado
importancia en las Ultimas décadas en el estudio de la carcinogénesis pulmonar es el vanadio,
particularmente el pentdxido de vanadio (V,0s). Por un lado se conoce que este compuesto es un
contaminante importante, que ha sido clasificado por la IARC como un posible carcinégeno en,
aunque no existen datos contundentes al respecto.

En un estudio previo, encontramos que el V,0s reduce el tamafio y el nimero de adenomas
pulmonares inducidos por uretano en ratdn. Esto sugiere que de alguna forma este compuesto
desencadena mecanismos que disminuyen el desarrollo de estos tumores. Se sabe que ciertos
compuestos de vanadio, principalmente sales, limitan la expresién de moléculas relacionadas con
la proliferaciéon celular (PCNA), asi como inducen arresto del ciclo celular a través de la activacion
de p53, sobreexpresion de Bax, reduccién de Bcl2 e incremento en la muerte por apoptosis. Estos
efectos no han sido explorados con respecto al V,0s.

El objetivo de este trabajo fue identificar los mecanismos por los que la inhalacidon de pentdxido
vanadio en dos dosis distintas (0.01M y 0.02M) modifica la proliferacién de tumores pulmonares,
asi como la presencia de marcadores proapoptdticos (p53, Bax) y antiapoptdticos (Bcl2),ademas
de la muerte por apoptosis, en un modelo murino de adenomas pulmonares inducidos por
uretano.

Los resultados observados demostraron que los tumores desarrollados fueron mas grandes vy
abundantes en el grupo uretano que en los grupos que ademas de uretano inhalaron V,0s. No se
encontré diferencia significativa en cuanto a la proliferacion (PCNA), pero se registrd incremento
de los marcadores proapoptéticos en los tumores. Bcl2 incrementé significativamente en los
grupos de tratamiento simultdaneo de uretano y vanadio Unicamente en el parénquima pulmonar
sano. En cuanto a la apoptosis, se registré incremento en los grupos tratados simultdneamente
con uretano y vanadio. Para ninguno de los ensayos se detectaron diferencias en cuanto a las dosis
utilizadas.

Es importante mencionar que este estudio evidencia el potencial del pentéxido de vanadio como
agente proapoptético y abre posibilidad de continuar siendo explorado como posible
anticarcinogénico, al igual que otros compuestos del mismo metal. Cabe destacar que en otros
estudios, el pentdxido de vanadio ha mostrado un potencial totalmente diferente, lo cual abre la
posibilidad a seguir investigando los efectos de este compuesto para mostrar evidencias
contundentes sobre el compuesto.



Abstract

Lung cancer is one of the first causes of death worldwide, and it has been associated to
environmental exposure in no-smoking population, in 10 to 15% of the cases. Recently, vanadium
pentoxide (V,0s) has been associated to lung carcinogenesis; this compound has been classified by
IARC as a possible carcinogenic agent in animals but with not enough evidence for considering it as
a human carcinogen.

In a previous study in urethane-associated adenomas in mice, we observed a decrease in the
number and area of tumors in V,05 exposed mice. That suggested vanadium induced mechanisms
by which interferes with tumor’s development. Some vanadium compounds restrict the
expression of molecules associated to cell proliferation (PCNA) as well as increase apoptosis
through p53 activation, Bax overexpression and Bcl2 suppression. In the case of V,0s these
mechanisms has not been clearly evaluated, and for this reason we decided to identify the
mechanisms by which two concentrations of V,0s [0.01M y 0.02M] decreased in mice, the
urethane associated adenomas, also the expression of proapoptotic (p53, Bax), antiapopototic
(Bcl2), as well as apoptosis was studied.

Our results indicate that in the vanadium groups the tumor’s size and area decreased compared
with urethane treated mice. No differences were observed in PCNA, however, an increase in
proapoptotic markers was evident. Bcl2 increment was noted only in the pulmonary parenchyma
in vanadium-urethane groups. Apoptotic markers increased only in vanadium-urethane exposed
groups. No differences among vanadium concentrations were recorded.

TUNEL assay indicate an increase in apoptotic cell death in urethane/vanadium groups adenomas,
respect to control and urethane mice tumors.

Our results support the potential use of V,0s, as well as other vanadium compounds, as pro-
apopototic agents and its possible use as an anticarcinogenic. Further studies are requiered to
identify more vanadium compounds with this therapeutic potential, as well as the potential of
vanadium pentoxide.



INTRODUCCION

El planteamiento inicial del cual se origind este proyecto, surgié como una inquietud de evaluar el
efecto de un contaminante ambiental de uso comercial en una patologia que en ultimas décadas
ha sido relacionada con la contaminacién.

En la introduccidn exponemos la relacién entre la contaminacidn, el vanadio y el cancer, con el fin
de llevar al lector a la comprensidon del papel de este interesante metal en el desarrollo de
tumores pulmonares.

1. La contaminacion ambiental.

1.1 La contaminacion atmosférica

Los problemas de contaminacién en la actualidad han adquirido mayor importancia dado que el
deterioro ambiental que se observa se ha acentuado.

El Valle de México, Guadalajara, Monterrey, Toluca y Ciudad Judrez, entre otras, son claros
ejemplos de metrépolis en las que el deterioro en la calidad del aire es uno de los principales
problemas ambientales (Onursal y Gautam, 1997; Secretaria del Medio Ambiente, 2011). En
cuanto al Valle de México, se considera que la Zona Metropolitana es una de las mas
contaminadas del mundo; esto debido a la gran cantidad de industrias y automaéviles que circulan
en ella, con el consecuente consumo de combustibles fésiles, asi como sus condiciones geograficas
(Riveros-Rosas et al., 1997; Rosales-Castillo, 2001; Espinosa et al., 2009).

La atmdsfera corresponde a la mezcla de gases y pequefias particulas liquidas y sélidas que
envuelven a la tierra. Estd formada por varias capas y sus principales componentes son el
nitrégeno, el oxigeno y el agua. La contaminacidon del aire hace referencia a la presencia de
cualquier materia o energia presente en la atmdsfera que pueda causar un desequilibrio en Ia
misma (Yang y Omaye, 2009). De acuerdo con la Ley Federal para el Equilibrio Ecoldgico y
Proteccién al Ambiente de 1988, la contaminacion se define como “La presencia en el ambiente de
uno o mas contaminantes o de cualquier combinaciéon de ellos que cause desequilibrio ecoldgico”
(Ley de Equilibrio Ecoldgico y Proteccidon al Ambiente, 1988).

Existen distintas clases de contaminantes atmosféricos, que, de acuerdo con su origen pueden ser
naturales o antropogénicos. Los contaminantes naturales provienen de eventos como erupciones
volcdnicas, incendios accidentales y toda clase de procesos en los que el hombre no tiene
intervencién. Por otro lado, los contaminantes antropogénicos se originan directamente por
actividades realizadas por el hombre (Onursal y Gautam, 1997; Jiménez-Cisneros, 2001).

Los contaminantes del aire son muy diversos, entre los que se incluyen: mondxido de carbono,
compuestos de nitrégeno, hidrocarburos, compuestos de azufre, didxido de carbono, cenizas y
particulas suspendidas, entre otros (Secretaria del Medio Ambiente, 2011; Pérez et al., 2010).

De todos estos contaminantes, las particulas suspendidas son de importancia debido a la gran
cantidad de efectos adversos que son capaces de producir en los organismos. Sobre esto se tratara
mas adelante.



1.2 Las particulas suspendidas como contaminante ambiental.

Las particulas suspendidas (PS) forman una mezcla compleja de materiales sélidos y liquidos, que
pueden variar significativamente en tamafio, forma y composiciéon, dependiendo
fundamentalmente de su origen. Su tamafio varia desde 0.005 hasta 100 um de didmetro
aerodinamico (da). En conjunto se designan como Particulas Suspendidas Totales (PST) y al igual
gue cualquier contaminante, pueden originarse de fuentes naturales o antropogénicas. Las
particulas que provienen de fuentes antropogénicas como la combustion y los procesos
industriales son las que presentan la menor masa, pero las que provocan los efectos adversos mas
significativos en el organismo (Jiménez-Cisneros, 2001).

En cuanto a su tamanio, las particulas menores de 10 um (PM10) son las que poseen la mayor
capacidad de penetrar al sistema respiratorio (Jiménez-Cisneros, 2001) y se clasifican en
fracciones: gruesa, fina y ultrafina. Especialmente las particulas de las fracciones fina y ultrafina
son de importancia pues constituyen mas de la mitad de la masa de las particulas que se
encuentran suspendidas en la atmédsfera (Brunekreef y Forsberg 2005), ademas de que pueden
penetrar a lo largo del sistema respiratorio, y la region alveolar con gran eficiencia (Harrison y Yin,
2000). Estas particulas se emiten principalmente por la quema de combustibles como gasolina y
diesel (Simkhovich et al., 2008).

La composicion quimica de las PST es muy variable y depende de la fuente de emisién de estas. La
fraccion inorganica de las particulas contiene hidrocarburos aromaticos, nitritos, sulfatos, fierro,
plomo, y de manera importante, metales de transicion (manganeso, zinc y vanadio) entre otros
componentes. Por otra parte, la fraccion organica corresponde esencialmente a un nucleo de
carbono al que se adosan los elementos inorganicos (Sorensen et al., 2005). Es de importancia
enfatizar que la composicidon quimica de las particulas es un factor esencial que determina los
efectos que estas producen en los organismos vivos (Harrison y Yin, 2000).

Distintos estudios demuestran la relacion que existe entre la exposicion a particulas suspendidas
como parte de los contaminantes atmosféricos y el desarrollo de diversos efectos adversos en la
poblacién humana, principalmente en el sistema respiratorio y cardiovascular, con énfasis en el
sistema respiratorio, por el ser el sitio de primer contacto con las particulas.

Las PS provocan la exacerbacion de enfermedades respiratorias preexistentes tales como asma,
bronquitis y Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) (Brunekreef y Forsberg, 2005;
Bonner, 2007). Por otro lado, en estudios recientes también se ha relacionado el riesgo de
desarrollar cancer pulmonar con la exposicidn a particulas suspendidas. Estudios epidemioldgicos
de cohorte realizados en Estados Unidos y Europa demuestran la relacién entre la exposicion
prolongada a contaminacion por particulas suspendidas finas (PM 10 y PM 2.5) y el incremento en
la mortalidad por cancer pulmonar, especialmente en combinaciéon con otros factores de riesgo
como son el tabaco y la exposicidn ocupacional a otros compuestos (Pope et al., 2002; Vineis et al.,
2004; Gallus et al., 2008).

El sistema respiratorio es un sitio de interaccion muy importante entre las particulas y el
organismo. Publicaciones recientes han propuesto que el estrés oxidante y la inflamaciéon inducida
por el mismo, es una de las rutas principales por las cuales las particulas suspendidas inducen
enfermedades respiratorias (Li et al., 2003, 2008), y estos efectos estan ligados a las propiedades
intrinsecas de las particulas, de lo cual se ahonda a continuacion.



1.3. Propiedades de las particulas suspendidas que intervienen en la generaciéon de
efectos adversos en el sistema respiratorio.

Como se mencioné anteriormente, en distintos tipos de estudios, se sugieren diversas
propiedades de las particulas suspendidas como factores que pueden influir sobre la toxicidad
ejercida por las mismas. Las evidencias apuntan a que tanto el tamafio como la composicién
guimica de las particulas influyen en los efectos de éstas.

En cuanto al tamafo, los estudios toxicoldgicos apuntan hacia que entre mas pequeia es la
particula, mayor sera el potencial toxico que posee (Harrison y Yin, 2000). Donaldson y McNee
sugieren por ejemplo, que las particulas ultrafinas parecen poseer una mayor toxicidad y se puede
explicar porque estas poseen una mayor capacidad de penetrar el intersticio pulmonar (Donaldson
y McNee, 1998; Valavanidis et al., 2008). Los pulmones son capaces de retener hasta el 50% de
particulas a las que se encuentran expuestos, del cual la mayor parte corresponde a particulas de
la fraccién fina y ultrafina y con ello, ser susceptibles a los efectos que estas puedan producirles
(Valavanidis et al., 2008).

En cuanto a la composicién quimica de las particulas finas y ultrafinas, que es muy variable, existe
evidencia de que esta propiedad también es determinante en la toxicidad de éstas, y que los
metales de transicion son responsables de sus efectos tdxicos mas importantes (Harrison vy Yin,
2000; Valavanidis et al., 2008). Los metales de transicion se encuentran adsorbidos en las
cavidades de la superficie de las PS (Aust et al., 2002) y se considera que la biodisponibilidad y las
propiedades oxido-reductoras de los mismos son importantes en la generacién de los efectos
toxicos y el dafio oxidante que provocan (Harrison y Yin, 2000; Aust et al., 2002; Valavanidis et al.,
2008).

La exposicion por inhalacién a particulas y sus componentes es de especial importancia en las
regiones altamente industrializadas y en donde existe una gran densidad de trafico automotriz,
dado que los combustibles fdsiles de manera frecuente se componen de la mezcla de compuestos
de carbono y metales (USEPA, 2004; Rodriguez-Salazar et al., 2011). Las particulas que proceden
de la quema de combustibles fésiles como el petréleo y gasolina, contienen de manera mas
abundante metales de transicion y otros como: el cromo, cobalto, niquel, cobre, zinc, vanadio, por
mencionar algunos ejemplos.

Los breves antecedentes antes mencionados nos permiten identificar la relacién que existe entre
la exposicidn a los metales que forman parte de las particulas contaminantes y su relaciéon con
algunas patologias como el cancer pulmonar.

En cuanto a estos metales, resalta el vanadio debido a que es un metal que esta presente en los
combustibles fésiles como el petréleo mexicano, por lo cual se libera a la atmdsfera como parte de
las particulas suspendidas surgidas de la quema de la gasolina, en forma de pentéxido de vanadio
(V,0s5). Un estudio efectuado por Fortoul y cols. demostrd la presencia de vanadio en tejido
pulmonar de los habitantes de la Ciudad de México (Fortoul et al., 2002). Este estudio se retomara
mas adelante. Este metal es un importante compuesto al que estamos expuestos, y ademas ha
cobrado interés en el area de la carcinogénesis por los efectos anti y pro carcinogénicos que ha
mostrado, como se mencionara mas adelante.



A continuacion, describiremos las caracteristicas del vanadio y el pentéxido de vanadio.

2. El vanadio

2.1 Generalidades sobre el vanadio.

El vanadio (V) corresponde a un metal de transicion que se encuentra en la corteza terrestre con
relativa abundancia (posicidn 22 entre los elementos de mayor abundancia). Es un micronutriente
para numerosas especies marinas y terrestres, aunque para el ser humano no es asi (Barceloux,
1999).

En la naturaleza, el vanadio no se encuentra en forma pura, dado que tiende a reaccionar con
otros elementos. 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). Podemos encontrarlo en cuerpos de agua, en los que las concentraciones pueden variar
dependiendo de la filtracidon que haya de las rocas hacia estos depdsitos naturales de agua y de su
cercania con fuentes antropogénicas de este elemento (Barceloux, 1999).

Por otro lado, se encuentra también en pequefias cantidades en ciertos alimentos como la
pimienta negra, algunos hongos, espinacas y en mariscos (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006).

Existen entonces distintas fuentes de emisiéon de vanadio a la atmdsfera, e incluyen fuentes
naturales y antropogénicas (Figura 1). El reciclaje global de vanadio en la atmésfera implica su
liberaciéon a través de fuentes naturales y antropogénicas hacia el aire, el agua y el suelo
(Barceloux, 1999).

Fuentes
Naturales

Erosion del Emisiones Combustion del Actividad
suelo volcdnicas Petréleo Industrial

Incendios Combustion de Combustion de
Forestales aceites pesados carbon

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

La liberacion del vanadio a la atmdsfera es principalmente consecuencia de la actividad humana,
por lo que se puede considerar a este metal como un contaminante ambiental, principalmente
en la forma de pentéxido de vanadio, que como ya se mencioné forma parte de las particulas
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suspendidas. Se conoce que este metal estd presente en los combustibles fdsiles, como el
petréleo. Los petréleos de América son los que contienen la mayor concentraciéon de vanadio; en
petréleos crudos provenientes de Venezuela las concentraciones van de 282 a 1,180 pug/g,
mientras que en la variedad maya de México, el contenido es de 243 ng/g (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006).

Los niveles de vanadio en el ambiente dependen de las condiciones climaticas, la posicién
geografica y el nivel de urbanizacién de la regién, entre otros factores. En la Ciudad de México se
han reportado valores que alcanzan 0.114 mg/m3 en aeroparticulas de 10 mm y 0.093 mg/m3 en
las de 2.5 mm (Gutiérrez-Castillo et al, 2006).

Por otro lado, existen reportes en los que se ha encontrado que la concentracidon de V ha
incrementado, 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. En este estudio se
reportan concentraciones de aproximadamente 1.38 ugV/g de peso seco de pulmon en autopsias
practicadas a residentes de la Ciudad de México que vivieron durante la década de los 90°s,
mientras que en la década de los 60’s las concentraciones encontradas en los pulmones de los
residentes de ese periodo fueron de 1.04 ugV/g de peso seco de pulmén (Fortoul et al., 2002).

Desafortunadamente, en la actualidad, no existen datos que aporten mas informacién sobre los
niveles de vanadio a los que estd expuesta la poblacidon mexicana.

Ademads de la exposicion a este metal, y particularmente a pentdxido de vanadio, a través de las
particulas suspendidas como forma de contaminantes ambientales, la exposicidon ocupacional es
también importante. Se conoce que durante la limpieza de chimeneas, los trabajadores pueden
estar expuestos a concentraciones de 6xidos de vanadio (pentéxido) de hasta 50-100 mgV/m?® que
pueden llegar hasta una exposicion a 500 mgV/m?>, en las particulas que se liberan en el proceso
(Barceloux D.G. y Barceloux D., 1999).

La OSHA (Occupational Safety and Health Administration) en Estados Unidos de Norteamérica ha
establecido como limite permitido de exposicion por inhalacion a pentdxido de vanadio,
concentraciones de 0.05-0.5 mg/ms, mientras que ACGIH (American Conference of Governmental
Industrial Hygienists) también agencia norteamericana establece que el limite permitido es de
0.05 mg/m°)- (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; OSHA, 2012). En México no existen
limites de exposicion permitidos para este compuesto.

Respecto de sus caracteristicas quimicas, este metal pertenece al grupo VB de la tabla periddica y
sus estados de oxidacidn van desde -1 a +5 y generalmente pasa de un estado a otro a través de
reacciones de o6xido-reduccion. Es de importancia resaltar que solo los tres estados con las
valencias mas altas (V*, V* y V™) tienen funciones bioldgicas reconocidas (Rehder, 2003;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Se sabe que un mayor estado de oxidacion del
vanadio en el compuesto, implica mayores efectos téxicos causados por el mismo por lo que se
considera al pentdxido de vanadio como el compuesto mas toxico. (Moskalyk y Alfantazi, 2003).

El vanadio posee una caracteristica excepcional como biometal que consiste en que puede
participar en los procesos bioldgicos como anién y como catién. En condiciones fisioldgicas, el V¥
predomina como anién vanadato (H,VO,) y V" como catién vanadil (VO**), aunque pueden
presentarse otras especies de aniones y cationes. En un pH cercano de 7, el V" se encuentra
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exclusivamente en forma de catién V** y en el ambiente celular en forma de complejos. En
condiciones bésicas predomina el i6n ortovanadato (VO, *) (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006).

Ciertos complejos de vanadio como el vanadato, adoptan la estructura tetraédrica y la
distribucién de carga atdmica del ién fosfato, por lo que se considera que es bioequivalente al
fosfato (Scior et al., 2005), lo cual puede observarse en la figura 2. Por esta caracteristica que se
ha descrito, el vanadato es capaz de mimetizar al fosfato, reemplazandolo en los centros activos
de diversas enzimas, propiciando su activacién o inhibicién, desencadenando distintos efectos
celulares (Scior et al., 2005; Goc, 2006). Por otro lado, al ser estructuralmente similar al fosfato, el
vanadato es susceptible de ingresar a las células a través de transportadores de fosfato
localizados en la membrana plasmadtica (Davidson et al., 2007).

O . O .
1] 1
P i
HO”/ >0 HO”7 >0
HO HO

Figura 2. Geometria del fosfato, H,PO, (izquierda) y del vanadato, H,VO, (derecha).

Por ser un metal de transicion el vanadio es capaz de producir especies reactivas de oxigeno que
pueden contribuir a los efectos desencadenados por las particulas de carbono a las cuales se adosa
Dentro de las células se llevan a cabo reacciones que llevan a la formacion de peroxovanadil, y
vanadil hidroperdxido, ademdas de radicales hidroxilo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2006).

En cuanto a los usos comerciales generales que se le dan al vanadio, es utilizado en la industria
metalurgica y en la manufactura de aleaciones de alta resistencia; forma parte de las amalgamas
con aluminio, cromo, niquel, entre otros. Se utiliza ademas en la preparacién de vidrio, pinturas,
colorantes para fotografia y cinematografia. En la agricultura se utiliza para fabricar insecticidas,
fungicidas y como micronutriente en fertilizantes; se utiliza también en la produccién de acido
sulfirico y caucho sintético (Barceloux D.G. y Barceloux D., 1999; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006).

Respecto a usos farmacolégicos, en la ultima década distintos compuestos orgdnicos e
inorganicos de vanadio han adquirido importancia especial en esta area. Las sales de vanadio
como el metavanadato de amonio, metavanadato de sodio, ortovanadato de sodio y vanadil
sulfato, que se han probado como agentes insulino-miméticos y anticarcinogénicos en modelos
experimentales, asi como anabdlicos (Barceloux D.G. y Barceloux D., 1999; Rehder, 2003;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Bishayee et al., 2010).

El pentéxido de vanadio (V,0;) es el compuesto de mayor uso comercial y que ademds se
considera un contaminante ambiental, como ya se habia mencionado con anterioridad (WHO,
2001; Pifion-Zarate et al., 2008). Se ha reportado que la exposicién crénica a V,0s puede ocasionar
inflamacién en diversas estructuras del sistema respiratorio como los bronquios y la traquea,
ademas de irritacion de los ojos y la piel y edema pulmonar, entre otros efectos (Moskalyk y
Alfantazi, 2003; Cooper, 2007), ademas de que la exposicion a este compuesto se ha asociado con
el desarrollo de adenomas y adenocarcinomas pulmonares (Ress et al., 2003), sobre lo cual se
profundizara mas adelante.



2.2 Toxicocinética y toxicodinamia del vanadio.

La presencia de vanadio en la atmdsfera es resultado de la quema de combustibles fésiles y las
principales rutas de exposicion a este metal para la poblacién general son la via oral y la aérea,
mientras que en los trabajadores ocupacionalmente expuestos a polvos y humos que se
producen en la combustidn de petrdleo, carbén y aceites, la principal via de exposicion es la aérea
(Barceloux D.G. y Barceloux D., 1999). La absorcién de vanadio depende de la ruta de
administracion y de la solubilidad del compuesto. La principal ruta de absorcién de este metal es a
través de la via aérea ¢ 25%), mientras que la via gastrointestinal ¢ 5-10%) ocupa un lugar
secundario. La piel es la menor ruta de exposicion y absorcidn (Figura 3) (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006).
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Figura 3. Toxicocinética del vanadio. La inhalacion consiste en la ruta a través de la cual se absorbe la mayor
parte del vanadio, seguida de la ingestion. La exposicién dérmica constituye una via en la que la absorcion
es despreciable. Tomada de Rodriguez-Mercado J.J, Altamirano-Lozano, M. 2006. Vanadio: Contaminacion,
Metabolismo y Genotoxicidad.

Se ha estudiado ampliamente la biocinética del vanadio en estados de oxidacion IV y V, lo cual
resulta muy atil para nuestro modelo, en el que el vanadio se administra en estado de oxidacion
V.

Una vez que el vanadio ha entrado en el organismo, es transportado a los tejidos a través del
torrente sanguineo. En el torrente sanguineo, el 90% del vanadio que es absorbido, se une a

9



ciertas proteinas que lo transportan como la albumina y la transferrina. Los complejos de vanadio
se transforman, a través de reacciones de dxido-reduccion, en iones vanadil y vanadato dentro
de los tejidos y ambas formas (catidénica y anidnica, respectivamente) son distribuidas en el
organismo, concentrandose en hueso, pulmones, rifiones, bazo e higado (Barceloux D.G. y
Barceloux D., 1999; Goc, 2006).

El VY, como se encuentra en el pentdxido de vanadio, es reducido a V" por el glutatién de los
eritrocitos, o por el acido ascorbico, las catecolaminas y otras sustancias reductoras del plasma
(Redher, 2003). Se tiene bien establecido que el V' entra a la célula por mecanismos de
transporte anidnico, principalmente por los canales de fosfato (Davidson et al., 2007). En el
interior de la célula, el V¥ puede ser nuevamente reducido a V" por el glutatién (Goc, 2006).
Independientemente de la forma en que se administre, el vanadio se acumula como V" (VO*)
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

La mayor parte del vanadio es eliminado a través de la orina y las heces, en dos fases (eliminacién
bifasica). Los estudios indican que el rifién elimina aproximadamente del 40-60% del vanadio
absorbido dentro de los primeros tres dias de absorcion (Barceloux D.G. y Barceloux D., 1999).
Esta primera eliminacién corresponde a una fase de eliminacidn rdpida inicial, que es seguida de
una eliminacién mas prolongada dentro de los 40-50 dias siguientes (Goc, 2006; Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Existen reportes que indican que algunos érganos tardan mads tiempo en remover el V y por lo
tanto permanece mds tiempo en ellos, prolongando los posibles efectos tdoxicos que produce en
ellos. Estos drganos son el hueso, los musculos y los pulmones (Elinder et al., 1988; French y
Jones, 1993).

2.4 Exposicion y toxicidad en el sistema respiratorio.

La via aérea constituye una ruta muy importante en cuanto a la exposicién y absorcién de V, sobre
todo de V,05 que es el principal compuesto al que estamos expuestos a través de esta ruta, y que
inhalamos adherido a las particulas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Fortoul et al.,
2011).

En la poblacién humana, la exposicidon aguda a polvos de distintos compuestos de vanadio puede
producir irritacién nasal, rinitis, irritacion de los ojos, irritacién de la garganta, tos persistente,
bronquitis y bronconeumonia (Toya et al., 2001). La exposicidon cronica por inhalacién en
ambientes laborales induce cambios en los drganos respiratorios y la aparicion de bronquitis,
rinitis, laringitis y faringitis (Bonner et al., 2000; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).
Trabajadores expuestos a concentraciones aproximadas de 0.05 y 5.3 mg/m® desarrollaron
irritacion severa en el tracto respiratorio con disnea, tos y dolor en el pecho. Pruebas posteriores
de funcién pulmonar indicaron la posibilidad de un efecto obstructivo en las vias aéreas bajas
(Levy et al., 1984).

En modelos experimentales in vivo, la exposicion a compuestos de vanadio produce traqueitis,
bronquitis, bronconeumonia, enfisema, edema pulmonar e inflamacién (Toya et al., 2001).

Numerosos estudios han evaluado los efectos de la exposicidn a corto plazo a este compuesto en
primates, roedores y humanos. Estos estudios demuestran que la exposicion a este compuesto
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produce alteracidon de la funcién pulmonar en monos, presencia de células inflamatorias en
lavado bronquial de ratas y monos, ademas de cambios fibréticos en los pulmones de ratas
expuestas a la inhalacidn o instilacidn de este compuesto (Knecht et al., 1985; Bonner et al., 1998,
2000).

En ratas y ratones expuestos por tres meses a concentraciones de aproximadamente 2 mg/m? a
16 mg/m® de pentdxido de vanadio, incrementa la inflamacién y la hiperplasia epitelial, mientras
que en ratas expuestas a 4 mg/m? se presenta fibrosis (NTP, 2002).

Por otro lado, Ress y colaboradores reportaron en un estudio realizado para el Programa
Nacional de Toxicologia de Estados Unidos de Norteamérica (NTP) el potencial carcinogénico del
pentdxido de vanadio. Este estudio demuestra que después de una exposicidn crénica de 2 anos,
este compuesto propicio el desarrollo de adenomas y carcinomas bronquioalveolares en los
pulmones de ratas macho, y ratones macho y hembra (Ress et al., 2003). Ademas indujo lesiones
inflamatorias y proliferativas en el tracto respiratorio (Tabla 1). En cuanto a este estudio, existen
algunas incongruencias, respecto de las cuales se hablard en los antecedentes.

Tabla 1. Estudios en los que se evalla el efecto pro-carcinogénico del Pentéxido de Vanadio.

Compuesto (s) Dosis Via de Especie Efecto identificado Autor, afo
exposicion
0,05 Ratas machos
mg/m’ y hembras Desarrollo de adenomas y
Pentoxido de en ratas F344/N carcinomas bronquioalveolaresen | Ressetal.,
Vanadio ) Inhalada Ratones ratas macho y ratones hembra y 2003
(V,05) 12, 034 machos y macho. Lesiones proliferativas e
mg/m hembras inflamatorias en el tracto
en B6C3F 1 respiratorio de ambas especies.

ratones

Es claro, hasta este momento, que los efectos reportados ocasionados por el pentéxido de
vanadio son adversos sobre el sistema respiratorio. De esta idea, surgid el interés por evaluar los
efectos de este compuesto en el desarrollo de cancer pulmonar, que nos llevo a obtener hallazgos
interesantes en un estudio previo y del cual se origind el presente proyecto.

3. El cancer pulmonar
3.1. Generalidades del cancer pulmonar.

El cdncer pulmonar es uno de los tipos de cancer mas comunes a nivel mundial. Antes del siglo XX,
el cancer de pulmdn constituia una entidad patoldgica rara, pero a partir de la década de los 30’s
del siglo pasado su frecuencia ha incrementado (Samet, 1993; Youlden et al., 2008).

A nivel mundial, el cancer pulmonar y de bronquios ocupa el primer lugar como causa de
mortalidad en los hombres y el segundo lugar en mujeres (Jemal et al., 2011). De acuerdo con los
ultimos datos de mortalidad registrados por el Instituto Nacional de Estadistica y de Geografia, los
tumores malignos ocupan el tercer lugar como causa de mortalidad general en México. Los
ultimos registros epidemioldgicos de la Secretaria de Salud sefalan que la mortalidad general por
tumores malignos tiene como primer exponente al tumor maligno de traquea, bronquios vy
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pulmodn, seguido por el de estémago y en tercer puesto el de prdstata. Cabe destacar que esta
patologia presenta diferencias en cuanto a la mortalidad por género, en los hombres Ia
mortalidad por cancer de pulmén ocupa el segundo lugar, mientras que en mujeres ocupa el
quinto lugar (INEGI, 2011; Secretaria de Salud, 2011).

En cuanto a la histopatologia del cancer pulmonar, los cuatro tipos mas comunes de cancer
pulmonar son el carcinoma epidermoide, el adenocarcinoma, el carcinoma de células grandes y el
carcinoma indiferenciado de células pequefias. En las ultimas décadas, el cancer pulmonar ha
presentado modificacion en el tipo histolégico mds comun. Distintos estudios reportan un
incremento en la frecuencia de adenocarcinoma, siendo el tipo histolégico mas importante en la
actualidad (Molina-Alavez et al.,, 2008). Es importante sefialar que el adenocarcinoma
corresponde al tipo de cancer de pulmén mdas comun que se presenta en personas no fumadoras
(Suda et al., 2011; Yano et al., 2011).

El factor de riesgo mas importante en el desarrollo de esta enfermedad es el tabaquismo, cuya
relacion con el cancer pulmonar ha sido estudiada a lo largo de varias décadas. Sin embargo, no
todos los casos de cancer pulmonar estan relacionados con este hdbito, y es probable que en el
futuro, el nimero de casos de cdncer pulmonar en no fumadores incremente considerablemente
debido al incremento de la contaminacién principalmente (Youlden et al., 2008). Se ha reportado
gue aproximadamente el 25% de los casos de cancer pulmonar ocurren en no fumadores,
implicando otros factores importantes en el desarrollo de la patologia como factores genéticos,
ocupacionales y/o ambientales (Samet et al., 2009; Rondini et al., 2010; Lee et al., 2011).

La relacion entre los factores ambientales y la mortalidad por cancer pulmonar se ha explorado
ampliamente. Dentro de estos destacan la exposicidon pasiva al humo de tabaco, la exposicién
ocupacional a distintos compuestos como el radén, asbesto, arsénico, silice, hidrocarburos
aromaticos, exposicidn a contaminantes ambientales como las particulas suspendidas, entre otros
(Sun et al., 2007; Samet et al., 2009; Clément-Duchéne et al., 2010).

Destacan las particulas suspendidas como parte de los contaminantes ambientales respecto de los
cuales se encontrado evidencia epidemiolégica de su relacion con el incremento de la mortalidad
por cancer pulmonar. Diversos estudios sugieren que la exposicidn prolongada a niveles elevados
de particulas suspendidas incrementa el riesgo y la mortalidad del cdncer pulmonar (Dockery et
al., 1993; Barbone et al., 1995; Pope et al., 1995, 2002). Sobre este tépico profundizamos en la
siguiente seccidn.

3.2. El cancer pulmonar asociado con la exposicidn a particulas suspendidas.

El primer factor de riesgo con el que se relaciona al cancer pulmonar es el tabaquismo. Sin
embargo, en Ultimas décadas se sabe que en América, aproximadamente del 15 al 25% de los
casos reportados de cancer pulmonar se debe a otros factores, como la exposicion a
contaminantes, mas que al habito de fumar (Samet et al., 2009).

La contaminacion atmosférica es una mezcla compleja de componentes, pero los principales
contaminantes atmosféricos son sobre todo las particulas suspendidas (PS) provenientes de
fuentes industriales y del transporte, como ya se ha mencionado con anterioridad (Omori y Katoh,
2011). Estas particulas son de particular importancia por la capacidad que poseen de penetrar
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hasta las regiones mas profundas del sistema respiratorio, y provocar efectos adversos en este
(Dockery, 2009).

Con anterioridad enfatizamos algunos de los efectos adversos asociados a la exposicion a
particulas suspendidas que se han reportado en el sistema respiratorio: sintomas en las vias
respiratorias altas como tos crénica, exacerbacidon de bronquitis crénica y asma, aparicion de
bronquitis crénica y EPOC, ademads de cancer pulmonar (Pope et al., 1995; Kunzli y Tager, 2005;
Valavanadis et al., 2008).

No es claro cudl de los componentes de las particulas suspendidas es responsable de sus efectos
bioldgicos, dada la compleja mezcla de elementos que las componen, sin embargo se plantea que
los metales de transicién que forman parte de ellas son los principales responsables de estos
efectos.

Las evidencias sugieren que estos metales de transicién que constituyen a estas particulas que
inhalamos, son capaces de inducir la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Becker et
al., 1996; Prahalad et al., 1999; Sorensen et al., 2005; Lewtas, 2007). Estas mismas especies
generadas en reacciones como la de Fenton, que implica la reduccién del peréxido de hidrégeno
por un metal de transicidn, con la consecuente generacién de radicales hidroxilo, activan factores
de transcripcién que inducen la liberacion de mediadores inflamatorios y provocan dafio en el
pulmén, lo cual puede contribuir al desarrollo de distintos factores adversos, entre los que
podemos destacar la muerte de las células pulmonares (Upadhyay et al., 2003).

Al activar las vias de muerte celular, las especies reactivas podrian interferir con el desarrollo de
la carcinogénesis. Este efecto se ha demostrado en estudios en los que las especies reactivas de
oxigeno promueven la muerte celular por apoptosis de lineas celulares pulmonares cancerosas.
Estos resultados se han asociado con la generacién de ROS que alteran la funcidon mitocondrial, y
llevan a la muerte celular (Prahalad et al., 1999; Alfaro-Moreno et al., 2002; Upadhyay et al.,
2003; Sydlik et al., 2006).

A continuacién se trata mas acerca de la activacién de la apoptosis por efecto de las ROS
producidas por las particulas suspendidas.

3.3 La participacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) en la activacion de los
mecanismos de apoptosis.

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) son radicales libres (ej. radical hidroxilo y radical
superoxido), asi como otras moléculas que poseen electrones desapareados (ej. O, y H,0,) que
son altamente reactivas y pueden interactuar y reaccionar con macromoléculas como las
proteinas y el DNA, modificando su estructura y funcion (Engel y Evens, 2006).

En el caso del pulmdn, las fuentes de ROS son diversas, e incluyen a las células epiteliales
pulmonares, células endoteliales y de manera muy importante las células inflamatorias,
especialmente neutrofilos y macroéfagos (Kinnula et al., 1991).

Diversos estudios reportan la muerte por apoptosis de células pulmonares por la exposicion a
particulas suspendidas. Por ejemplo, Alfaro-Moreno y colaboradores reportan que la exposicion

13



de células alveolares de la linea A549 a particulas suspendidas colectadas de tres distintos puntos
de la Ciudad de México incrementa la muerte por apoptosis de estas células (Alfaro-Moreno et al.,
2002). Por otro lado, Hetland y cols. demuestran en un estudio que la exposiciéon de células
alveolares tipo Il de pulmdn de rata, a distintas fracciones de particulas suspendidas (burdas, finas
y ultrafinas), propicia la apoptosis, de manera dosis dependiente. Este mismo efecto se reporta en
el mismo estudio en la linea A549 de células alveolares humanas (Hetland et al., 2004). En este
estudio se asocia la activacién de la muerte en estas células con el dafo propiciado por las células
inflamatorias.

En otros estudios se relaciona la induccion de este tipo de muerte propiciado por la exposicién a
particulas suspendidas, con la generacion de estrés oxidante. En estos estudios, se demuestra que
las particulas suspendidas son capaces de inducir apoptosis en distintas células dentro del
pulmédn, y este efecto se plantea esta relacionado con el estrés oxidante que producen (Prahalad
et al., 1999; Upadhyay et al., 2003; Sydlik et al., 2006). Por ejemplo, Sydlik y colaboradores
demostraron que la exposicion de células epiteliales alveolares a particulas ultrafinas (ultrafine
carbon black ufCB), induce la muerte por apoptosis por efecto del incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (Sydlick et al., 2006).

Al hablar de la apoptosis, debe quedar claro que es un tipo de muerte celular altamente
regulada, que desempeiia un papel esencial en la prevencion de crecimientos malignos en los
distintos organos (Uhal, 1997; Johnstone et al., 2002).

Existen dos vias a través de las cuales se regula la apoptosis: (a) la via intrinseca regulada por la
mitocondria y (b) la via extrinseca inducida la activacién de receptores de muerte a través de
ligandos, tales como TNF-a o FasL y la consecuente activacion de la caspasa 8 (Upadhyay et al.,
2003).

La via intrinseca inicia por la disrupcién de la mitocondria, por ejemplo como una alteracién en el
potencial de la membrana, que resulte en la liberacion del citocromo C al citoplasma (Desagher y
Martinou, 2000; Danial y Korsmeyer, 2004). La liberacion del citocromo C se requiere para el
ensamblaje del apoptosoma que esta formado por Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1)
y la procaspasa 9, que se activa posteriormente a caspasa 9. La disrupcion de la mitocondria estd
regulada por proteinas de la familia BCL-2. La familia Bcl de proteinas antiapoptéticas (ej. Bcl-2 y
Bcl-xl) intervienen a nivel de la membrana mitocondrial para prevenir la apoptosis a través de la
inhibicién del cambio en el potencial de la membrana y la subsecuente liberacion de citocromo C
hacia el citoplasma (Desagher y Martinou, 2000). Por otro lado, las proteinas pro-apoptéticas (ej.
Bax, Bad y Bid) se translocan del citosol a la membrana mitocondrial, y se insertan en ella,
formando poros, con la subsecuente liberacion de citocromo C al citoplasma. Esta liberacidon
induce la muerte celular por activacién de caspasas (Eskes et al., 1998; Desagher y Martinou,
2000).

La via extrinseca de activacidon de la apoptosis se activa a través de receptores especificos de
membrana (receptores de muerte) como los receptores Fas/CD95, los cuales son activados por su
ligando, para posteriormente reclutar moléculas de andamiaje y activar a la caspasa 8. La
activacion de esta caspasa, junto con la 9, activa a otras caspasas efectoras como la 3,6y 7, que
efectlan el rompimiento de proteinas en la célula. La activacién completa de la via extrinseca
requiere también de la activacion de la via intrinseca (Pore et al., 2010).
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En cuanto a la relacidn de la activacidn de la apoptosis con la generacion de especies reactivas de
oxigeno, se ha demostrado que las ROS son capaces de actuar directamente sobre la mitocondria
y/o activar receptores de muerte en la superficie de la célula, desencadenando la iniciacion de la
apoptosis (Li et al., 2003; Ozben 2006). El dafio oxidante que ocurre como consecuencia de la
exposicion a particulas y sus componentes, constituye un potente estimulo de disfuncion
mitocondrial, con lo que se activa la via intrinseca de la apoptosis. Esta disfuncién se traduce
como un cambio en el potencial de membrana de este organelo, seguido de la liberacién de
citocromo C del espacio intermembrana hacia el citoplasma (Prahalad et al., 1999; Knaapen et al.,
2002). La disrupcion del transporte de electrones en la mitocondria puede ademas promover el
aumento en la produccién de ROS, y amplificar el estimulo apoptdtico (Desagher y Martinou,
2000, Engel y Evens, 2006).

Es interesante comentar que muchos estudios revelan, que comparadas con las células normales,
las células cancerosas poseen niveles elevados de ROS (Toyokuni et al., 1995; Trachootham et al.,
2009). Los niveles elevados de estrés oxidante en estas células puede promover la progresion de
la carcinogénesis; sin embargo, también pueden ser téxicos para estas células, haciéndolas
vulnerables a los dafos inducidos por agentes externos vy llevarlas a la muerte (Pelicano et al.,
2004). Los niveles de ROS estan determinados por las tasas de generacion y eliminacion de las
mismas, por lo que la acumulacién de estas especies en las células cancerosas puede llevar al
dafio oxidante y la posterior activacion de la muerte celular (Trachootham et al., 2009).

Estas especies reactivas no solo son generadas por las propias células cancerosas; el infiltrado de
fagocitos inflamatorios que se encuentran generalmente alrededor de los tumores generan
también grandes cantidades de especies reactivas que afectan a las células tumorales (Ozben,
2006).

Una de las proteinas centrales en la regulacion de la apoptosis, ademas del mantenimiento de la
integridad gendmica es la proteina p53, cuya actividad es susceptible de ser modulada por los
niveles de estrés oxidante (Liu et al., 2008; Trachootham et al., 2009). En respuesta a estrés
celular que propicie el dafio al DNA, p53 regula la transcripcién de diversos genes relacionados
con el arresto del ciclo celular, la senescencia o la apoptosis. Se conoce que el estrés oxidante esta
asociado con la regulacidn del arresto del ciclo celular y la apoptosis dependiente de p53. En
células de mamifero que no se encuentran bajo un estimulo de estrés, los niveles de esta proteina
son bajos y se mantienen asi por continua ubiquitinizacion de esta proteina, catalizada por Mdm?2.
Estudios recientes demuestran que los niveles hiperfisioldgicos y fisioldgicos de p53 producen
distintos efectos en el estado redox de la célula, ya sea a través de la regulacion directa de la
expresion de genes pro-oxidantes o anti-oxidantes, o a través de la modulacidon del metabolismo
celular; Consecuentemente, los niveles de ROS pueden modular la actividad de p53 de distintas
maneras (Liu et al., 2008).

Bajo condiciones de estrés, incluyendo el oxidante, una fraccién de p53 (~ 2%) se mueve hacia la
mitocondria e inicia el proceso de apoptosis (Marchenko et al., 2000; Essmann et al., 2005). Una
vez en la mitocondria, p53 se une a MnSOD inhibiéndola, desempefiando un papel directo en la
promocién de la formacidén de ROS y desencadenando eventualmente la apoptosis (Zhao et al.,
2005).

Existen diferentes vias que integran el estado redox de la célula con la sefalizacion de p53, lo cual
puede llevar a distintas respuestas finales en la célula, como las mencionadas con anterioridad.
Esto es una herramienta muy util en la eliminacidon de las células tumorales, por ejemplo la
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generacion excesiva de ROS en la mitocondria resulta del tratamiento con agentes
guimioterapeuticos que lleva a la apoptosis (Liu et al., 2008; Trachootham et al., 2009).

En otros estudios se han implicado a las ROS en la fosforilacion de p53 a través de la via de las
MAPK’s como p38, ATM y ERK, lo cual activa a esta proteina para la transcripciéon de sus genes
blanco (Bragado et al., 2007; Kurz y Lees-Miller, 2004). La activacién de p53 induce la
transcripcidon de numerosos genes entre los que destacan aquellos implicados directamente en el
arresto y muerte celular:

#¥ p21 que induce el arresto del ciclo celular a través de la inhibicién de la actividad de CDKs
(Cinasas Dependientes de Ciclinas). La activacion de p53 mediada por dafio en el DNA
induce el arresto del ciclo celular en G1; si el dano no se puede reparar la célula entra en
apoptosis (Ozben, 2006).

/¥ PUMA, BAX, BAK y receptores de muerte que son productos de genes pro-apoptéticos,
que pueden activar tanto la via intrinseca como extrinseca (Zuckerman et al., 2009). Estos
genes ademds se consideran pro-oxidantes porque inducen el desacople de Ia
mitocondria, resultando en una mayor produccion de ROS (Sablina et al., 2005).

Todos lo que hemos mencionado en este apartado nos permite darnos cuenta de la estrecha
relacion entre la induccion de la muerte por apoptosis y la generacion de estrés oxidante, a través
de p53 como el principal regulador de este tipo de muerte, tanto en células normales como en
cancerosas. Por otro lado queda en evidencia la compleja regulacidon de este mecanismo a través
de la participacion de distintas proteinas, cuya expresion puede ser modificada, alterando los
resultados finales en las células.

3.3 Modelos de induccion quimica para el estudio del cancer pulmonar.

Los modelos de cancer pulmonar en animales, y sobre todo en roedores, son de gran utilidad en
el estudio de esta patologia. Los adenomas producidos en modelos murinos se han usado de
manera importante como una forma de aproximacién a los modelos de adenocarcinomas
pulmonares humanos, dado que proveen una herramienta util en el estudio de los eventos
moleculares implicados en la carcinogénesis (Mason et al., 2000).

Los tumores que se originan en los ratones son similares en caracteristicas morfoldgicas,
histopatoldgicas y moleculares, a los adenocarcinomas humanos. Por esta razén, los modelos en
ratédn constituyen un instrumento util, no solo para el entendimiento de la biologia basica del
tumor, sino también en el desarrollo y validacion de nuevas estrategias de intervencién e
identificacion de marcadores para un diagndstico temprano (Meuwissen y Berns, 2005).

En la actualidad se utilizan distintos tipos de modelos animales en el estudio del cancer pulmonar.
Estos modelos incluyen tumores inducidos quimicamente, modelos de animales transgénicos,
modelos con cepas susceptibles a desarrollar tumores espontaneos y xendgrafos de tumores
humanos (Hahn et al., 2007; Wakamatsu et al., 2007; Liu y Johnston, 2009).
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Los modelos de tumores espontaneos e inducidos quimicamente son los que representan de una
manera mas proxima las caracteristicas clinicas de la patologia. La ventaja de estos modelos es
que se pueden reproducir los eventos naturales que llevan al desarrollo del cancer pulmonar.
Muchos de los estudios que se llevan a cabo con este tipo de modelos en ratas y ratones son muy
similares en sus caracteristicas histoldgicas y moleculares al cédncer pulmonar humano
(Meuwissen y Berns, 2005; Liu y Johnston, 2009).

Las cepas de ratones que se utilizan para los distintos estudios presentan susceptibilidades
distintas a desarrollar tumores, y esto constituye incluso una herramienta util para estudiar el
efecto de ciertos carcindgenos y promotores de la carcinogénesis. Las cepas A/J y SWR son cepas
altamente susceptibles a desarrollar tumores espontdneos y su respuesta a la inducciéon quimica
es también muy alta. Existen cepas de susceptibilidad intermedia como las 020, BALB/c y CD1;
otras cepas presentan cierta resistencia (CBA y C3H), mientras que existen algunas
completamente resistentes (C57BL/6 y DBA) (Meuwissen y Berns, 2005).

La induccion de tumores pulmonares por medio de carcindgenos quimicos en estas cepas se
puede reproducir de manera sencilla, con la obtencién de resultados casi invariables en adenomas
y adenocarcinomas (Shimkiny Stoner, 1975; Malkinson, 1989; Meuwissen y Berns, 2005 ).

Los carcindégenos mds potentes probados en estos modelos son los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, las nitrosaminas y el etil carbamato (uretano). Luego del tratamiento con el
carcindgeno se presenta una disminucidn transitoria de la proliferacion de las células de Clara y
las células alveolares tipo Il. Posteriormente, el nimero de células se recupera y pronto sobrepasa
el numero de células. En una fase inicial se detectan focos hiperpldsicos en los bronquiolos y los
alveolos (Foley et al., 1991). Muchos de estos focos, aunque no todos, se desarrollan como
adenomas que finalmente, después de varios meses, seran adenocarcinomas in situ. La latencia y
el nimero de tumores desarrollados dependera de la susceptibilidad de la cepa de la que se trate
(Miller et al. 2000).

Las caracteristicas moleculares de los tumores espontaneos e inducidos por carcinégenos revelan
varias alteraciones genéticas comunes que consisten en la activacién de oncogenes como K-Ras y
C-Myc (Re et al. 1992; Li et al., 1994), asi como la inactivacién de genes supresores de tumores
como Trp53, APC, Rb, Mcc, Cdkn2a y Fhit (Malkinson, 2001).

3.4 El modelo de adenomas pulmonares inducidos por uretano como herramienta dtil
para el estudio de la carcinogénesis pulmonar.

El etil carbamato (EC), también conocido como uretano, es un producto que se forma de manera
espontanea durante la fermentacién del vino por parte de las levaduras. En este proceso, se
forma urea, la cual puede ser liberada de la célula y después reabsorbida por esta misma para
utilizarla como fuente de nitrégeno. Al ser reabsorbida, la urea lleva a cabo una reaccién con
etanol, la cual resulta en la produccién de EC (Forkert, 2010).

Diversos alimentos y bebidas, tales como el yogurt, el pan, la salsa de soya, los brandies (de frutas
como cerezas y melocotdn), los vinos de mesa y la cerveza contienen pequefias cantidades de
uretano. En todos los casos las cantidades de EC son de nanogramos, aunque en los brandies
frutales las cantidades pueden variar hasta 20.2 mg/g y constituyen una via de exposicion
importante a este compuesto, aunque no la Unica (IARC, 2010; Forkert, 2010).
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En décadas pasadas, el etil carbamato fue utilizado en el tratamiento de venas varicosas, leucemia
y mieloma multiple (IARC, 1974). Desde la década de los 50°s hasta los 70°s del siglo pasado, el
uretano se administré también como cosolvente en farmacos sedantes y analgésicos (Nomura,
1975; Miller, 1991). Comercialmente este compuesto se ha utilizado como cosolvente en
plaguicidas, fumigantes y cosméticos (Benson y Beland, 1997). El etil carbamato es ademds un
constituyente del tabaco en concentraciones que van desde los 310 a 375 ng/g (Forkert et al.,
2007).

Se ha demostrado que este compuesto es capaz de producir tumores, tanto benignos como
malignos, en distintos 6rganos. En ratones es capaz de producir adenomas en pulmdn, piel,
higado, mama y tejido linfoide (Nettleship et al., 1943; Salaman y Roe, 1953; Tannenbaum, 1964).
El pulmén ha mostrado ser un érgano con una mayor susceptibilidad a desarrollar tumores
inducidos por este compuesto, ya que el periodo de generacion de los mismos en este érgano es
de 2 a 6 meses, mientras que en otros tejidos toma hasta un periodo de un afio (Mirvish, 1968;
Shimkin y Stoner, 1975).

La carcinogenicidad del EC ha sido probada ademas en distintas especies como ratas, ratones,
hamsteres y monos, por lo que se considera como un compuesto carcinégeno bien establecido en
animales. La IARC lo ha clasificado como “probable carcinégeno en humanos”, dentro del grupo 2A
(IARC, 2010), el Programa Nacional de Toxicologia (NTP) de los Estados Unidos lo considera como
“razonablemente anticipado a ser un carcinégeno en humanos” (NTP, 2000).

Por sus caracteristicas, este compuesto ha sido muy utilizado en la generacién de adenomas
pulmonares con la finalidad de describir caracteristicas bioquimicas, genéticas y sobre
mecanismos de la carcinogénesis pulmonar (Mason et al., 2000). Se considera que la activacién
metabdlica del EC es un requisito para inducir el desarrollo de tumores (Hoffler et al., 2003). El
metabolismo del uretano ha sido bien estudiado en modelos animales como el ratén, en donde se
ha establecido que se lleva a cabo a través de dos vias principales:

La primera via del metabolismo del uretano es catalizada por una esterasa, lo que lleva a la
formacion de didxido de carbono (CO,), etanol y amoniaco (NH;). La segunda via es a través del
metabolismo oxidativo por medio de varias enzimas de la superfamilia citocromo P450 (CYP450) y
corresponde a la ruta de bioactivacion de este compuesto (Figura 4).
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Figura 4. El metabolismo del etil carbamato puede tomar dos vias principales.

El principal citocromo que se ha encontrado como responsable de la bioactivacién del uretano es
el CYP2E1. El uretano (etil carbamato) sufre una primera reaccién de desaturacion a través del
CYP2E1 (96%) y otros citocromos (3%), lo que lleva a la formacion de vinil carbamato, que
posteriormente es transformado en vinil carbamato epdxido a través de las mismas enzimas
(Hoffler et al., 2003; Ghanayem, 2007).

El vinil carbamato epdxido es el Ultimo metabolito que se produce por esta via de metabolismo del
etil carbamato y es altamente reactivo con el DNA y se considera como el metabolito
carcinogénico del uretano.

Por otro lado, se han realizado algunos estudios en pulmdén humano, en los que se han encontrado
datos consistentes con los encontrados en el ratdn, por lo cual este ultimo resulta ser un modelo
relevante en la evaluacion de los efectos del etil carbamato en el humano (Forkert, 2010).

Los adenomas que se desarrollan en este modelo, lo hacen a partir de neumocitos de tipo Il y de
células bronquiolares no ciliadas o Células de Clara.

Por todo lo descrito anteriormente, este modelo resulta Gtil para nosotros en cuanto a que es un
modelo de resultados facilmente reproducibles, accesible en su aplicacion y muy valioso para
evaluar los efectos de nuestro compuesto en el desarrollo de los adenomas pulmonares que
estamos evaluando.
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A continuacién describimos brevemente la estructura histolégica del pulmdén con el fin de
introducir la informacién basica para entender las imagenes que manejaremos a lo largo del
estudio.

3.5 Histologia del pulmodn

El sistema respiratorio constituye la principal via de exposicion a los contaminantes de la
atmoésfera. 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,
2004). Es importante conocer la histologia normal del pulmdn, para una posterior comparacion.
Por ello, se hace una breve descripcién de la misma.

Bronquio

La traquea se divide en dos ramas que forman los bronquios principales (primarios). Una vez que
se introducen en el pulmdn, estos bronquios principales se dividen en bronquios lobares
(secundarios). Debido a que cada pulmodn tiene diferente nimero de lébulos, los bronquios se
dividen en un nimero de ramas diferentes. El bronquio derecho se divide en tres ramas, una para
cada uno de los tres l6bulos del pulmdén derecho; el izquierdo se divide en dos ramas, una para
cada lébulo del pulmén izquierdo. Los bronquios lobares se dividen posteriormente en bronquios
segmentarios o terciarios (Ross et al., 2007).

La estructura de los bronquios extrapulmonares es similar a la de la trdquea. La mucosa,
compuesta por epitelio seudoestratificado ciliado con células mucoproductoras (Epitelio
Respiratorio) y una lamina propia con fibras eldsticas; 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 pulmdn, 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., 2007).

En cuanto al musculo, 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.

Bronquiolos

La subdivisién de los bronquios segmentarios origina a los bronquiolos que miden 1 mm 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
gue reciben aire de él se les llama acino pulmonar (Ross et al., 2007).

En la figura 5 se muestra un corte de pulmdén de ratdn, 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
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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 funcién es la secrecidn de un agente tenso activo que
impide la adhesién luminal; ademds 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.

Alvéolos

El epitelio alveolar esta constituido por varios tipos celulares: los neumocitos tipo | y Il, como se
observa en la figura 5.

Los neumocitos tipo | o células alveolares tipo | son células planas, que revisten la mayor parte de
la superficie de los alvéolos. Estas células forman parte de la barrera hematogaseosa, junto con el
endotelio de los capilares, a través de la cual se da el intercambio gaseoso. Los neumaocitos tipo Il
o células alveolares tipo Il 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 (Ross et al., 2007).

Bronquiolo

Célula bronquiolar
ciliada

Célula de Clara

/ (Célula bronquiolar no

ciliada)

Neumocito tipo |

oW

A : Alveolo

Figura 5. Histologia normal del pulmén de ratdn. Los alvéolos se constituyen de neumocitos tipo | (epitelio
plano) y neumocitos tipo Il (células cubicas). En el extremo derecho se observa la luz del bronquiolo, con los
dos tipos celulares que lo distinguen: la célula de Clara y la célula bronquiolar ciliada.

A continuacién presentamos los antecedentes directos relacionados con este trabajo con el fin de
sentar las bases de los objetivos a explorar.
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ANTECEDENTES

El presente proyecto surgié con la idea de dar continuidad a un trabajo previo (Lopez-Valdez,
2008), en el que se encontraron hallazgos interesantes sobre los efectos de la inhalacion de
pentdxido de vanadio en el modelo de adenomas antes descrito. En el inicio de esta linea de
investigacion se planteé la posibilidad de que la inhalacién de este compuesto promoviera la
carcinogénesis en este modelo, con base en algunos antecedentes del compuesto y su efecto en el
pulmén. Sin embargo los resultados que obtuvimos nos indicaron el posible papel
anticarcinogénico del compuesto de interés, por lo que decidimos continuar explorando el modelo
en ese sentido.

1. Distintos compuestos del vanadio y su relacion con la carcinogénesis.

El vanadio ha cobrado importancia desde hace varias décadas, dado que se ha identificado que
puede ejercer efectos negativos en el desarrollo de distintos tipos de cancer, ya sea in vitro o in
vivo. Por otro lado, existen pocos estudios en los que se evalla el potencial carcinogénico del
vanadio y sus diferentes compuestos. En cuanto a la evaluacién del potencial anticarcinogénico,
los estudios son mas amplios.

Respecto de los efectos pro-carcinogénicos, Ress y colaboradores reportaron en un estudio
realizado para el Programa Nacional de Toxicologia de Estados Unidos de Norteamérica (NTP) el
potencial carcinogénico del pentdxido de vanadio. Este estudio plantea que después de una
exposicidn crénica de 2 anos, este compuesto propicié el desarrollo de adenomas y carcinomas
bronquioalveolares en los pulmones de ratas macho, y ratones macho y hembra. Ademas indujo
lesiones inflamatorias y proliferativas en el tracto respiratorio (Tabla 1) (NTP, 2002; Ress et al.,
2003).

Este estudio es la evidencia principal que soporta la subsecuente clasificacidon del pentdxido de
vanadio como un posible carcindgeno humano, de acuerdo con la IARC (Grupo 2B) (IARC, 20006).
Sin embargo, respecto a este estudio existen controversias e incongruencias.

Se puede verificar en los archivos de la NTP que respectan al estudio antes mencionado, que la
exposicion de los animales no se caracterizé apropiadamente.

En principio, se detalla que el compuesto utilizado a lo largo del estudio no fue siempre el mismo.
A lo largo del estudio se presentan en el reporte descripciones distintas respecto del color del
compuesto utilizado, que va desde el violeta hasta el amarillo; este ultimo color se espera del
pentdéxido de vanadio (Archive Docmuents, Chem Task CHEM00568, CHEM00592) (NTP, 2002).
Estas diferencias en el color de los compuestos sugieren cambios quimicos que podrian tener
consecuencias toxicoldgicas, que no fueron tomadas en cuenta.

Debido a este aspecto que se detalla anteriormente, se evidencia que la caracterizacién de la
exposicion al aerosol del supuesto pentdxido de vanadio, tampoco fue satisfactoria, debido a la
falla para identificar con claridad el compuesto que inhalaron los animales.

Estos pequenos detalles nos sugieren la necesidad de continuar explorando el efecto real de la
inhalacion de pentdxido de vanadio, caracterizando de manera adecuada el compuesto, ya que las
fallas en el estudio del NTP dejan dudas acerca de la interpretacién de los datos obtenidos.
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En otro estudio Rondini y cols., evaluaron el papel del V,05 como agente promotor del desarrollo
de neoplasia pulmonar en cepas de ratones con distinta susceptibilidad al efecto de carcindgenos
guimicos. Las cepas utilizadas en este estudio fueron A/J (ratones con alta susceptibilidad), BALB
(susceptibilidad intermedia) y B6 (resistentes). Los resultados de este estudio sugieren que el V,05
puede actuar como agente promotor de tumores pulmonares, cuyo efecto es distinto de acuerdo
con la susceptibilidad genética de la cepa de la que se trate (Rondini et al., 2010).

En este estudio se observd el desarrollo de neoplasias en los pulmones de los ratones de
susceptibilidad alta e intermedia, a través de un esquema de administracién de pentdxido de
vanadio por aspiracion orofaringea.

Estos dos estudios citados anteriormente constituyen la principal evidencia del efecto pro-
carcinogénico del pentéxido de vanadio (Tabla 1).

Tabla 2. Estudios en los que se evalla el efecto pro-carcinogénico del pentéxido de vanadio.

Compuesto Via de Especie Efecto Autor, aiio

(S) exposicion identificado

Desarrollo de

adenomasy
0,0.5 mg/m3 en carcinomas
Pentdxido de ratas Ratas machos y bronquioalveolares
Vanadio Inhalada hembras F344/N en ratas machoy
(V20s) 1,2, 04 mg/m’ Ratones machos y ratones hembray Ress et al., 2003
en ratones hembras B6C3F 1 macho. Lesiones

proliferativas e
inflamatorias en el
tracto respiratorio de
ambas especies.

3 metilcolantreno 10 pg/g de peso Inyeccion Ratones machos Promocién del
(MCA) del animal intraperitoneal A/), BALB/c) desarrollo de
(BALB), C57BL/6) tumores pulmonares Rondini et al.,
(B6) en las cepas 2010
Pentdxido de 4 mg/kg de peso Aspiracién susceptibles A/Jy
Vanadio del animal Orofaringea BALB en un modelo
(V,0s) de carcinogénesis

inducida por MCA.

Por otro lado, con respecto a los efectos anti-carcinogénicos, el primer intento por explotar el
potencial farmacoldgico del vanadio en la investigacion del cancer fue publicado en 1965
(Bishayee et al., 2010), y posteriormente el estudio de los efectos antitumorales de este metal, asi
como los mecanismos bioquimicos y moleculares que implican se han explorado ampliamente in
vitro. En estos estudios se han utilizado distintos tipos de lineas celulares malignas que incluyen
células de linfoma de células B y leucemia de células T, hepatoma, osteosarcoma, asi como
carcinoma testicular, de mama, ovarico, renal, pulmonar, nasofaringeo y de laringe (Evangelou,
2002; Ray et al., 2006(a); Klein et al., 2008; Kostova, 2009).
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Los estudios in vitro abrieron la posibilidad de realizar estudios in vivo, que constituyen una
herramienta poderosa en el conocimiento, dado que es posible estudiar los efectos de los
compuestos en el organismo completo.

Diversos estudios realizados in vivo han mostrado que ciertos compuestos de vanadio son
efectivos en la prevencion y/o reduccion de lesiones preneoplasicas o neoplasicas inducidas
guimicamente, en distintos érganos. Estos reportes incluyen modelos animales de carcinogénesis
de mama, de higado, de colon y de tejido conectivo (Bishayee et al., 2010).

La primera evidencia de que el vanadio podia ejercer efectos antineopldsicos fue aportada por
Thompson y cols. en un modelo de carcinogénesis mamaria inducida por MNU-1 (1-metil-1-
nitrosurea) en ratas hembra Sprague—Dewley, en donde se observé la reduccién en la incidencia
de tumores mamarios (Thompson et al., 1984) (Tabla 2). Posteriormente, se ha explotado el
potencial anticarcinogénico de otros compuestos de vanadio tales como el monovanadato de
amonio, metavanadato de amonio, vanadil sulfato y ortovanadato entre otros compuestos (Tabla
2).

En el caso del pentdxido de vanadio, los posibles efectos anticarcinogénicos no han sido
explorados en ningun modelo de cancer.

Tabla 3. Estudios in vivo en los que se demuestra el potencial anticarcinogénico de distintos compuestos de
vanadio en diferentes modelos de carcinogénesis

Compuesto (S) Via de Especie Efecto identificado Autor/afio
exposicion
1-metil-1- Inyeccion Reduccidn en la
nitrosurea (MNU1) intraperitoneal incidencia y promedio
Ratas hembra del nimero de Thompson et
Sprague—-Dawley tumores por animal. al., 1984.
Vanadil Sulfato 25 p.p.m Oral (alimento)
Reduccién en la
Dietilnitrosamina 200 mg/ Inyeccion incidencia,
(DENA) Kg de peso intraperitoneal Ratas macho multiplicidad y Bishayee y
Sprague—Dawley tamafio de nédulos Chatterjee,
Metavanadato de 0.5 ppm (4.27 Oral (agua de persistentes en el 1995.
amonio pmol/L) bebida) parénquima hepético.
(NH,VO;)
Disminucién en el
crecimiento tumoral
Ortovanadato 500 pg/ Subcutdnea Ratones hembra en organismos Cruz etal.,
(vo,™) animal/dia DBA/2j inyectados con células 1995.
tumorales MDAY-D2
(tumor linforeticular).
Disminucién en el
1,2- 20 mg/kg de Inyeccion desarrollo de
Dimetilhidrazina peso intraperitoneal adenomasy
(DMH) carcinomas inducidos Kanna et al.,
Ratas macho por DMH en un 2003.
Monovanadato de Sprague—Dawley modelo de
amonio 0.5 ppm Oral (agua de carcinogénesis
(NH4VOs) bebida) colorectal.

24




bpV[4,7-dimetil-

Inhibicién del
crecimiento tumoral
en ratones inyectados

Ratones balb/c

Scrivens et al.,

1,10 fenantrolina- 20 mg/ Inyeccion
bisperoxo-oxo- Kg de peso intraperitoneal con células de 2003.
vanadio] carcinoma mamario
bpV[Me2Phen] murino DA3.
7,12 dimetilbenz(a) 0.5 mg/100 g de Inyeccion en la
antraceno peso vena caudal Ratas hembra Supresién de la
(DMBA) Sprague—Dawley hiperplasia mamaria Ray et al.,
inducida por DMBA. 2004
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de
amonio bebida)
(NH,VOs)
Induccién de
2 apoptosis a través del
Acetilamino 0.05% Oral (alimento) Ratas macho incremento de p53y
fluoreno Sprague—Dawley disminucion en la
(2-AAF) formacion de nédulos Chakraborty et
premalignos en el al., 2005
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de higado.
amonio bebida)
(NH,V0s3)
Dietilnitrosamina 200 mg/ Inyeccion Reduccion en la
(DENA) Kg de peso intraperitoneal expresion de PCNA,
Ratas macho reduccidn del dafio Chakraborty et
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de Sprague—Dawley genotdxico producido al., 2006a
amonio bebida) por el carcinégeno.
(NH,VOs)
Reduccidn en la
2 expresion de PCNA,
Acetilamino 0.05% Oral (alimento) supresion de
fluoreno aberraciones
(2-AAF) Ratas macho cromosomicas, Chakraborty et
Sprague—Dawley disminucion de la al., 2006b
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de incidencia de nédulos
amonio bebida) hepéticos
(NH,VOs) hiperplasicos.
Induccién de
7,12 dimetilbenz(a) 0.5mg/100 g de Inyeccién en la apoptosis, retardo en
antraceno peso vena caudal la proliferacién y
(DMBA) Ratas hembra . .redu§C|on en la Ray et al.,
incidencia de tumores
Sprague-Dawley mamarios, a través del 2006
Monovanadato de aumento en la
amonio 0.5 ppm Oral (agua de expresion de p53 'y
(NH,VO3) bebida) Bax, durante el
proceso de
preneoplasia
mamaria.
Dietilnitrosamina 200 mg/ Inyeccion Supresién de la
(DEN) Kg de peso intraperitoneal hiperplasia nodular
Ratas macho hepatica en un Chakraborty et
Sprague—Dawley modelo de al., 2007
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de carcinogénesis
amonio bebida) inducida por DEN.
(NH,V03)
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1,2- 20 mg/kg de Inyeccion Disminucion en los
Dimetilhidrazina peso intraperitoneal Ratas macho niveles de metilacion
(DMH) Sprague—Dawley del DNA, y reduccién Samanta et al.,
del desarrollo de focos 2008
Monovanadato de Oral (agua de preneoplasicos y
amonio 0.5 ppm bebida) tumores en el colon.
(NH,VOs)
7,12 dimetilbenz(a) 0.5 mg/100 g de Inyeccién en la Reduccién de los
antraceno peso vena caudal Ratas hembra rompimientos de
(DMBA) Sprague—Dawley DNA, disminucién del Manna, et al.,
numero de tumores 2011
Monovanadato de 0.5 ppm Oral (agua de mamarios y de la
amonio bebida) proliferacién celular.
(NH,V03)

Debido a las incongruencias en el estudio de Ress y colaboradores, ademds de que no existen
otros trabajos en donde se evalle el efecto del pentdéxido de vanadio en el cancer pulmonar,
decidimos plantear nuestro proyecto inicial.

Los resultados de ese estudio nos mostraron que la inhalaciéon de pentéxido de vanadio a una
dosis de 0.02 M redujo el area ocupada por los tumores, ademas del nimero de tumores
desarrollados en los ratones (Lépez-Valdez, 2008) de manera significativa, aunque habiamos
planteado la hipodtesis inicial de que el vanadio promoveria un mayor desarrollo de adenomas e
incrementaria su drea.

Los hallazgos demostraron un efecto anticarcinogénico (reducciéon del nimero y area de los
tumores), por lo que decidimos continuar explorando estos resultados, verificdndolos vy
estudiando los mecanismos por los cuales el pentdxido de vanadio estaria propiciandolos. De esta
ultima idea surgié el actual proyecto.

En este nuevo estudio, decidimos valorar el efecto diferencial de dos dosis de pentdxido de
vanadio en el mismo modelo, ademas de evaluar marcadores que nos permitan comenzar a
dilucidar de qué manera el compuesto estd reduciendo el tamafio y nimero de tumores.

2. Efectos del vanadio que influyen en su potencial anticarcinogénico.

Los efectos anticarcinogénicos y los mecanismos desencadenados por los compuestos de vanadio
(Metavanadato de amonio, bpV[Me2Phen], vanadocenos, vanadato, peroxovanadatos, por
mencionar algunos) , han sido investigados en una amplia variedad de lineas celulares malignas, en
las que se ha detectado que estos compuestos poseen la capacidad de propiciar efectos en estas
células, que son esenciales para que pueda considerarse como un posible agente antineoplasico.
Estas propiedades incluyen la reduccion de la tasa de crecimiento celular (efecto antiproliferativo),
efectos citotdxicos y/o citostaticos (necrosis, apoptosis), reducciéon y/o la inhibicion del potencial
metastasico de las células malignas e incremento en la sensibilizacién de las células cancerosas,
reduciendo la resistencia a distintos farmacos (Evangelou et al., 2002).
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A continuacidn se describen algunos efectos ya reportados sobre distintos tipos de vanadio y su
posible papel en la inhibicién y/o disminucidn en el desarrollo de distintos tipos de cancer. Estos
efectos han sido explorados tanto in vitro como in vivo, sin embargo ninguno versa sobre los
efectos del pentdxido de vanadio en este sentido

a) Efectos del vanadio en la proliferacion celular. Los complejos de vanadio han mostrado ser
capaces de ejercer efectos antiproliferativos, o, en algunos casos, efectos proliferativos en varios
tipos de células. Los efectos antiproliferativos de los compuestos de vanadio en células normales y
malignas se lleva a cabo principalmente a través del arresto del ciclo celular.

Por ejemplo, Faure y cols. reportaron que los peroxovanadatos bloquean, a dosis bajas y altas, la
transicion del ciclo celular de G2 a M en células cancerosas, lo que lleva a la reduccién en la tasa
de crecimiento (Faure et al, 1995), sin embargo, las vias por las cuales se presenta este efecto no
se exploraron.

Uno de los principales mecanismos que se ha propuesto para explicar el arresto del ciclo celular
mediado por el vanadio es la inhibicidn de fosfatasas (PTPs) como cdc25C, que tienen como acciéon
desfosforilar subunidades de los complejos de ciclinas (Scrivens et al., 2003).

Otro mecanismo es el de la activacion de proteinas cinasas como las MAP cinasas (MAPK) y su via
de sefializacion. En un estudio Zhang y cols. demostraron que el vanadato es capaz de inducir el
arresto del ciclo celular en la transicion G2/M, y regular enzimas relacionadas con la progresion del
ciclo a través de las activacion de MAPKs y produccién de ROS (Zhang et al., 2003). Se observé que
la activacién de ERK y p38 estd implicada en la induccién del arresto del ciclo por accién del
vanadato; la activacién de estas dos proteinas induce la expresion de p21 y fosfo-cdc2, y la
degradacion de cdc25C. CDC2 es una cinasa que permite a las células entrar a la mitosis, y que es
inhibida de manera importante a través de la fosforilacion de algunos residuos. Por otro lado,
cdc25C es la fosfatasa responsable de remover los fosfatos de los residuos de cdc2 (Peng et al.,
1997). En el mismo estudio se indica que la activacidn de ERK y p38 es desencadenada por las ROS.

La activacion de las MAPKs puede desencadenar otras vias que lleven a la transcripcion de genes
relacionados con la progresién del ciclo y de la apoptosis. Por ejemplo, se sabe que el vanadil
sulfato activa a p38 (MAPK) en células epiteliales bronquiales humanas, induciendo la
transcripcion del Factor de Transcripcion Nuclear kB (NF-kB), que corresponde a un factor
implicado tanto en la progresion del ciclo celular como en la apoptosis (Japers et al., 2000).

En otro estudio se reporta el retardo en la progresién del ciclo en la transicidon de la fase G1 a S en
células humanas de carcinoma mamario, lo cual se evidencia por el incremento en la cantidad de
DNA hipoploide luego del tratamiento con NH,VO; (Ray et al., 2006a).

Los compuestos de vanadio pueden ejercer efectos antiproliferativos y citotdxicos también a
través de la interaccidon con el DNA. Los vanadocenos interactian con el DNA a través de los
grupos fosfato de los nucleétidos que lo conforman, constituyendo complejos vanadoceno-DNA
(Toney et al., 1986; Harding y Moksdi, 2000). Otros compuestos de vanadio inducen la ruptura del
DNA tanto in vitro como in vivo (Sakurai, 1994; Sakurai et al., 1995; Rojas et al., 1996; Altamirano-
Lozano et al., 1999).

Numerosas evidencias indican que el Vy el V¥ inducen ruptura en el DNA, no como consecuencia
de la reaccién directa con los componentes de esta macromolécula, sino a través de la accién de
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especies reactivas de oxigeno generadas en las células como el radical hidroxilo (Sakurai, 1994;
Evangelou, 2002).

b) Efectos del vanadio en la apoptosis. La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que
se requiere para el desarrollo normal y el mantenimiento de la homeostasis en los tejidos. Se
conoce que este proceso es inducido por una gran variedad de estimulos intracelulares y
extracelulares que regulan vias de sefalizacidon que la desencadenan. Los estudios sefialan que los
distintos compuestos de vanadio pueden activar distintas vias que llevan a la muerte como
consecuencia de la activacidn de distintos genes pro-apoptoticos.

Evidencias sugieren que el vanadio esta implicado en la activacién de NF-xB en células normales y
malignas, a través de la activacion de la via de sefializacién de las MAPKs, lo cual desencadena la
apoptosis (Pandey et al., 1995; Zhao et al., 1996; Samet et al., 1998). En las células epiteliales
pulmonares, el vanadio activa a p38 (MAPK) desencadenando la activacion de NF-xB en el
citoplasma. Se sabe que el V" induce la translocacién de este factor de transcripcién al nucleo en
células epiteliales pulmonares humanas (Japers et al., 1999, 2000). Se sugiere que la activacion es
inducida por el estrés oxidante a través de la induccion de otras vias que convergen para modular
la actividad transcripcional de NF-kB (Jaspers et al., 2000).

Existen otras vias de sefalizacidn activadas por el vanadio que pueden llevar a la apoptosis. La
produccidn de especies reactivas de oxigeno por el vanadio en el citosol o en la mitocondria,
puede resultar en dafio mitocondrial con la consecuente liberacidn de citocromo C que activa la
via de las caspasas. Las caspasas activadas, como la caspasa 3 y caspasa 8, provocan también dafio
en la mitocondria y activan otras proteinas implicadas en la via de muerte apoptética (Green y
Reed, 1998; Desagher y Martinou, 2000).

Distintos compuestos de vanadio como el VOSO,, NaVO; y el citrato de vanadio (VOcit) pueden
provocar la muerte por apoptosis induciendo la apertura del PTP (Permeability Transition Pore),
liberando el citocromo C al citoplasma. Esta activacion la llevan a cabo a través de la induccidn de
estrés oxidante con la consecuente disrupcion de la membrana mitocondrial (Zhao et al., 2010).

Huang y cols. reportaron que el vanadato produce ROS, las cuales median la activacidn de p53 (un
supresor de tumores implicado en la regulacion del ciclo celular, la reparacién del DNA y la
apoptosis) y producen dafio mitocondrial, con la subsecuente muerte por apoptosis. La exposicidn
in vitro de las células a vanadato, resulté en el incremento de la actividad de p53, la generacion de
ROS y una disminucién en el potencial de la membrana mitocondrial, asi como el incremento en la
apoptosis (Huang et al., 2000). Ray y cols. demostraron in vitro que el tratamiento con NH,VO;
induce la apoptosis y arresto del ciclo celular en células MCF7 de carcinoma mamario humano
(Ray et al., 2006a).

En otro estudio, Wang y cols., reportan que el V¥ es capaz de inducir la infiltracién de células
inflamatorias y propiciar la muerte celular en el pulmén de ratdn, en un modelo de instilacion de V
in vivo. Los resultados sugieren que la infiltracion de neutréfilos y la apoptosis de las células
epiteliales pulmonares son fenédmenos que requieren de la generacidon de ROS (Wang et al., 2003).

Molinuevo y cols., observaron efectos antitumorales en osteoblastos en cultivo, asi como en
células de osteosarcoma, por efecto del tratamiento con dos compuestos derivados del vanadil
(Nap-VO y GluVvO0). En este estudio se demuestra que ambos compuestos poseen la capacidad de
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inducir apoptosis y necrosis en ambas lineas osteobldsticas, que se propone esta mediada por la
peroxidacion lipidica inducida por ROS (Molinuevo et al., 2004).

En modelos in vivo de distintos tipos de carcinogénesis se ha demostrado también la capacidad de
los compuestos de V para desencadenar la muerte de las células tumorales. En distintos estudios
se reporta la disminucidon en la expresion de marcadores anti-apoptdticos como Bcl2 y el
incremento en la expresion de marcadores pro-apoptéticos como Bax y p53 por efecto de la
exposicion a V. Esta modificacidn se traduce en el incremento en la apoptosis (Chakraborty et al.,
2005; Ray et al., 2006(b); Samanta et al., 2008(a, b); Manna et al., 2011).

c) Potencial antimetastdsico de los compuestos de vanadio. La fosforilacion de proteinas inducida
por los compuestos de vanadio, puede influir en la capacidad de invasividad y el potencial
metastdasico de las células tumorales, a través de la regulacion de la adhesion celular al sustrato
(Takenaga, 1996), o en el contacto célula-célula, y propiciando cambios en el citoesqueleto de
actina (Matsuyoshi et al.,, 1992). Las proteinas adhesivas (célula-célula o célula-matriz) estan
involucradas en la metdstasis e invasion de células cancerosas (Behrens et al., 1993; Kumar y
Weaver, 2009). Narla y cols. reportan que el tratamiento de células NALM-6 (leucemia de células
B) con METVAN [bis(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) sulfatooxovanadio (IV)] inhibe su capacidad de
adhesién a laminina, fibronectina y coldgena. Ademads, se observd que el mismo compuesto es
capaz de reducir la actividad de las metaloproteinasas 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) en las todas las
lineas celulares de leucemia evaluadas (Narla et al., 2001).

El pervanadato es capaz de inhibir la induccién de proteinas intracelulares de adhesion tales como
ICAM-1, V-CAM-1y ELAM-1 en células endoteliales. Esta inhibicién podria estar inducida a través
de la inactivacién de PTPs y la consecuente regulacién a la baja del factor de necrosis tumoral
(TNF), que es uno de los principales inductores de varias moléculas de adhesion en las células
endoteliales humanas (Evangeluo, 2002). El tratamiento sostenido de células de carcinoma
gastrico que expresan E-cadherinas mutadas, con pervanadato, desencadena la pérdida de
contactos célula-célula e induce cambios en el citoesqueleto de actina. Estos efectos se explican
por la fosforilacion de los componentes de los complejos de adhesidn celular (Luber et al., 2000).

d) Resistencia a farmacos y los compuestos de vanadio. Se ha reportado que el vanadato es capaz
de destruir los filamentos de actina del citoesqueleto de células resistentes a multiples farmacos,
esto sugiere que este compuesto puede ser utilizado como adyuvante en la quimioterapia de
tumores soélidos por el efecto que produce sobre el citoesqueleto de células malignas (Capella et
al., 2000).

Por otro lado, existe evidencia de que distintos compuestos de vanadio son capaces de sensibilizar
a distintas lineas celulares malignas a los efectos citotdxicos de diversos agentes antineoplasicos a
través de la inhibicién de la actividad de la ATPasa. Este ultimo efecto afecta el flujo de salida de
los farmacos aplicados a las células (Evangelou, 2002).

La resistencia de células de leucemia murina y de adenocarcinoma de colon humano a la actividad
citotdxica de la talimustina (FCE 245517) se reduce por el tratamiento con compuestos de vanadio
y otros inhibidores de fosfatasas, y decrece por la actividad de inhibidores de cinasas de proteina
(Ciomei et al., 1995). Por el contrario, en otras células tumorales, el ortovanadato de sodio inhibe
la actividad de fosfatasas, protegiéndolas del efecto citotdxico de TNF (Mishra et al., 1994).
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Las evidencias anteriores sugieren que los efectos del vanadio sobre las células resistentes a
multiples fdrmacos, en relacion a la quimioterapia, depende del tipo célula y del agente
antineoplasico del que se trate.
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JUSTIFICACION

El incremento de la mortalidad por cancer pulmonar se ha asociado en las ultimas décadas con el
aumento en la contaminacion atmosférica, siendo este un problema de salud que ocupa un lugar
importante entre las causas de mortalidad en nuestro pais. Dada la importancia de esta patologia,
se han establecido distintos modelos animales para su estudio y utilizando estos se ha explorado el
efecto de distintos compuestos y sus efectos sobre el desarrollo de la patologia.

Los compuestos de vanadio han sido objeto de estudio en los ultimos afios por los efectos
contradictorios que producen en distintos modelos de carcinogénesis, siendo de particular interés
el pentdxido de vanadio, que es ademas considerado un contaminante ambiental. Un estudio
previo sugiere el efecto anticarcinogénico de este compuesto sobre el desarrollo de tumores
inducidos por uretano en un modelo murino, por lo que resulta interesante continuar explorando
este efecto asi como los mecanismos implicados en los mismos.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipétesis
El pentdxido de vanadio es capaz de reducir el nimero y el tamafio de los adenomas pulmonares

inducidos por uretano, modificando la expresion de distintas proteinas relacionadas con la
proliferacidn celular, o incrementando la muerte por apoptosis.

Objetivos

Objetivo General

Identificar los mecanismos por los que la inhalacién de pentdéxido de vanadio modifica Ila
proliferacion de los tumores inducidos por uretano.

Objetivos Particulares

» Identificar el efecto del pentdxido de vanadio sobre los adenomas pulmonares a dosis
distintas (0.01 y 0.02 M).

» Evaluar el efecto del vanadio sobre la proliferacion celular de las células tumorales
pulmonares, mediante el célculo de indices de proliferacién (PCNA).

» Identificar por inmunohistoquimica, el efecto de la inhalaciéon de pentdxido de vanadio
sobre algunos marcadores de apoptosis importantes como Bax, p53 y Bcl2 en las células
tumorales pulmonares y del parénquima sano, en cada uno de los tratamientos.
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» Valorar la participacion de la muerte por apoptosis de los distintos tratamientos, en la
disminucién del tamafo de los tumores inducidos por uretano al inhalar vanadio,
mediante la técnica de TUNEL y determinacion de los indices de apoptosis.
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METODO

Descripcion de los Grupos Experimentales
Se utilizaron 80 ratones macho de la cepa CD-1 de 30-35 g de peso. La cantidad total de ratones se
dividié en dos grupos, dado que para cada dosis de pentéxido de vanadio, V,0s, (0.01 My 0.02 M)

se formaron cuatro subgrupos. A continuacion se describen estos subgrupos:

Grupo |

Tabla 4. Descripcion de los subgrupos y los tratamientos aplicados.

Inhalacion de solucién fisiolégica al 9%, una
Control 10 animales hora/dos veces por semana durante ocho
semanas.
Pentdxido de Inhalacion de V,05[0.01 M], una hora/dos veces
vanadio 0.01 M 10 animales por semana, durante ocho semanas.
(V 0.01 M)
Uretano Inyeccion intraperitoneal de uretano. Dosis
(Uret) 10 animales 1mg/g de peso del animal, una sola dosis.
Uretano/ Pentdxido Inyeccion intraperitoneal de uretano (1mg/g de
de vanadio 0.01 M 10 animales peso del animal) e inhalacién de V,05[0.01 M]
(Uret/V 0.01 M) una hora/dos veces por semana, durante ocho
semanas.

Grupo ll: Se utilizé el mismo esquema de subgrupos anterior, con la variacidn en la concentracion
de la solucion de pentéxido de vanadio. Para este grupo la concentracion de V,05 fue 0.02 M.

La generacion de los tumores se afectud de acuerdo con estudios previos de Mirvish, (1968) y
Shimkin y Stoner (1975). En estos estudios se indica la aplicacion de la dosis de 1mg/g de peso del
animal.

La concentracién de pentéxido de vanadio 0.02 M (1.4 mg/m?) ha sido ampliamente utilizada en
nuestro grupo de trabajo. De acuerdo con distintos hallazgos, esta dosis es equiparable a los que
podriamos encontrar en personas ocupacionalmente expuestas por la misma via (0.05-500
mg/m3), lo cual nos permite tener resultados comparables (Fortoul et al., 2011).

El esquema de inhalacidn de una hora, 2 veces por semana se efectud asi con el fin asegurar la
presencia del compuesto en los tejidos en los ratones. Como se menciond en la introduccién, el
pentdxido de vanadio presenta una eliminacidn inicial de tres dias aproximadamente, y este
esquema es adecuado para mantener el compuesto presente en el organismo (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Los animales de todos los grupos fueron sacrificados a las ocho semanas de tratamiento, tiempo
en el que se registra un desarrollo evidente de adenomas pulmonares (Forkert et al., 2010).

El sacrificio se llevd a cabo por inyeccidn intraperitoneal de pentobarbital sédico. Los pulmones
fueron insuflados por via intratraqueal con solucion salina al 9% y paraformaldehido al 4%, se
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extrajeron y procesaron por la técnica histolégica habitual para microscopia dptica.
Posteriormente, se efectuaron las evaluaciones que se describen enseguida con los distintos
grupos experimentales.

1. Evaluacion Morfométrica del tejido pulmonar.

Se realizd la evaluacion cualitativa del tejido pulmonar en todos los grupos experimentales, con el
fin de identificar cambios morfoldgicos asociados a la exposicion a uretano y vanadio.

La evaluaciéon morfométrica incluyd también la medicién del drea y el nimero de adenomas
desarrollados en los grupos experimentales uretano, uretano/ V,0s; 0.01 M y uretano/ V,0s 0.02
M. Los pulmones completos se evaluaron en cortes seriados, utilizando tincién de Masson.

El area de los adenomas se determind con el programa Motic Images Plus 2.0, (Multifunctional
and Multilanguaje Microscopy Software, Motic Group) realizando un promedio del area ocupada
por estos en los pulmones.

2. Calculo de indices de Proliferaciéon en los adenomas pulmonares.

El célculo de indices de Proliferacidn se realizé utilizando como marcador a PCNA para evidenciar a
las células tumorales que se encuentran en proliferacién y determinar el efecto de la inhalacién de
pentdxido de vanadio en la proliferacién de los adenomas.

PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) corresponde a una proteina que desempefia una funcion
importante en el metabolismo de los acidos nucléicos, dado que interactta con diversas proteinas
que estan involucradas en la replicacion y la reparacion del DNA. La expresiéon de PCNA
correlaciona con las distintas fases del ciclo celular: Se ha demostrado que la expresion de la
proteina surge durante la fase G1, alcanza la maxima expresién durante S, disminuye de manera
importante durante G2 alcanzando el nivel mas bajo durante la mitosis. En las células que no estan
ciclando sus niveles son indetectables (Czyewska et al., 2009). Diversos estudios realizados en
diferentes tipos de cancer, demuestran PCNA se encuentra dentro de los marcadores de
proliferacion mas utilizados (Griffey et al., 1999; Czyewska et al., 2009).

La evaluacion de los indices de proliferacién se realizé en los pulmones de los grupos uretano,
uretano/ V,05 0.01 M y uretano/ V,05 0.02 M, a través de la técnica de inmunohistoquimica
descrita a continuacion:

El paso inicial consistié en desparafinar los tejidos con calor (56°C durante 20 minutos en estufa) y
xilol, y posteriormente rehidratarlos a través de pases en un tren de alcoholes a concentraciones
graduales (100%, 95%). Los tejidos rehidratados se colocaron en solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS) para proceder a la recuperacion antigénica.

Inmunohistogquimica.

La inmunohistoquimica se llevd a cabo de acuerdo con el protocolo de Santa Cruz para tejidos
incluidos en parafina (Immunoperoxidase Staining protocol) con algunas modificaciones en
cuanto a los reactivos utilizados (solucién de recuperacion, bloqueador de peroxidasa, anticuerpo
secundario y complejo HRP-estreptavidina).
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Se procedi6 a realizar la recuperacién antigénica por presion y calor, con una solucion de reactivo
de recuperacion [10X] (Diva Decloaker, 20X, Biocare). Las muestras fueron sometidas a 15psi en
una olla de presion por 3 min, y posteriormente se colocaron en una cdmara hiumeda. Una vez en
la cdmara humeda, las muestras de tejido pulmonar se lavaron con solucién amortiguadora de
fosfatos y tritdn (PBS-tritdn).

El siguiente paso consistié en inhibir la peroxidasa enddgena, lo cual se llevd a cabo colocando las
muestras en una solucién de perdxido de hidrégeno 3% (perdxido de hidrégeno 30%, J.T. Baker)
por 5 min.; la reaccidn se detuvo con lavados de PBS-tritdn.

Posteriormente se procedié al reconocimiento del antigeno. El anticuerpo (Ac) primario para ratén
anti-PCNA (Abcam ab92552) se prepard utilizando una dilucidn 1:100; se incubaron los tejidos con
el anticuerpo durante 30 min a temperatura ambiente, y posteriormente se lavaron los tejidos con
PBS triton.

Luego del reconocimiento del antigeno PCNA se procedié a la amplificacién de la reaccidn con un
anticuerpo secundario universal biotinilado (Biotinylated Link, LSAB+ System-HRP, Dako). Las
muestras fueron incubadas por 30 min a temperatura ambiente, y lavadas posteriormente con
PBS. Posteriormente se realizd la incubacion de las muestras con un sistema HRP-estreptavidina
(Estreptavidin-Horse Radish Peroxidase, LSAB+ System-HRP, Dako) por 30 min a temperatura
ambiente y se lavaron las muestras con PBS.

El paso final del experimento consistio en revelar las muestras con 3, 3’-diaminobencidina (DAB)
utilizando un kit de revelado (Liquid DAB-Plus Substrate Kit, Invitrogen). Las muestras se incubaron
con la solucion preparada de acuerdo a lo indicado por el proveedor, hasta que se evidencié la
marca café caracteristica y la reaccién se detuvo con agua desionizada por 5 min.

Finalmente, concluida la inmunohistoquimica, las muestras de tejido se contratifieron con
hematoxilina y se montaron.

La evaluacidn cuantitativa de los indices de proliferacién se hizo sobre fotomicrografias a 40X, de
los distintos grupos. Se evaluaron 5 cortes al azar por grupo, se contaron los nucleos positivos
dentro de los tumores y el nimero de nucleos totales por tumor. La férmula para calcular el indice
fue la siguiente:

Numero de nucleos marcados/Total de ntcleos X 100

3. Marcadores de apoptosis en los adenomas pulmonares.

Para este estudio se realizd la evaluacién sobre tres marcadores importantes de la via de
apoptosis:

P53. Corresponde a una proteina central en la regulacion de la apoptosis, que ademds mantiene la
integridad gendémica. En respuesta a estrés celular que propicie el dafio al DNA, p53 regula la
transcripcion de diversos genes relacionados con el arresto del ciclo celular, la senescencia o la
apoptosis. Se considera una proteina supresora de tumores y un marcador pro-apoptdtico. En este
estudio se utilizé como marcador pro-apoptdtico dada la relacién que se ha encontrado entre Ia
activacion de su funcion, el incremento en la muerte por apoptosis y la disminucién en el tamafio
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de tumores en distintos modelos de carcinogénesis in vivo (Chakraborty et al., 2005; Ray et al.,
2006(b); Samanta et al., 2008(a, b); Manna et al., 2011).

BAX. Se transloca del citosol a la membrana mitocondrial, y se insertan en ella, formando poros,
con la subsecuente liberacion de citocromo C al citoplasma. Se considera una proteina pro-
apoptdtica. La presencia y expresion de esta proteina, al igual que p53, se ha encontrado
incrementada en modelos de carcinogénesis in vivo, y se ha relacionado con la prevencion de la
carcinogénesis (Chakraborty et al., 2005; Ray et al., 2006(b); Samanta et al., 2008(a, b); Pore et al.,
2010; Manna et al., 2011), por lo cual se eligié como un marcador pro-apoptético

BCL2. Interviene a nivel de la membrana mitocondrial para prevenir la apoptosis a través de la
inhibicién del cambio en el potencial de la membrana y la subsecuente liberacién de citocromo C
hacia el citoplasma. Esta proteina es producto del oncogén con el mismo nombre y es una
proteina anti-apoptdtica. Se conoce que la inhibicidn o disminucién en su expresion puede
interferir en el desarrollo de tumores propiciando la muerte celular de las células tumorales,
disminuyendo la supervivencia de las mismas (Adams y Cory, 2007; Samanta et al., 2008 (a); Pore
et al., 2010). Por las caracteristicas descritas, se eligié a esta proteina como un marcador anti-
apoptatico.

Para cada marcador se realizd la técnica de inmunohistoquimica con el protocolo para tejidos en
parafina descrito anteriormente, con algunas variantes. En este caso, se utilizé solucién
amortiguadora de fosfatos y albimina 0.1 % (PBS-albimina) en lugar de PBS-triton.

Los anticuerpos primarios que se emplearon para cada marcador fueron los siguientes:

e Anticuerpo anti-ratén Anti-p53 (Abcam ab1431). Dilucién 1:50
e Anticuerpo anti-ratén Anti-Bax (Abcam ab7977). Dilucién 1:100.
e Anticuerpo anti-ratén Anti-Bcl2 (Abcam ab32124). Dilucién 1:100.

La evaluacion cuantitativa de los marcadores se efectué mediante un analisis densitométrico de la
marca con el programa Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, USA), sobre fotomicrografias a 40X
de los distintos grupos (5 fotomicrografias por grupo experimental).

El analisis densitométrico se basa en medir la densidad Jdptica en cada regidon de una
preparacion histoldgica observada al microscopio (Lopez-Poveda, 2012) .

4. Técnica de TUNEL y calculo de indices de apoptosis.

El ensayo enzimatico de TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) se utiliza para
evaluar el indice de apoptosis (o muerte celular programada). En el ensayo se incorpora la
desoxiuridina biotinilada al extremo 3'OH de las cadenas generadas por la ruptura del DNA
gendmico en fragmentos de doble cadena de DNA de bajo peso molecular y fragmentos de una
sola cadena de DNA de alto peso molecular, en células apoptéticas utilizando el enzima TdT
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase). La biotina actia como sefial y se detecta con
estreptavidina marcada con la enzima HRP que se une a los nucledtios biotinilados, y se visualiza
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utilizando el sustrato de la HRP, 3,3'-diaminobencidina (DAB). Los nucleos de las células
apoptodticas se observan en un color marrén oscuro bajo la luz del microscopio (Loo, 2002).

El ensayo de TUNEL se realizo a través de un sistema colorimétrico (DeadEnd™ Colorimetric TUNEL
System) para la deteccion de células apotdticas in situ, de acuerdo con el protocolo indicado por el
proveedor.

Posterior al ensayo, las muestras se contratifieron los tejidos con verde luz y se montaron. Se
eligié el verde luz para que la marca fuera evidente y no se enmascarara. Esta tincién contrasta
Unicamente los citoplasmas de las células, por lo que los nucleos se pueden evidenciar a través de
una citoquimica para DNA (Sphyris y Harrison, 2005), o con la marca café revelada por
diaminobencidina como en el caso de este estudio.

La evaluacidn cuantitativa de los indices de apoptosis se hizo sobre fotomicrografias a 40X de los
distintos grupos. Se evaluaron 5 cortes al azar por grupo, se contaron los nucleos TUNEL positivos
dentro de los tumores y el nimero de nucleos totales por tumor. La férmula para calcular el indice
fue la siguiente:

Numero de ntcleos marcados/Total de nicleos X 100
El conteo total de los nucleos se realizo utilizando cortes seriados tefiidos con Feulgen. Esta

técnica histoquimica permite que el DNA sea tefiido in situ, por lo que el nucleo se hace evidente
(Chiecoy Derenzini, 1999).

Analisis Estadistico

La prueba estadistica utilizada para evaluar las diferencias en todos los casos fue un Anadlisis de
Varianza (ANOVA) con prueba post hoc de Tukey. La medida de tendencia central que se comparé
fue la media estadistica, utilizando la desviacion estandar como medida de dispersién.

Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos si el valor de p fue < 0.05.
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RESULTADOS

1. Se desarrollaron adenomas pulmonares en los grupos tratados con uretano y
uretano/V sin diferencias entre las dosis utilizadas.

Se observd que los animales de los grupos Control, V 0.01 M y V 0.02 M no desarrollaron
adenomas pulmonares luego de las ocho semanas de tratamiento, mientras que en los animales
de los grupos Uretano, Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M se observan claramente los tumores. En
bajos aumentos podemos distinguir los adenomas (-), ausentes en los grupos control, V 0.01 My
V 0.02 M (Figura 6). Los animales de los grupos V 0.01 M y V 0.02 M presentaron algunos focos
inflamatorios peribronquiolares y perivasculares (-), al igual que los grupos que fueron tratados
con uretano y pentéxido de vanadio simultdneamente a ambas dosis (Figura 7). Este infiltrado no
se cuantifico.

La valoracién cuantitativa del numero de adenomas pulmonares demostré que los tumores se
desarrollaron en mayor niimero en el grupo uretano que en los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V
0.02 M (Figura 8). Por otro lado, el analisis del drea ocupada por los adenomas mostré que éstos
fueron mas grandes en el grupo Uretano, en comparacidn con los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V
0.02 M (Figura 9). Cabe resaltar que no se encontré diferencia en cuanto al nUmero de adenomas
desarrollados en los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M.

MO AL T AT ~
Uretano Uret/V0.01 M Uret/V 0.02 M
Figura 6. Fotomicrografias del parénquima pulmonar de los ratones expuestos a los distintos tratamientos.

Se sefialan los adenomas pulmonares (). Masson, 400X.
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Figura 7. Fotomicrografias representativas en las que se observa la diferencia en la presencia de infiltrado
inflamatorio perivascular y peribronquiolar (=) en los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M, que no se
presenté de manera importante en el grupo Uretano (este ultimo no se muestra).
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Figura 8. Efecto de la inhalacion de pentdéxido de vanadio en el nimero de adenomas pulmonares
inducidos por uretano. El nimero adenomas pulmonares en el parénquima pulmonar de los ratones fue
mayor en el grupo tratado con uretano que en los grupos tratados simultdaneamente con uretano y vanadio.
Cada columna y barra indican media * error estandar.
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Figura 9. Efecto de la inhalacion de vanadio sobre el area ocupada por los adenomas pulmonares
inducidos por uretano. El drea ocupada por los adenomas pulmonares en el parénquima pulmonar de los
ratones fue mayor en el grupo tratado con uretano que en los grupos tratados simultdaneamente con
uretano y vanadio. Cada columna y barra indican media * error estandar.

2. La inhalacion de vanadio no reduce la proliferaciéon de los tumores.

En las fotomicrografias se observan adenomas pulmonares de los grupos Uretano, Uret/V 0.01 My
Uret/V 0.02 M. Para todos los grupos se presentaron nucleos positivos para el marcador de
proliferacién PCNA (Figura 10). Al realizar la evaluacidn cuantitativa de la proliferacion se observé
gue el tratamiento con pentéxido de vanadio no disminuyé la proliferacion dentro de los tumores
(Figura 11).

§ 1 i .'“ e i
R A ; j
Uretano Uret/V0.01 M
Figura 10. Los grupos Uretano, Uret/V 0.01 My Uret/V 0.02 M presentaron ntcleos positivos para PCNA (=)

dentro de los adenomas desarrollados.Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 11. Efecto de la inhalaciéon de vanadio sobre los indices de proliferacion (PCNA). Cada columna y
barra indican media * error estandar.

3. Marcadores Pro y Anti-apoptoticos

Se considerd positiva la expresion de la proteina correspondiente en cada caso, la marca café, la
cual hace evidente la presencia del marcador.

3.1. Incremento de p53 por el tratamiento con pentéxido de vanadio, en el parénquima sano y
en los tumores pulmonares, en el modelo de adenomas inducidos por uretano.

La presencia de p53 en el parénquima pulmonar sano de los ratones se detecté en todos los
grupos (marca color café). Los animales control presentaron marca para la proteina,
principalmente en los alveolos pulmonares y en algunas células inflamatorias. Después del
tratamiento con vanadio (V), la presencia de p53 se observé también en las células inflamatorias
presentes alrededor de los bronquiolos, sin embargo no hay diferencia con el control respecto a la
localizacién en los alvéolos y a las células inflamatorias. Los animales tratados con uretano
presentaron marca para la proteina, principalmente en las células alveolares, igual que los
controles (Figura 12).

En los animales de los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M la densidad de la marca fue mayory
con una localizacién en el pulmén distinta a los otros grupos. A diferencia de los grupos antes
descritos, en los que la marca se presentd sobretodo en las células alveolares e inflamatorias, en
los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M, pudimos observar la marca de la proteina en las células
bronquiolares de manera importante, al igual que en las células inflamatorias. Cabe destacar que
se presentd con mayor intensidad en el grupo Uret/V 0.01 M que en el grupo Uret/V 0.02 M, lo
cual evidencié diferencia entre las dosis. En los tumores la marca fue mas evidente en los grupos
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Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M, en comparacion con el grupo Uretano, destacando la presencia de
algunos nucleos positivos, ademas de los citoplasmas (Figura 14).

El analisis estadistico de la medicion de densidad demostré que la expresion de p53 en el
parénquima sano de la proteina incrementd significativamente en los ratones tratados con
uretano y vanadio, en comparacion con el resto de los grupos (Figura 13). Este mismo patrdn se
mostré en las células tumorales, en las que la marca fue mds intensa para los grupos de
tratamiento simultaneo (Figura 15).
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Figura 12. Presencia de la proteina p53 en el tejido pulmonar sano de ratones. Las flechas sefialan algunas
células positivas. Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 13. Expresidon de la proteina p53 en el parénquima sano de ratones, determinada por densidad
Optica. Cada columna y barra indican media * error estandar.
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Figura 14. Presencia de la proteina p53 en los adenomas pulmonares de ratones. La presencia de p53 en los
tumores fue mas evidente en los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M, que en el grupo uretano. Las
flechas sefialan algunos nucleos positivos y los asteriscos los citoplasmas de algunas células en donde se
observa la marca. Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 15. Expresion de la proteina p53 en los adenomas pulmonares determinada por densidad éptica. Se
observé el incremento significativo en la densidad de la marca de la proteina en los grupos tratados
simultdneamente con uretano y vanadio, sin diferencia entre las dosis. Cada columna y barra indican media
* error estandar.

3.2. Incremento de Bax por el tratamiento con pentdéxido de vanadio, en el parénquima
pulmonar sano y en los adenomas inducidos por uretano.

La presencia de Bax en el parénquima pulmonar sano se detectd en todos los grupos. Los animales
control presentaron marca para la proteina, tanto en las células alveolares como las bronquiolares.
El tratamiento con pentéxido de vanadio incrementd la expresion de Bax en este tejido. Por el
contrario, el tratamiento con uretano, disminuyd la expresién con respecto al control y a los
animales tratados con vanadio en el tejido pulmonar sano, observandose algunos nucleos
positivos para la proteina.

En los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M la densidad de la marca en el parénquima sano, fue
mayor que en los grupos control y uretano, pero menor que los tratados Unicamente con
inhalacion de pentdxido de vanadio. La marca se presentd tanto en los alveolos pulmonares como
en las células bronquiolares y las células inflamatorias; cabe resaltar que en ambos grupos se
observé la localizacion nuclear de Bax en las células bronquiolares, alveolares e inflamatorias, con
énfasis en el bronquiolo (Figura 16).No se mostré diferencia en la marca de la proteina en el tejido
pulmonar sano, con respecto a las dosis utilizadas en estos dos grupos (Uret/V 0.01 M y Uret/V
0.02 M).

Dentro de los tumores, Bax se presentd en mayor cantidad cuando los animales fueron tratados
simultdneamente con uretano y pentéxido de vanadio, en comparacién con los tratados
Unicamente con uretano, con presencia evidente en los nucleos. No se presenté diferencia en
cuanto a las dosis utilizadas (Figura 18).
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El analisis estadistico demostré que el tratamiento con pentéxido de vanadio incrementé la
expresion de esta proteina con respecto al control y con respecto al grupo uretano, en el tejido
pulmonar sano (Figura 17). El mismo patrén se presenté dentro de los tumores en los que la
expresion incrementd por el tratamiento simultidneo con uretano y pentdxido de vanadio, con
respecto a los organismos tratados con uretano (Figura 19). En el analisis no se diferencié si la
marca era citoplasmatica o nuclear, la cuantificacidn se realizé por igual.

Uretano Uret/V0.01 M Uret/V 0.02 M

Figura 16. Presencia de la proteina Bax en el tejido pulmonar sano de ratones. La proteina Bax se presentd
en todos los grupos experimentales, con una intensidad mayor en los animales tratados con vanadio. Se
evidencian numerosos nucleos positivos. Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 17. Expresion de la proteina Bax en el parénquima sano de ratones, determinada por densidad
Optica. Cada columna y barra indican media * error estandar.

Uretano Uret/V0.01 M

Uret/V0.02 M

Figura 18. Presencia de la proteina Bax en los adenomas pulmonares. Pueden observarse zonas negativas
para el marcador dentro de los tumores. Se observa marca citoplasmatica y nuclear. Inmunohistoquimica,
1000X.
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Figura 19. Expresion de la proteina Bax en el los adenomas pulmonares determinada por densidad dptica.
Cada columna y barra indican media * error estandar.

3.3. Incremento de Bcl2 por el tratamiento con uretano, en el parénquima pulmonar sano, en el
modelo de adenomas inducidos por uretano.

El marcador Bcl2 se evidencid en los pulmones de los organismos de todos los grupos. Los
organismos del grupo control presentaron una marca basal de esta proteina. El tratamiento con
vanadio en ambas dosis, no incrementé de manera importante la presencia del marcador en el
parénquima pulmonar. En el caso de los organismos tratados con uretano, se observd el
incremento en la densidad del marcador en las células de los alveolos pulmonares y en las células
bronquiolares, asi como en las células inflamatorias, en el parénquima pulmonar sano. Con el
tratamiento conjunto de uretano con pentdxido de vanadio la marca se presentd en niveles
parecidos a los del control (Figura 20).

Se evaluo también la marca dentro de los tumores pulmonares, pero no se encontré diferencia en
la densidad con respecto a los grupos vy a las dosis utilizadas (Figura 22). En los tumores de los tres
grupos la marca se presenté de manera citoplasmatica como nuclear.

La evaluacién estadistica demostrd que el Unico grupo en el que incrementé la expresion de Bcl2
fue el grupo de organismos tratados con uretano, en el parénquima pulmonar sano. Para el resto
de los tratamientos, la expresién de la proteina fue similar al grupo control (Figura 21). En el caso
de los tumores, la marca no mostrd diferencia estadistica significativa (Figura 23).
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Uretano Uret/V 0.01 M Uret/V 0.02 M

Figura 20. Presencia de la proteina Bcl2 en el tejido pulmonar sano de ratones. Se hizo evidente la marca en
los pulmones de los ratones del grupo uretano. Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 21. Expresién de la proteina Bcl2 en el parénquima sano de ratones, determinada por densidad
Optica. Cada columna y barra indican media * error estandar.
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Uretan Uret/V0.01 M

Figura 22. Presencia de Bcl2 en los adenomas pulmonares. Se pudo observar que dentro de los tumores la
marca fue ligeramente evidente. Las flechas sefialan algunos nucleos positivos mientras que los asteriscos
demuestran los citoplasmas de células que presentaron la marca. Inmunohistoquimica, 1000X.
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Figura 23. Expresion de Bcl2 en los adenomas pulmonares determinada por densidad 6ptica. Cada columna
y barra indican media + error estandar.

Es importante mencionar que, aunque no se registr6 el nimero de células, una evaluacion
cualitativa nos indico que el nimero de células por campo aparentemente no se modificd.

4. La inhalacion de pentéxido de vanadio incrementé la apoptosis de las células
tumorales.

La evaluacién cualitativa del parénquima pulmonar mostré que en todos los grupos se presentaron
nucleos TUNEL positivos. En el grupo control, las células positivas fueron células inflamatorias en
los alveolos pulmonares. El tratamiento con vanadio a ambas dosis propicia la apoptosis de células
inflamatorias y bronquiolares (nucleos positivos). Los organismos del grupo uretano presentaron
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células inflamatorias apoptéticas en el parénquima pulmonar sano, que son poco frecuentes
(Figura 24).

Los resultados del ensayo mostraron una clara diferencia en la apoptosis entre los grupos en los
gue se desarrollaron tumores. Los indices de apoptosis se calcularon dentro de los adenomas,
Unicamente para los grupos uretano, Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M. Las fotomicrografias
muestran los adenomas con nucleos TUNEL positivos (=), que fueron mas numerosos en los
tumores de los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V 0.02 M, en comparacion con los del grupo Uretano
(Figura 25). Sin embargo no se registraron diferencias entre los grupos Uret/V 0.01 M y Uret/V
0.02 M.

La estadistica demostrd que existe clara diferencia entre los grupos tratados simultdaneamente con
vanadio a ambas dosis con respecto al grupo tratado con uretano. La apoptosis dentro de los
tumores fue mayor cuando los animales inhalaron pentéxido de vanadio (Figura 26).

N SN S §
SE A

Uret/V 0.01 M

Figura 24. Ensayo de Tunel para detectar células apoptoéticas en el modelo de adenomas pulmonares
inducidos por uretano. En todos los grupos se detectaron células tunel positivas en el parénquima pulmonar
sano. Verde luz, 400X.
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Figura 25. Ensayo de Tunel para detectar células apoptdticas en los adenomas pulmonares. Los tumores
mostraron células Tunel positivas (=) que se presentan principalmente en los adenomas de los organismos
tratados simultdneamente con uretano y vanadio, que en los tratados con uretano. Verde luz, 400X, 1000X.
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Uret/V 0.01 y Uret/\/ 0.02 no presentan diferencia significativa.

Figura 26. El cdlculo de los indices apoptdticos dentro de los tumores evidencié un incremento en la muerte
por apoptosis en los adenomas de los organismos tratados con uretano y vanadio, en comparacién con los
tratados Unicamente con vanadio.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de nuestros experimentos demuestran que el vanadio es capaz de disminuir el
tamafio y el nimero de los adenomas pulmonares inducidos con uretano a través de la activacion
de los mecanismos de apoptosis. Esto se evidencia con el incremento de los indices apoptéticos
dentro de los tumores de los grupos Uretano/Vanadio, en cualquiera de sus dosis utilizadas, con
respecto al tratamiento con uretano.

El tratamiento con vanadio propicid en primera instancia, el incremento de la presencia de
marcadores proapoptoéticos (p53 y Bax) asi como la disminucién de la proteina antiapoptdtica Bcl2,
lo cual correlaciona con el incremento en la apoptosis (ensayo de TUNEL) en los tumores y el tejido
pulmonar sano (esto ultimo solo se evalud cualitativamente). Hallazgos similares se han reportado
en otros estudios sobre los cuales se detallara mas adelante.

Es importante mencionar que el incremento de los marcadores proapoptdticos se evidencio tanto
en el tejido pulmonar sano como en el tumoral, a diferencia de Bcl2 (marcador antiapoptético),
gue Unicamente aumento en el parénquima pulmonar, y no dentro de los tumores.

En cuanto a p53, como se espera se detectd tanto en el citoplasma de las células pulmonares
sanas como en el de las tumorales, asi como en los nucleos de algunas células. Se conoce que p53
es una proteina que se presenta en el citoplasma y puede translocarse al nucleo y la mitocondria
durante la apoptosis, regulando a distintas proteinas como Bax, PUMA y Bak, entre otras (Moll y
Zaika, 2001; Liu et al., 2008; Green y Kroemer, 2009). Esta proteina, como se habia mencionado
con anterioridad, es un importante regulador de la apoptosis, por lo que nuestros resultados
demuestran que estd implicada en la muerte inducida por la inhalacidn de pentdxido de vanadio
en este modelo,

Un hallazgo interesante fue la presencia de Bax en el nucleo de las células, sobre todo las
bronquiolares y tumorales. Normalmente Bax se encuentra en el citoplasma y en respuesta a
estimulos pro-apoptdticos esta proteina cambia su localizaciéon celular y su patrén de
dimerizacion. Cuando la proteina Bax forma homodimeros, adquiere la capacidad de unirse a la
membrana, y se transloca a la mitocondria, induciendo la apoptosis por los cambios en la
permeabilidad de la membrana mitocondrial (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997; Gross et al.,
1998).

Por otro lado, estudios en la ultima década han mostrado la translocacién al nucleo de la proteina
Bax durante la apoptosis, aunque su funcidn en este organelo no ha sido establecida claramente
(Wang et al., 1999; Salah-Eldin et al., 2003; Paixao et al., 2011). Es probable que esta proteina esta
implicada con la apoptosis en nuestro modelo, al igual que la funcién de su traslocacion al nucleo y
su relacién con la muerte, lo cual queda por ser estudiado y establecido.

Por otro lado, en cuanto a los indices proapoptdticos, estos incrementaron dentro de los tumores
y aparentemente se presentd un mayor nimero de células marcadas en el parénquima pulmonar
sano (células bronquiolares e inflamatorias), aunque esto ultimo no se registro, lo cual queda por
estudiar.

A continuacidn, describiremos algunos estudios que nos sugieren ciertos mecanismos en los que el
pentdxido de vanadio podria participar, como el caso de otros compuestos de vanadio que se han
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probado. Es claro que el estado de oxidaciéon de cada compuesto de vanadio es distinto; sin
embargo, como se menciond en la introduccién, independientemente de la forma en la que se
administra el vanadio, este se acumula en forma de como V" (VO*") (Rodriguez-Mercado vy
Altamirano-Lozano, 2006), por lo que algunos mecanismos y efectos pueden ser compartidos por
varios compuestos del mismo metal.

Por décadas se ha identificado la capacidad de distintos compuestos de vanadio para propiciar la
iniciacién de la apoptosis en distintos tejidos y modelos. El grueso de los estudios sugieren la
relacidn directa entre las ROS generadas por el vanadio y los distintos mecanismos de activacién
de la apoptosis.

Como se habia mencionado en la introduccién, el vanadio es capaz de participar en reacciones que
involucran la formacion de radicales libres, por ejemplo a través de las reacciones tipo Fenton y de
Haber Weiss (Farber et al., 1990; Cortizo et al., 2000; Crans et al., 2004; Goc, 2006) y se conoce
que las especies generadas a través de estas reacciones y/o durante la reduccién intracelular de V¥
a V"V participan en la mayoria de los efectos inducidos por este metal (Capella, 2002).

Se conoce que al administrar pentéxido de vanadio, dentro de las células se llevan a cabo
reacciones que llevan a la formacion de peroxovanadil, y vanadil hidroperdxido, ademas de
radicales hidroxilo. Estas especies reactivas tienen la capacidad de interactuar con el DNA, los
lipidos y las proteinas, modificandolos, lo que puede llevar a la muerte celular como ya se ha
reportado (Mussali-Galante et al., 2007). Esta produccion de especies reactivas de oxigeno en el
citosol o en la mitocondria, puede resultar también, en dafno mitocondrial con la consecuente
liberacion de citocromo C que activa la via de las caspasas. Las caspasas activadas, como la 3y la
8, provocan un mayor dafio en la mitocondria y activan otras proteinas implicadas en la via de
muerte apoptdtica (Green y Reed, 1998; Desagher y Martinou, 2000).

Distintos compuestos de vanadio son capaces de desencadenar la muerte, tanto en células
normales de distintos drganos, como en células malignas, y en algunos estudios se ha logrado
identificar la relacion con la produccion de estrés oxidante.

Diversos estudios revelan el efecto, por ejemplo, sobre espermatozoides normales en los que la
exposicion a V induce la muerte de estas células. D'Cruz y colaboradores reportan que distintos
vanadocenos poseen una potente actividad de espermicidas contra espermatozoides humanos, a
través de la induccién de la apoptosis (D'Cruz et al., 1998). Este efecto se ha reportado también in
vivo; ratones expuestos a vanadocenos presentan apoptosis de células germinales, ademas de
atrofia de tubulos seminiferos e inhibicion de la espermatogénesis (D'Cruz y Uckun, 2000). En otro
estudio in vivo en ratas Wistar, la administracién de vanadil sulfato, VOSO, (100 mg/kg de peso
del animal, por dia) en agua de bebida, se presenté degeneracion de células espermatogénicas y
disminucion de células germinales post meidticas y espermatozoides, entre otros cambios. Estos
se sugiere, pueden atribuirse a un incremento en la apoptosis de las células germinales (Jain et al.,
2007).

Sobre la misma linea, Aragdn y cols., reportan que el tratamiento de ratones con tetradxido de
vanadio aplicado por inyecciéon intraperitoneal, induce el incremento en la apoptosis en células
germinales testiculares en los estadios I-lll y XIl a dosis de 9.4 y 18.8 mg/kg (Aragdn et al., 2005).

En otras células como las endoteliales también se han reportado efectos sobre el incremento de la
muerte por apoptosis. La exposicién de células endoteliales de vena umbilical humana (Human
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Umbilical Vein Endothelial Cells- HUVECs) a V,0s propicia el incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno y de dxido nitrico, asi como la disminucién de la proliferacidn; estos
cambios son acompafiados de cambios morfoldgicos y apoptosis (Montiel-Déavalos, et al., 2012).

En células de higado de rata se demostré que el vanadil sulfato (VOSO,), el metavanadato de
amonio (NaVOs) y el citrato de vanadio (VOcit) son capaces de provocar la muerte por apoptosis a
través de otros mecanismos que afectan de manera directa a la mitocondria. Por ejemplo se sabe
gue inducen la apertura del PTP (Permeability Transition Pore), con la consecuente liberacion de
citocromo C al citoplasma, lo cual es necesario para la formacion y funcionalidad del apoptosoma.
Se sugiere que esta activacion la llevan a cabo a través de la generacién de estrés oxidante con la
consecuente disrupcién de la membrana mitocondrial (Zhao et al., 2010).

Se ha reportado también la generacion e incremento de la apoptosis en distintos estudios hechos
en tejido pulmonar, tanto in vivo como in vitro.

In vivo, Wang y cols. reportan que el V" es capaz de inducir la infiltracién de células inflamatorias y
propiciar la muerte celular en el pulmdén de ratones sanos, en un modelo de instilaciéon de V. Los
resultados sugieren que la infiltracion de neutrdfilos y la apoptosis de las células epiteliales
pulmonares son fenémenos que requieren de la generacién de ROS por parte de este metal (Wang
et al., 2003).

In vitro, se ha observado que en células epiteliales pulmonares el vanadio estimula a p38 (MAPK)
desencadenando la activacion de NF-kB en el citoplasma, con la consecuente muerte celular. Se
sabe que el V" induce la translocacién de este factor de transcripciéon al nicleo en células
epiteliales pulmonares humanas (Japers et al., 1999, 2000). Se sugiere que el estrés oxidante
induce vias que convergen para modular la actividad transcripcional de NF-kB (Jaspers et al.,
2000). La activacion de NF-kB en células normales y malignas por la exposicion a vanadio
desencadena la via de sefializacién de las MAPKs, lo cual desencadena la apoptosis (Pandey et al.,
1995; Zhao et al., 1996; Samet et al., 1998).

En otro estudio, Yoshida y cols. reportan la posible asociacidn entre la activacién de p38 y JNK con
el incremento de la muerte de células epiteliales de pulmones de pacientes con Fibrosis Pulmonar
Idiopatica (Yoshida et al., 2002).

Otra via a través de la cual el vanadio incide en la iniciacidn de la apoptosis es a través de p53, que
es una molécula que desempefia un papel central en la via de sefializacion de este mecanismo.
Huang y cols. reportaron que las ROS producidas por el vanadato median la activacion de p53 y
producen dafio mitocondrial, con la subsecuente muerte por apoptosis. La exposicion in vitro de
células epidérmicas JB6 a vanadato, resulté en el incremento de la actividad de p53 y la
disminuciéon en el potencial de la membrana mitocondrial, asi como el incremento en la muerte
(Huang et al., 2000).

En modelos in vivo de distintos tipos de carcinogénesis se ha demostrado también la capacidad de
los compuestos de vanadio para desencadenar la muerte de las células tumorales, asociado a la
activacion de p53 y otras moléculas. En distintos estudios se reporta la disminucién en la expresién
de marcadores anti-apoptdticos como Bcl2 y el incremento en la expresion de marcadores pro-
apoptoéticos como Bax y p53 por efecto de la exposicion a V. Esta modificacion se traduce en el
incremento en la apoptosis (Chakraborty et al., 2005; Ray et al., 2006(b); Samanta et al., 2008(a y
b); Manna et al., 2011).

54



Los hallazgos sobre el incremento de estos marcadores proapoptdticos (p53 y Bax), asi como la
disminucion de Bcl2, son similares a los encontrados en nuestro modelo; observamos el
incremento de los marcadores pro-apoptoéticos p53 y Bax, asi como la disminucidn de Bcl2; este
ultimo incrementd solo en el parénquima pulmonar sano y no en los tumores. Esto nos muestra
que p53 y Bax son proteinas que intervienen de manera importante en la disminuciéon del tamafo
de los adenomas, mientras que Bcl2 no mostré un efecto contundente en los tumores.

Las diferencias encontradas en el ensayo de TUNEL confirman las diferencias encontradas en estos
marcadores, las cuales se tradujeron en diferencias en esta prueba, que mostré una clara
diferencia entre los ratones tratados con uretano y los tratados simultdaneamente con pentéxido
de vanadio y uretano

Los efectos pro-apoptdticos que hemos descrito con anterioridad, no son los Unicos que se ha
propuesto como posibles mecanismos anticarcinogénicos del vanadio. En otros estudios se
proponen mecanismos alternativos a través de los cuales los compuestos de vanadio son capaces
de ejercer su potencial anticarcinogénico. Uno de estos efectos es la reduccidon del dafio
genotoéxico en distintos modelos, al respecto de los cuales se discutira ahora.

Chakraborty y cols. reportan que la administracion de metavanadato de amonio en agua de bebida
inhibe la formaciéon de aductos (etilguaninas) de manera tejido-especifico, ademas de disminuir la
generacion de 8-OHdGs (8-hidroxi-2'-deoxiguanosina) y rompimientos de cadena sencilla de DNA,
en hepatocitos de ratas Sprague-Dawley, en un modelo de hepatocarcinogénesis inducida por
dietilnitrosamina (Chakraborty et al., 2007). Sobre la misma linea, Chakraborty y cols. refieren en
un ensayo a corto plazo, que la administracién continua de monovanadato de amonio suprime de
la generacién de cometas de DNA (rompimientos de cadena sencilla y doble) en hepatocitos de
rata retados con dietilnitrosamina (Chakraborty et al., 2006a).

En estos estudios se propone el potencial del vanadio para limitar el evento de iniciacién de la
carcinogénesis hepatica inducida por DEN en ratas, interfiriendo con la formacién de aductos con
el DNAy de otras lesiones subsecuentes.

La formacién de aductos constituye un paso critico en la iniciacién de la carcinogénesis. La
habilidad del vanadio para disminuir la formacidon de los mismos en el modelo anterior indica el
potencial que posee para modular la formacion de aductos, lo cual podria suceder también en
nuestro modelo, dado que el uretano es un carcindgeno genotdxico al igual que Ila
dietilnitrosamina. Esto podria contribuir a la formaciéon de un menor nimero de tumores, lo cual
queda por comprobarse en estudios posteriores.

Otro efecto que se ha descrito también en estudios in vivo es la capacidad del vanadio para limitar
o disminuir la expresién de proteinas relacionadas con la proliferacién celular. Chakraborty y cols.
refieren y demuestran la disminucién de la presencia del marcador PCNA durante las fases iniciales
de la hepatocarcinogénesis inducida por dietilnitrosamina (DEN) en ratas (Chakraborty et al.,
2006a). El mismo autor reporta la disminucién de este marcador en un modelo de carcinogénesis
hepatica inducida por 2-acetilaminofluoreno (2-AAF) (Chakraborty et al., 2006b). Estos hallazgos
reflejan el potencial antiproliferativo del vanadio in vivo.

En otro estudio se reporta la disminucién de la proteina Ki67, detectada por inmunohistoquimica,
como consecuencia de la administracion de monovanadato de amonio en un modelo de
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carcinogénesis hepatica en rata (Chakraborty et al., 2005). La expresion y presencia de Ki67
durante todas las fases del ciclo celular, excepto en células en reposo, lo constituyen un marcador
de proliferacién en las neoplasias (Ito et al., 1999), al igual que PCNA, marcador al que se hizo
referencia anteriormente. En el mismo estudio se reporta el incremento en la presencia
(detectada por inmunohistoquimica) de p53, al igual que un mayor indice apoptdtico (Chakraborty
et al., 2005).

La disminucion en la presencia y expresiéon de ambos marcadores se considera como indicador de
la disminucién en la proliferacién. Este decremento constituye uno de los mecanismos a través de
los que los compuestos de vanadio ejercen su potencial antiproliferativo y anticarcinogénico. Sin
embargo en nuestro estudio, no se presentd diferencia en la cantidad de células marcadas con
PCNA.

Existen otros mecanismos que se han planteado, que resultan interesantes pero que no evaluamos
en el presente trabajo. Podemos citar el bloqueo de la transicion G2 a M en células cancerosas
tratadas con peroxovanadatos (Faure et al., 1995; Zhang et al., 2003), el retardo en la progresion
del ciclo en la transicion de la fase G1 a S en células humanas de carcinoma mamario inducido por
el tratamiento con metavanadato de amonio (Ray et al., 2006a).

Estos efectos del vanadio sobre el arresto del ciclo celular otra posible explicaciéon para los
resultados obtenidos, lo cual es factible de ser estudiado mas adelante, considerando otros
tiempos de exposicién al compuesto, asi como otras dosis del mismo. Nuestros resultados apuntan
a que en el modelo, a las ocho semanas de exposicién, no hay diferencia en cuanto a la
proliferacidn de las células tumorales, por lo que la apoptosis contribuye de manera importante en
la reduccion del tamafo y nimero de los adenomas como consecuencia del tratamiento con
pentdxido de vanadio.

Es importante destacar que nuestros resultados sugieren que al menos para este compuesto, y en
este estudio no existe una clara diferencia de efectos relacionada con las dosis utilizadas;
independientemente de la dosis aplicada, el efecto registrado fue el mismo. Sin embargo cabe la
posibilidad de que al utilizar otras dosis, entre las cuales exista una mayor diferencia, los efectos
registrados sean distintos, lo cual queda abierto a ser explorado.

Es importante mencionar que todos estos datos y reportes demuestran el gran potencial de los
compuestos de vanadio para ser utilizados como agentes antiproliferativos y anticarcinogénicos.
Este mismo potencial queda evidenciado para el pentdxido de vanadio, compuesto utilizado por
nuestro grupo de estudio. Cabe destacar que en otras publicaciones, este compuesto ha mostrado
un potencial totalmente diferente, lo cual abre la posibilidad a seguir explorando los efectos de
este compuesto para mostrar evidencias contundentes sobre el compuesto y sus dosis.

Este estudio constituye una de las primeras evidencias de que el pentéxido de vanadio es, al igual
gue los compuestos que hemos mencionado ampliamente en este trabajo (metavanadato de
amonio, peroxovanadatos, vanadocenos), factible de ser estudiado como un compuesto
anticarcinogénico.

Por otro lado, se abre la posibilidad a continuar en esta linea de investigacidn, contribuyendo al
conocimiento de este interesante metal y la versatilidad de sus compuestos, y queda en evidencia,
el efecto que puede tener un téxico al que estamos expuestos de manera cotidiana, en una
patologia de importancia hoy dia.
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CONCLUSIONES

La inhalacién de pentéxido de vanadio disminuyd el nimero y tamano de los adenomas
pulmonares inducidos con uretano; esta disminucién fue independiente de las dosis del
compuesto utilizadas.

El tratamiento con pentdxido de vanadio no influyé en la proliferacién de las células del
adenoma.

El pentéxido de vanadio incrementd la expresion de proteinas relacionadas con la muerte
celular en los adenomas.

El efecto del pentdxido de vanadio sobre los marcadores evaluados fue independiente de
la dosis administrada.

En el modelo, el pentéxido de vanadio indujo apoptosis de las células tumorales en los
organismos tratados simultdaneamente con uretano y pentoxido de vanadio.

Nuestros resultados abren la posibilidad de explorar su efecto del pentdxido de vanadio
como un agente anticarcinogénico en otros modelos.

PERSPECTIVAS

Estudiar el efecto del pentdéxido de vanadio sobre la muerte de lineas tumorales
pulmonares in vitro.

Evaluar el dafio genotdxico producido por el carcindgeno (uretano) y su modificaciéon por
el tratamiento con pentdxido de vanadio.

Analizar el efecto de la inhalacién de pentdxido de vanadio, de manera posterior al
establecimiento el adenocarcinoma pulmonar.

Evaluar la administracién oral del vanadio en éste u otros modelos de carcinogénesis
pulmonar.
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