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Introducción

INTRODUCCIÓN

1. VANADIO

1.1 Descubrimiento y fuentes

El vanadio es un metal de transición del grupo 5d de la tabla periódica con 

propiedades químicas y bioquímicas particulares. Fue descubierto por el químico 

español Andrés Manuel del Río, en México, a partir del mineral de plomo 

vanadinita (Pb5(VO4)3CI), el cual lo llamó pancromio por la variedad de colores 

que presentan sus sales al variar el pH. Más tarde, el mismo del Río lo rebautizo 

como eritronio debido al color rojo que presentan algunas de sus sales en medio 

ácido, pero luego pensó que se trataba de una nueva forma de cromo y se desdijo 

de su descubrimiento. En 1830 el sueco Nils Gabriel Seftrón redescubrió el 

vanadio en minerales de hierro y lo denominó vanadio en honor a Vanadis, la 

diosa de la belleza y fertilidad en la mitología Nórdica (Nriagu 1998).

El vanadio es un elemento traza presente en la corteza terrestre 

(aproximadamente 0,02%) con una concentración promedio de 150 g/t, similar a 

la del zinc y más común que el cobre o el níquel (Habashi 2002). También se 

encuentra en ciertos organismos vivos tales como tunicados (invertebrados 

marinos), hallándose en altas concentraciones en unas células de estos animales 

llamadas vanadocitos (Michibata y Sakurai 1990; Michibata y col. 2002), ciertas 

algas marinas, hongos (Amanita muscaria) (Bayer y Kneifel 1972) e inclusive 

gusanos segmentados (Pseudopotamilla occelata) (Ishii 1996). Si bien en estos 

organismos al igual que en plantas se considera un metal esencial, su 

esencialidad en humanos resta por ser establecida. Sin embargo, en vertebrados 

superiores hay datos que permiten sugerir para el vanadio, funciones importantes 

a nivel del tejido óseo (Nielsen 1995).
El vanadio proviene de fuentes primarias tales como minería, residuos de 

petróleo y desechos metalúrgicos (Reese 2001). Nunca es encontrado en su 

estado puro, si no que existen más de 50 minerales en donde puede ser hallado 

bajo la forma de compuestos (ej. carnotita, roscoelita, vanadinita, motramita y 
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patronita) (Perron 2001). Los principales explotadores de vanadio en el mundo 

son China, Rusia (70%) y Sudáfrica (30%); y en pequeñas cantidades, Australia y 

Estados Unidos.
El V2O5 es usado como catalizador en la industria del ácido sulfúrico y 

diferentes reacciones en donde interviene el vanadio. Además, el vanadio es 

usado en manufactura de aleaciones de alta resistencia y baja corrosión; forma 

amalgamas principalmente con Al, Ti, B, Cr, Ni, Mn y W.

Por otro lado, las sales de vanadio poseen diferentes propiedades 

biológicas y farmacológicas.

1.2 Importancia farmacológica y terapéutica. Historia del vanadio

Los efectos farmacológicos del vanadio incluyen principalmente acciones 

insulinomiméticas (Morinville y col. 1998; Thompson y col. 1999; Thompson y 

Orvig 2008) y antitumorales (Djorjevic 1995; Evangelou 2002). También se han 

reportado efectos sobre la contracción de vasos sanguíneos, incremento de la 

afinidad de la mioglobina y la hemoglobina por el oxígeno (Rehder 1992; 

Thompson y col. 1993; Poucheret y col. 1998) e inclusive efectos osteogénicos 

(Cortizo y col. 2006; Etcheverry y Barrio 2007).

Actualmente, el sulfato de vanadilo es empleado como generador de masa 
muscular (Clarkson y Rawson 1999) y también para mejorar el rendimiento de 

atletas que levantan peso (Fawcett y col. 1997). Sin embargo, el empleo 

farmacológico del vanadio empezó hace más de un siglo.

En el siglo XIX se recomendaba el uso del vanadio en humanos para casos 

de desnutrición, anemia, tuberculosis y diabetes (Shechter y Shisheva 1993). En 

1899, Lyonnet y Martín observaron que pacientes diabéticos tratados con 

vanadato de sodio presentaban una mejoría en la glucosuria de los mismos 

(Lyonett y Martín 1899). Con el descubrimiento de la insulina, el empleo de ¡as 

sales de vanadio con fines terapéuticos fue dejado de lado. Sin embargo, los 

estudios en plantas y animales continuaron. Por ejemplo, durante la primera mitad 
del siglo XX, Bertrand (padre e hijo), publicaron 18 artículos sobre las actividades 

biológicas del vanadio en plantas y hongos (Schroeder y Balassa 1963).
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La importancia del vanadio en organismos vivos fue demostrada por 

Henze, el cual investigaba el contenido de vanadio en células sanguíneas de 

tunicados (vanadocitos) (Henze y Hopper 1911). Por entonces, se pensaba que el 

vanadio actuaba como transportador de oxígeno en los tunicados por lo que al 

compuesto que lo contenía se lo llamo hemovanadina y posteriormente 

amavadina. El esclarecimiento estructural de la amavadina continúa siendo un 

área de la investigación interesante. A comienzos de los años treinta, Bortels notó 

que la fijación de nitrógeno por Azotobacter es eficiente sólo en presencia de 

molibdato o vanadato (Rheder 1999). Esta observación ayudaría, medio siglo 

después, a aislar una enzima con vanadio en bacterias fijadoras de nitrógeno.

En 1939, se observó un incremento en la oxidación de fosfolípidos en 

cultivo de tejidos en presencia de metavanadato o acetato de vanadilo en 

concentraciones milimolares (Bernheim y Bernheim 1939). Esta observación junto 

con otras publicaciones sobre los efectos farmacológicos del vanadio, llevaron a 

una serie de tratamientos clínicos en humanos en la segunda mitad del siglo XX 

como un potencial agente farmacéutico para disminuir los niveles de colésterol 

(Curran y col. 1959; Somerville y Davies 1962; Dimond y col. 1963). Las sales de 

vanadio tienen sólo un modesto efecto inhibitorio sobre el colésterol sérico, sin 

embargo su interés radicaba en la ausencia de efectos negativos aún a altas 

dosis de vanadotartrato de diamonio (Curran y col. 1959; Somerville y Davies 

1962; Dimond y col. 1963). Durante el mismo período (comienzos y mediados de 

1960) hubo un aumento en la apreciación de la complejidad y versatilidad de los 

complejos de vanadio. Se sintetizó y caracterizó el bis(acetilacetonato) de 

vanadilo (Dodge y col. 1961); se describió por primera vez un vanadato 

tetraèdrico y un oxoanión de vanadio(V) (Carrington y Symons 1963); se hizo 

posible la caracterización espectral de complejos de vanadio (IV) y (V) (Dutta y 
Lahiry 1963; Dutta y Lahiry 1964). La química de coordinación del oxovanadio(IV) 

fue resumida en 1965 (Selbil 1965). La compleja química del vanadio en solución 

fue analizada pocos años después (Pope y Dale 1968).

El propósito primordial del artículo de revisión titulado “Elementos Traza 
Anormales-Vanadio” fue considerar si el vanadio podría ser un elemento esencial 

en humanos (Schroeder y col. 1963). Al tiempo de que esta monografía era 
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publicada, la medición del vanadio en muestras biológicas era extremadamente 

difícil dado que los análisis de emisión espectrográficos no eran muy precisos a 

niveles nanomolares. Sin embargo, Schroeder y col. (1963) fueron capaces de 

concluir que las cantidades traza de vanadio eran ubicuas, aparentemente bajo 

control homeostático y tenían un “bajo orden de toxicidad”, todo lo cual tendía a 

suponer (no probar) su esencialidad. Posteriormente, se estudió el metabolismo 

del vanadio (Hopkins y Tilton 1966; Hopkins y Mohr 1974), efectos en el 

crecimiento (Schwarz y Milne 1971) y posibles síntomas de deficiencia (Hopkins y 

Mohr 1974).

En los años 1975-1980 se descubrió la eficacia del vanadato para inhibir 

fosfohidrolasas en cantidades micromolares (Simos 1979; Macara 1980). Un 

ejemplo de ellas es la Na+K+-ATPasa (Cantley y col. 1977). Esta enzima mantiene 

el balance iónico correcto en las células bombeando iones de potasio hacia el 

citoplasma e iones de sodio hacia el exterior celular, utilizando en este proceso 

adenosina trifosfato (ATP). La eficacia del vanadato para inhibir la Na+K+-ATPasa 

está históricamente ligada con los descubrimientos futuros de las acciones 

insulinomiméticas de las sales de vanadio. Este descubrimiento, fue 

completamente inesperado. Hubo laboratorios de distintas partes del mundo que 
anunciaron que una preparación comercial de ATP (de Sigma Co.) tenía baja 

velocidad catalítica en un ensayo estándar de ATPasa (Beauge y Glynn 1977; 

Cantley y col. 1977; Josephson y Cantley 1977).

En 1980, el mecanismo de acción de la insulina era todavía desconocido. 

Una aproximación común a entender su modo de acción era aplicar sustancias 

que imitaban las acciones de la insulina en células “blanco”. La Oubaina y la 

privación de iones K+, condiciones que inhiben la actividad de la Na+K+-ATPasa, 

se conocían como activadores del transporte de glucosa y la oxidación de la 

glucosa en adipocitos de ratas (Fain 1968). En este contexto, también se estudió 

la capacidad de las sales de vanadio para mimetizar los efectos de la insulina. De 

tal modo, se demostró que las sales de vanadio poseían actividad 

insulinomiméticas en el metabolismo de la glucosa en adipocitos de ratas 

(Shechter 1980; Dubyak y Klienzeller 1980). Los aniones de vanadio(V) (orto 

vanadato y metavanadato) y el catión de vanadio(IV) (vanadilo) resultaron 

Tesis doctoral Josefina Rivadeneira 4



Introducción

efectivos en este aspecto (Shechter 1980). Estudios posteriores pronto reveiaron 

que las acciones insuiinomiméticas del vanadio no estaban relacionadas con la 

inhibición de la Na+K+-ATPasa sino a otro mecanismo. De hecho, a diferencia de 

su acción en sistemas acelulares, el vanadio no fue capaz de inhibir la enzima en 

adipocitos de rata intactos (Shechter 1980; Dubyak y Klienzeller 1980). No 

obstante, los diversos estudios sobre el modo de acción del vanadato conocidos 

hasta ese momento, llevaron a los investigadores a las siguientes conclusiones: 

a) el vanadato(V), como un análago estructural del fosfato, ingresa a las células a 

través de los canales de ese anión, b) una vez en el citoplasma, es reducido por 

el glutatión (GSH) a vanadilo(IV) (Simons 1979). Este último es un inhibidor 

ineficiente de la bomba de Na+K+-ATPasa por lo que se explica lo observado en 

adipocitos (Cantley y Aisen 1977). Estudios más recientes desacreditaron ese 

dogma. El GSH es un reductor ineficiente del vanadato a vanadilo a pH fisiológico 

(Li y col. 1996). La incapacidad del vanadio para arrestar la Na+K+-ATPasa en 

células intactas podría ser atribuido a la unión intracelular del vanadato o a una 

concentración insuficiente para interactuar con el dominio de unión al ATP de la 

enzima (Cantley y col. 1978).
Posteriormente al descubrimiento de las propiedades insuiinomiméticas del 

vanadio, surgieron otras que posicionarían definitivamente al vanadio como uno 

de los metales más interesantes a ser estudiados como potencial agente 

farmacológico. En 1984, se publicó el primer trabajo sobre las propiedades 

quimiopreventivas del vanadio in vivo. En ese reporte, el cáncer de mama 

inducido con metil-1-nitrosurea en ratas era prevenido alimentando a los animales 

con un suplemento de 25 mg/l de VOSO4. La presencia de vanadio reducía tanto 
el número de incidencias como el promedio de tumores (Thompson y col. 1984). 

Desde entonces, los efectos antitumorales y quimiopreventivos del vanadio han 

sido ampliamente investigados tanto en modelos animales como en diferentes 

tipos de líneas celulares tumorales (Bishayee y Chatterjee 1995; Bishayee y col. 

1997; Bishayee y col. 2000; Evangelou 2002).
Por el mismo tiempo en que Thompson y col. hicieran su descubrimiento, 

otro hallazgo, pero esta vez en el área de la química y bioquímica, revolucionó el 

estudio del vanadio. En 1984, se aisló haloperoxidasas de vanadio (V- 
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haloperoxidas) a partir del alga Ascophyllum nodosum (Vilter 1984). Era la 

primera vez que los químicos bioinorgánicos podían citar un ejemplo de una 

enzima que requería al vanadio como cofactor (Vilter 1984; Vilter 1995). En 1986, 

se descubrió otra enzima de vanadio, la vanadio-nitrogenasa, V-nitrogenasa, que 

se encuentra presente en bacterias fijadoras de nitrógeno (Robson y col. 1986).

Actualmente los estudios estructurales con cristalografía de rayos X 

muestran una relación estructural y funcional entre haloperoxidasas y ciertas 

fosfatasas (Wever y col. 1997; Messerschmidt y col. 1998; Littlechild y col. 2002). 

Las V-nitrogenasas no están tan bien entendidas como las V-haloperoxidasas, 

pero son frecuentemente un blanco para estudios mecanísticos (Slebodnick y col. 

1997; Rehder 2000; Eady 2003) y también para estudios de modelado 

(Hinnemann y Norskov 2003).

Por la mitad de 1980, los compuestos de vanadio ocuparon una posición 

única entre los metalo-fármacos, tanto por sus potentes efectos farmacológicos 

como por su compleja química de coordinación (Rubinson 1981; Sakurai y col. 

1981; Willsky y col. 1984). El vanadio fue catalogado como un metal traza con 

“funciones biológicas difíciles de entender” (Boyd y Kustin 1984), con posibles 

funciones relacionadas a las vías metabólicas de la glucosa y de los lípidos 

(Ramasarma y Crane 1981).
En resumen, la manera de cómo el vanadio puede actuar y funcionar en ia 

biosfera incluye investigaciones sobre su química redox y química de 

coordinación así como aspectos estructurales y funcionales en sistemas 

biológicos.

1.3 Química del vanadio

El vanadio presenta diferentes estados de oxidación (desde -1 a + 5) 

siendo los estados (+3), (+4) y (+5) los más relevantes en sistemas biológicos. En 

solución acuosa, el vanadato y el vanadilo presentan diferentes reacciones de 

hidrólisis y condensación. Los productos obtenidos varían con el pH, la 
concentración de vanadio y ligandos que pueden formar complejos con diferentes 

geometrías de coordinación. Una característica importante de las soluciones 
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acuosas ácidas de vanadio es que el vanadilo (VO2+) se encuentra en forma de 

catión, mientras que el vanadato es un anión, excepto a pH inferior a 3 donde está 

presente como catión pervanadilo, denominado comúnmente como VO2+.

Además, el par H2VO4’/VO2+ posee un potencial redox de alrededor de 1,31 

V, mientras que el par H2O/O2 es de 1,24 V y el par NADH/NAD+ es de - 0,32 V a 

pH fisiológico. Esta cualidad permite que el vanadato pueda ser reducido por 

moléculas biológicas que proporcionen el potencial requerido, como el NADPH 

(Liochevy Fridovich 1990).

1.3.1 Química del V(IV) en solución

La especie mejor conocida del V(IV) en solución acuosa es el catión 

vanadilo (catión VO2+,[VO(H2O)5]2+) (1) (Baes y col. 1976; Chasteen 1983; Viías 

Boas y col. 1987). Es estable a pH ácido y es la principal especie a pH 3. Se 

distingue por poseer 8 líneas en el espectro de resonancia paramagnética 

electrónica (EPR) a temperatura ambiente. Cuando se incrementa el pH a ~ 4, un 

protón empieza a perderse (pKa entre 5,0 a 6) y se forman especies hidrolizadas 

[VO(H2O)4(OH)]+ (esquema 1 y 2). El esquema 1 muestra la especiación simple 

que existe a concentraciones nano-micromolares del V(IV). El esquema 2 muestra 

la especiación a concentraciones milimolares.

Esquema 1. Productos de hidrólisis de [VO(H2O)5]2+ a concentraciones nano- 
micromolares. Tomado de Crans y col. 2004.
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Esquema 2. Productos de hidrólisis de [VO(H2O)5]2+ a concentraciones micro- 
milimolar. Tomado de Crans y col. 2004.

A medida que el [VO(H2O)4(OH)]+ se forma, aparece un dímero silencioso 

al EPR, el monohidroxovanadilo(IV), [VO(OH)2]+2 . Incrementando el pH de la 

solución arriba de 5 hay una abrupta disminución en la intensidad de la señal en 

el EPR debido a la formación de hidróxido de vanadilo {[VO(OH)2]}n. insoluble. Si 

se continúa incrementando el pH (6-8), el {[VO(OH)2]}n se disuelve para formar un 

dímero, [(VO)2(OH)5]‘ y subsecuentemente un monómero cargados 

negativamente, [VO(OH)3]’. Solamente esta última especie ha sido bien 

caracterizada por EPR y espectropía UV-Vis (lannuzzi y Rieger 1975), mientras 

que la formación de [(VO)2(OH)5]' fue deducida por análisis potenciométrico 

(Komura y col. 1977).
La fórmula [VO(OH)3]' implica especies tetra-coordinadas. Las 

características espectroscópicas de estas especies fueron investigadas utilizando 

UV-visible y EPR para confirmar la geometría (lannuzzi y Rieger 1975). Los 

resultados no fueron consistentes para especies tetra o penta-coordinadas sino 

para una geometría hexa-coordinada (lannuzzi y Rieger 1975). Ni los métodos de 

potenciometría ni otros métodos espectroscópicos empleados hasta el momento 

pueden brindar información exacta del número de moléculas de agua asociadas 

con el ión metálico en solución. Presumiblemente, dos moléculas de aguas están 

asociadas con el ión [VO(OH)3(H2O)2]’. Tal estequiometría podría convertir este 

anión en el catión vanadilo a través de tres pasos de protonación sin cambios en 

la esfera de coordinación (Crans y col. 2004).
La existencia de especies oligoméricas fue sugerida en solución básica y 

neutra a concentraciones micromolares, pero a pH fisiológico, en un medio de no 

complejación, no puede observarse ningún espectro de EPR (Lachowicz y col. 

1975; Chasteen 1983).
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Diversos estudios sobre la complejación de V(IV) con ligandos de bajo 

peso molecular presentes en sistemas biológicos como fosfato (Alberico y Micera 

1994; Kiss y col. 1998), oxalato (Buglyó y col. 2000), lactato (Micera y col. 1993), 

glutation (Pessoa y col. 2001; Pessoa y col. 2002) NAD, NADP (Micera y col. 

1999) y azúcares (Branca y col. 1992; Garribba y col. 2001) apoyaron la 

especiación descripta más arriba en la cual el [(VO)2(OH)5]’ es la especie 

predominante a pH 7-7,5 y el total de V(IV) en todas las especies estaba en el 

rango de 1-10 pM.

1.3.2 Química del V(V) en solución

El vanadio (V) forma el anión vanadato y sus derivados en solución acuosa. 

El vanadato ha sido reconocido como un análogo estructural (2-4) y también 

electrónico del fosfato con reacciones de protonación similares (Chasteen 1983; 

Crans y Tracey 1998; Rehder 1999). Esta analogía es más evidente en la forma 
trianiónica tetraèdrica (VO43' (2) y PO43'). La similitud en los valores de pKa para el 

vanadato (3,5, 7,8 y 12,5) con los del fosfato (2,1, 7,2 y 12,7) (Chasteen 1990) 
evidencian la analogía electrónica de estas dos especies. Sin embargo, existen 

diferencias. A pH neutro el vanadato en concentraciones menores a 0,1 mM está 

presente principalmente como monoanión (H2VO4~) mientras que el fosfato se 

halla como dianión (HPO42-). Además, en contraste con la alta estabilidad del 

H3PO4, el H3VO4 rara vez ha sido documentado (Crans 2005) presumiblemente 

reflejando la conversión a VO2+.En este aspecto, la alta estabilidad del VO2+ se 

debe al mayor número de coordinación comparado con H3VO4. En 

concentraciones mayores a 0,1 mM a pH fisiológico el H2VO4” y HVO42- 

oligomerizan a la forma dimérica (5), tetramérica (6) y pentamérica (7) (Pettersson 

y col. 1985; Cruywagen y col. 1996). Estas especies son análogas al pirofosfato, 

especies oligoméricas y polimericas del fosfato, y contienen uniones anhídrido. 
Sin embargo, mientras que los derivados del pirofosfato son estables y 
cinéticamente inertes, las especies de vanadato experimentan ínterconversiones 

en solución (Crans y col. 1991; Crans y col. 2004). Otra diferencia importante es 
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que bajo condiciones fisiológicas, el vanadato puede sufrir química redox mientras 

que el fosfato no.

Resulta difícil conseguir información estructural de las especies 

oligoméricas en solución ya que los sistemas oligoméricos son preparados 

principalmente a partir de solventes orgánicos (Day y col. 1990; Hamilton y coi. 

2002) y en complejos enzimáticos, (Rigden y col. 2003) lo cual podría no reflejar 

las especies formadas en solución. Los efectos biológicos de mezclas de 

oxovanadatos en solución manifiestan que algunas analogías estructurales con 

los correspondientes derivados del fosfato realmente existen. La figura 1 muestra 

un diagrama del potencial de reducción E vs pH. A valores altos de pH, la forma 

más estable del vanadio es el V(V) mientras que a bajos valores, predominan las 

especies de V(IV). Desde pH 2 a 6, la principal especie de V(V) es el decámero 

[Vio028]6- (8) y sus diferentes formas protonadas.

Este comportamiento químico del vanadio tiene una implicancia muy 

importante. Las especies difícilmente retengan la forma del estado sólido una vez 

disueltas o ingeridas. La situación se complica más por el hecho de que la 

química de las distintas especies difiere considerablemente.
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Figura 1. Diagrama de E vs pH que muestra los estados de oxidación del vanadio en función 
del pH y el potencial de reducción (versus electrodo estándar de hidrógeno). En las regiones 
adyacentes están presentes especies intermedias en iguales concentraciones. Los límites 
indicados con líneas cortas tipo guión son menos ciertos que aquellos indicados con líneas de 
un solo trazo. Las líneas tipo guión largas indican el límite superior e inferior de la estabilidad 
del agua. Tomado de Crans y col. (2003).

1.4. Bioquímica del vanadio

1.4.1. Analogía Fosfato-Vanadato

Los ésteres de fosfato son comunes e importantes metabolitos celulares, el 

grupo fosfato aumenta la solubilidad mientras que la carga aniónica incrementa el 

reconocimiento entre una enzima y su sustrato. En el ATP, el fosfato almacena 7 

kcal/mol de energía a través de la formación de uniones anhídridas mientras que 

los ásteres de fosfato almacenan alrededor de 3 Kcal/mol. El fosfato además, 

juega un papel estructural y funcional en moléculas de ADN y ARN.

La analogía Fosfato-Vanadato (F-V) ha sido empleada con éxito en 

enzimas que catalizan reacciones de ésteres de fosfato (9) y fosfato anhídridos 

(10). La formación de estos análogos abrió las puertas al estudio funcional y 

estructural de esta clase de V-compuestos.
La analogía entre los V-compuestos pentacoordinados y el estado de 

transición de la hidrólisis del éster fosfato explica por qué diversos compuestos de 

vanadio son potentes inhibidores de ribonucleasas, fosfatasas, ATPasas y otras 

fosforilasas.
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1.4.1.1 Ésteres de vanadato. Estudios funcionales y estructurales

Se han empleado numerosos sistemas modelo para investigar la similitud 

estructural entre ésteres de vanadato (11) y los ésteres de fosfato. En general, 

estos estudios demostraron que para distintos ligandos alcóxidos, el V(V) 

presentaba la forma pentacoordinada (12) por dimerización (Priebsch y Rehder 

1990; Crans y col. 1992). Esta dimerización ocurre en solución a concentraciones 

de 10 mM o más de ésteres de vanadato (Lachowicz y col. 1975; Priebsch y 

Rehder 1990; Crans y col. 1992). A medida que disminuye la concentración, se 

incrementa la fracción tetracoordinada. La analogía F-V fue generalmente 

aceptada a pesar de que los primeros estudios con rayos X mostraron un 

oxovanadio (V) trimetóxido altamente desordenado con un átomo hexacoordinado 

(Caughlan y col. 1966) lo cual expuso diferencias entre estos dos sistemas. 

Actualmente se sabe que aunque la geometría de coordinación más común de ios 

ésteres de vanadato es la pentacoordinada, ocurren importantes excepciones 

cuando los ésteres contienen ligandos con impedimento esférico. El ejemplo más 

categórico de esto último es el complejo tris(2,6-di-isopropilfenóx¡do) de 

oxovanadio(V) (13) (Henderson y col. 1998). Esta estructura establece firmemente 

la analogía entre complejos de ésteres de vanadato tetracoordinados y ésteres de 

fosfato.

Los ésteres de vanadato son sustratos para un amplio rango de enzimas 

como deshidrogenases, isomerasas y aldolasas (Gresser y Tracey 1985; Crans y 

col. 1993) La constante de formación de los ésteres de vanadato en solución está 
en el orden de 0,1-0,2 M‘1 para los ésteres alifáticos, (Gresser y Tracey 1985; 

Tracey y Gresser 1986), alrededor de 3-5 veces más que para la formación de los 
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ásteres aromáticos (Gresser y Tracey 1985; Tracey y Gresser 1986). Las uniones 

vanadato-éster son mucho más lábiles que las de fosfato-áster en solución 

acuosa.

Un ejemplo de la formación de áster de vanadato es la reacción entre la 

D-glucosa y el vanadato. La glucosa contiene un grupo hidroxilo primario y varios 

secundarios que pueden formar ásteres de vanadato. La pequeña cantidad de 

glucosa-6-vanadato que se forma es reconocida por la enzima glucosa-6-fosfato 

deshidrogenada (Nour-Eldeen y col. 1985; Crans 2005).

1.4.1.2 Vanadato anhídridos: Analogía estructural con fosfatos condensados

La analogía con las uniones pirofosfato abarca a especies de vanadato 

oligoméricas (Crans y col. 2004) tales como dimero, tetràmero y pentámero en 

estado sólido. En solución, los tetrámeros y pentámeros son cíclicos y no poseen 

analogía estructural con fosfatos lineales.
Los trivanadatos lineales (14) se han observado en solución por51V RMN 

(resonancia magnética nuclear) desde pH 8,8 a 9,2 a gran fuerza iónica en menos 

del 5 % del total de vanadio en solución (Heath y Howarth 1981). Otro trímero 

lineal de vanadato fue reportado complejado a la fosfatasa PhoE de Bacillus 

stearothermophilus (Ringden y col. 2003). Previo a este trabajo, la analogía 

estructural de estos homovanadatos estaba limitada a la analogía entre el 

pirofosfato y el dímero de vanadato en sistemas puramente inorgánicos (Crans y 

col. 2004).

A pesar de la fosfatasa alcalina óseata de un análogo estructural, los 
ejemplos más importantes de sistemas vanadato-fosfato en biología son los varios 

heterovanadatos que contienen fosfato y vanadato (15). Los análogos más 
empleados son AMPV (16) y ADPV (17) (Tracey y col. 1988; Geraldes y col. 

1989). Las aplicaciones de estos análogos han tenido cierto éxito particularmente 

cuando el análogo está unido en sitios alostéricos. La limitada habilidad de estos 

análogos para inducir respuestas biológicas, puede presumiblemente deberse en 

parte, al hecho de que ninguno de estos análogos contiene las 7 Kcal/mol de la 

unión del pirofosfato (Crans y col. 2004). La unión heterovanadato-fosfato de 2-3 
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kcal/mol no provee la energía necesaria. El hecho de que el análogo vanadato- 

fosfato parece no unirse al magnesio como lo hacen los fosfatos lineales complica 

y disminuye el encaje que un análogo tendría cuando se une a una enzima. 

Presumiblemente, lo último explica por qué existen pocas publicaciones sobre ios 

efectos de vanadato en reacciones con enzimas quinasas (Boyd y col. 1985; 

Crans 1994) en comparación con la bien establecida inhibición del vanadato sobre 

las fosfatasas (Gresser y col. 1987; Crans y col. 2004).

Aunque la mayoría de los trabajos en esta área se han realizado con 

vanadio en estado de oxidación V, existe evidencia de que el ATP y otros 

nucléotidos forman complejos con el catión vanadilo (Crans col. 2003). Trabajos 

posteriores extendieron estos estudios y se llegó a la conclusión de que las bases 

nucleotídicas están implicadas en la complejación del vanadio (Williams y Baran 

1992; Williams y col. 1996). La información estructural para este tipo de 

interacción muestra al vanadio con un número de coordinación mayor que cuatro. 

No hay información disponible hasta el momento de que estos complejos puedan 

reemplazar al ATP o a otros nucleótidos en biología (Crans y col. 2004).
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1.4.2. Importancia de la complejación del vanadio por ligandos orgánicos

La coordinación de especies inorgánicas de vanadio con ligandos 

orgánicos tiende a lograr un aumento de la solubilidad, especialmente en el caso 

del catión vanadilo(IV) que si bien es menos tóxico que el vanadato, es poco 

soluble bajo las condiciones fisiológicas. La complejación permitiría aumentar la 

estabilidad y absorción del vanadio, a fin de obtener mejores efectos biológicos 

y/o farmacológicos. Además, de esta forma se trata de utilizar dosis de 

concentraciones menores pero más efectivas para el tratamiento de diversas 

afecciones (Yuen y colaboradores 1993; Me Neill y colaboradores 1995, 

Thompson 1999).

1.4.3. Inhibición de Fosfatas por compuestos de vanadio

Las fosfatasas catalizan la hidrólisis de las uniones éster fosfato y el 

mecanismo implica la formación de intermediarios pentacoordinados de alta 

energía. La inhibición de fosfatasas por oxometales abarca estudios cinéticos 

(Crans y col. 1996; Zhang y col. 1997) y estructurales (Yuvaniyama y col. 1996; 

Ladner y col. 1997). Las fosfatasas pueden dividirse en cuatro clases según el 

nucleófilo del sitio activo.

La primera clase de fosfatasas, la fosfatasa alcalina, tiene un residuo de 

serina nucleofílico en el sitio activo de manera que un grupo hidroxilo forma las 

especies covalentes con los ésteres fosfato a ser hidrolizados. Una segunda clase 

de fosfatasas está comprendida por las fosfatasas ácidas y otras fosfatasas; éstas 

contienen un ligando de nitrógeno generalmente en la forma de histidina en el sitio 

activo, de esa forma un grupo imidazol forma las uniones covalentes con el éster 

fosfato. La tercera clase de fosfatasas, las bien conocidas tirosina fosfatasas 

(PTPasas), tienen un residuo de cisteína altamente conservado en el sitio activo y 

entonces, el grupo tiol es el que forma las especies covalentes con el éster 

fosfato. La última clase de fosfatasas contiene un ión metálico binuclear en su 
sitio activo; un grupo hidroxilo unido a un metal actúa como nucleófilo permitiendo 

la hidrólisis del éster fosfato.
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Las caracterizaciones estructurales de los complejos oxometales-proteínas 

muestran al oxometal con geometrías de tetra-coordinación (Lindqvist y col. 1994; 

Bond y col. 2002) o penta-coordinación (Ladner y col. 1997; Zhang y col. 1997; 

Holtz y col. 1999).

El concepto de que el vanadato es un análogo del estado de transición 

para la hidrólisis del áster fosfato fue descripto por primera vez hace tres décadas 

atrás y en la actualidad se ha convertido en dogma (Van Etten y col. 1974; 

Chasteen 1983; Gresser y col. 1987; Zhang y col. 1994). Estudios diseñados para 

probar cuán buen análogo del estado de transición puede ser el vanadato, han 

probado el origen de la inhibición (Deng y col. 2002). Un análogo del estado de 

transición perfecto tiene una afinidad por la enzima que excede a la del sustrato 

por varios órdenes de magnitud (~1O10 a 1011 veces). Los estudios de afinidad del 

vanadato o sus derivados sugieren que aunque en este caso la afinidad es 

incrementada por múltiples veces, no alcanza por unos pocos órdenes de 

magnitud en lo que respecta a su afinidad por la fosfatasa de Yersinia (Deng y col. 

2002). Estos resultados reflejan el hecho de que el vanadato es probablemente un 

análogo de estado de transición imperfecto. De todas maneras, está muy cerca de 

serlo y por muchos criterios, puede ser caracterizado como un excelente análogo 

del estado de transición de las fosfatasas.

La complejidad de la química del V(IV) en solución y la posibilidad de 

oxidación de V(IV) a V(V) a pH neutro llevó a los investigadores a asumir que 

cualquier afinidad de las fosfatasas por el V(IV) era reflejo de la oxidación V(IV) a 

V(V). Por lo tanto, el hecho de que el sulfato de vanadilo (VOSO4) también 

hubiese sido reportado como un potente inhibidor de algunas fosfatasas parecía 

ser un aspecto inexplicable. El hecho de que las principales especies 

monoméricas de V(IV) no sean catiónicas sino aniónicas a pH cercano a la 

neutralidad explicaría la aparente inconsistencia de los resultados. Sin embargo 

se ha demostrado que el V(lV) también puede actuar como un análogo de estado 

de transición similar al vanadato (Peters y col. 2003).
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1.4.3.1. Inhibición de Fosfatasas Alcalina y Acida por compuestos de 

vanadio

Las fosfatasas alcalina y ácida han sido empleadas exhaustivamente para 

estudiar los efectos de los complejos de vanadio en la inhibición de las fosfatasas. 

Los modelos de compuestos de vanadio para la reacción de hidrólisis del fosfato, 

son complejos pentacoordinados que tienen una geometría trigonal-bipiramidal 

distorsionada o de pirámide cuadrada (Chasteen 1983; Crans y Smee 2004). 

Aunque la distorsión de la geometría puede disminuir su analogía con el estado 

de transición de hidrólisis del éster de fosfato (Ray y col. 1995), todos los 

compuestos de vanadio probados fueron inhibidores de las fosfatasas alcalina y 

ácida (Posner y col. 1994; Bevan y col. 1995; Crans y col. 1996; Tracey 2000). En 

particular, la potencia inhibitoria del complejo vanadato-dipicolinato penta, hexa y 

heptacoordinado fue analizada en detalle y la inhibición fue correlacionada con el 

compuesto de vanadio intacto. El complejo pentacoordinado fue el inhibidor más 

potente en línea con la predicción de que un compuesto con geometría más 

similar al estado de transición del fosfato podría ser el inhibidor más potente. Es 

posible que el complejo se coordinara con la fosfatasa y quizás, en el proceso, 

perdiera el ligando. Alternativamente, el sitio activo podría ser lo suficientemente 

flexible para soportar un pequeño cambio. Interesantemente, los complejos hexa y 

heptacoordinados son también fuertes inhibidores (Crans y Keramidas 1996).

El fenol incrementa la afinidad del vanadato para inhibir fosfatasas alcalina 

y ácida (Bevan y col. 1995). Esta observación es interpretada como la formación 

de un éster fenil-vanadato, el cual es un inhibidor mucho más potente que el 

vanadato (Stankiewicz y Gresser 1988). Estas consideraciones y aquellas 

introducidas anteriormente demuestran que una perfecta geometría del estado de 

transición no es necesariamente la clave para una mayor potencia inhibitoria y 

que algunas diferencias son anticipadas dependiendo de la fosfatasa específica 

bajo consideración.
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1.4.3.2 inhibición de Tirosinas fosfatasas por compuestos de vanadio

Los compuestos de vanadio son potentes inhibidores de PTPasas (Posner 

y col. 1994; Bevan y col. 1995). Generalmente la inhibición es menor para las 

serina/treonina fosfatasas que para las tirosina fosfatasas (Gresser y Tracey 

1987). Sin embargo, se han publicado excepciones (Reiter y White 2002). Un 

amplio rango de compuestos de vanadio diferentes han sido investigados: 

compuestos de V(V) (Bevan y col. 1995; Tracey 2000; Reiter y col. 2002) y V(IV) 

(Krejsa y Schieven 1998 ), compuestos de peroxovanadio (Chasteen 1986; Bevan 

y col. 1995; Reiter y col. 2002), de hidroxilamidovanadio (Nxumalo y Tracey 1998; 

Nxumalo y col. 1998; Tracey 2000; Bhattacharyya y Tracey 2001) y sales simples 

(Krejsa y Schieven 1998). Algunos de estos complejos (Crans y Keramidas 1996) 

son inhibidores más potentes que las sales simples de V(V) mientras que en otros 

casos sucede lo contrario (Nxumalo y col. 1998). Además, se han llevado a cabo 

una serie de estudios en los cuales los efectos inhibitorios de estos compuestos 

han sido medidos de manera indirecta (Gresser y col. 1987; Posner y col. 1994; 

Fantus y col. 1995).
El mecanismo de inhibición de los compuestos de vanadio puede variar 

según esté implicado el V(IV) o el V(V). Por ejemplo, los complejos de 

hidroxilamida oxovanadio(V) son análogos isoeléctricos de los peroxovanadatos y 

pueden inhibir reversiblemente tanto a la PTPasa relacionada con el antígeno de 

leucocitos (LAR) y pp1B (Nxumalo y col. 1998; Bhattacharya y Tracey 2001). El 

mecanismo de inihibición sugerido para estos complejos según estudios de 

modelado señala que el grupo R del complejo está apuntando al bolsillo del sitio 
activo de la enzima (Nxumalo y col. 1998). Por otro lado, estudios de RMN y 

cristalografía de rayos X demostraron que la inhibición de las PTPasas PTP1B y 

citoplasmàtica humana de bajo peso molecular en presencia de bismatloíato 

oxovanadio(IV), BMOV, es debida al vanadilo "desnudo" que se ubica en el centro 

activo de la fosfatasa con una geometría de coordinación de bipirámide trigonal 

con la base formada por tres átomos de oxígeno y los ápices formados por un 

oxígeno y un grupo hidroxilo de la serina (Peters y col. 2003)
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Además de comportarse como análogos de los estados de transición, 

algunos compuestos de vanadio pueden también participar en la regulación redox 

de las proteínas fosfatasas (Rusnak 2000). La cisteína nucleofílica del sitio activo 

de las PTPasas da lugar a que pueda ocurrir química redox entre el grupo tiol de 

las fosfatasas y el compuesto de vanadio. En este aspecto, los peroxovanadatos 

son inhibidores 100-1000 veces más efectivos que el vanadato debido a la 

capacidad de los peroxo para oxidar el residuo de cisteína del sitio activo de 

manera irreversible (Morenville y col. 1998). El hecho de que las serina/treoina 

fosfatasas no tengan cisteína en sus sitios activos explica la menor potencia 

inhibitoria para estas enzimas (Posner y col. 1994). La figura 2 muestra el 

mecanismo de inhibición de tirosina y serina/treonina fosfatasas por el vanadato y 

el peroxovanadato.

proteins tirossna Fosptas3 (PTFasa)

protein3 senna-treonina FosF3*.asa (pS-TrP)

Figura 2. Mecanismo postulado de inhibición de fosfatasas por el vanadato y los complejos de 
peroxovanadio. El vanadato inhibe a las PTPasas actuando como un análogo de transición y 
formando uniones reversibles. Por el contrario, los peroxovanadio inhiben irreversiblemente 
las PTPasas a través de la oxidación del residuo de cisteína en el dominio catalítico. Los 
peroxovanadio no desactivan tirosina-treonina fosfatasas mientras que el vanadato si tiene el 
potencial de desactivarlas. Tomado de Moreville y col. (1998).
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La inhibición de fosfatasas por los compuestos de vanadio no sólo es de 

interés para interpretar sus acciones insulinomimeticas, sino otros procesos 

biológicos en los cuales participan diversas fosfatasas, tales como la osteoporosis 

(Rao y col. 1996; Salice y col. 1999; Hulley y col. 2002), apoptosis (Aubrecht y col. 

1999; Zhang y col. 2001) y cáncer (Ghosh y col. 2000; Chen y col. 2001; 

Evangelou 2002).

1.5 Actividades biológicas del vanadio

1.5.1. Metabolismo del vanadio

Para la población general, los alimentos representan la mayor fuente de 

exposición a vanadio, seguida de la vía aérea. La entrada de vanadio al 

organismo de los mamíferos ocurre a través de la piel, por el tracto 

gastrointestinal y por el sistema respiratorio (figura 3). La absorción por la piel es 

mínima. Sólo el 10 % del vanadio ingerido o el 25 % inhalado, es absorbido y 

transportado por la albúmina y preferentemente por la transferrina a varios tejidos 

del cuerpo (Elinder y col. 1988, Mukherjee y col. 2004). Los órganos que lo 

acumulan son principalmente hueso, hígado, riñón, y bazo, mientras que en 

pulmones y testículos se concentra en menor cantidad; también se ha detectado 

en corazón, tiroides, cerebro, músculo esquelético, médula ósea y tejido graso 

(Thompson y Orving 2006). En trabajadores expuestos a óxidos de vanadio y en 

modelos animales, el vanadio absorbido es rápidamente desechado por los 

riñones o a través de la bilis y excretado en la orina o en las heces (Mukherjee y 

col. 2004).

Algunos estudios de farmacocinética en eritrocitos demuestran que la 

entrada de vanadio al interior de la célula ocurre en dos etapas, cada una regida 

por un mecanismo particular. En la etapa inicial, el V(V) cruza la membrana 

celular a través del sistema de intercambio aniónico. En el interior de la célula 

puede ser reducido a V(IV) por el glutatión y otros sustratos a los que permanece 

unido (Cantley y col. 1978; Yang y col. 2003). En la segunda etapa, el cruce es 

mucho más lento e involucra el producto reducido, V(IV) y un mecanismo de paso 
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semejante al de los cationes divalentes (Evangelou 2002). De hecho, se ha 

descrito que el vanadio ingerido es transformado por el estómago a su forma 

catiónica antes de empezar a ser absorbido en el duodeno. Por otro lado, la 
absorción del VO2+ es cinco veces menor que la del VO43' (Evangelou 2002, 

Mukherjee y col. 2004).

Figura 3. Metabolismo del vanadio. Modificado de Elinder y col. (1988).
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El V(IV) o el V(V) administrados a ratas por vía intratraqueal o 

intraperitoneal, se distribuye en el núcleo, las mitocondrias, los microsomas y en 

el citoplasma en células de hígado (Sakurai 1994). Diversas pruebas bioquímicas 

demuestraron que el vanadio en estados de oxidación IV y V, interactúa en 

concentraciones de micromoles (pM) con muchas moléculas orgánicas, 

incluyendo proteínas, péptidos, aminoácidos, nucleótidos y azúcares (Baran 

2000). En la célula, el vanadio tiene preferencia por los grupos fosfato, carboxilo y 

amino de las biomoléculas; se calcula que el 61 % del total de V(lV) se une a ios 

fosfatos, el 29 % a las proteínas, el 1 % queda libre y el resto se une a radicales 

sulfhidrílos y vitaminas, entre otras moléculas (Evangelou 2002).

1.5.2. Efectos del vanadio sobre células en cultivo

Luego de encontrar que el vanadio inhibe la Na+/K+-ATPasa se 

comenzaron a diseñar diferentes experimentos in vitro con células en cultivo para 

estudiar y conocer sus efectos biológicos. Se encontró que el vanadio estimula la 

fosforilación de proteínas en restos de tirosina, aumenta los niveles de 

fosfoinosítidos, estimula la proliferación de diferentes líneas celulares, incrementa 

la captación de pequeñas moléculas e iones, entre otros efectos 

insulinomiméticos. Por otro lado, se han descripto efectos antitumorales, tóxicos y 

transformantes en diferentes líneas celulares.

1.5.2.1. Efectos insulinomiméticos. Mecanismos de acción

Gran parte de los efectos biológicos de la insulina son reproducidos por las 

sales de vanadio y sus compuestos. Pueden estimular la captación de glucosa, la 

síntesis de glucógeno y de lípidos en tejido muscular, adiposo y hepático (Mehdi y 

Srivastava 2005, Shukla y Bhonde 2008). inhiben la gluconeogénesis en el hígado 

y riñón (Reul y col. 1999; Mosseri y col. 2000; Marzban y col. 2002) al igual que la 

lipólisis (Shisheva y Shechter 1992; Thompson y Orving 2006) en células 
adiposas. El efecto del vanadio sobre las proteínas ha sido poco estudiado, sin 

Tesis doctoral Josefina Rivadeneira 22



Introducción

embargo parece tener un efecto anabólico al estimular su síntesis e inhibir su 

degradación (Seglen y Gordon 1981).

A nivel celular, el vanadio activa elementos claves de la vía de señalización 

de la insulina (figura 4): fosforilación del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1) 

(Pandey y col. 1998) y activación de vías de transducción de señales 

intracelulares tales como la vía de las quinasas reguladas extracelularmente 

(ERK-1/2) (Pandey y col. 1999; Molero y col. 2002), la vía de la quinasa del 

inositol 3 fosfato (PI3-K) (Pandey y col. 1998; Molero y col. 1998) y la vía de la 

quinasa B (PKB) (Li y col. 1997; Pandey y col. 1999).

Las acciones del vanadato no dependen del receptor de insulina. Esto fue 

claramente demostrado con quercetina (IC50 1-2 pM), un flavonoide natural usado 

como inhibidor de la fosforilación de sustratos por el receptor (Shisheva, y 

Shechter 1992). En adipocitos (primer modelo biológico utilizado para estudiar los 

efectos insulinomiméticos del vanadio), la quercetina fue capaz de inhibir el 

transporte y oxidación de glucosa, la lipogénesis y la glicogénesis mediada por la 

insulina, pero no inhibió completamente los efectos miméticos del vanadato 

(Shisheva, y Shechter 1992). Además, las acciones antilipolíticas de la insulina y 

el vanadato tampoco fueron antagonizadas por la quercetina. En base a esto, se 

concluyó que el receptor de insulina no estaba implicado y que otra tirosina 

quinasa participaba en las acciones insulinomimeticas del vanadato.
La wortmanina es un potente inhibidor de la PI3-K que bloquea todas las 

acciones metabólicas de la insulina en adipocitos de rata incluyendo la acción 

antipolítica de la hormona (Wilden y col. 1992). En relación con el vanadato, la 

wortmanina pudo arrestar las acciones de captación y oxidación de glucosa, 

lipogénesis y glicogénesis del vanadato, pero no bloquear su acción antipolítica 

(Li y col. 1997; Sekar y col. 1999). Se estableció entonces que la acción 

antipolítica del vanadato era independiente de la activación de la PI3-K y que 

podría intervenir en un sitio muy distal de la cascada lipolítica (Li y col. 1997).

Las fosfotirosinas en las células comprenden menos del 0,1 % de ia 

cantidad combinada de fosfoserina y fosfotreonina. Sin embargo, las células 

cuentan con una apreciable cantidad de proteínas tirosina quinasas en el 

citoplasma (PTK citosólicas). Al igual que los receptores tirosina quinasa, la 
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mayoría de las PTK citosólicas se activan por autofosforilación en motivos de 

tirosina (Srivastava 1990).

La estaurosporina es un potente inhibidor de estas PTKs y un pobre 

inhibidor de PTKs de membrana (Elberg y col. 1995). En adipocitos intactos, ia 

estaurosporina bloquea los efectos del vanadato en las acciones lipogénicas, 

oxidación de la glucosa y glicogénesis (IC50 0,1-0,3 pM) (Shisheva y Shechter 

1993; Sekar y col. 1999), pero no tiene efecto sobre la captación de glucosa o 

acción antilipolítca. Ninguno de los efectos de la insulina son inhibidos en ese 

rango de concentración. Se concluyó por lo tanto que la PTK citosólica participaba 

en los efectos del vanadato en el metabolismo de la glucosa, pero no en la 

activación del trasporte de la hexosa ni en la acción antilipolítica del vanadato 

(Shechter y col. 2003).

Además de esta PTK citosolica identificada y parcialmente caracterizada en 

1993 (Shisheva y. Shechter 1993), una segunda PTK activada por vanadio fue 

identificada en 1997 (Elberg y col. 1997). Esta última es una proteína de 55 kDa 

no glicosilada, exclusivamente localizada en membrana plasmática (membPTK). 

En este caso, la estaurosporina puede inhibirla. En adipocitos, la estaurosporina 

antagoniza la captación de glucosa inducida por el vanadato y revierte sus efectos 
antipolíticos (Elberg y col. 1997). La mem-PTK es activada por el vanadato y más 

aún por el vanadilo en sistemas acelulares (Elberg y col. 1997). Aunque estas 

observaciones podrían no reflejar lo que sucede in vivo, estudios adicionales 

indicarían que el vanadio(IV) y el V(V) son insulinomimeticamente activos, pero 

operan por vías diferentes (Shechter y col. 2003). El vana'dilo sería activo a nivel 

de membrana plasmática y sería el responsable de la captación de glucosa y 

posiblemente de la inhibición de la lipólisis mientras que el vanadato operaría 

exclusivamente en el compartimiento citosólico potenciando el metabolismo de la 
glucosa y de los lípidos (Shechter y col. 2003).

Otro mecanismo utilizado por el vanadio para estimular el metabolismo de 

la glucosa es la inhibición de las enzimas que estimulan la síntesis de glucógeno 

como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), la glucosa-6-fosfatasa 

(G6pasa) y la fructosa-6-fosfatasa (Pandey y col. 1998; Sekar y col. 1999; Mosseri 

y col. 2000; Marzban y col. 2002)
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Figura 4. Vía de señalización de la insulina. Modificado de Bolander (2004).

Los complejos de vanadio también ejercen efectos insulinomiméticos frente 

a lo cual, inevitablemente, surge la pregunta sobre cuáles son sus mecanismos de 

acción. Para el caso de los peroxovanadatos, la respuesta se ha contestado hace 

tiempo: la inhibición potente e irreversible de PTPasas domina todos sus efectos 

bioquímicos (Morenville y col. 1998). Para los demás complejos, los mecanismos 
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no están claramente establecidos. El bismaltolato oxovanadio(IV) (BMOV), fue 

capaz de inhibir PTPB1 en células HEK293 transfectadas con esa fosfatasa y 

potenciar la activación del receptor de insulina in vivo, pero no activarlo por si 

solo. El mecanismo de acción implica la descomplejación y ubicación del vanadilo 

en el sitio activo de la fosfatasa (Peters y col. 2003). En células de ovario de 

hámster (CHO) que sobreexpresan el receptor de insulina, el BMOV y el oxo 

bis(acetilacetonato) de vanadilo pueden inducir significativamente la fosforilación 

de la unidad p del receptor de insulina (IR|3), de IRS-1 al igual que PKB y quinasa- 

3 de la glucógeno sintasa (GSK-3). En comparación, el sulfato de vanadilo es un 

inductor más débil mientras que el ortovanadato de sodio (Na3VO4) no tiene 

efecto (Medhi y Srivastava 2005).

1.5.2.2 Efectos antitumorales

El tratamiento antitumoral por cualquier compuesto debería cumplir ciertos 

criterios y ejercer los siguientes efectos selectivos en células malignas: (a) 

inhibición de la proliferación, (b) acciones citotóxicas y/o citostáticas (c) reducción 

y/o inhibición del potencial invasivo o metatástico de las células y (d) reducción o 

ausencia del potencial para inducir resistencia celular. Los compuestos de 

vanadio poseen todos estas propiedades y las ejercen concertadamente o 

independientemente a través de una variedad de mecanismos celulares (vide 

infra) (figura 5).
Los efectos antitumorales de los compuestos de vanadio han sido 

investigados en una variedad de células tumorales (English y col. 1983; 

Djordjevitzc y Wampler 1985; Zick y Sager-Eisenberg 1990; Bergamashi y col. 

1993; Cortizo y col. 1994; Djordjevic y col. 1995; Kresja y col. 1997; Cortizo y col. 

2000; Fu y col. 2008)
La generación de estrés oxidativo es un mecanismo que subyace a la 

mayoría de los efectos antitumorales que se observan para el vanadio y sus 

derivados. Es por eso, que antes de describir en detalle los mecanismos de la 
figura 5, para una mejor comprensión, se hará una revisión del papel del estrés 

oxidativo a nivel celular.
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Figura 5. Esquema de los mecanismos de acción a través de los cuales los compuestos de 
vanadio ejercen sus efectos antitumorales. Modificado de Evangelou (2002).

Especies de oxígeno reactivas (ROS) y de nitrógeno reactivas (RNS)

El término especies de oxígeno reactivas o ROS comprende a los radicales 

libres y aquellas moléculas que no siendo radicales, son capaces de su formación 
en ambientes extra e intra celulares tales como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

el oxígeno singlete (Halliwell y Gutteridge 1990). Algunos metabolitos de ácidos 
grasos, tales como aquellos derivados del ácido araquidónico por la vía de la 

lipoxigenasa son también considerados ROS.
Las especies de nitrógeno reactivas (RNS) también han ganado mucha 

atención por su potencial oxidativo.
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La primera especie reactiva de oxígeno generada en los sistemas 

biológicos es el anión superóxido (O2”), un radical libre formado por la reducción 

directa e incompleta del oxígeno, por un único electrón. El O2” tiene una vida 

media corta y es poco reactivo. Su inestabilidad se debe a que la reacción de 

dismutación del O2” a H2O2 es muy favorable (Thannickal y Fanburg 2000). Esta 

dismutación puede ser espontánea o catalizada por la enzima superóxido 

dismutasa (SOD). Aunque la mayoría del peróxido de hidrógeno producido en 

células eucariotas proviene de la reacción de dismutación, éste también puede 

formarse a partir de la reducción directa del oxígeno con dos electrones, un 

mecanismo de reacción compartido por muchas flavoproteína oxidasas (Massey, 

1994). Al contrario del O2*', el H2O2 es una molécula mucho más estable y puede 

difundir fácilmente a través las membranas biológicas, en tanto que éstas son 

impermeables al O2”. Por otro lado, el H2O2 en presencia de metales de transición 

puede dar lugar al radical hidroxilo OH* a través de la reacción de Fenton:

Fe2+ + H2O2→ Fe3+ + OH* + OH'

El OH* es una molécula extremadamente reactiva y tóxica. Puede 

reaccionar con ácidos grasos poliinsaturados produciendo los radicales alcoxiios 

(RO*) y peroxilos (ROO*).

Las especies reactivas del nitrógeno, como el radical óxido nítrico (NO*) y 

el altamente reactivo anión peroxinitrito (ONOO‘), constituyen otra familia de 

moléculas reactivas en los sistemas biológicos.

Los ROS/RNS pueden dañar tejidos a través de una variedad de 

mecanismos incluyendo daño en el ADN, peroxidación lipídica y daño de 

proteínas, oxidación de importantes enzimas y estimulación de citoquinas 

proinflamatorias liberadas por monocitos y macrófagos. Además, también están 

relacionados con la regulación del proceso de apoptosis o muerte celular 

programada (Valko y col. 2006).
Por otro lado, los ROS pueden tener un papel como mensajeros 

secundarios implicados en regulación génica y cascadas de transducción de 

señales con finalidades fisiológicas (Alien y Tresini 2000; Sastre y col. 2000). Se 
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sabe que cambios en los niveles celulares de ROS afectan a la actividad de 

quinasas activadas por mitógenos (MAPK), vías de señalización activadas por el 

factor alfa de necrosis tumoral (TNFa) o dependientes de la activación del factor 

de transcripción nuclear NF-Kp (Alien y Tresini 2000).

Fuente de F OS y RNS en las células

Los ROS y RNS pueden ser producidos a partir de sustancias exógenas y 

endógenas (Tabla 1).

Tabla 1. Fuente de ROS y RNS

Endógenas_______________________________
Mitocondria (cadena respiratoria)
Xantina oxidasa (XO)
Citocromo p450 (reacciones de detoxificación)
Microsomas, peroxisomas
Síntesis de prostaglandinas (cicloxigenasas y 
lipoxigenasas)
Células fagocíticas

Exógenas________________________________
iones metálicos
Radiación UV
Radiaciones ionizantes

La mitocondria es el sitio más importante de la' producción de ROS en 

todos los tipos celulares ya que genera grandes cantidades de H2O2 y O2*’. Por 

ello, está enriquecida con antioxidantes no enzimáticos (glutatión reducido (GSH)) 

y enzimáticos (SOD y glutatión peroxidasa (GPx)), presentes en ambos lados de 

sus membranas para minimizar el estrés oxidativo (Cadenas y Davies 2000).

La xantina oxidasa (XO) es una enzima altamente versátil distribuida 

ampliamente en diversas especies (desde las bacterias al hombre) y una fuente 
importante de ROS. Es un miembro de un grupo de enzimas conocidas como 

hierro-azufre molibdeno flavina-hidroxilasas y catalizan la hidroxilación de purinas. 
En particular, la XO cataliza la reacción de hipoxantina a xantina y xantina a ácido 
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úrico. En ambos pasos, el oxígeno es reducido, formando superóxido en el primer 

paso y peróxido de hidrógeno en el segundo (Valko y col. 2006).

Los macrófagos activados inician un incremento en el consumo de oxígeno 

que dando lugar a anión superóxido, óxido nítrico y peróxido de hidrógeno 

(Conner y Grisham 1996.).

A través de la inducción del complejo enzimàtico citocromo P450, la 

generación de ROS, en particular anión superóxido y peróxido de hidrógeno, 

surge del rompimiento o desacople del ciclo catalítico de la P450.

Los microsomas son los resposables del 80% de la concentración de H2O2 

producido in vivo en sitios de hiperoxia (Gupta y col. 1997). Los peroxisomas se 

conocen por producir H2O2, pero no O2*‘, bajo condiciones fisiológicas. La 

oxidación peroxisomal de ácidos grasos es también una potente fuente de 

producción de H2O2 luego de un largo período de ayuno (Valko y col. 2006).

Daño oxidativo a biomoléculas

Daño al ADN nuclear y mitocondrial

El OH* es conocido por reaccionar con todos los componentes de la 

molécula de ADN dañando tanto las bases de purinas como de piridiminas y 
también el esqueleto de desoxiribosa (Dizdaroglu y col. 2002). La modificación 

permanente del material genético a partir de estos incidentes representa el primer 

paso en la mutagénesis y carcinogénesis. Los daños mediados por ROS pueden 

ser cortes en el ADN de simple y doble cadena, modificaciones de purina, 

pirimidina o desoxiribosa y entrecruzamientos. Como consecuencia del daño, 

puede ocurrir un arresto o inducción de la transcripción, inducción de las vías de 

transducción de señales, errores en la replicación e inestabilidad genómica, todas 

asociadas con la carcinogénesis (Marnet 2000; Cooke y col. 2003)
Las RNS como peroxinitritos y óxidos de nitrógeno también pueden generar 

daño en el ADN (Brown y Borutaite 2001). Después de la reacción con guanina, el 

peroxinitrito forma 8-nitroguanina. Debido a su estructura, este aducto tiene el 

potencial para inducir transversiones de G:C—>T:A
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Además del daño al ADN nuclear, existe evidencia de daño oxidativo al 

ADN mitocondrial en procesos de carcinogénesis (Inoue y col. 2003). Mutaciones 

y alteraciones en los genes mitocondriales que codifican para los complejos I, III y 

V y regiones hipervariables del ADN, se han identificados en varios tipos de 

cánceres humanos (Valko y col. 2006). Se ha propuesto que el ADN mitocondrial 

es más susceptible a la oxidación que el nuclear debido a que: i) la mitocondria 

convierte ~5 % del oxígeno consumido en anión superóxido y luego en peróxido 

de hidrógeno; (ii) la capacidad de reparación del ADN mitocondrial es limitada ya 

que carece completamente de la capacidad para reparar nucleótidos por excisión; 

(iii) el ADN mitocondrial no está protegido por histonas (Inoue y col. 2003).

Peroxidación lipídica

Los ácidos grasos poliinsaturados de los fosfolípidos son extremadamente 

sensibles a la oxidación (Esterbauer y col. 1991; Marnett 1999). Todo el proceso 

de peroxidación lipídica consiste en tres estadios: iniciación, propagación y 

terminación (Pinchuk y col. 1998; Nyska y Kohen 2002.) (figura 6).
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Figura 6. Vías para la peroxidación lipídica. Los grupos metilenos de los ácidos poli-insaturados 
son altamentes susceptibles a la oxidación y sus átomos de hidrógeno, después de la 
interacción con el radical R», son removidos para formar radicales con carbono central 1« 
(reacción (1)). Estos radicales reaccionan con el oxígeno para formar radicales peroxilos 
(reacción (2) y (3)). Si el radical peroxiio está en uno de los extremos de la doble unión (3*), se 
reduce a hidroperóxido el cual es relativamente estable en ausencia de metales (reacción (4)). 
Un radical peroxiio localizado en la posición interna del ácido graso (2») puede reaccionar por 
ciclización para producir un peróxido cíclico adyacente al radical con carbono en el centro 
(reacción 5). Éste puede ser reducido para formar un hidroxiperóoxido (reacción 6)) o a través 
de la reacción (7), sufrir una segunda ciclización y formar un peróxido bicíclico el cual después 
de acoplarse al oxígeno y reducirse, forma una molécula estructuralmente análoga al 
endoperóxido. El compuesto 7 es un producto intermediario de la producción de 
malondialdehído (reacción (8)). El malondialdehído puede reaccionar con las bases del ADN, 
guanina (G), adenina (A) y citosina (C) y formar aductos M1G, M1A y M1C (reacciones (9)-(11)). 
Los radicales peroxilos ubicados en la posición interna de los ácidos grasos (2») pueden, 
además de participar en reacciones de ciclización, quitar átomos de hidrógeno de una molécula 
vecina de ácido graso creando así hidroperóxidos lipidíeos (reacción (12)). Éstos pueden 
después reaccionar con metales redox (por ejemplo, hierro) para producir radicales aicoxilos 
(RO*) (reacción (13)) los cuales, después de ser clivados (reacción (14)), pueden formar 
pentano gaseoso; un buen marcador de peroxidación lipídica. Modificado de Valko y col. (2006).
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Proteínas

Los radicales hidroxilos promueven la abstracción de un átomo de 

hidrógeno del esqueleto de polipéptidos para formar un radical con carbono- 

centrado, el cual bajo condiciones aeróbicas reacciona rápidamente con el 

oxígeno para formar radicales peroxilos (Stadtman 2001) o la forma protonada de! 

superóxido (HO2‘). Las proteínas son resistentes al daño por H2O2 y por otros 

oxidantes simples a menos que estén presentes metales de transición. El daño 

catalizado por metales a proteínas implica escisión oxidativa, pérdida de residuos 

de histidina, entrecruzaminetos bi-tirosina, la introducción de grupos carbonitas y 

la formación de radicales alquilo, R*, RO*, ROO* en el centro de las proteínas 

(Stadtman 1992). Los radicales alcoxilos son capaces de clivar uniones 

peptídicas. El daño proteico parece ser reparable y se conoce como un evento no 

letal para las células. Sin embargo, existe evidencia de que dos proteínas 

mitocondriales (aconitasa y adenina nucleótido- translocasa) pueden ser blancos 

importantes de un daño oxidativo a largo plazo (Stadtman 2004).

Las cadenas laterales de todos tas residuos de aminoácidos de las 

proteínas son susceptibles a oxidación por radiaciones ionizantes y por la acción 

de ROS/RNS (Stadtman 2004), pero tas residuos de cisteína y metionina son 

particularmente susceptibles (Levine y col. 1996). Sin embargo, esta oxidación es 

reversible por grupos tiol.
El anión peroxinitrito ONOO- es capaz de nitrosar tas grupos sulfhidriíos de 

las proteínas, nitrar tas residuos de triptofano y tirosina y oxidar residuos de 

metionina a metiona sulfóxido. Sin embargo, el proceso de modificación de 
proteínas por el peroxinitrito es fuertemente inhibido por la concentración 

fisiológica de CO2 ya que el peroxinitrito reacciona rápidamente con CO2 para 

formar ONOOCO2~ (Valko y col. 2006).

Estrés oxidativo y sistemas antioxidantes

El nivel celular de ROS dependerá del balance entre la producción y ía 

capacidad antioxidante de la célula (figura 7). Una producción excesiva de ROS o 

Tesis doctoral Josefina Pi vade neira



Introducción

una disminución en la capacidad antioxidante, provoca una situación de estrés 

oxidativo. En la célula existen diferentes sistemas que contrarrestan la 

generación de ROS. Entre ellos se encuentran los constituidos por moléculas 

capaces de eliminar directamente los ROS, como los basados en sistemas 

enzimáticos que actúan en cascada para eliminar rápidamente el O2*‘ y sus 

metabolitos. Los sistemas antioxidantes pueden clasificarse en dos tipos: 

primarios y secundarios. Entre los sistemas antioxidantes primarios se encuentran 

aquéllos capaces de interceptar los ROS evitando la producción de nuevos 

radicales libres y el daño consiguiente a estructuras celulares. Ejemplos de los 

mismos son: la SOD, la glutatión peroxidasa, la catalasa y la tioredoxina 

reductasa.
Existen cuatro formas de la superóxido dismutasa: Cu,Zn- SOD (SOD1), 

Mn-SOD (SOD2), Ni-SOD, y la SOD extracelular. Todas las superóxido 

dismutasas catalizan la reacción de dismutación del 02“ a H2O2 (Kinnula y Crapo, 

2004).
La catalasa, que se localiza en los peroxisomas, realiza conversión del 

peróxido de hidrógeno, muy reactivo, a agua es una de las enzimas conocidas 

más eficientes ya que no se satura a ninguna concentración de H2O2.

El sistema GSH es probablemente el mecanismo de defensa celular más 

importante. El tripéptido GSH (y-Glu-Cys-Gly), no solamente actúa como un 

secuestrante de ROS, sino que regula el estado redox intracelular. El sistema 

consiste en el GSH, la glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa. La glutatión 

peroxidasa cataliza la reducción del H2O2 y otros peróxidos convirtiendo el GSH a 

su forma oxidada (GSSG). El GSSG es posteriormente reducido de nuevo a GSH 

por la glutatión reductasa. En condiciones normales, más del 95% del GSH celular 

está en forma reducida, así que el ambiente intracelular es primordialmente 

reductor. Una depleción en los niveles de glutatión se ha relacionado en 

numerosas ocasiones con el proceso de apoptosis aunque la muerte celular no 

siempre va acompañada de dicha depleción (Higuchi 2004; Xu y Thornalley 

2001).
Los sistemas antioxidantes secundarios son moléculas que actúan 

atrapando radicales libres evitando así, que éstos inicien reacciones en cadena 
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que podrían dañar estructuras celulares. Algunos ejemplos son la vitamina E, 

vitamina C, ¡3 caroteno, ácido úrico, bilirrubina y albúmina (Valko y col. 2006).

Figura 7. Reprensentación esquemática de los mecanismos de generación de ROS y sistemas 
antioxidantes celulares. SOD: superóxido dismutasa; GSH: glutatión reduido, GSSG glutatión 
oxidado; TRX: Tioredoxina. Modificado de Mercurio y Manning (1999).

1.5.2.2.1. Generación de estrés oxidativo por el vanadio

El vanadio puede participar en reacciones que generan radicales libres 

(figura 8). El vanadio(V) es reducido rápidamente a vanadio(IV) en el plasma 

mediante enzimas y antioxidantes. Las siguientes reacciones tienen lugar dentro 

de las células (Valko y col. 2006):

Tes/'s doctoral Josefina Rivadeneira 35



Introducción

Figura 8. Esquema de la generación de ROS mediada por el vanadio

Los radicales peroxovanadilos e hidroperóxido de vanadilo son los 

responsables de la peroxidación de lípidos de membrana reportada para el 

vanadio (Evangelou 2002). El superóxido generado es posteriormente convertido 
en H2O2 mediante dismutación por la SOD. Por otro lado, el vanadio(IV) en 

presencia de H2O2 puede generar especies reactivas a través de reacciones tipo 

Fenton mediante la siguiente reacción

La generación de OH* puede a su vez generar otros radicales como el 

anión superóxido el cual, como se mencionó, puede ser dismutado por la SOD 

regenerando el H2O2 y perpetuando la generación de OH* (Valko y col. 2006). 

Alternativamente el par V(V)/V(IV) en presencia de H2O2 puede generar 
directamente peroxovanadios (pV) independientemente de la reacción tipo Fenton 

(Capella y col. 2007).
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1.5.2.2.2. Efectos del vanadio sobre la proliferación celular

En virtualmente todas las células, el ciclo celular se compone de cuatro 

fases discretas: síntesis de ADN (fase S), división celular (fase M) y las fases gap 

entre estas dos; G1 entre fase M y S, y G2 entre las fases S y M. La progresión a 

través de este ciclo celular depende de la integración de un largo número de 

señales intra y extra celulares junto con controles genéticos intrínsecos, dando 

como resultado diferentes puntos de control en las distintas fases del ciclo. Estos 

puntos de control son muy importantes ya que determinan si las células progresan 

en el ciclo, son arrestadas en fase quiescente GO, se diferencian o entran en 

apoptosis (Boonstra y Post 2004). A escala molecular, la regulación del ciclo 

celular está determinada por dos componientes proteicos: las ciclinas y las 

quinasas dependientes de ciclina (CDK en mamíferos; cdc en levaduras). Los 

factores de crecimiento regulan la fase G1 temprana a través del complejo ciclina 

D-CDK4/6. Posteriormente, la entrada y progresión a través de la fase S están 

reguladas por los complejos ciclina E- y ciclina A-CDK2. Por último, la transición 

de la fase G2/M está regulada por el complejo ciclina B-CDK1/2 (figura 8).
Los complejos de vanadio pueden estimular la proliferación, inhibirla o en 

algunos casos, tener un efecto bifásico: promover la proliferación celular en las 

bajas concentraciones e inhibir este proceso a dosis altas (Evangelou 2002). Por 

estas razones, los compuestos de vanadio tienen efectos contrapuestos y éstos 

dependerán de la dosis, de la especie de vanadio presente y del tipo celular.

Los efectos mitogénicos del vanadio pueden estar mediados por la vía de 

las MAPKs. El vanadio activa indirectamente quinasas como las ERKs y la PI3-K. 

Las ERKs a su vez estimulan distintos factores de transcripción que promueven el 

ingreso de la célula en el ciclo celular (Pandey y col. 1995; Pandey y col. 1999). 
La activación de la PI3-K también podría estar relacionada con la acción 

mitogénica del vanadio, probablemente por un entrecruzamiento de las vías que 

como resultado active a las ERKs. La PI3-K activa a PKB y por esta vía podría 

aportar a la acción mitogénica del vanadio (Wilkinson y Millar 2000).
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Figura 9. Ciclo celular de células de mamíferos. GO, fase quiescente; R, punto de restricción de 
fase g1 después del cual las células no dependen de señales externas para la progresión en el 
ciclo celular; S punto de control de fase S; M punto de control de fase M; Sp punto de control que 
del huso mitótico.Tomada de Boonstra y Post (2004).

Los efectos anti prol iterativos de los compuestos de vanadio en líneas 
normales y tumorales son producidos principalmente a través del arresto del ciclo 

celular mediado por la inhibición de PTPasas y generación de estrés oxidativo 

(Morinville y col. 1998; Evangelou 2002). El vanadio puede arrestar las distintas 

fases del ciclo celular, pero la fase que es detenida parece depender de la línea 

celular.

En fase G1, el vanadato redujo la actividad de ciclina D en células de 
melanoma, después de 2 h de incubación (Strasberg y Rieber 1995). En la 

transicición G1/S, el arresto del ciclo celular por el complejo VO(acac)2 ocurre a 
través de la disminución de la fosforilación de la proteína supresora de tumor pRb 
(la cual promueve el avance a fase S) y de la expresión de las ciclinas A, D y E 

mediada por una activación sostenida de las ERKs en células de 

hepatocarcinoma HepG2 (Fu y col. 2008).
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En fase S, el arresto del ciclo celular involucra a la proteína p53 (una de las 

principales reguladoras de dicho ciclo). La p53 activa la transcripción del gen p21 

aunque la activación también puede ser independiente de esta. En células 

epidermales de ratón C141 p53 +/+, el vanadato incrementa los niveles de p53 y 

de p21 y produce el arresto del ciclo (Zhang y col. 2002). La activación de p53 es 

producida por la generación de H2O2 inducida por el vanadato en células JB6 

(Huang y col. 2000). El mecanismo propuesto es que al producirse daño en el 

ADN por ROS, se activan vías de transducción de señal como la de las MAPKs 

que en consecuencia producen el incremento de p53 y su fosforilación (Zhang y 

col. 2000).
La transición G2/M es también afectada por el vanadio y sus derivados 

(Faure y col. 1995; Zhang y col. 2001). El arresto del ciclo celular del vanadato en 

células epiteliales de pulmón A549 está mediado por la generación de ROS 

(particularmente H2O2) y están implicadas diversas vías regulatorias: 1) activación 

de p21, 2) incremento de la expresión de Chk1 e inhibición de cdc25C, lo cual no 

permite la desfoforilación de cdc2 con la consecuente inactivación del complejo 

ciclina B-cdc2. En células T98 de glioma el vanadato causa arresto en G2/M e 

hipofosforilación de Rb (Chin y col. 1999). Los peroxovanadatos bloquean 

reversiblemente a bajas concentraciones e irreversiblemente a altas, la transición 

G2/M del ciclo celular en células tumorales (Faure y col. 1995). El arresto del ciclo 

celular está mediado por la inhibición de PTPasas, que desfoforilan ¡as 

subunidades del complejo ciclina-B. Interesantemente, el bloqueo del ciclo celular 

en el estado de transición G2/M parece estar relacionado con la apoptosis 

(Farinelli y Greene 1996). Estos datos sugieren que el vanadio podría inhibir la 

proliferación de células por dos procesos: inducción de p53 e inhibición de la 

PTPasa cdc25.
Por último, el vanadio puede actuar en fase M inhibiendo la formación del 

huso mitótico y alterando el ensamblaje de los microtúbulos (Ramírez y col. 1997; 

Mailhes y col. 2003).
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1.5.2.2.3. Efectos del vanadio sobre la apoptosis

Los compuestos de vanadio modulan la extensión y duración de la 

fosforilación de diversas proteínas como AP-1, MEK-1, ERK-1, JNK-1, PI3-K y 

NF-Kp, las cuales son claves en las vías de señalización relacionadas con la 

producción de ROS y daño al ADN. (Pandey y col. 1995; Morinville y col. 1998; 

Huang y col. 1998; Ding y col. 1999; Chen y col. 1999),

Tanto la inhibición de fosfatasas como la activación de fosfoquinasas, 

producen la acumulación de proteínas fosforiladas en diferentes células, la 

generación de segundos mensajeros, la activación de quinasas down stream y la 

activación de varios factores entre los cuales NF-Kp es el más importante. La 

activación de NF-Kp está precedida por la fosforilación de su subunidad inhibitoria 

(IKP) en dos residuos de serina localizados en el extremo N-terminal. El IKp 

enmascara, en el citoplasma, la secuencia de translocación al núcleo. La 

fosforilación de IKp desencadena su degradación proteolítica y la liberación del 

dímero NF-Kp el cual es translocado al núcleo en donde modula la transcripción. 

NF-Kp regula la expresión de una variedad de genes cuyos productos median la 

respuesta inflamatoria y regulan la progresión del ciclo celular conduciendo hacia 
la protección de la apoptosis o hacia la muerte celular (Mercurio y Manning 1999; 

Bours y col. 2000).

Los compuestos de vanadio activan NF-Kp en células normales y 

tumorales a través de la activación de la vía de las MAPKs, conduciendo las 

células a la apoptosis (Pandey y col. 1995; Zhao y col. 1996; Samet y col. 1998). 

En macrófagos por ejemplo, el vanadato induce la activación de NF-Kp a través 

de la estimulación de JNK mediada a su vez, por estrés oxidativo (Chen y col. 

1999). En células epiteliales de ovario (Pandey y col. 1995; Huang y col. 1998) y 
de pulmón, los compuestos de vanadio activan específicamente la p38 (Jaspers y 

col. 2000) lo cual conduce a la activación de NF-Kp en el citoplasma. El 

vanadilsulfato produce la activación de p38 en células epiteliales humanas 

mediante generación de estrés oxidativo y media la transcripción dependiente de 

NF-Kp sin afectar su translocación nuclear o unión al ADN, demostrando que el 

estrés oxidativo producido por V(IV) activa una vía de señalización colateral la 
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cual converge downstream para modular cooperativamente la actividad 

transcripcional de NF-K£. El bisperoxovanadio (bpV), un potente inhibidor de 

PTPasas, activa NF-Kf en linfocitos T humanos con la participación de la proteína 
quinasa p56ick de la familia src y a los efectores de p56lck como al miembro de la 

familia syk, proteína quinasa ZAP-70 (Oullet y col. 1999).

Existen otras vías de señalización activadas por el vanadio que conducen a 

la apoptosis. La producción de ROS por los compuestos de vanadio puede 
producir daños en la mitocondria y generar la liberación de citocromo c la cual 

activa a caspasas. Las caspasas activadas como caspasa-3 y caspasa-8, 

provocan aún más daños en la mitocondria y activan a sustratos como poli(ADP- 

ribosa)-polimerasa, conduciendo a la apoptosis (Green y Reed 1998; Burkíe 

2000.). La activación de p53 también esta implicada entre los mecanismos del 

vanadio para inducir apoptosis. En células epidermales de ratón, JB6 P+, la 

generación de H2O2 mediada por el vanadato, activa a p53 y disminuye el 

potencial de membrana mitocondrial induciendo la apoptosis (Huang y col. 2000).

En resumen, la evidencia indica que los compuestos de vanadio en células 

normales y tumorales activan diferentes vías de señalización celular actuando 

principalmente a través de la inactivación de PTPasas y consecuente activación 

de quinasas. La activación de las vías de señalización converge principalemente 

en la translocación de NF-Kp al núcleo y la transcripción tanto de genes 

apoptóticos como antiaptóticos. Otro camino propuesto es la activación de la 

apoptosis a través de caspasas mitocondriales.

1.5.2.2.4. Potencial antimetastásico de los compuestos de vanadio

Las proteínas de adhesión (célula-célula o célula-matriz) están implicadas 

en la invasión y metástasis del cáncer (Cavenagh y col. 1998; Zhou y col. 2000). 

La fosforilación de proteínas inducida por los compuestos de vanadio puede 

influenciar el potencial invasivo y metastásico de las células tumorales regulando 

la adhesión célula-sustrato (Takenaga y col. 1996), el contacto célula-célula e 

induciendo cambios en la actina del citoesqueleto (Matsuyoshi y col. 1992; 

Dharwan y col. 1997; Luber y col. 2000).
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Se ha demostrado que los compuestos de vanadio pueden prevenir la 

colonización de vasos sanguíneos activando la fibrinolisis endógena inducida por 

tumores e inhibiendo la agregación de plaquetas, ambos eventos involucrados en 

la metástasis hematogénica del cáncer (Biggerstaff y col. 1999; Zhou y col. 2000). 
Por ejemplo, el pervanadato es capaz de inhibir la inducción de proteínas de 

adhesión celular ICAM-1, V-CAM-1 y ELAM-1 en células endoteliales a través de 

la inhibición de PTPasas y consecuente regulación negativa del factor de necrosis 

tumoral (TNF) el cual es uno de los principales inductores de varias moléculas de 

adhesión en células endoteliales humanas. La inhibición de PTPasas por el 

pervanadato bloquea también el anclaje de monocitos a células endoteliales 

(Dharwan y col. 1997). Además, la potenciación de la fosforilación de proteínas en 

residuos de tirosinas por el vanadato, inhibe la agregación mediada por caderinas 

(adhesión célula-célula) de células de rata 3Y1 transformadas (Matsuyoshi y col. 

1992). El tratamiento sostenido de pervanadato provoca la pérdida del contacto 

célula-célula e induce cambios en la actina del citoesqueleto debido a la 

fosforilación de tirosina de componentes del complejo de adhesión celular en 

células de carcinoma gástrico (Luber y col. 2000).

1.5.2.2.5. Resistencia a drogas y compuestos de vanadio

La glicoproteína P (gl-P) es un miembro de la familia ABC de proteínas de 

transporte que confiere múltiple resistencia a drogas actuando en membrana 

plasmática como una bomba ATP dependiente de eflujo de drogas en células 

tumorales (Doige y col. 1992; Martín y col. 2000).

Existe evidencia de que los compuestos de vanadio pueden sensibilizar a células 

tumorales resistentes a múltiples drogas a los efectos citotóxicos de varios 

agentes antineoplásicos inhibiendo la actividad ATPasa del transportador gl-P. La 

inhibición de ATPasa reduce el eflujo de drogas, probablemente disminuyendo ¡a 

capacidad de unión del sustrato transportado (Al-Shawi y col. 1993; Shepard y 

col. 1998; Martín y col. 2000). En otros casos, la sensibilización de células 
tumorales resistentes a múltiples drogas ocurre a través de la estimulación del 
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influjo de un agente citotóxico sin alterar su eflujo (Evangelou 2002). Sin embargo 

el vanadio también puede incrementar la resistencia a drogas de las células 

tumorales resistentes, estimulando la fosforilación del trasportador gl-P 

(Evangelou 2002).

En resumen, las evidencias de los efectos del vanadio sobre la resistencia 

a múltiples drogas de células tumorales resultan muchas veces antagónicas y 

dependen del tipo celular y de la droga investigada.

1.5.3 El vanadio en el hueso.

La importancia del vanadio en el hueso surge de estudios realizados para 

tratar de establecer la esencialidad de este elemento y de su relación con el 

metabolismo de la tiroides y con la formación del esqueleto (Uthus y Nieísen 

1990; Nielsen 1995). Anke y colaboradores encontraron deficiencias óseas en 

cabras que habían sido alimentadas con dietas pobres en vanadio (Anke y col. 

1990).
Por otro lado, estudios sobre la absorción, metabolismo y excreción de 

vanadio mostraron una acumulación preferencial en hueso, riñón e hígado 

(Setyawati y col. 1998). La acumulación de vanadio en el hueso puede deberse a 

su analogía con el fosfato, sustituyéndolo en los cristales de hidroxiapatita 

(Etcheverry y col. 1984; Narda y col. 1992). Se cree que la gran cantidad de 

vanadio en el riñón se debe a que éste es excretado por la orina (Hopkins y Tilton 

1966; Nielsen 1995). La presencia de vanadio en el hígado y el bazo parece estar 

asociada a que el vanadio se une a en gran medida a la ferritina y transferrina, 
proteínas almacenadoreas y transportadoras de hierro, respectivamente 

(Chasteen y col. 1986).

Diferentes estudios muestran la acumulación de vanadio en el hueso (10- 

26 pg/g) (Mongold y col. 1990; Ramanadham 1991; Yuen y col. 1993; Dai 1994; 

Setyawati y col. 1998). Estas cantidades son el doble de las encontradas en el 
riñón y 10 veces más altas que las encontradas en el hígado. Con el objetivo de 

estudiar los efectos del vanadio en el hueso se trataron ratas Zucker obesas y 

diabéticas con BMOV (0,8 mg/ml) examinándose luego la tibia y las vértebras de 
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los animales (Pouruchet y col. 1998). El tratamiento mejoró los síntomas de la 

Diabetes mellitus. El contenido de vanadio en los huesos de las ratas tratadas fue 

de 9,4 gg/g para la tibia y de 6,6 jLLg/g para las vértebras. El vanadio no alteró el 

contenido de otros minerales (K, Mg, Na, Ca y P) ni la estructura del hueso como 

pudo determinarse por difracción de rayos X; además tampoco se afectaron las 

propiedades mecánicas del hueso. Por lo tanto, la arquitectura, densidad y 

propiedades mecánicas del hueso no fueron modificadas por el tratamiento con 

vanadio en las dosis que poseen efectos insulinmiméticos (Pouruchet y col. 1998).

Estudios realizados con células fibroblásticas muestran que el vanadio 

estimula la síntesis de ADN y colágeno, sugiriendo que es un inductor de ia 

proliferación y diferenciación osteoblastica (Canalis 1985; Lau y col. 1988). 

Además, el vanadio se comporta como factor de crecimiento mimetizando al 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), al factor de crecimiento fibroblástico 

(FGF) y a la insulina, promoviendo la formación y reparación ósea (Lau 1988). Por 

otro lado, la fosfatasa alcalina ósea está indirectamente implicada en el proceso 

de mineralización del hueso. La fosfatasa alcalina ósea está presente en la 

membrana plasmática de los osteoblastos y aumenta la concentración de fosfato 

inorgánico (Pi) en las zonas de mineralización, favoreciendo la precipitación de 

fosfato de calcio, necesario para la mineralización ósea. Se ha descripto que el 

vanadio es un inhibidor de la fosfatasa alcalina ósea (Cortizo y Etcheverry 1995). 

De lo expresado anteriormente se observa que la formación de mineral óseo es 

un proceso complejo que depende tanto de la formación de una matriz 

extracelular (MEC) como de la precipitación de cristales de hidroxiapatita.

2. FISIOLOGÍA DE LOS OSTEOBLASTOS

La mineralización del esqueleto es un proceso complejo que ocurre a 

través de la formación (mediada por los osteoblastos), remodelación y resorción 

(mediada por los osteoclastos). Los osteoblastos se originan de células 

mesenquimatosas o células progenitoras osteogénicas que poseen propiedades 

características de las células germinales, tales como el potencial de 
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autorreplicación y la capacidad de diferenciación. La transformación de células 

preosteoblásticas en osteoblastos activos, transcurre en una serie de etapas: (1) 

proliferación de las células precursoras, (2) diferenciación en osteoblastos 

maduros que producen una MEC y (3) mineralización de la misma.

Los osteoblastos son responsables de la síntesis y secreción de proteínas 

de la MEC que servirá como base para la formación del hueso. Las células 

osteoblásticas se disponen formando una lámina o monocapa sobre la superficie 

de formación ósea y se comunican por uniones tipo gap. Los osteoblastos 

sintetizan grandes cantidades de colágeno tipo I y fosfatasa alcalina. Algunas 

proteínas, como el factor de transcripción Cbfa-1 y la osteocalcina son producidas 

exclusivamente por los osteoblastos. Otras, como la osteopontina, son secretadas 

también por estas células y otros tipos celulares. Luego de formar la MEC los 

osteoblastos pueden quedar atrapados por el material intercelular para formar 

osteocitos, morir por apoptosis o convertirse en células aplanadas de 

revestimiento. Estas últimas son importantes en la regulación de la resorción ósea 

mediada por diferentes factores locales, incluyendo citoquinas, prostaglandinas y 

factores de crecimiento.

2.1. Modelos de células de tipo osteoblasto de origen murino

Las células en cultivo proveen un modelo simple en el cual se pueden 

estudiar diversos fenómenos biológicos. La línea de células MC3T3-E1, derivada 
de calvaría de ratón, es un modelo de preosteoblastos que pueden diferenciarse a 

lo largo del cultivo celular en osteoblastos que alcanzan diferentes estadios de 

maduración. Además, provee un sistema adecuado para examinar los procesos 

de formación de la MEC y las respuestas a diferentes hormonas, fármacos y 

metabolitos durante el desarrollo y la formación ósea. Esta línea de células, en su 

fase proliferativa, tiene una morfología fibroblástica y crece en monocapas, tiene 
la capacidad de diferenciarse a osteoblastos, diferentes marcadores específicos y 
mineralizar la MEC formando una hidroxiapatita madura in vitro (Sudo y col. 

1983). Durante la fase inicial de crecimiento, 1 a 9 días de cultivo, las células 
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MC3T3-E1 sintetizan ADN e incrementan su número, mostrando una replicación 

activa y manteniendo una apariencia fusiforme; no expresan fosfatasa alcalina 

ósea ni acumulan MEC, consistentes con un osteoblasto inmaduro. Luego de 10 

días de cultivo, comienzan a tornarse cuboides, alcanzan la confluencia, y 

experimentan un arresto en el crecimiento. La regulación negativa de la 

replicación celular esta asociada con la expresión de las funciones osteoblásticas 

específicas. La diferenciación a osteoblastos comienza a detectarse a las dos 

semanas de cultivo, se expresan proteínas relacionadas con el fenotipo 

osteoblástico maduro, incluyendo la producción de la fosfatasa alcalina ósea, 

procesamiento del procolágeno y acumulación de colágeno en la MEC. La 

mineralización de la MEC (relacionada con la expresión de osteocalcina y 

acumulación de calcio) comienza aproximadamente el día 16, marcando el final 

de la fase del desarrollo del fenotipo osteoblástico alrededor del día 30 de cultivo 

cuando comienzan a morir por apoptosis (Quarles y col. 1992).

La etapa proliferativa de las células MC3T3-E1 es estimulada autócrina y 

parácrinamente por diferentes agentes específicos e inespecíficos. Se ha 

descripto que esta línea celular secreta diferentes factores que se acumulan en la 

MEC, regulando y estimulando el crecimiento (Amarnani y col. 1993; Tremollieres 

y col. 1994; Thrailkill y col. 1995).

El ácido ascòrbico no estimula la expresión del gen de colágeno tipo I en 

células MC3T3-E1, sin embargo, éste es requerido para la acumulación de 

colágeno en la MEC (Quarles y col. 1992). En este sistema, el ácido ascòrbico 
incrementa la hidroxilación del procolágeno en restos de prolina ya que actuaría 

como un cofactor de la enzima prolilhidroxilasa. El procolágeno hidroxilado estga 

preparado para asumir una conformación de triple hélice, la cual se secreta más 

rápidamente que el colágeno no helicoidal, incrementando de esta forma su 

secreción y acumulación en la MEC. El ácido ascòrbico y el p-glicerofosfato 

parecen ser esenciales para la diferenciación osteoblástica, ya que ambos son 

requeridos para la expresión de la fosfatasa alcalina ósea, osteocalcina y la 

mineralización de la MEC. El p-glicerofosfato tiene una acción sinèrgica con el 

ascorbato para producir la acumulación de colágeno en la MEC y la actividad de 

la fosfatasa alcalina ósea en los osteoblastos. La mineralización del cultivo 
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requiere la presencia de p-glicerofosfato. Así, las células MC3T3-E1 muestran una 

expresión de las características del desarrollo osteoblástico en función del tiempo, 

similares a los del hueso in vivo (Quarles y col. 1992; Barrio y Etcheverry 2006).

Finalmente, se puntualiza que en este trabjo de Tesis doctoral, cuando 

mencionamos a la línea celular MC3T3-E1 como línea normal hacemos referencia 

a que presenta inhibición de contacto, que es una de las característica 

patognomónicas de las líneas celulares notransformadas.
Otro modelo utilizado en estudios in vitro de células de tipo osteoblasto 

murino es la línea UMR106 derivada de un sarcoma osteogénico de rata, inducido 

con 32P, que fue preservado por transplante en la misma colonia de ratas. Esta 

línea, a diferencia de las MC3T3-E1, tiene la característica fenotípica de un 

osteoblasto diferenciado, pero inmaduro: expresa altos niveles de fosfatase 

alcalina y colágeno de tipo I; pero no expresa osteocalcina, ni osteonectina, ni 

forma mineral óseo en cultivo. Esta línea se propone como un buen modelo para 

el estudio de efectos mediados por hormonas y diversos compuestos químicos en 

osteoblastos maduros (Partridge y col. 1983; Barrio y Etchverry 2006).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar complejos de vanadio(IV) y (V) a fin de obtener compuestos con 

potencial aplicación farmacológica, estudiar sus efectos biológicos en 

osteoblastos en cultivo e investigar los mecanismos que puedan mediar sus 

efectos citotóxicos.

Objetivos Específicos

1. Sintetizar y caracterizar fisicoquímicamente derivados de vanadio(IV) y (V) 

con distintos ligandos de interés biológico y farmacológico.

2. Evaluar los efectos de los complejos de vanadio sobre la proliferación, 

morfología celular y proteínas del citoesqueleto.

3. Investigar los posibles mecanismos de citotoxicidad: estrés oxidativo 
(concentración celular de ROS y relación GSH/GSSG), apoptosis (potencial 

de membrana mitocondrial y externalización de fosfatidilserina) y activación 

de vías transducción de señales intracelulares.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. Síntesis de los compuestos de vanadio.

1.1 Complejos de vanadio(IV)

1.1.1 [VO(hesp)(OH)3]Na4 3H2O, VO(hesp)

Este complejo fue sintetizado por primera vez en nuestro laboratorio con la 

siguiente técnica:

Se prepararon 5 mL de una solución acuosa de hesperidina (1 mmol), pH 

12, por agregado de NaOH concentrado. A esa solución se le adicionaron 0,5 

mmol de VOCI2 (solución acuosa al 50%), con agitación. Al disminuir el pH de la 

solución se produjo un precipitado verde. El mismo fue disuelto por agregado de 

gotas de NaOH 1M, llevando el pH nuevamente a 12. Se obtuvo un precipitado 

verde por agregado de etanol absoluto, el que se filtró y lavó varias veces con 

etanol absoluto frío. Se secó al aire.

1.1.2 [VO(oda)(H2O)2], VO(oda)

El complejo del catión vanadilo(IV) con oda=oxodiacetato, fue sintetizado 

de acuerdo a lo reportado por Del Rio y col. (2000). En síntesis: a una mezcla de 

VO(acac)2 (10,6 g, 40 mmol) y O(CH2COOH)2 (5,36 g, 40 mmol) se añadieron 100 

mL de agua destilada. La mezcla se calentó a reflujo por tres horas. La solución 
caliente fue filtrada y concentrada, dejándosela luego enfriar lentamente. Se 

obtuvieron cristales azules que se lavaron con acetona y éter etílico. El 

rendimiento fue de 80%.
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1.2 Complejos de vanadio(V)

1.2.1 VvO2(salicilaldehído semicarbazona), V(V)-Salsem

El complejo V(V)-Salsem, fue sintetizado y caracterizado por el grupo de la 

Dra. Dinorah Gambino de la Universidad de la república, Montevideo, Uruguay 

(Gambino y col. 2004). Brevemente, el complejo fue preparado por calentamiento 

a reflujo de VO(acac)2 (100 mg, 0,375 mmol, acac=acetilacetonato) con 

salicilaldehído semicarbazona (0,375 mmol) en etanol (10 mL) por 10 h. El 

complejo precipitó bajo la forma de un polvo microcristalino de color amarillo 

verdoso con un rendimiento del 70%. Por recristalización se obtuvieron cristales 

adecuados para la determinación estructural por difracción de rayos X.

1.2.2 K3[VO(O2)2CO3].H2O, peroxocarbonato de vanadio(V)

El peroxocarbonato de vanadio(V) fue sintetizado y caracterizado de 

acuerdo a la literatura (Stomberg 1985). Puede ser obtenido con alta pureza bajo 

la forma de pálidos cristales amarillos haciendo reaccionar una suspensión de 

0,23 g de V2O5 y 10 g de K2CO3 en 50 mL de H2O2 1,5% (v/v) y dejando la 

solución remanente por dos o tres semanas en refrigerador a temperaturas entre 

5 y 10 °C.

2. Caracterización fisicoquímica

2.1 Análisis elemental

El análisis químico fue realizado mediante espectrometría de absorción 

atómica para V. Para C e H se utilizó un analizador de elementos EA 1108 Cario 

Erba (Milán, Italia); Na fue determinado por fotometría de llama.
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2.2 Análisis termogravimétrico (TG) y térmico diferencial (DTA)
El análisis TG fue realizado bajo atmósfera de oxígeno (50 mL/min) y con 

una velocidad de calentamiento de 10 ° C/min. Las cantidades de muestra 

utilizadas estuvieron en el rango de 10-20 mg, y se empleó AI2O3 como estándar 

para el ATD. Se empleó para estas determinaciones un sistema termoanalítico 

Shimadzu (Kyoto, Japón) modelos TG-50 y DTA-50.

2.3 Espectros electrónico (UV-vis) y titulaciones espectrofotométricas

Se utilizó un espectrofotómetro UV.vis Hewlett-Packard (Palo Alto, CA, 

Estados Unidos) 8453 con arreglo de diodos empleando celdas de cuarzo de 1 

cm. Para el caso del complejo VO(hesp), la estequiometría del mismo fue 

establecida por titulación espectrofotométrica mediante el método de la relación 

molar. Se determinó el espectro electrónico de una solución acuosa de 

hesperidina (2 x 10'5 M) a pH 12 con el agregado de VOCI2 en un rango de 

concentración metal-ligando de 10 a 0,2 bajo atmósfera de nitrógeno.

2.4 Espectros infrarrojo (FTIR)
Los espectros infrarrojos de muestras sólidas fueron medidos en un 

espectrofotómetro FTIR Bruker (Alemania) IFS 66 desde 4.000 a 400 cm’1 bajo la 

forma de pastillas de KBr. La resolución espectral fue de ± 4 cm’1.

2.5 Espectros Raman
Los espectros Raman fueron medidos en un espectrofotómetro Bruker IF66 

con un accesorio Raman FRA 106. Para la excitación se utilizó la radiación de un 
láser de estado sólido Nd:YAG (1064 nm), en el rango entre 4000 y 100 cm’1. La 

resolución espectral fue de ± 4 cm’1.

2.6 Espectrocos de resonancia paramagnética electrónica (EPR)
Para la obtención de los espectros EPR se empleó un espectrofotómetro 

Bruker ESP300 operando en la banda X. Una simulación computarizada de los 
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espectros EPR fue obtenida mediante un programa SimFonia (WINEPR SimFonia 

v1.25, Bruker Analytische Messtecnik GmbH, 1996).

3. Medida de la actividad antioxidante

3.1 Actividad superóxidodismutasa
La actividad de la enzimasuperóxidodismutasa (SOD) se examinó 

indirectamente usando el ensayo de nitroazul de tetrazolio (NBT). La 

determinación indirecta de la actividad de SOD, del vanadilo(IV), hesperidina y su 

complejo fue ensayada por su habilidad para inhibir la reducción de NBT a 

formazán por el anión superóxido generado por el sistema xantina/xantina oxidasa 

a pH 10,2 (0,05 M de buffer NaHCOs/NaOH) (Beauchamp y Fridovich 1979; 

Iwamoto y Mifuchi 1982).

A medida que avanza la reacción se desarrolla el color del formazán 

producido generando un incremento en el espectro de absorción en la zona de 

560 nm. El sistema de reacción contiene diferentes concentraciones del 

flavonoide, del metal y del complejo. La reacción se inicia por el sistema xantina- 

xantina oxidasa en una concentración necesaria para producir un cambio de 

absorbancia entre 0,2 y 0,4. Se agrega una solución acuosa 0,2 mM de cloruro de 

cobre(ll) para frenar la reducción de NBT. Como el ion cobre(ll) libre puede 

interactuar con el anión superóxido produciendo su dismutación, se incluye en el 

medio ácido etilenediaminotetraacético (EDTA) 0,1 M, para formar el complejo de 
cobre (CuEDTA) que carece de actividad SOD. Cada experimento se llevó a cabo 

por triplicado y al menos tres experimentos independientes se realizaron en cada 

caso. La cantidad de complejo (o SOD) que produce un 50 % de inhibición (IC50) 

se obtiene graficando el porcentaje de inhibición en función del log de la 
concentración de la solución medida.

La actividad SOD fue determinada asimismo por el sistema no enzimàtico 

el que difiere del método enzimàtico por la forma de generar el radical superóxido. 

En este método, el sistema fenazina metosulfato (PMS)/ nicotinamida adenina 
dinucleótido reducido (NADH) produce el anión radical. El sistema contiene 0,5 

mL de muestra, 0,5 mL de 1,40 mM NADH, 0,5 mL de NBT 300 pM, en buffer 0,1

Tesis doctoral Josefina R i vade ne ira 52



Materiales y métodos

M (KHpPCU/NaOH, pH 7,5). Luego de incubar a 25° C por 15 min, se inicia ia 

reacción por agregado de 0,5 mL de 120 pM PMS (Kuo y col. 2001). La mezcla de 

reacción se incuba la mezcla de reacción por 5 min. Los resultados se determinan 

midiendo la absorbancia en 560 nm contra muestras del blanco.

3.2 Ensayos con DPPH»

La actividad antioxidante de hesperidina y VO(hesp) se midió por triplicado 

usando un método modificado de Yamaguchi y col. 1998. Una solución 

metanólica de DPPH*, radical 1 -difenil-2-picrilhidrazil (4 mL, 40 ppm) se agrega a 

1 mL de las soluciones antioxidantes en buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 7,1) a 25°C 

produciendo concentraciones finales de 10, 25, 50, 100 pM. Se midió la 

absorbancia en 517 nm luego de 60 min de reacción en la oscuridad y se 

comparó con el control preparado de manera similar pero sin la adición de los 

antioxidantes (a este valor se le asignó arbitrariamente un 100 %). Asimismo, se 

ensayó una solución 100 pM de ácido ascòrbico (poderoso agente antioxidante) 

como control de la reacción. En este caso, el color violeta del DPPH* desaparece 

inmediatamente.

3.3 Ensayo de decoloración de ABTS
La actividad total antioxidante se midió usando el coeficiente antioxidante 

equivalente (TEAC) de Trolox (ácido 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcroman-2- 

carboxílico). La sal del radical amónico (ácido 2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazoíino- 

6-sulfónico, ABTS +) fue generada incubando ABTS con persulfato de potasio. Los 

compuestos químicos que inhiben la actividad de persulfato de potasio reducen la 

producción de ABTS+. Esta reducción resulta en un decrecimiento de la 

concentración total del catión radical en el sistema y contribuye a la capacidad 

secuestrante total de ABTS +. Una solución acuosa de ABTS (2,5 mM) y persulfato 

de potasio (0,4 mM) se incubó en la oscuridad por 24 h. La solución se diluyó 10 

veces en buffer 0,1 M KH2PO4/NaOH (pH 7,4). A 990 pl de esta mezcla, se le 

agregaron 10 pL de hesperidina, el complejo o el estándar de Trolox en buffer 

fosfato (concentraciones finales: 0-100 pM). La reducción del catión radical 

ABTS + se registra espectrofotométricamente 6 min después de la mezcla inicial a 
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25°C. El decrecimiento porcentual de la absorbancia a 734 nm se calcula 

considerando que la condición basal (sin agregado de antioxidante) fue asignada 

con 100% y registrada como función de la concentración de las muestras, 

obteniendo la actividad total antioxidante (TAA). El TEAC se recalculó con la 

pendiente del gráfico del porcentaje de inhibición de la absorbancia en función de 

la concentración del antioxidante dividido por la pendiente del gráfico del Trolox 

(Pellegrini y col. 1999; Gorinstein y col. 2003).

4. Actividad biológica

4.1 Cultivos de osteoblastos
Se utilizaron dos líneas clonadas de células osteoblasto-símil: MC3T3-E1, 

línea de células no transformadas, derivada de calvaría de ratón y UMR106, 

derivada de un osteosarcoma de rata.
Ambas líneas celulares fueron cultivadas en frascos de plástico de 75 cm2 

a 37 ° C en una atmósfera humidificada con 5 % CO2, en un medio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con 10 % de suero bovino fetal 

(SBF) más los antibióticos penicilina (100 UI/mL) y estreptomicina (100 jig/mL). 

Una vez que los cultivos llegaron a 70-80 % de confluencia, las células se 

cosecharon usando tripsina-EDTA en PBS para resuspenderlas. Una fracción de 

células se diluyó 1:10 en DMEM con 10 % SBF para continuar el cultivo y la otra 

fracción se utilizó para realizar los experimentos. Para los experimentos, las 

células se plaquearon en microplacas. Cuando los microplacas alcanzaron la 

confluencia deseada según el ensayo, las células se lavaron con DMEM y se 

incubaron en DMEM sin suero (para evitar la influencia de los factores de 

crecimiento propios del suero) en presencia de distintas concentraciones de los 

complejos de vanadio.

4.2 Ensayos de viabilidad celular

4.2.1 Ensayo mitogénico
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La proliferación celular se estimó por medio del ensayo del cristal violeta 

descrito por Okajima y col (1992) con algunas modificaciones. Este ensayo se 

basa en la incorporación del colorante vital cristal violeta a ciertas estructuras 

subcelulares, en particular por las mitocondrias de las células metabólicamente 

activas, pero no por células inactivas. Las células fueron cultivadas en 

microplacas de 48 pocilios. Cuando alcanzaron 70-80 % de confluencia, se lavó la 

monocapaca celular con DMEM sin SBF y se incubó con medio de cultivo 

solamente (basal) y diferentes concentraciones (2,5-100 pM) de los complejos o el 

ligando libre durante 24 h a 37°C. Posteriormente a estos tratamientos, se lavó la 

monocapa celular con PBS, las células se fijaron con glutaraldehído al 5 % en 

PBS y se colorearon con cristal violeta al 0,5 %. El colorante incorporado por las 

células se extrajo con buffer glicina/HCI pH3,0 que contiene 30 % de metano!. E! 

extracto se diluyó adecuadamente con agua destilada y se midió la absorbancla a 

540 nm. Previamente, se demostró que los valores de absorbancia obtenidos con 

este ensayo correlacionan en forma directa con el recuento de células vivas en 

cámara de Neubauer (r= 0,897; p< 0,001) (Cortizo y Etcheverry 1995).

4.2.2 Ensayo de captación del rojo neutro
El ensayo de acumulación lisosomal de rojo neutro (RN) fue realizado de 

acuerdo a Borenfreund y col. (1984). Las células fueron sembradas en 
microplacas de 96 pocilios (2,5 x104 UMR106 células/pocillo o 1,8 x 104 MC3T3- 

E1 células/pocillo). Los osteoblastos fueron incubados con diferentes 

concentraciones de complejo por 24 h a 37°C en una atmósfera de CO2 al 5% en 

aire. Luego del tratamiento, el medio fue reemplazado por otro conteniendo 100 

pg/mL de colorante RN y las células se incubaron durante 3 h adicionales. Luego 

se descartó el medio con colorante y las células fueron lavadas dos veces con 

PBS (pH 7,4) para remover el RN no incorporado. Posteriormente, los 

osteoblastos fueron fijados adicionando a cada pocilio 100 pL de etanol 50% (v/v) 

y ácido acético 1% (v/v) liberando el RN a la solución. Las microplacas se agitaron 

durante 10 min. y se leyó la absorbancia de la solución en un lector de 

microplacas (7530, Cambridge Technology, Inc, Estados Unidos) a 540 nm.
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4.2.3 Ensayo de reversibilidad
Este ensayo permite evaluar el grado de toxicidad de un agente exógeno 

medido a través de la recuperación de las células después de la situación de 

estrés. Las células se plaquearon en microplacas de 48 pocilios y se dejaron 

crecer hasta alcanzar 70% de confluencia. Posteriormente se incubaron con 

distintas concentraciones de los complejos de vanadio durante 24 h a 37°C. Al fin 

de este período, se dividió la población de células en dos. A una, se le realizó el 

ensayo de cristal violeta. A la segunda, se le cambió el medio de cultivo DMEM 

por uno fresco suplementado con SBF y se la incubó por otras 24 h a 37°C. 

Finalmente, se llevó a cabo el ensayo de cristal violeta.

5. Estudios morfológicos

5.1 Tinción con Giemsa
Las características morfológicas del citoplasma y el núcleo de las células 

pueden observarse por medio de una tinción con Giemsa. Se cultivaron ambas 

líneas celulares en microplacas de 6 pocilios. Una vez que llegaron a 60-70 % de 

confluencia, se las incubó con distintas concentraciones de los compuestos de 

vanadio 24 h a 37°C. Posteriormente, se lavaron con PBS y se fijaron 5 minutos 

con metanol. Luego, se tiñeron 10 minutos con una dilución 1:10 de Giemsa. 

Finalmente, las microplacas se lavaron repetidamente con agua y las células 

fueron observadas bajo microscopio óptico. Las imágenes se registraron con una 

cámara de fotos adaptada al microscopio.

5.2 Tinción de los microfilamentos de actina
Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos de vidrio en microplacas 

de 6 pocilios. Luego de incubarlas en diferentes condiciones experimentales se 

lavaron con PBS y se fijaron 10 min. con p-formaldehído al 4 % en PBS. A 

continuación, las células se lavaron 3 veces con PBS y se permeabilizaron con 

etanol absoluto a -20°C por 4 min. Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS y 
las uniones inespecíficas se bloquearon 1 h con 5% de leche descremada en 

PBS. A continuación, se incubaron 2 h con Palloidina- FITO (Isotioclanato de 
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fíuoresceína) en una relación 1:100 para visualizar las fibras de actina. 

Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS, 7 min cada vez, en la oscuridad y 

con agitación suave. Las células se montaron en glicerol (80%) en PBS más una 

gota de ioduro de propidio (IP) (5pg/mL) el cual tiene afinidad por el material 

genético y se observaron con un microscopio de fluorescencia.

6. Mecanismos de acción

6.1 Estrés oxidativo

6.1.1 Generación de especies de oxigeno reactivas (ROS)
La generación de ROS se midió espectrofotométricamente mediante ¡a 

leuco sonda dihidrorodamina 123 (DHR 123), la cual es oxidada por ROS a la 

molécula fluorescente rodamina 123. Las líneas osteoblásticas fueron incubadas 

con los complejos de vanadio por 24 h. Luego, se lavaron dos veces con solución 

salina tamponada de Hank (HBSS) y se incubaron 30 min con DHR (1 ug/mL) en 

HBSS con el fin de permitir el ingreso de la sonda fluorescente al citoplasma y su 

posterior oxidación. Luego las células fueron lavadas con PBS y Usadas con 0,1 % 

Triton-X100. Los extractos celulares fueron analizados con un 

espectrofluorómetro Aminco Bowman SPF(Xexcitac¡ón= 490 nm; Xem¡s¡ón=520 nm), 

usando como estándar rodamina 0,5 uM (Cortizo y col. 2000).

A una alícuota de cada extracto celular se le determinó el contenido total de 

proteínas por pocilio por el método de Bradford (1976) para normalizar ¡os 

resultados por mg de proteínas.

6.1.2 Determinación de ios niveles de GSH y GSSG
La medición de los niveles de GSH y GSSG fue llevada a cabo siguiendo la 

técnica de Hissin y Hilf (1976) con algunas modificaciones. Los osteobíastos 

confluentes fueron incubados con distintas concentraciones de los complejos de 

vanadio a 37°C durante 24 h. Luego, las células se lavaron con PBS y se lisaron 

con 250 jllL de 0,1 % Tritón-X100 por 30 min. Para la determinación de GSH, se 

mezcló una alícuota de 100 uL del extracto celular con 1,8 mL de buffer fosfato 
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frío (Na2HPO4 0,1 M-EDTA 0,005 M pH 8) más 100 uL de o-ftaldehído (OPT) (0,1 

% en metanol). Para la determinación de GSSG, se mezcló 100 uL del extracto 

celular con 1,8 mL de NaOH 0,1 M pH 12 más 100 pL de OPT. Previamente, para 

evitar la oxidación de GSH a GSSG los extractos para la determinación de la 

concentración de GSSG, se incubaron con 0,04 M de N-etilmaleimida (NEM). Las 

determinaciones se realizaron con un espectrofluorómetro Aminco Bowman SPF 

(Aexc¡tac¡ón= 350 nm; Xem¡s¡ón= 420 nm). Las curvas de calibración con diferentes 
concentraciones de GSH y GSSG fueron procesadas en paralelo. El contenido de 

proteínas de los extractos fue cuantificado mediante la técnica de Bradford 

(Bradford 1976).

6.2 Estudios de apoptosis

6.2.1 Medición de la externalización de fosfatidilserina
Durante la apoptosis, uno de los primeros cambios que ocurren es la 

exposición del fosfolípido de membrana plasmática fosfatidil serina. La anexina V 
es una proteína de 35-36 kDa, calcio dependiente, con alta afinidad por la 

fosfatidilserina. El ensayo de anexina V-FITC/IP se basa en que las células 

apopléticas muestran fluorescencia verde en su superficie. Así, las células que 

están en estado de apoptosis se observan con una fluorescencia verde. A medida 

que se incrementa la permeabilidad de membrana, en estadios posteriores de 

apoptosis, el IP puede atravesar la membrana plasmática y unirse ai ADN. De 

esta manera, las células que sean anexina V positivas, IP positivas son células 

necróticas o se encuentran en un estadio de apoptosis tardía. Las células que no 

ingresaron en apoptosis, serán negativas para ambos fluorocromos.

Se incubaron las células con distintas concentraciones de complejos por 24 

h a 37°C. Al término de este tiempo, se adicionó anexina V-FITC/IP al medio de 

cultivo según las instrucciones del fabricante y se dejó incubar por 10 min en 

oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavó el exceso de los 

fluorocromos mediante sucesivos lavados con PBS y se cosecharon las células 
con una espátula siliconada. Los resultados se obtuvieron por citometría de fiujo 
(BD FACS Calibur™). Los datos se analizaron mediante el software FCS Express.
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6.2.2 Análisis del potencial de membrana mitocondrial (AT'm)
La alteración del potencial de membrana mitocondrial puede inducir 

apoptosis celular (Zou y col. 1999). Para detectar alteraciones en el potencia! de 

membrana mitocondrial, se empleó la sonda fluorescente rodamina 123 (Rh123). 

La rodamina es captada selectivamente por la mitocondria, hecho que depende 

del ^Pm (Johnoson et a 1980; Johnson y col. 1981). La disminución del potencial 

de membrana produce la liberación de la Rh123 desde la mitocondria con la 

consecuente disminución de la fluorescencia, lo que es un marcador de apoptosis. 

Las células fueron plaqueadas en microplacas de 6 pocilios a una densidad de 

2,5x104 células/pocillo a 37 °C. Posteriormente, se reemplazó el medio de cultivo 

por uno fresco sin SBF y se adicionaron distintas concentraciones de los 

complejos de vanadio. Al final del tratamiento, las células se incubaron con Rh123 

a 37 °C por 30 min a una concentración final de 5pg/mL. Finalmente, las células 

se lavaron con PBS y se levantó la monocapa celular mediante tripsinización. Se 

empleó PBS como control negativo. Las alteraciones de ATm se detectaron por 

citometría de flujo. Los resultados se analizaron mediante el software FCS 

Express.

6.3 Estudio de la vía de las Erks
Los efectos de los derivados de vanadio sobre el grado de fosforilación de 

las ERKs se determinó por Western blot. Se utilizaron extractos celulares, de 

diferentes condiciones experimentales, en solución reguladora de LaemmLi 

(1970), la cual contiene Tris 62,5 mM, pH=6,80 con 2 % dodecilsulfato de sodio 

(SDS), 5 % p-mercaptoetanol, 0,001 % azul de bromofenol y 10 % glicero!. Una 

fracción de estos extractos se sometió a una electroforesis en gel discontinuo y 

desnaturalizante de poliacrilamida (4 % gel stacking y 12,5 % para el ge! 

separador) conteniendo 10 % de SDS. Una vez realizada la corrida durante 30 

min a 100 mV para el gel stacking y 120 mV para el desarrollo de la electroforesis 

separativa, las proteínas del gel se transfirieron (una noche a 50 mA) a un pape! 

de nitroceluíosa, el cual luego se bloqueó 2 h con leche descremada a! 3 % en 

PBS (solución de bloqueo) a temperatura ambiente con agitación suave. Las 
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proteínas estudiadas fueron detectadas con anticuerpos específicos Brevemente, 

el papel de nitrocelulosa se incuba una noche con el primer anticuerpo diluido 

(1:1000 o 1:5000 dependiendo del extracto celular) en solución de bloqueo, luego 

se lava tres veces durante 15 min cada vez con PBS conteniendo 0,1 % de 

Tween y se incuba 2 h con una dilución 1:1000 del segundo anticuerpo en 

solución de bloqueo a temperatura ambiente con agitación suave. Luego, se lava 

tres veces durante 15 min cada vez con PBS conteniendo 0,1 % de Tween y se 

revela por la técnica de electroquimioluminiscencia. Las bandas de la placa 

radiográfica se escanearon y con el programa Scion Imagen se realizó un 

densitograma a partir del cual se calcularon las áreas relativas de los picos.

Para poder detectar y cuantificar separadamente las proteínas fosforiladas 

y la proteína específica total de señalización (fosforiladas más no fosforiladas) en 

el mismo papel de nitrocelulosa (misma corrida) es necesario realizar un striping 

luego de la primera cuantificación. El striping se realizó a 55 °C durante 30 

minutos con una solución que contiene solución reguladora a base de Tris 65 mM 

pH 6,80 con 2 % SDS y 10 % p-mercaptoetanol. Luego, el papel de nitrocelulosa 

se bloqueó nuevamente y se continuó como se describió anteriormente.

6.4 Ensayos con inhibidores

Con el fin de estudiar el mecanismo de acción y las vías utilizadas por los 
compuestos de vanadio para ejercer sus efectos, se hicieron preincubaciones de 

los osteoblastos con diferentes inhibidores.
Para el ensayo de viabilidad celular, se emplearon los secuestrantes de 

radicales libres N-acetilcisteína (NAC), una mezcla de vitaminas C y E y glutatión 

reducido GSH, el inhibidor de la síntesis de glutatión, L-butionina sulfoximida 

(BSO), el inhibidor de la vía de las ERKs, PD98059 y de la PI3K, wortmanina. Las 

dosis fueron las siguientes NAC, 100 jllM para los osteoblastos MC3T3-E1 y 200 

pM para los osteoblastos tumorales, durante 2 h; la mezcla de vitaminas E y C, 

25 pM para MC3T3-E1 y 50 pM para UMR106 durante 6 h; BSO, 10 pM para 

MC3T3-E1 y 40 pM para UMR106 durante una noche, GSH, 3 mM para MC3T3- 

E1 y 1 mM para UMR106 durante 2 h. PD98059, 1-20 pM y wortmanina 0,25-10 
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pM durante 30 min en ambas líneas celulares, respectivamente. Después de 

estas preincubaciones, se agregaron distintas concentraciones de los complejos 

por24ha37°C.

Se estudió el papel de NAC en la generación de ROS mediada por los 

complejos de vanadio. Las incubaciones se realizaron bajo las mismas 

condiciones que para el ensayo de viabilidad celular.

Para evaluar la influencia del estrés oxidativo en los eventos de apoptosis, 

se llevaron a cabo preincubaciones de 2 h con GSH. Para MC3T3-E1 se empleó 

0,25 mM y para UMR106 1 mM
La vía de las ERKs se estudió con los inhibidores PD98059, wortmanina y 

NAC. Para estos casos, las células se incubaron durante 1 h con 1 mM de NAC y 

30 min con 50 pM de PD98059, ó 10 pM de wortmanina previamente a la adición 

de los complejos.

7. Técnicas auxiliares

Determinación de proteínas por el método de Bradford.
Se confeccionó una curva de calibración utilizando albúmina sérica bovina; 

el rango de validez de la curva fue de 5 a 50 pg de proteína por tubo. La 

determinación se realizó mezclando 25 pL de muestra con 2 mL de reactivo de 

Bradford, luego de 5 min. se registró la absorbancia a 595 nm.

8. Análisis estadístico
El análisis estadístico de los datos se realizó utilizando el análisis de 

varianza de un factor (ANOVA) seguido del test de Newman-Keuls para las 

comparaciones de diferencias y en algunos casos el test t de Student para la 

comparación de dos medias. Los resultados representan la media ± error 

estándar de la media (SEM). Todos los valores con p<0,05 se consideraron 

estadísticamente significativo.
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RESULTADOS

Complejo de vanadio(IV) con hesperidina, VO(hesp)

El flavonoide hesperidina está compuesto por la flavanona hesperitina y el 

disacárido rutinosa (compuesto por ranmnosa, 6-desoxi-L-manosa, y glucosa). El 

mismo se halla presente en cítricos, especialmente en limones y naranjas. Posee 

propiedades antioxidantes, anti inflamatorias, anti alérgicas, hipolipidémicas, 

vasoprotectivas y acciones anticarcinogénicas. Se considera que muchas de 

estos efectos se deban probablemente a la acción de su aglicón hesperitina el 

que se muestra en el esquema de la figura 1.

Figura 1.Estructura de la hesperidina

1. Caracterización Fisicoquímica

1.1 Análisis elemental

Este análisis arrojó los siguientes porcentajes de C, H, V y Na: 38,5; 4,6; 
6,0; 10,4, respectivamente. Los mismos son coincidentes con los calculados para 

C28H3o022VNa4: 38,6 de C: 4,6 de H; 5,9 de V; 10, 6 de Na. Este análisis arrojó los 

siguientes porcentajes de C, H, V y Na: 38,5; 4,6; 6,0; 10,4, respectivamente. Los 
mismos son coincidentes con los calculados para C2sH3o022VNa4: 38,6 de C: 4,6 

de H; 5,9 de V; 10, 6 de Na.
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1.2 Análisis Termogravimétrico (TGA)

Para confirmar la estequiometría del complejo formado entre el VO(IV) y la 

hesperidina se procedió a medir la pérdida de peso en función de la temperatura 

en atmósfera de O2 y velocidad de flujo de 50 mL/min; utilizando una balanza 

termogravimétrica y sistema analítico Shimadzu (Kyoto, Japón) modelos TG-50 y 

DTA-50. Se observó un primer paso entre 20-100°C relacionado a la pérdida de 3 

moléculas de H2O seguido por la generación final de NaVO3 como residuo (20%). 

La formación de vanadato de sodio a 1000 ° C se confirmó por espectroscopia IR.

1.3 Espectro UV-visible y titulaciones espectrofotométricas

El espectro electrónico de la hesperidina fue determinado en una solución 

acuosa (pH 12) bajo atmósfera de nitrógeno. Se observaron tres bandas en el 

espectro del ligando a 248 nm, 288 nm y 358 nm (Hororttz y Jurd 1960; 

Tommasini y col. 2005). La última banda está relacionada con el anillo B (sistema 

cinamoilo) y las otras bandas, al anillo A (sistema bezoilo). Después de la 

interacción con el catión vanadilo se incrementaron las intensidades de ¡as 

bandas de alta energía y se pudo observar un pequeño cambio para estas dos 

bandas (figura 2). La banda a 358 nm permaneció inalterada lo que indica que no 

existe interacción del grupo cinamoilo con el metal central (Zhou y col. 2001).

Para determinar la estequiometría de VO(hesp) se realizaron titulaciones 

espectrofotométricas siguiendo el incremento de las bandas a 242 nm o 288 nm a 

través de la adición de diferentes cantidades de VO(IV) sobre una solución 

acuosa de hesperidina (2x10'5 M) a pH 12, manteniendo relaciones metal-ligando 

de 2 a 0,1. En ambos casos, en el gráfico de la variación de absorbancia en 

función de la relación molar, el punto de inflexión a [L]/[M]= 1 es indicativo de la 

formación de un complejo con estequiometría 1:1 (figura 1 interna).

El espectro electrónico en la región del visible fue medido con soluciones 
frescas de complejo a una concentración 5x10'4 M (pH 12) bajo atmósfera de 

nitrógeno. Un hombro de alta intensidad enmascaró la región UV del espectro 
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hasta 500 nm. Sin embargo, se pudo observar una banda a 702 nm junto con un 
hombro incipiente a 520 nm.

Figura 2. Espectro UV-Vis de hesperidina (2x 10~b M) 
y con VOCL-2 en relaciones ligando-metal (L/M) 
desde 10,0 a 0,2 (pH 12) bajo atmósfera de 
nitrógeno. La flecha indica el incremento del metal. El 
gráfico interno muestra la determinación 
espectrofotométrica de la estequiometría del 
complejo a 242 nm por el método de relación molar

Los complejos de V(IV) con azúcares coordinados a través de un grupo 

hidroxilo en posición cis muestran un patrón de tres bandas a aproximadamente 

420 nm, 500 nm y 700 nm (Hartley y col. 1980; Etcheverry 1997; Williams 2000). 

Se pudo concluir que la interacción del metal central con el ligando tiene lugar a 
través de grupos c/s-OH desprotonados del disacárido de la hesperidina, en vez 
de la interacción típica a través del grupo 3-OH del cinamoil de la flavonona 

hesperitina. Este resultado está en concordancia con el obtenido por 

espectroscopia infrarroja (ver más abajo).
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1.4 Espectro FTIR

La hesperidina está compuesta por la fracción hesperitina y el azúcar 

rutinosa. Para el análisis de los modos vibracionales del azúcar, el espectro fue 
dividido en las siguientes regiones a) 1500-1150 cm’1: vibraciones HCH, CH2OH; 

b) 1150-950 cm’1: estiramientos CO; c) 950-700 cm’1: deformaciones de grupos 

laterales (COH, CCH, OCH) o regiones anoméricas (Etcheverry y col. 2001). Los 

resultados se muestran en la Tabla 1. Los principales cambios en la intensidad y 

desplazamientos de las bandas ocurren en los picos que involucran estiramientos 

y deformaciones de los grupos OH. Estas modificaciones pueden deberse a la 

desprotonación y/o coordinación de dichos grupos del sacárido debido al medio 

fuertemente alcalino usado en la preparación del complejo.
Debido a la presencia de la banda de estiramiento localizada a 878 cm’1 se 

puede asumir que el residuo de glucosa está unido a la hesperitina como el 

anómero p y la banda a 818 cm’1 indica que el residuo de desoximanosa está 

presente como anómero oc.

La vibración V=O se localiza a 931 cm’1. La posición de la banda indica que 

la formación de quelatos alrededor del catión vanadilo ocurre a través de pares de 
grupos OH desprotonados y ubicados en posición cis. Lo mismo se observó para 

complejos con diferentes carbohidratos (Hartley y col. 1980; Etcheverry 1997; 

Williams 2000; Yang y col. 2001).

El estiramiento C(4)=O no sufre modificación en la posición de la banda y 

sólo disminuye su intensidad, por lo que se descarta la coordinación del metal a 
través de ese residuo. La aparición de una nueva banda en 1582 cm’1 puede 

deberse a la probable desprotonación del grupo OH unido al C(5) de la 

hesperitina dando lugar a la deslocalización electrónica entre ambos grupos, con 

el consiguiente acoplamiento de las vibraciones de estos dos enlaces.
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Tabla 1. Asignaciones del espectro infrarrojo de hesperidina y VO(hesp). Las 
posiciones de las bandas están en crrf1.

Hesperidina VO(hesp) Asignaciones
1647 mf 1644 h v (C=O)

1609 f 1612 mf v (C=C), anillo

1582 h

1516 f 1539 m/1515 h

1447 m 1432 m 5 (CH2)

1361 m 1382 d/1370 h 8 (COH)

1285 f 1273 m 8 (COH), v (C-O-C)

1196 f 1207 m/ 1176 m 8 (CH2)

1129 f 1132 m

1090 h 1095 h V (C-O)erido
1072 mf 1072 mf V (C-O)exo
1030h 1030 h

975 m 971 m

931 h v (V=O)

878 h 878 md 8 (C1H), p glucosa

818d 828 h/814 d 8(C1H), a

deoximanosa

743 d 767 h / 732 h

671 d 679 d

f, fuerte; mf, muv fuerte; m, mediana; d, débil; h, hombro; md, muv débil

1.5 Espectroscopia de EPR

La naturaleza monomérica del complejo fue determinada por 

espectroscopia EPR a temperatura ambiente (figura 3). El espectro cuenta con un 
patrón de 8 líneas (l=7/2) lo que confirma el estado de oxidación d1 V(IV). Los 
parámetros de espin Hamiltonianos g|¡=1,940; A||=167.10'cm'1, concuerdan con lo 
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previamente publicado para los complejos de vanadilo-sacáñdos (Sreedhara y col. 

1996). Además, se asumió que la configuración del complejo era un patrón d1xy 

axialmente compactado: gn<g± (g±=1,974) y A|¡=167,10>A± (A±=55x10’2 * 4-cm'1). En 

tales casos los parámetros de desdoblamiento hiperfino indican la presencia de 

un catión VO(IV) en entorno VO(O)4 con valores de Ay y gy en el rango de 149-186 
x 10’4 y 1,93-1,96 x 10'4-cm’1, respectivamente. En el presente caso el modo de 

unión de este complejo podría implicar una esfera de coordinación ecuatorial con 

dos grupos c/s-OH desprotonados provenientes del azúcar y dos enlaces con 

aniones OH’ coordinandos al vanadilo central.

2. Medida de la actividad antioxidante del complejo

2.1 Actividad superóxido dismutasa símil

La SOD cataliza la descomposición del anión radical superóxido, 

involucrado en ciertas enfermedades inflamatorias y vasculares, isquemia y 

diversas lesiones titulares; en oxígeno y peróxido de hidrógeno. La actividad SOD 

se mide generando el anión radical superóxido por el sistema xantina-xantina

Figura 3. Espectro de EPR (A) experimental y (B) calculado 
a temperatura ambiente de VO(hesp) medido en la banda X 
(9,406 GHz).
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oxidasa (método enzimàtico) y el sistema PMS/NADH (método no enzimàtico), 

midiendo la inhibición que produce sobre otra reacción: la formación de formazán 

a partir de NBT. El ensayo enzimàtico no provee evidencias concluyentes cuando 
los compuestos probados afectan la generación de superóxido por interacción 

directa con xantina oxidasa (XO). En tales casos, los valores de IC50 para la 

inhibición de la reducción de NBT y producción de ácido úrico (a partir de xantina) 

son muy cercanos. Estos inconvenientes pueden ser resueltos usando sistemas 

de ensayo no enzimáticos (Cos y col. 1998). Los valores obtenidos con el método 

enzimàtico fueron: SOD (0,085 pM), hesperidina (0,43 mM) y VO(hesp) (94 pM). 

Con el método no enzimàtico el complejo exhibió potente actividad SOD símil 

(6 pM), siendo los valores de IC50 para SOD y hesperidina, 0,21 pM y 2,23 mM, 

respectivamente. Puede verse que en ambas determinaciones la complejación de 

la hesperidina mejora su capacidad antioxidante, siendo el método no enzimàtico 

más concluyente porque se evita la interacción directa del superóxido con la 

enzima xantina oxidasa, con producción de ácido úrico.

Figura 4: Efecto de hesperidina y 
[VO(hesp)(OH)3]Na4.3H2O en la reducción de 
NBT por el anión radical superóxido generado 
en el método enzimàtico (sistema xantina/ 
xantina oxidasa).
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Figura 5: Efecto de hesperidina y
[VO(hesp)(OH)3]Na43H2O en la reducción de NBT 
por el anión radical superóxido generado en el 
método no enzimàtico (sistema fenazina 
metosulfato/ NADH).

2.2 Capacidad para secuestrar el radical difenil picril hidracilo (DPPH*)

La habilidad de secuestrar el radical DPPH* es un ensayo químico simple 

aplicado para determinar la capacidad antioxidante de polifenoles. Para 
hesperidina se observó que esta capacidad es mayor crece con el incremento de 
la concentración del antioxidante. De acuerdo al análisis estadístico, el complejo 

en concentraciones 50 y 100 pM presenta un efecto antiradical algo mayor pero 

significativo. Previamente se había establecido el valor de la actividad 

antioxidante de hesperidina usando el método de DPPH’ (Wilmsen y col. 2005).

En este trabajo se obtuvo un menor valor (en 5 determinaciones diferentes, 

cada una por triplicado) en condiciones experimentales algo diferentes (25° C, 
ausencia de dimetilsulfóxido (DMSO) y pH 7,1). De todos modos, en este trabajo 

se busca determinar si las actividades de los flavonoides son mejoradas por 

complejación con el metal y en este aspecto, se encontró que el catión 
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vanadilo(IV) no alteró la capacidad antioxidante de la hesperidina, o al menos su 

actividad se incrementó sólo levemente (figura 6)

Figura 6: Efecto de hesperidina y
[VO(hesp)(OH)3]Na4'3H2O, VO(hesp), en la 
reducción de la concentración de DPPH’.Los valores 
se expresan como la media ± el error estándar 
medio (SEM), *p<0,05;°p<0,01.

2.3 Actividad antioxidante total (TAA) y coeficiente antioxidante equivalente 

Trolox (TEAC)

Las actividades antioxidantes totales de hesperidina, VO(hesp) y Troíox se 

muestran en la Figura 7 donde se observa la dependencia de la inhibición como 

función de las concentraciones de los compuestos. El porcentaje de inhibición del 

catión radical ácido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) ABTS+ es 

dependiente de la concentración. A partir de las pendientes de estos gráficos, se 

calcula TEAC. Las capacidades antioxidantes equivalentes Trolox de hesperidina 

y VO(hesp) resultaron 0,67 y 0,61, respectivamente. El valor TEAC para 
hesperidina es menor que para otros flavonoides debido a diferencias 

estructurales (Rajendran y col. 2004) y la complejación con el metal no mejoró la 
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capacidad antioxidante, probablemente porque el vanadilo(IV) coordina a través 

del azúcar y no altera la estructura del grupo hesperitina.

Figura 7: Actividad antioxidante total (TAA) medida 
como la reducción de la concentración de ABTS + por 
agregado de hesperidina, VO(hesp), y Trolox. Los 
valores se expresan como la media ± SEM de al 
menos tres experimentos independientes, °p<0,001.

3. Actividad biológica

En los siguientes apartados, se muestran los efectos de VO(hesp) en 

sistemas biológicos. Cómo se mencionó anteriormente, se utilizaron dos tipos de 

líneas celulares osteoblasto símil como modelos biológicos: preosteoblastos de 

fenotipo normal, MC3T3-E1 y células tumorales de osteosarcoma UMR106.

3.1 Ensayo mitogénico

En la figura 8 su muestran los resultados obtenidos después de la 

incubación de los osteoblastos con 2,5-100 pM de VO(hesp) y el ligando libre 

(hesperidina). El complejo indujo inhibición de la proliferación en ambas líneas 

celulares de manera dependiente de la concentración. Para las células MC3T3- 
E1, esta inhibición ocurrió en todo el rango de concentración empleado. En 
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UMR106, la inhibición es significativa a 25 pM. A partir de 50 pM en adelante, el 

complejo tiene la misma eficacia de inhibición para ambas líneas celulares. A 100 

pM, la disminución de la proliferación celular alcanzó aproximadamente un 80 %. 

Por otro lado, el ligando libre tuvo un efecto inhibitorio de la proliferación celular 

hasta aproximadamente el 10% en el rango de concentración empleado.

Figura 8. Efecto de VO(hesp) y el ligando libre 
(hesperidina) sobre la proliferación de MC3T3-E1 y 
UMR106. Los resultados se expresan como 
% basal (sin la adición de complejo), * significativo con 
respecto al control; # significativo entre líneas 
celulares a la misma dosis empleada

3.2 Cambios morfológicos

Una de las primeras aproximaciones al entendimiento de los mecanismos 

de citotoxicidad de un agente exógeno, es la observación de las alteraciones 

morfológicas que causa ya que éstas permiten sugerir la forma de muerte celular 

que provoca (apoptosis y/o necrosis). En la figura. 9 se muestran las alteraciones 

morfológicas producidas por las distintas concentraciones de VO(hesp) en 
MC3T3-E1 y UMR106. En condiciones básales (sin el agregado de complejo), las 
células MC3T3-E1 poseen morfología tipo fibroblástica, su núcleo es redondo con 

alrededor de 3-5 nucléolos. Las células están unidas mediante conexiones 

celulares y pueden observarse algunas mitosis. Cuando se incubaron las células
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Resultados

con 50 pM de VO(hesp) se observaron cuerpos apoptóticos (flecha azul) y 

condensación del citoplasma. En presencia de 100 pM, el citoplasma colapso casi 

completamente y los núcleos se volvieron picnóticos (flecha negra). Las células 

UMR106 en términos generales, presentan forma cuboidal con el núcleo 

excéntrico y de forma arriñonada. Con respecto a la línea MC3T3-E1, poseen una 

mayor relación núcleo/citoplasma. En presencia de 50 pM de VO(hesp) la 

morfología nuclear de las células UMR106, se vio seriamente comprometida. Se 

observó fragmentación nuclear (flecha roja), los mencionados cuerpos apoptóticos 

y burbujas de membrana (flecha blanca). A 100 pM los núcleos se volvieron 

redondos, se observaron cuerpos apoptóticos y condensación de la cromatina en 

los bordes de los núcleos.

Figura 9. Efecto de VO(hesp) sobre la morfología de MC3T3-E1 y UMR106. Las células fueron 
incubadas durante 24 h con los compuestos. Posteriormente fueron teñidas con Giemsa y 
observadas bajo microscopio de luz (objetivo 100 X).
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Complejo del catión vanadilo (IV) con oxodiacetato (oda), VO(oda)

Dentro de la familia de los ligandos multidentados, oda=oxod¡acetato 

(O(CH2COO )2) se presenta como un versátil agente de complejación de metales. 

Como ligando, contiene un grupo dador OOO que puede acomplejarse con iones 

metálicos formando anillos quelatos.

La síntesis del complejo de oda con el catión vanadilo, VO(oda), así como 

la determinación de su estructura por difracción de rayos-X (figura 1) y actividad 

antiapoptótica en células RINm5F productoras de insulina fue previamente 

reportado (Del Río y col. 2000). Posteriormente VO(oda) fue sintetizado y 

caracterizado fisicoquímicamente por el Dr. E. J. Baran, quien gentilmente lo donó 

para la investigación exhaustiva de su acción biológica en osteoblastos en cultivo 

como parte de este trabajo de Tesis doctoral.

Figura 1. Estructura de VO(oda)

1. Estudios de viabilidad celular

1.1. Ensayo mitogénico

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos para los osteoblastos 
UMR106 y MC3T3-E1 mediante el ensayo de cristal violeta luego de incubar las 

células con concentraciones de VO(oda) en el rango 2,5-100 pM durante 24 h. 

Hasta 10 pM no hubo ningún efecto sobre la proliferación de MC3T3-E1 y 

UMR106, pero a partir de 25 pM, puede observarse un efecto inhibitorio 
dependiente de la dosis (p<0,001). Por otro lado, los osteoblastos normales son 

más sensibles a VO(oda) que los tumorales en este rango de concentración. El 
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ligando libre no ejerció efecto alguno sobre la proliferación de los osteoblastos en 
las dosis empleadas.

1.2. Efectos de VO(oda) sobre la actividad lisosomal.

Los lisosomas de células metabólicamente activas presentan la capacidad de 

captar el colorante rojo neutro (RN), siendo éste un ensayo usualmente empleado 

para determinar la ciotoxicidad de diversos compuestos. La acción de un 

compuesto tóxico como VO(oda) en los osteoblastos no transformados afecta, 

entre otras, la actividad lisosomal, provocando una disminución de la capacidad 

lisosomal para captar colorantes. Este efecto puede ser observado en la figura 3.

Figura 2. Efecto de VO(oda) sobre la proliferación de 
MC3T3-E1 y UMR106. Los resultados están expresados 
como el porcentaje del Basal y representan la media ± 
SEM de 3 ensayos diferentes, *significativo con respecto 
al Basal, # significativo entre líneas celulares con 
respecto a la misma dosis empleada.

Como puede verse, la concentración más baja de complejo (2,5 pM) no 
mostró diferencias con la condición basal (sin agregado de complejo). Sin 

embargo, a 5 y 10 pM se observó un aumento significativo en la captación del 
colorante por los lisosomas. Este aumento podría deberse a un fenómeno de 
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hormesis. A medida que se incrementó la concentración de VO(oda), se observó 

un marcado efecto citotóxico entre 25 y 100 pM. Por otro lado, en la línea tumoral 

UMR106, se detectó una disminución de la actividad lisosomal a partir de 25 pM 

con una disminución marcada a 100 pM, pero la disminución de la captación de 

rojo neutro fue estadísticamente menor en los osteobalstos tumorales que en los 

no transformados. Estos resultados de captación de RN correlacionan 

adecuadamente con los observados en el ensayo del cristal violeta (ensayo 

mitogénico) ya que los efectos deletéreos del complejo sobre la proliferación de 

las células tumorales fueron estadísticamente significativos a partir de 25 pM.

La alteración de la actividad lisosomal puede ser uno de los factores que 

juega un rol en la citotoxicidad de VO(oda).

Figura 3. Captación de rojo neutro por osteoblastos en cultivo luego de 24 h de incubación 
con VO(oda) a 37° C. a) MC3T3-E1. b) UMR106. Los resultados están expresados como la 
media ± SEM, n=16 , °p<0.05; *p<0.001

1.3. Ensayo de reversibilidad

Con el fin de evaluar el potencial de recuperación de los osteoblastos frente 

a las perturbaciones inducidas por el complejo, se determinó la viabilidad celular 

en presencia de DMEM suplementado con 10% de SBF posterior a la incubación 

con concentraciones crecientes de VO(oda). En la figura 4 se muestran los 
resultados obtenidos. Como puede observarse, no hubo reversión del efecto 

inhibitorio de VO(oda) en ninguna de las concentraciones en las cuales el
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complejo resulta citotóxico. Más aún, después del reemplazo del medio de cultivo 

en presencia de VO(oda) por un medio libre del complejo suplementado con SBF, 

se observó una acentuación de los efectos deletéreos. Esto revela la persistencia 

del efecto citotóxico del compuesto una vez que se lo ha removido y que las 

condiciones ideales de crecimiento (DMEM más SBF), en el tiempo evaluado, no 

son suficientes para revertir la toxicidad iniciada por el complejo.

Figura 4. Potencial de recuperación de los osteoblastos a) MC3T3-E1 y b) UMR106 
frente a la inhibición de la viabilidad celular por VO(oda) en medio de cultivo libre del 
complejo suplementado con 10 % SBF. Los resultados expresan la media ± SEM, n=6, 
*, # significativo con respecto al control, 0 significativo entre condiciones experimentales

2. Cambios morfológicos

2.1 Tinción con Giemsa

Tomando en cuenta los efectos deletéreos de VO(oda), se investigó la 

acción de este complejo sobre la morfología de las células MC3T3-E1 y UMR106. 

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos. En condiciones básales, las 
células MC3T3-E1 poseen morfología tipo fibroblástica, su núcleo es redondo con 

alrededor de 3-5 nucléolos. Las células están unidas mediante conexiones 
celulares y pueden observarse algunas mitosis. Cuando se incubaron con
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VO(oda), aparecieron alteraciones morfológicas típicas de apoptosis y necrosis. 

Con 50 pM de complejo, pueden observarse cuerpos apoptóticos (flecha azul) y 

pérdida de la integridad de membrana plasmática reflejada por la pérdida de 

citoplasma. En presencia de 100 pM, el citoplasma colapso casi completamente y 

los núcleos se volvieron picnóticos (flecha negra).

Figura 5. Efecto de VO(oda) sobre la morfología de MC3T3-E1 (panel superior) y UMR106 (panel 
inferior). Las células fueron incubadas durante 24 h con del complejo. Posteriormente fueron 
teñidas con Giemsa y observadas bajo microscopio de luz (objetivo 100 X).

La línea celular UMR106, en aspectos generales, tienen un fenotipo 

transformado, característico de las células tumorales, con el núcleo excéntrico y 

de forma arriñonada. Con respecto a la línea MC3T3-E1, los osteoblastos 

tumorales poseen una mayor relación núcleo/citoplasma. En presencia de 50 pM 

de VO(oda), los núcleos se alargaron con forma de herradura. Puede observarse 

condensación citoplasmática y cuerpos apoptóticos. Con 100 pM de complejo, se 

hace más evidente la constricción del citoplasma y aparecen núcleos 

condensados.
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2.2. Tinción de los microfilamentos de actina

La tinción de las fibras de actina con Paloidina-FITC se empleó para 

visualizar la arquitectura del citoesqueleto de las células osteoblásticas, tanto en 

condiciones básales (sin agregado de complejo) como en presencia de diferentes 

concentraciones de VO(oda). La figura 6 (a,b y c) presenta la organización de los 

filamentos de actina de las células MC3T3-E1 en condiciones básales e 

incubadas con 25 y 100 pM de VO(oda) respectivamente. En las células control, 

los microfilamentos se encuentran regularmente distribuidos y ubicados en 

dirección al eje principal de las células. En presencia de VO(oda), los filamentos 

de actina se reordenan y la forma de las células se pierde a medida que se 

incrementa la concentración. A 100 pM de complejo, las fibras están 

desintegradas y solo se observan algunos pequeños “cúmulos” de actina en los 

extremos citoplasmáticos. La figura 6 (c,d y e) muestra las características de los 

filamentos de actina de las células UMR106 en condiciones básales, con 25 y 100 

pM de complejo respectivamente.

Figura 6. Efectos de VO(oda) sobre la arquitectura de los filamentos de actina de 
MC3T3-E1 y UMR106. Las células fueron incubadas durante 24 h con los compuestos. 
Posteriormente fueron teñidas con teñidas con Paloidina-FITC y observadas bajo 
microscopio de fluorescencia (objetivo 100 X).
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En las células control, se ve una disposición estructural de las fibras similar 

a la observada en el control de las células MC3T3-E1. En presencia de 25 y 100 

pM de VO(oda) la regularidad de este patrón se alteró a medida que se 

incrementó la concentración del compuesto. Con 100 pM de complejo, la forma 

celular se alteró completamente y las fibras se dispusieron de forma 

desorganizada alrededor del núcleo. La intensidad de los cambios observados fue 

mayor en los osteoblastos con fenotipo normal con respecto a los tumorales. 

Estos resultados están en concordancia con las alteraciones observadas con 

tinción de Giemsa.

3. Mecanismos de acción

Se investigaron los posibles mecanismos que podría utilizar el complejo 

para ejercer sus efectos tóxicos. Así se determinó el estrés oxidativo a través de 

la medición de los niveles de especies de oxígeno reactivas (ROS) y de la 

evaluación de los efectos del complejo sobre la cupla redox 2GSH/GSSG. 
Finalmente, también se investigó el efecto de VO(oda) sobre la activación de la 

vía de las ERKs que, como fue explicado previamente, puede mediar efectos 

apoptóticos.

3.1. Estrés oxidativo

3.1.1 Generación de especies reactivas del oxigeno (ROS}

Uno de los principales mecanismos de citotoxicidad propuestos para el 

vanadio y sus derivados es la generación de estrés oxidativo (Evangelou, 2002). 

En este marco, se estudió el efecto de VO(oda) sobre la producción de ROS. La 

generación de ROS fue estimada mediante fluorometría utilizando la sonda DHR 
123. Como se mencionó anteriormente, esta sonda es un compuesto no 

fluorescente que permite detectar diferentes ROS, pero particularmente H2O2 
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(Capella y col. 2007). En las células, la DHR se localiza principalmente en la 

mitocondria y es oxidada a Rodamina 123 en presencia de agentes oxidantes, 

emitiendo fluorescencia. El complejo VO(oda), incrementó los niveles de ROS en 

ambas líneas celulares de una manera dependiente de la dosis (figura 7). En la 

concentración más alta empleada, 100 pM, el aumento de ROS fue 

aproximadamente el doble con respecto al basal. Se encontraron diferencias 

significativas según la línea celular. VO(oda) fue más efectivo para incrementar 

los niveles de ROS en MC3T3-E1 que en UMR106 cuando se trataron con 50 y 

75 pM del compuesto mientras que a 100 pM los niveles de ROS fueron similares.

Figura 7. Generación de ROS en las líneas celulares 
MC3T3-E1 y UMR106 en presencia de VO(oda). Las 

células fueron incubadas por 24 h a 37° C con 
concentraciones crecientes del complejo. La 
producción de ROS de las células se midió mediante 
la oxidación de DHR123 a Rodamina 123. Los valores 
representan la media ± SEM, n=6, * significativo 
respecto al control; # significativo entre líneas 
celulares con respecto a la misma dosis empleada.

Sobre la base de este resultado, se asumió que el estrés oxidativo jugaría un 

rol importante en los efectos de VO(oda). Para confirmar esta hipótesis, primero 

se incubaron las células en presencia de VO(oda) más N-acetilcisteína (NAO) (0,1 
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mM para MC3T3-E1 y 0,25 mM para UMR106) durante 2 h previo a la adición del 

complejo y se determinaron los niveles de ROS. NAC es un precursor de la 

síntesis de GSH y además puede actuar como secuestrante de ROS. Como se 

muestra en la figura 8, en presencia de NAC, los niveles de ROS disminuyeron 

parcialmente en MC3T3-E1 y UMR106 de manera significativa a partir de 50 pM.
A continuación, se evaluó la viabilidad celular en presencia de NAC. Para las 

células MC3T3-E1, se observó una reversión parcial de la citotoxicidad 

deVO(oda) a 75 pM y 100 pM. Para estas concentraciones, la viabilidad se 

incrementa desde 62 a 73 % y desde 51 a 67% respectivamente (figura 9a). En el 

caso de las células UMR106 (figura 9b), la inhibición de la citotoxicidad 

enpresencia de NAC ocurrió a partir de concentración (25 pM).

Figura 8. Efectos de VO(oda) sobre a) MC3T3-E1 y b) UMR106 sobre la producción de 
ROS en presencia de NAC. Las células fueron incubadas con distintas concentraciones de 
VO(oda) o VO(oda) más 0,1 mM de NAC para MC3T3-E1 y 0,25 mM para UMR106 
durante 24 h. Los resultados expresan la media ± SEM, n=6. Para ambas líneas celulares, 
0 significativo estadísticamente con respecto al control, # significativo a su correspondiente 
dosis en ausencia de NAC.
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Figura 9. Efectos de VO(oda) en a) MC3T3-E1 y b) UMR106, sobre la proliferación celular en 
presencia de NAC. Las células fueron incubadas con distintas concentraciones de VO(oda) o 
VO(oda) más 100 pM NAC para MC3T3-E1 y 200 pM para UMR106 durante 24 h. Los resultados 
expresan la media ± SEM, n=6. Para ambas líneas celulares, 0 estadísticamente significativo con 
respecto al control, # significativo a su correspondiente dosis en ausencia de NAC.

3.1.2. Balance Redox

Una generación sostenida de ROS usualmente produce el desbalance del 
estado redox intracelular, en el cual el glutatión, el tiol más abundante en las 

células, juega un papel fundamental. Por esta razón se determinaron los niveles 
de glutatión (GSH) y la proporción GSH:GSSG después de tratar las células con 
25, 50 y 100 pM de VO(oda) por 24h. Los niveles GSH disminuyeron con 50 y 100 

pM de complejo en ambas líneas celulares (figura 10a). Por otro lado, el nivel de 

GSH encontrado en UMR106 fue aproximadamente el doble que en MC3T3-E1. 

Posteriormente, se investigó la relación GSH:GSSG expresada como porcentaje 

del basal. En este caso, hubo una disminución significativa a partir de 50 pM del 

complejo en ambas líneas celulares. También se observaron diferencias en la 

proporción de GSH:GSSH entre ambas líneas osteoblásticas a 100 pM de 
VO(oda) (figura 10b).
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Figura 10. Contenido de GSH a) y relación GSH:GSSG b) de MC3T3-E1 y UMR106 en 
presencia de distintas concentraciones de VO(oda). Los resultados expresan la media ± SEM 
de tres ensayos independientes, * significativo con respecto al basal;0 significativo entre líneas 
celulares a la misma concentración de complejo.

Para confirmar que la depleción del glutatión jugaba un papel importante en 

la citotoxicidad de VO(oda) se realizaron dos ensayos de viabilidad celular en la 

línea celular MC3T3-E1. En el primero, se utilizó un inhibidor de su síntesis, 

L-butionina sulfoximida (BSO) y en el segundo, GSH.

Para el primer ensayo, se preincubaron las células durante una noche con 

10 pM de BSO. Al término de este tiempo se adicionaron concentraciones 
crecientes de VO(oda) por 24 h. Para el segundo, se realizó una preincubación 

con 3 mM de GSH durante 2 h y luego se agregaron concentraciones de VO(oda) 
desde 25-100 pM por 24 h. Los resultados se muestran en la figura 11. El efecto 

citotóxico de VO(oda) se incrementa de manera significativa en presencia de BSO 

en todas las concentraciones empleadas (Fig 11a). Cuando se incubaron las 

células en presencia de GSH, se observó una inhibición total del efecto 

a nti rol iterativo del complejo (Figura 11b).
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■Resultados

a) b)

Figura 11.a) Efecto de la depleción de glutatión sobre la pérdida de viabilidad celular inducida 
por VO(oda) en MC3T3-E1.Las células fueron incubadas con 10 pM de BSO durante una 
noche y posteriormente se adicionaron concentraciones crecientes de VO(oda) durante 24 h 
a 37 0 C. b) Efecto de GSH sobre la pérdida de viabilidad de MC3T3-E1 en presencia de 
VO(oda). Se incubó las células durante 2 h con 3 mM de GSH previo a la adición de distintas 
concentraciones de VO(oda) durante 24 h. Los resultados expresan la media ± SEM, n=9, * 
significativo con respecto al control; # significativo entre tratamientos a la misma dosis 
empleada.

Experimentos similares realizados con los osteoblastos tumorales 
mostraron en primer lugar que la concentración de GSH requerida para lograr una 

buena reversión de la citotoxicidad fue de 1mM, la tercera parte de lo requerido 

por los osteoblastos normales. Posiblemente esto se deba al hecho de que las 

células tumorales presentan, en condiciones básales, una mayor concentración 
endógena de GSH en comparación con las células no transformadas. Además, 

los resultados también fueron también concordantes con los obtenidos al 

preincubar las células tumorales con BSO, ya que para llegar a niveles 

equivalentes de supervivencia en presencia de iguales concentraciones de 
complejo hubo que emplear una concentración cuatro veces mayor de BSO en los 

osteoblastos tumorales que en los normales. En conjunto, estos resultados 

indican que las células tumorales están más protegidas que las normales contra el 
estrés oxidativo y el desbalance del estado redox celular.
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3.2 Estudios de apoptosis

3.2.1 Potencial de membrana mitocondrial

Si bien ios datos obtenidos mediante la sonda DHR123 y la depleción de 

glutatión sugerían que alguna alteración en la mitocondria mediaba la 

citotoxicidad de VO(oda), ningunos de estos agentes son privativos de esta 

organela. En este marco, se determinó el potencial de membrana mitocondrial 

(PMM) de MC3T3-E1 y UMR106 en presencia de VO(oda). Además, debido a que 

el colapso en el MMP suele estar acompañado de una alteración del estado redox 

celular, se exploró la relación entre el MMP y estrés oxidativo a través de la 

incubación de las células MC3T3-E1 en presencia de GSH.

Las células se incubaron con 50 y 100 pM de VO(oda) y 100 pM de 

VO(oda) en presencia de 3 mM GSH por 24 h y se midió el cambio en el potencial 

de membrana mitocondrial por citometría de flujo empleando la sonda 

rodamina123. En la figura 12a se muestran los resultados obtenidos para MC3T3- 

E1. La intensidad de fluorescencia de Rodamina 123 cambió hacia la izquierda lo 

que indica la pérdida de PMM. El porcentaje de células que tienen baja 

fluorescencia en presencia de 0, 50 y 100 pM de VO(oda) fueron 7, 35 y 41% 

respectivamente. Estos valores indican que los efectos ocurren de manera 

dependiente de la dosis. La adición de 3 mM de GSH restauró el PMM al nivel del 

control lo que confirma que los efectos de VO(oda) están mediados por la 

generación de estrés oxidativo y que el GSH juega un papel fundamental.
La figura 12b muestra los resultados obtenidos para UMR106. De manera 

similar al caso anterior, se observó una reducción en el PMM dependiente de la 

dosis. Los porcentajes de células hipofluorescentes son menores a ios 

observados para MC3T3-E1 a las mismas dosis empleadas: 20% a 50 pM y 27% 

a 100 pM de complejo. Por otro lado, la preincubación de los osteobíastos 

tumorales con 1 mM de GSH produjo una muy buena reversión de la disipación 

del PMM. Estos resultados están en concordancia con los obtenidos mediante 

cristal violeta, oxidación de DHR123 y variación de la relación GSH:GSSG.
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a) b)

Figura 12. Efecto de VO(oda) sobre el potencial de membrana mitocondrial (PMM) en a) MC3T3-E1 y b) 
UMR106. Las células fueron incubadas con 50 y 100 pM de VO(oda) o con 100 pM de complejo más 3 
mM para MC3T3-E1 o mM para UMR de GSH durante 24 h a 37° C. Cada histograma es representativo 
de tres experimentos independientes.

3.3 Estudio de los efectos de VO(oda) sobre la vía de las ERKs

La vía de ias ERKs juega un rol clave en la proliferación y diferenciación 

celular, sin embargo se ha demostrado que también puede estar implicada en 

eventos de muerte celular. A fin de un mejor entendimiento de los mecanismos de 

acción de VO(oda), se estudió la activación de las enzimas de la vía de las ERKs 

por el complejo mediante la técnica de Western blot. En la figura 13 se muestra un 
inmunoblot representativo de los efectos de VO(oda) sobre la vía de las ERKs en 

células UMR106. Como puede observarse, la cascada de las ERKs se activó con 

en forma dosis respuesta con la concentración del complejo. Este efecto se 

observó también en los osteoblastos MC3T3-E1. Las intensidades relativas de las 

bandas de ERKs fosforiladas (pERK) con respecto a las no fosforiladas (ERK) 

fueron determinadas por densitometría y están representadas como porcentaje 

Tesis doctoral Josefina Rivadeneira 87



con respecto al basal (parte inferior de la figura de la figura 13). Las intensidades 

relativas de pERK alcazaron un valor máximo de 275 a 1 mM de complejo en los 

osteoblastos UMR106, en tanto que en las células no transformadas este máximo 

fue de 430 para la misma concentración de VO(oda).

Figura 13. Dosis-respuesta de la fosforilación de 
las ERKs inducida por VO(oda). La células 
UMR106 fueron tratadas con diferentes 
concentraciones de VO(oda) por 1 h. Las 
intensidades relativas de estimulación fueron 
corregidas para ERK total, por densitometría. Los 
resultados están expresados como % Basal y 
representan la media ± SEM de tres 
exoerimentos indeoendientes.

A continuación se investigó la relación entre la activación de la vía de las 

ERKs y el estrés oxidativo inducido por VO(oda) en presencia de inhibidores 

específicos. Para ello, se preincubó las células UMR106 con 1 mM NAC durante 1 

h, 10 pM wortmanina (inhibidor de la vía de la PI3-K) y 50 pM PD98059 (inhibidor 

específico de las ERKs) durante 30 min previo a la adición de VO(oda). Como 

puede observarse en la figura 14, la presencia de NAC, PD98059 o wortmanina 

revirtió la activación de las vías de las ERKs a niveles básales. Estos resultados 

sugieren fuertemente una estrecha relación entre estrés oxidativo y fosforilación 

de las ERKs.
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Al probar el efecto de los inhibidores sobre la disminución de la toxicidad de 

VO(oda) sobre la proliferación celular, no se observó ninguna reversión con el 

empleo de wortmanina y de PD98059 ni con la mezcla de ambos. Por el contrario, 

el empleo de NAC permitió determinar una inhibición parcial del efecto 

antiproliferativo de VO(oda) en ambas líneas celulares, demostrando la relevancia 

del estrés oxidativo en la citotoxicidad de VO(oda).

Figura 14. Efectos de VO(oda) e inhibidores en la 
activación de ERK-1/2. Los osteoblastos fueron 
preincubados con 1 mM NAC durante 1 h, 50 pM de 
PD98059 y 10 pM de wortmanina durante 30 min. 
Posteriormente, los cultivos se incubaron con 1 mM de 
VO(oda) por una hora adicional. La intensidad relativa 
de estimulación para ERK-1/2 fue determinada por 
densitometría. Los resultados se expresan como % 
basal y son representativos de tres experimentos 
independientes.

Para confirmar si el estrés oxidativo era un factor importante en el efecto 

citotóxico del complejo vía activación de las ERKS, se evaluó la viabilidad celular 

en presencia de 100 pM de VO(oda) suplementado con PD98059 y wortmanina. 

En este caso, no se obervó reversión de la citotoxicidad de VO(oda) (datos no 
mostrados), por lo que no podemos confirmar la participación de las ERKs en el 

efecto citotóxico de VO(oda).
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Complejo de vanadio(V) con saiiciialdheído semicabazona, V(V)-Salsem

El complejo de vanadio(V) con salicilaldeído semicarbazona, V(V)-Salsem 

(figura 1), ha sido sintetizado y caracterizado por Gambino y col. (2004). 

Mediante difracción de rayos-X, se determinó que el ion de vanadio(V) tiene en el 

complejo una geometría de coordinación de pirámide de base cuadrada 

distorsionada. En la base de la pirámide está coordinado a una molécula de 

salicilaldehído semicarbazona que actúa como un ligando tridentado y a un 

ligando oxo. La pentacoordinación se completa con otro ligando oxo en el vértice 

de la pirámide.

Figura 1.Estructura de V(V)-Salsem.

1. Ensayo mitogénico

El compuesto V(V)-Salsem indujo citotoxicidad en la proliferación de 

ambas líneas osteoblásticas. Los efectos del complejo y del ligando libre fueron 

estimados por el ensayo de cristal violeta. La figura 2 muestra que a bajas 
concentraciones el complejo no ejerció ningún efecto. Sin embargo, a medida 

que se incrementa la concentración de V(V)-Salsem hasta 100 pM, se observó 

una disminución en la viabilidad celular dependiente de la dosis. Este efecto fue 

estadísticamente significativo después de 10 pM para las células no 

transformadas MC3T3-E1 y de 25 pM para los osteoblastos tumorales UMR106. 

A la máxima concentración empleada (100 pM), el complejo causó una inhibición 
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respecto al basal de aproximadamente 48 y 38% para los osteoblastos normales 

y tumorales respectivamente (p<0,001). Además, el ligando libre no mostró 

ningún efecto en la supervivencia celular en todo el rango de concentraciones 

testeadas (datos no mostrados por no presentar cambio alguno).

Figura 2. Efecto de V(V)-Salsem sobre la proliferación 
de MC3T3-E1 y UMR106. Las células fueron incubadas 
con diferentes concentraciones de V(V)-Salsem a 37 0 C 
por 24 h. Los resultados se expresan como % basal y 
representan la media ± SEM (n=9), * significativo 
respecto al basal; # significativo entre líneas celulares a 
la misma dosis empleada.

2. Cambios morfológicos

2.1. Tinción con Giemsa

Para una mejor evaluación de los efectos de V(V)-Salsem sobre los osteoblastos 

en cultivo, se investigó la acción del complejo sobre la morfología de celular de 

MC3T3-E1 y UMR106. Como se mencionó anteriormente, las células MC3T3-E1 
en condiciones básales, muestran un aspecto tipo fibroblasto en cultivo. Las 
células cuentan con núcleos redondos con 3-5 nucléolos y se conectan con sus 

vecinas mediante procesos lamelares (figura 3a). Los efectos deletéreos de
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V(V)-Salsem, observados a partir de 10 pM, conllevan a una condensación 

gradual del citoplasma y pérdida de las conexiones entre células (figura 3b). Los 

preosteoblastos se alargaron al igual que el núcleo y las células adoptaron forma 

fusiforme. A 100 pM de V(V)-Salsem, las alteraciones morfológicas se 

acentuaron; las células se volvieron redondas y los núcleos se condensaron 

notablemente adquiriendo un aspecto picnótico. Además, un importante número 

de células muertas se despegaron de la monocapa (Figura 3c).

a) b) c)

e) f)

Figura 3. Efecto sobre la morfología celular después del tratamiento de los osteoblastos con 
V(V)-Salsem. Panel superior, MC3T3-E1, a) basal, b) 10 pM, c) 100 pM. Panel inferior, 
UMR106, d) basal, e) 25 pM, f) 100 pM. La flecha indica “burbujas” de membrana. Objetivo 
40 X.

Las características morfológicas de las células de osteosarcoma UMR106 

en condiciones básales o control pueden observarse en la figura 3d. Estas 

células muestran forma poligonal, núcleos bien teñidos de forma irregular y 

citoplasma bien definido. A 25 pM de complejo (figura 3e), algunos núcleos 
muestran transformaciones típicas de apoptosis como “burbujas” de membrana 
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(ver flecha). Las alteraciones morfológicas de los núcleos fueron más marcadas 

a medida que se incrementó la concentración hasta 100 pM (Fig 3f).

2.2. Alteración de ios microfiiamentos de actina

La figura 4 (panel de arriba) presenta la organización de los filamentos de 

actina en las células MC3T3-E1 sin la adición del complejo (a), tratadas con 10 

pM (b) y 100 pM (c). En las células control, los microfiiamentos de actina se 

encuentran regularmente distribuidos. En los osteoblastos expuestos al complejo 

de vanadio, los filamentos de actina se reordenaron y la morfología celular se 

alteró a medida que la concentración de V(V)-Salsem se incrementó. A 10 pM 

puede observarse una incipiente modificación de la disposición de los filamentos. 

A 100 pM se hizo evidente la completa alteración de la forma celular. La pérdida 

de citoplasma fue especialmente marcada en esta última concentración lo que 

provocó el agrupamiento de los núcleos. En la figura 4 (panel inferior) muestra 

las características de los filamentos de actina en las células control de UMR106 

(d). Estas células tienen una disposición de las fibras de actina similar al patrón 

encontrado en las células MC3T3-E1 bajo condiciones básales. Cuando las 

células de osteosarcoma fueron expuestas a diferentes concentraciones de V(V)- 

Salsem, la regularidad de este patrón se alteró de acuerdo a la dosis. Los 

primeros cambios en los filamentos fueron detectados a una concentración más 

alta que para los osteoblastos no transformados (25 pM, e). A 100 pM de 

complejo (f), pudo observarse menor intensidad de tinción de las fibras de 

algunas células y desensamblaje completo de la red de actina manifestada como 

como un “punteado granular” con fragmentación nuclear en algunas células. La 

descomposición de las células, condensación nuclear o fragmentación y 

reducción de la tinción de la actina, las cuales pobrablemente reflejen el colapso 

del citoesqueleto, son característicos de apoptosis que se observa en estadios 

tardíos de este proceso. Estos resultados están en concordancia con ¡as 

alteraciones morfológicas observadas con la tinción de Giemsa.

Tesis doctoral Josefina R ¡vade ne ira 93



-Resultados

a) b) c)

d) e) f)

Figura 4. Efectos de V(V)-Salsem sobre los microfilamentos de actina. Panel superior, 
MC3T3-E1, a) basal b) 10 pM c) 100 pM. Panel inferior, UMR106, d) basal, e) 25 pM, f) 100 
pM. Objetivo 100 X.

3. Mecanismos de acción

A continuación, para lograr un mejor entendimiento del complejo proceso 

de citotoxicidad, se investigó el mecanismo de acción de V(V)-Salsem desde el 
punto de vista molecular mediante la determinación intracelular de ROS, 

apoptosis e inducción de las formas fosforiladas de la vía de transducción de 
señales reguladas extracelularmente ERK-1/2.

3.1 Estrés oxidativo

La figura 5 muestra los resultados obtenidos en la determinación de los 

niveles de ROS en presencia de V(V)-Salsem utilizando la oxidación de DHR 123 

al producto fluorescente rodamina. Como se mencionó anteriormente, esta 

sonda detecta principalmente H2O2 (Capella 2007). El complejo induce la 

generación de ROS en ambas líneas celulares. Las diferencias significativas con 
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respecto al basal pueden observarse a partir de 25 pM y existen diferencias 

significativas entre ambas líneas celulares a 75 pM de complejo. Cuando se 

incubaron las células con NAC, los niveles de ROS generados por el complejo 

disminuyeron significativamente a partir de 75 pM en ambas líneas 

osteoblásticas (figura 6). Resultados similares se obtuvieron cuando los 

osteoblastos se preincubaron durante 6 h previas a la adición del complejo con 

25 pM y 50 pM de una mezcla de vitaminas E y C para MC3T3-E1 y para 

UMR106, respectivamente.

Figura 5. Efectos de V(V)-Salsem sobre la 
producción de ROS en MC3T3-E1 y UMR106. 
Los osteoblastos fueron incubados con 
diferentes concentraciones de complejo durante 
24 h. Los valores representan la media ± SEM, 
n=6, * significativo respecto al basal, # 
significativo entre líneas celulares a la misma 
dosis.
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Figura 6. Efectos de V(V)-Salsem en la producción de ROS en presencia de NAC. Las células 
MC3T3-E1 fueron incubados con 100 pM de NAC más concentraciones del complejo (a). Las 
células UMR106 fueron incubadas con 200 pM de NAC más diferentes concentraciones de V(V)- 
Salsem (b). Los valores representan la media ± SEM, n=6, * significativo con respecto al control, 
# significativo entre tratamientos a la misma dosis.

Sobre la base que la sonda DHR123 detecta principalmente H2O2, se 

evaluó si efectivamente los osteoblastos eran sensibles a este ROS. Para ello, 

se incubaron las células con distintas concentraciones de H2O2. En la figura 7 se 
muestran los resultados obtenidos. Tanto MC3T3-E1 como UMR106 fueron 

afectados por H2O2 de una manera dosis respuesta. Además, las células no 

tumorales resultaron más sensibles a este ROS dado que la primera diferencia 

significativa pudo ser observada a 5 pM mientras que en las células tumorales 

ésta se corresponde a 10 pM.
A continuación se llevó a cabo un estudio para investigar los efectos de 

los secuestrantes de ROS en la proliferación celular. Los resultados pueden 

observarse en la figura 8. Los secuestrantes inhibieron parcialmente los efectos 

antiproliferativos de V(V)-Salsem.
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Figura 7. Sensibilidad celular al H2O2. Las células 
fueron incubadas con varias concentraciones de 
peróxido de hidrógeno por 24 h. Los resultados 
expresan el % basal y representan la media ± SEM, 
n=6. * Significativo con respecto al control, #
significativo entre líneas celulares a la misma dosis.

a) b)

Figura 8. Efectos de V(V)-Salsem y de NAC sobre la proliferación de a) MC3T3-E1 y 
b) UMR106. Las células fueron incubadas con diferentes concentraciones del complejo más 

NAC 100 pM para osteoblastos normales y 200 pM para los tumorales. Los resultados se 
expresan como % basal y representan la media ± SEM, n=6. Para MC3T3-E1, las 
diferencias significativas son * p<0,05, (j>p< 0,002 cuando se lo compara al control, # p<0,05, 
°p<0,002 entre tratamientos a la misma dosis empleada. Para UMR106, °p<0,002, *p<0,001 
con respecto al control, #p<0.05 cuando se compara entre tratamientos a la misma dosis.
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3.2 Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiológico de muerte celular potenciado por la 

presencia de agentes injuriantes. Este proceso genera, principalmente a nivel de 

membranas, diversas modificaciones en la estructura de las células. Una de las 

primeras modificaciones que pueden ser definidas es la externalización del 

foslfolípido fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmática. La 

figura 9 muestra la cuantificación de células apoptóticas determinadas por 

citometría de flujo en MC3T3-E1 incubadas con diferentes concentraciones de 

V(V)-Salsem.

Figura 9. Efectos de V(V)-Salsem en la apoptosis celular de MC3T3- 
E1 determinada por citometría de flujo mediante Anexina V. Las 
células fueron tratadas durante 24 h con 0 (basal), 50 y 100 pM de 
complejo, y con 0,25 mM de GHS más 100 pM de V(V)-Salsem. Los 
histogramas son representativos de tres experimentos independientes. 
Los números indican el porcentaje de células Anexina V positivas.
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Como puede observarse, bajo condiciones básales, el 17 % de las células se 

encuentran en apoptosis. Este porcentaje se incrementa hasta 34% a 50 pM 

alcanzando un máximo de 44% a 100 pM de complejo. En el caso de los 

osteoblastos tumorales (figura 10), se observó un incremento del porcentaje de 

células apoptóticas desde 14% en condiciones básales hasta 33% en presencia 

de 100 pM de V(V)-Salsem. Dado que el GSH es uno de los más importantes 

secuestrantes de peróxido de hidrógeno, se evaluó su efecto en presencia de 

100 pM de V(V)-Salsem más 0,25 ó 1 mM para MC3T3-E1 y UMR106 

respectivamente. Bajo estas condiciones experimentales, se observó un 

importante descenso del porcentaje de células apoptóticas en ambas líneas 

osteoblásticas.

Figura 10. Efectos de V(V)-Salsem en la apoptosis celular de UMR106 
determinada por citometría de flujo mediante Anexina V. Las células 
fueron tratadas durante 24 h con 0 (basal), 50 y 100 pM de complejo, y 
con 1 mM de GHS más 100 pM de V(V)-Salsem. Los histogramas son 
representativos de tres experimentos independientes. Los números 
indican el porcentaje de células Anexina V positivas.
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3.3 Activación de las ERKs

La activación de la cascada de las ERKs por V(V)-Salsem fue evaluada 

por western blot. Un inmunoblot de de los efectos del complejo en osteoblastos 

UMR106 se muestra en la figura 11. Como puede observarse, las ERKs se 

activan fosforilándose con 1mM de V(V)-Salsem; este efecto se observó también 

en los osteoblastos no transformados.

Figura 11. Efectos de V(V)-Salsem e inhibidores en la 
activación de ERK-1/2. Los osteoblastos fueron 
preincubados con 1 mM NAC durante 1 h, 50 pM de 
PD98059 y 10 pM de wortmanina durante 30 min. 
Posteriormente, los cultivos se incubaron con 1 mM de 
V(V)-Salsem por una hora adicional. La intensidad 
relativa de estimulación para ERK-1/2 fue determinada 
por densitometría. Los resultados se expresan como 
% basal y son representativos de tres experimentos 
independientes.
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A fin de explorar con mayor profundidad el mecanismo involucrado en la 

activación de esta vía de señalización, los osteoblastos también fueron 

incubados con dos inhibidotes de esta vía, PD98059 y wortmanina, previo a la 

adición de V(V)-Salsem. Por otro lado, para evaluar la participación del estrés 

oxidativo sobre la activación de las cascadas de las ERKs, se utilizó también la 

preincubación de los osteoblastos con NAC. La fosforilación inducida por 1 mM 

del complejo fue totalmente inhibida por PD98059 y parcialmente por 

wortmanina. Por otro lado, NAC no abrogó la fosforilación de las ERKs (figura 

11). Con el fin de determinar si la activación de ERK-1/2 podría estar involucrada 

en los efectos antiproliferativos del complejo de vanadio, se determinó la 

proliferación celular en presencia de 100 pM de V(V)-Salsem más PD98059. En 

MC3T3-E1 se observó una inhibición de los efectos antiproliferativos del 

complejo con 1 pM de PD98059 (figura 12).

Figura 12. Efectos de V(V)-Salsem sobre la proliferación celular 
de MC3T3-E1 en presencia de PD98059. Las células fueron 
incubadas con 1 pM de PD98059 durante 30 min previo a la 
adición de 100 pM de complejo. Los resultados expresan la 
media ± SEM. n=6.

Esta inhibición no se observó en UMR106. Por otro lado, la presencia de 
wortmanina no inhibió los efectos de V(V)-Salsem. En conjunto, estos resultados 
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indican que la vía de las ERKs se encuentra implicada, al menos en parte, en ias 

acciones antiproliferativas del complejo de V(V).
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Complejo de vanadio(V) con peroxocarbonato, K3[VO(O2)CO3].H2O

Algunos peroxocompiejos de vanadio(V) han mostrado interesante 

actividad antitumoral en diferentes sistemas (Djordjevic y Wampler 1985; 

Djordjevic 1995; Baran 1997; Rehder 2008). Dos de las especies más activas 
fueron las sales de amonio de los aniones [0{V0(02)2}2]4' y [VO(O2)2(C2O4)]y 

(Djordjevic y Wampler 1985). Por otro lado, parece razonable poder regular la 

actividad de estos peroxocomplejos a través de la variación de los heteroligandos 

unidos al centro metálico.

Los resultados obtenidos en la caracterización fisicoquímica y de la actividad 

biológica de osteoblastos en cultivo de K3[VO(O2)2CO3].H2O se describen a 

continuación

1. Caracterización fisicoquímica

1.1 Estructura cristalina

El compuesto cristaliza en el grupo espacial monoclínico Cm con Z=2. El 
vanadio(V) presenta una coordinación de bipirámide trigonal y el anión carbonato 

actúa como un ligando bidentado. Como se ve en el esquema de la figura 1, los 

dos grupos peroxo y uno de los oxígenos del anión carbonato son prácticamente 

coplanares, generando el plano ecuatorial del anión mientras que el otro oxígeno 
del carbonato y el grupo oxo ocupan posiciones axiales (Stomberg 1985).

Figura. 1 Estructura esquemática del anión complejo
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1.2 Espectro electrónico.

Es característico de oxodiperoxovanadatos (Evans 1957; Tótaro 2002) con 

una banda muy fuerte en 196 nm (Et~10.500 L mor1crrí1) que muestra un 

pequeño decaimiento hacia el visible y es, por lo tanto, responsable del color de! 

complejo. Esta banda puede ser asignada a una transferencia de carga desde el 

grupo oxo al átomo central de vanadio(V). Por comparación, cabe mencionar que 

para el anión ortovanadato VO43', este tipo de bandas de transferencia de carga 

O V se encuentran entre 200 y 270 nm (Müller y col. 1973). La segunda banda 

ha sido normalmente asignada a transferencias de carga que involucran ios 

grupos peroxo. Estas transiciones involucran a los orbitales n del grupo peroxo y 

a los orbitales dxy y dx2. y2 del metal central (Tuck y Walters 1963; Baran 1977; 

Tótaro 2002). Esta “donación k” está favorecida por la alta carga del vanadio 

(Tuck y Walters 1963) y permite explicar, al menos en parte, el acortamiento 
observado en las uniones 0-0 que, en este caso, tiene un valor de 1,467 Á 

(Stomberg 1985) que usualmente es algo más corta que el valor generalmente 

observado para esta unión (1,49 Á) (Connor y Ebsworth 1964; Baran 1977).

1.3 Espectros FTIR y Raman

Se muestran en las figuras 2 y 3 y las asignaciones de los modos de 

vibración se pueden observar en la tabla 1. Las mismas fueron realizadas sobre 

resultados previamente reportados en la literatura para compuestos similares 

(Fujitay col. 1962; Griffith 1964; Drewy Einstein 1972; Nakamoto 1997).
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Figura 2. Espectro FTIR de K3[VO(O2)2CO3].H2O 
entre 2000 y 400 cm'1.

Figura 3. Espectro Raman de K3[VO(O2)2CO3].H2O 
en el rango 2000 a 100 cm'1
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Tabla 1. Asignaciones de los espectros vibracionales de K3[VO(O2)2CO3].H2O 
(Posición de las bandas en cnT1) #)

#) On se refiere al átomo de O libre del grupo carbonato y O| a los átomos de o 
unidos al metal (Nakamoto1997)
-Intensidad y forma de las bandas: mf: muy fuerte; f: fuerte; m: mediana;
d: débil; md: muy débil; h: hombro; a: ancha.

IR Raman Asignaciones

3185 mf, a v(OH)

1577 mf 1492 md v(C-Oh)

1350 h, 1340 mf 1337 d v(C-Oi) + 0(0,0,,)

1050 f 1050 m v(C-O,)

972 d 973 md

938 f 932 f v(V=O)

868 mf 879 f v(O-O)

738 f 736 d v(V-O|) + óanillo

692 m 692 d ó(O|CO|i) + v(C-O|) +

v(V-O|)

627 mf 628 d v(V-O2)

594 d 592 m v(V-O2) (?)

526 d 523 d

485 d 484 mf v(V-O|)

461 m
384 d v(V-O|) + ógnillo

329 f 0(O„-V-O2)

295 m 0(O||-V-O,)

265 md

196 d Modos de red

162 m, 142 m
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2. Actividad biológica en cultivos de osteoblastos

En la figura 4 se observa el efecto de diferentes concentraciones del 

complejo en cultivos de osteoblastos MC3T3-E1 y UMR106..

Figura 4- Efecto de K3[VO(O2)2CO3].H2O sobre la proliferación de 
osteoblastos MC3T3E1 y UMR106. Las células fueron incubadas en 
medio DMEM sin agregado de suero (basal) o con diferentes 
concentraciones del complejo a 37 °C por 24 h. Los resultados se 
expresaron como % basal y representan la media ± SEM 
(n=6), *p<0.001.

A bajas concentraciones (2,-5 pM), el peroxoderivado es más tóxico para 
los osteoblastos no transformados MC3T3-E1 que para la línea tumoral UMR106. 

(p<0,001). En el rango de 10-25 pM los efectos citotóxicos son similares para 

ambas líneas osteoblásticas. A 25 pM, las células metabólicamente activas son 

10-12% del control (condición sin agregado de complejo). Este resultado muestra 

el perocarbonato de V(V) es el complejo más tóxico probado hasta el presente en 

osteoblastos en cultivo.

Tesis doctoral Josefina Rivadeneira 107



Discusión



Discusión

DISCUSIÓN

Aunque la especulación de que los complejos metálicos podían poseer 

actividad antitumoral ha existido desde comienzos del siglo XX y la investigación 

de la acción antitumoral de los compuestos inorgánicos comenzó en 1931, los 

efectos antineoplásicos de éstos se demostraron por primera vez en 1965 (Kieler 

y col. 1965) mientras que en 1967, el vanadio, evaluado entre otros metales 

contra tumores murinos espontáneos, resultó ser inactivo (Djordjevitz 1995). La 

actividad antitumoral de los metales recibió fuerte atención después del 

descubrimiento de los efectos antitumorales del c/s-PtCl2(NH3)2 (cisplatino) y 

desde entonces, resurgió el interés en los compuestos de vanadio por los 

descubrimientos de English y col. (1983), en el rol del metal como un inhibidor de 

la diferenciación terminal de células de eritroleucemia murina y por Thompson y 

col (1984), en la inhibición, mediante dieta con sulfato de vanadilo, de la 

carcinogénesis mamaria inducida químicamente. Este trabajo también proveyó 

evidencia de que este metal traza, podía ser un efectivo agente quimiopreventivo. 

Además, los efectos farmacológicos de los compuestos de vanadio como sus 
acciones insulinomiméticas (Tsiani y Fantus 1997; Goldwasser y col. 2000; Peters 

y col. 2003; Mehdi y Srivastava 2005) y la reducción de la hiperlipidemia e 

hipertensión, con relación a sus pequeños efectos colaterales adversos (Brichard 

y Henquin 1995), revelan el potencial terapéutico de estos compuestos. La 

evidencia acumulada de experimentos llevados a cabo en los últimos 20 años, 

sugiere que el vanadio podría ser considerado como un representante de una 

nueva clase de agentes antitumorales metálicos no derivados del platino.

Se ha propuesto que los mecanismos antitumorales ejercidos por los 

compuestos de vanadio incluyen la inhibición de tirosina fosfatasas, cambios en 
las proteínas del citoesqueleto, generación de estrés oxidativo y activación de 

enzimas xenobióticas (Evangelou 2002).

Los ligandos orgánicos e inorgánicos pueden potenciar las propiedades 

fisicoquímicas de los metales a los que se unen y también, en el caso de poseer 

actividad propia, esa interacción puede modular la acción de los ligandos. Esto es 

de particular interés puesto que las cualidades deseables de un agente 
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farmacéutico incluyen estabilidad, biodisponibilidad oral y escasos o nulos efectos 

colaterales adversos. Muy pocos metales cuentan con mecanismos inherentes de 

transporte activo o facilitado, salvo aquellos esenciales como cobre, zinc o hierro 

(Rucker y col. 1994). La esencialidad del vanadio es todavía debatible y no se 

conoce un mecanismo de transporte activo en células de mamíferos (Nielsen 

1997).

En el presente trabajo de tesis doctoral se estudió el posible mecanismo de 

citotoxicidad de dos compuestos de vanadio(IV) y dos de V(V). Los ligandos 

empleados para los compuestos de V(IV) fueron un flavonoide (hesperidina) con 

propiedades farmacológicas propias y un carboxilado multidentado (oxodiacetato), 

de interés como modelo de las interacciones con ligandos naturales multidentados 

propios de la estructura celular. Los ligandos de vanadio(V) incluyeron a otro 

compuesto multidentado (salicilaldehidosemicarbazona, también con reconocida 

actividad farmacológica) y un peroxocarbonato, de interés en el caso de los 

derivados de vanadio ya que a los peroxocompuestos de vanadio se le han 

atribuido fuertes propiedades insulinomiméticas.

Complejos de vanadio(IV)

VO(hesp)

La hesperidina es un compuesto correspondiente al grupo de los 

flavonoides, los cuales son polifenoles sintetizados predominantemente por 

plantas superiores (Bors y col. 1990; Hertog y col. 1993). Los flavonoides tienen 

efectos antioxidantes supuestamente debido a su actividad de secuestradores de 

ROS tales como anión superóxido, radicales hidroxilos y peroxilos, radical NO* y 

peroxonitrito (Kostyuk y col. 2004). Además los flavonoides son efectivos 

quelantes de metales (Ska-Kordala y col. 2001; Zhang y col. 2005), un proceso 

interesante en las etapas de trasporte y almacenamiento de diversos metales por 

parte de los seres vivos. Una vez en el interior de un organismo o de una célula, 

un metal de transición puede iniciar un proceso de generación de radicales libres 
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(vía la reacción de Fenton), por lo que la quelación de metales podría ser otro 

mecanismo de actividad antioxidante.

La hesperdina tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 

anticarcinogénicas entre otras (Harbone 2000; Garg y col. 2001; Chiba y col. 

2003).
La síntesis de complejos de V(lV) con flavonoides y posterior evaluación de 

sus efectos en sistemas biológicos ha sido reportada por otros autores con 

resultados alentadores. Por ejemplo, el complejo de vanadio conjugado con 

quercetina, bis(quercetinato)oxovanadio(IV) (BQOV) mostró actividades 

hipoglucemiantes y baja toxicidad en células CHO (Shukla y col. 2006). En 

nuestro laboratorio, se sintetizó un complejo del catión vanadilo(IV) con quercetina 

de fórmula [VO(Quer)2EtOH]n (QuerVO), que presentó propiedades antitumorales 

y osteogénicas (Ferrer y col. 2006).

El complejo VO(hesp) fue sintetizado y caracterizado por diferentes 

métodos físicoquímicos. Los mismos revelaron que el complejo formado entre el 

catión vanadilo(IV) y el ligando hesperidina mostró interacción del ligando a través 

de dos grupos O- desprotonados del disacárido y 2 grupos oxhidrilos adicionales. 
Estos dadores de oxígeno produjeron un campo fuerte alrededor del grupo V=O. 

El complejo presentó mayor poder antioxidante que el ligando libre, en su poder 

de dismutación del anión radical superóxido. Sin embargo, cuando se consideró la 

capacidad secuestrador de radicales DPPH* y ABTS+ para hesperidina y su 

complejo se observó que esta propiedad era similar para ambos compuestos, 

hallándose en el rango de la capacidad antioxidante del flavonoide. En este 
contexto, la complejación no mejoró el poder antioxidante de hesperidina. Este 

hecho podría deberse a que la coordinación del catión vanadilo(IV) ocurre sobre 

la parte rutinosa del ligando, permitiendo que el flavonoide actúe sin 

modificaciones.
El siguiente paso en el estudio de VO(hesp) fue evaluar su efecto sobre la 

proliferación de los osteoblastos en cultivo. Como se mencionó anteriormente se 
emplearon dos líneas celulares, una con fenotipo normal, MC3T3-E1, derivada de 

calvaría de ratón y otra línea UMR106, derivada de un osteosarcoma de rata. El 

complejo inhibió la proliferación en ambas líneas celulares de manera 
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dependiente de la concentración. En las células MC3T3-E1 esta inhibición ocurrió 

en todo el rango de concentración empleado mientras que en las células UMR106 

fue significativa recién a partir de 25 pM. Estos resultados reflejan diferentes 

sensibilidades a la acción del complejo según la línea celular. Efectos similares 

fueron previamente publicados por nuestro grupo en estos modelos osteoblásticos 

(Cortizo y Etcheverry, 1995; Sálice y col. 1999; Cortizo y col. 2000). A partir de 50 

pM en adelante, el complejo VO(hesp) tuvo la misma eficacia de inhibición para 

ambas líneas celulares. Esto podría reflejar efectos meramente citotóxicos que ya 

no dependen de la línea celular sino de la concentración de complejo empleada. 

Por otro lado, en este caso el ligando libre tuvo un efecto inhibitorio sobre la 

proliferación celular de aproximadamente el 10%, demostrando claramente la 

importancia que juega el ligando en las propiedades del complejo.

Si bien la mayoría de las concentraciones empleadas en este estudio (2,5- 

100 pM) son relativamente más altas que las concentraciones séricas que se 

alcanzan cuando se tratan ratas con 50 mg / día de sulfato de vanadilo (10-15 pM) 

(Shechter y col. 1995; Thompson y col. 1998), debido a que el vanadio se 

acumula principalmente en huesos, puede alcanzar allí concentraciones 

relativamente más altas (26,4 pg/ g de peso seco) (Yuen y col. 1993). Así, las 
dosis empleadas son consistentes con las concentraciones alcanzables in vivo en 

el microambiente óseo.

La mayoría, sino todas, de las células animales tienen la habilidad de 

autodestruirse por activación de un programa suicida interno (apoptosis) cuando 

ya no son necesarias o cuando están seriamente dañadas. La apoptosis es un 

modo de muerte celular que se caracteriza por una serie de cambios morfológicos 

específicos. Estos cambios presentan características similares desde células de 

insectos hasta células de mamíferos, lo que sugiere que la maquinaria molecular 

de muerte se ha conservado durante la evolución. Si bien esta maquinaria no está 

claramente caracterizada, los cambios morfológicos que se producen en las 
células incluyen la condensación del núcleo, agregación de la cromatina en el 

borde de la membrana nuclear, “burbujas” de membrana sin pérdida de su 
integridad, clivaje de la cromatina y formación de cuerpos apóptoticos (Stelier, 

1995). Estos procesos no están asociados con la desintegración de organelas 
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como las mitocondrias. Los cuerpos apoptóticos son finalmente fagocitados por 

células adyacentes o macrófagos. La necrosis por otro lado puede ser iniciada por 

un daño físico o químico como el desbalance osmótico o pérdida de energía.

Al observar las figuras obtenidas al microscopio óptico de las dos líneas 

celulares teñidas con Giemsa se pudo notar que al incubarlas con 

concentraciones crecientes de VO(hesp) mostraban alteraciones morfológicas 

clásicas de apoptosis. En las células MC3T3-E1 las transformaciones más 

marcadas se hicieron evidentes inicialmente a nivel citoplasmático y ya a 

concentraciones de 50 y 100 pM los cambios se extendieron también al núcleo 

celular. En las células tumorales, la morfología nuclear se vio seriamente 

comprometida y en las altas concentraciones también se afectó el compartimento 

citoplasmático.

En condiciones fisiológicas el vanadio(IV) se oxida a vanadio(V) el cual es 

más tóxico, por lo que se ha propuesto que este último sería el promotor e 

inductor de las transformaciones biológicas observadas en cultivos de células de 

mamíferos (Ding y col. 1999). Otras hipótesis sugieren que las transformaciones 

son causadas por la generación de estrés oxidativo (Ye y col. 1999). En el caso 

del complejo VO(hesp) la complejación no aumentó las propiedades secuestrador 

de radicales libres del ligando sin complejar, por lo que es probable que el estrés 

oxidativo esté al menos parcialmente implicado en los efectos de citotoxicidad.

VO(oda)

Los ligandos fuertemente quelantes son muy importantes en medio acuoso 

porque ofrecen la oportunidad de atrapar diferentes especies metálicas y 

favorecer su ingreso, utilización y almacenamiento en los seres vivos (Harding et 

al, 1993). Este proceso se torna particularmente interesante en sistemas vivos, 

donde distintos metales son captados, transportados y almacenados por 

compuestos de bajo peso molecular como los ligandos multidentados dadores de 

oxígeno mediante grupos funcionales tales como carboxilatos, hidroxamatos y 

catecolatos (Lippard, 1994; Costas y col. 2004). Un ejemplo de este tipo de 
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ligandos, que sirve como modelo para el estudio de interacciones con metales, es 

el oxodiacetato (oda).

Cuando se evaluó el efecto de VO(oda) sobre la proliferación celular de ios 

osteoblastos mediante el ensayo cristal violeta, se observó un efecto 

antiproliferativo dependiente de la dosis. Este efecto fue mayor en las células 

MC3T3-E1 que en los osteoblastos tumorales UMR106.

La citotoxicidad de VO(oda) fue también investigada mediante el ensayo 

del rojo neutro. Esta técnica es utilizada para medir el crecimiento de una 

población de células en cultivo: las células viables captan el RN y lo transportan al 

interior de los lisosomas. La captación, transporte y almacenamiento del RN 

requiere energía así como estructuras celulares y lisosomales intactas. Los 

resultados muestran claramente un efecto citotóxico de VO(oda) en una forma 

dependiente de la concentración del complejo en ambas líneas celulares. En 

concordancia con estos resultados, una disminución de la viabilidad celular 

inducida por sulfato de vanadilo fue previamente reportada en líneas celulares 

tumorigénicas y no tumorigénicas (Holko y col. 2008). En nuestro caso, a bajas 

dosis (5 y 10 pM), el ensayo de RN mostró un incremento en la captación del 

colorante por los lisosomas. Este comportamiento puede ser atribuido a artefactos 

de técnica causados por vacuolización del citoplasma tal como fue reportado en 

un modelo de células RTgill-W1 (Dayeh y col. 2009) o por un hinchamiento 

lisosomal producido por sustancias débilmente básicas (Ohkuma y Poole, 1981) o 

por sustancias osmóticamente activas tales como los polioles (Olivier y col. 1995). 

Pero, el incremento observado en la captación del rojo neutro a bajas dosis del 

complejo puede deberse al fenómeno de hormesis que consiste en el efecto 

estimulatorio asociado a bajas dosis de una sustancia potencialmente tóxica o al 

estrés (Lefcort y col. 2008). Un efecto similar para compuestos de vanadio, cobre 

y otros metales ha sido reportado también por otros autores (Stebbing 2002; 

Schmidt y col. 2004; Perez-Benito 2006)
Por otro lado, el complejo indujo transformaciones morfológicas típicas de 

apoptosis en ambas líneas de osteoblastos como pudo determinarse por tinción y 

observación al microscopio óptico.
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Las alteraciones del citoesqueleto son un buen parámetro para estudiar la 

toxicidad de diferentes drogas. Se ha sugerido que la citotoxicidad del vanadio 

(IV) y del vanadio (V) puede ser la responsable de la destrucción de las fibras de 

actina, uniones celulares y adhesiones focales (Luber y col. 2000; Yang y col. 

2004). La actina es una de las proteínas más altamente conservadas a lo largo 

del proceso evolutivo y la más abundante en todas las células eucariotas. Los 

microfilamentos de actina son uno de los principales componentes del 

citoesqueleto junto con los microtúbulos y los filamentos intermedios. Aparte de su 

rol estructural de mantener la forma de la célula, la actina está implicada en 

diversos procesos celulares tales como motilidad, formación del anillo contráctil 

durante la citocinesis, movimiento de organelas (Grolig 1990) y transducción de 

señales (Stossel 1989).

Los cambios en la organización del citoesqueleto generan importantes 

transformaciones malignas en diferentes tipos celulares (Ben-Ze'ev 1985; Hansell 

1995). Éstos podrían deberse a cambios en los niveles de actina y a 

modificaciones del estado de su polimerización, indicando una alteración del 
equilibrio entre actina ensamblada y desensamblada. La desaparición de fibras de 

estrés, observada en muchos tipos celulares puede ser resultado de un defecto 

en las agregaciones de los microfilamentos en “paquetes”, más que de la cantidad 

de estos microfilamentos (Osin'ska-Kro'licka y col. 2004)
Cuando se evaluaron los efectos de VO(oda) sobre la red de los filamentos 

de actina, se observó que el complejo indujo disrupción de las fibras de una 

manera dependiente de la dosis, con una mayor alteración en osteobiastos 

MC3T3-E1 que en UMR106. El mecanismo de esta disrupción no fue establecido 

en forma directa, pero probablemente sea consecuencia de la generación del 

estrés oxidativo similar a lo sugerido para otros complejos de V(IV) (Yang y col. 

2004) y como se desprende también de nuestras investigaciones sobre la 

generación de especies reactivas y las alteraciones en el status redox de los 

osteobiastos inducidos por VO(oda), los que se discuten más adelante. Estos 

cambios concuerdan a su vez con las alteraciones morfológicas evidenciadas 

mediante la tinción de Giemsa.
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Un daño, desde medio a severo, no es suficiente para matar las células 

aún cuando éstas sean especializadas. Sin embargo, si pierden una función vital 

para la supervivencia, las células pueden morir. Mucho se ha debatido sobre el 

“punto de no retorno” bioquímico para las células dañadas. Pareciera que el 

aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial es un buen marcador. 

Este evento representa la transición desde una célula que puede repararse y 

recuperarse a una célula que progresará inexorablemente hacia la muerte. 

Lamentablemente no existe un correlato morfológico de este estadio bajo 

microscopía de luz (Walling 2002). Sin embrago, una estrategia para determinar el 

punto de daño irreversible causado o inducido por un compuesto exógeno es 

someter a las células a la acción del compuesto, luego eliminar el compuesto del 

medio e incubar las células en condiciones ideales de crecimiento. En el caso de 

VO(oda), este punto de no retorno; bajo las condiciones antes descriptas, se 

ubica a 25 pM en ambas líneas celulares. Más aún, después del reemplazo del 

medio de cultivo con VO(oda) por uno libre del complejo suplementado con SBF, 

se observó una acentuación de los efectos deletéreos lo que permitió descartar 

efectos citostáticos. Efectos tóxicos irreversibles se presentaron también en 

cultivos de células osteogénicas de médula ósea sometidas a la acción de iones 

componentes de diversas aleaciones utilizadas en implantes. Así, se vio que el 
Cr6+ fue fuertemente tóxico, los iones Co2+, Mo6+, Fe3+, y Ni2+ fueron 

moderadamente citotóxicos en tanto que los iones Ti4+, Al3+, V5+, y Mn2+ fueron 

mínimamente tóxicos’ pero irreversibles y se iniciaron tempranamente en la 

incubación (Puleo y Huh 2004)

Como se mencionó anteriormente, existen diferentes mecanismos para 

explicar los efectos citotóxicos del vanadio. Entre ellos, se destacan la generación 

de estrés oxidativo e inducción de apoptosis (Zhang et. al, 2001; D’Cruz y Uckun, 
2002). Se ha propuesto que el vanadio puede inducir la formación de ROS en 

sistemas biológicos a través de: 1) reacciones tipo Fenton 2) bioreducción del 

vanadato mediado por GSH, flavoenzimas o NADPH oxidasas; 3) promoción 

indirecta de la producción de ROS, probablemente mediante interacción con las 

mitocondrias (Gándara y col. 2005). Existe evidencia de que el V(IV), pero no el 

V(V) in vitro es capaz de movilizar hierro desde la ferritina, lo cual es una fuente 
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para las reacciones oxidativas en sistemas biológicos. La liberación del hierro 

puede ser prevenida en presencia de excesos de glutatión o vanadato relativos a 

la concentración de vanadilo (Evangelou 2002). El vanadilo, pero no el vanadato, 

promueve la peroxidación de fosfolípidos en los peroxisomas (Monteiro y col. 

1991).
Por el hecho de que la generación de ROS esté implicada en el mecanismo 

de citotoxicidad del vanadio, surge la pregunta de qué tipo de ROS podría mediar 

estos efectos. El vanadilo(IV) en presencia de H2O2 genera radicales hidroxilos en 

la hidrólisis de ácidos grasos catalizada por el metal y también radicales 

hidroperóxidos, los cuales a su vez inician la formación de dienos conjugados 

durante la lipoperoxidación (Keller y col. 1988; Byckowski y Kulkarni 1991; Trudel 

y col. 1991). En neutrófilos humanos, el vanadilo compite efectivamente con la 

enzima mieloperoxidasa (MPO) por el peróxido de hidrógeno para promover la 

formación de OH’ (Fickl et al, 2005).

Existen diferentes sondas fluorescentes para determinar los niveles de 

ROS intracelulares, entre ellas se encuentra lá sonda DHR123 que se asocia a 

las mitocondrias y detecta diferentes ROS, pero principalmente H2O2 (Capella 

2007; Quin y col. 2008). Los resultados obtenidos mediante la oxidación de DHR 

123 en presencia de diferentes concentraciones de VO(oda) mostraron un 
incremento en las células de la concentración de rodamina123 que fue 

dependiente de la dosis del complejo. Además, se encontraron diferencias 

significativas según la línea celular. VO(oda) fue más efectivo para incrementar 

los niveles de ROS en MC3T3-E1 que en UMR106, lo cual se correlaciona con ei 

efecto antiproliferativo observado en ambas líneas celulares, que ocurrió con 

mayor intensidad en los osteoblastos no transformados. Estos resultados son 

similares a los previamente obtenidos en nuestro laboratorio con vanadato y 

vanadilo no complejados para los osteoblastos en cultivo (Cortizo y col. 2000), al 
igual que en macrófagos en cultivo (Molinuevo y col. 2005). La generación de 

ROS fue inhibida parcialmente en ambas líneas celulares por NAC, un 

secuestrador de radicales libres y precursor de la síntesis de glutatión (Issels y 

col. 1988; Aruoma y col. 1989). Este efecto también se vio reflejado en ios 
ensayos de proliferación celular en los que NAC mostró una inhibición parcial de
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los efectos antiproliferativos del complejo. Sin embargo, en los estudios de 

proliferación en presencia de GSH y VO(oda), GSH inhibió totalmente el efecto 

antiproliferativo, en MC3T3-E1 mostrando un rol preponderante entre las defensas 

propias de las células contra las injurias del estrés oxidativo. Resultados similares 

fueron obtenidos por Capella y col. 2007. La diferencia observada entre 

antioxidantes podría deberse a que el GSH tiene mayor capacidad antioxidante 

que NAC ya que el GSH es la molécula activa mientras que NAC es un precursor 

de ésta. Por otra parte, el GSH, además de su acción antioxidante, puede reguiar 

el estado redox intracelular ayudando a mantener los grupos sulfihidrilos de las 

proteínas en su forma reducida y prevenir así la oxidación en residuos de 

cisteínas que ocurre bajo estrés oxidativo (Lu y Cederbaum 2007).

Una generación sostenida de ROS usualmente produce un desbalance en 

el estado redox intracelular. En este proceso, el glutatión juega un papel 

fundamental. Generalmente, la capacidad antioxidante de los compuestos tiol se 

debe al átomo de azufre que puede fácilmente acomodar la pérdida de un 

electrón (Karoui y col. 1996). Los radicales tiol que se generan pueden luego 

dimerizarse para formar GSSG. Este glutatión oxidado puede acumularse en el 

interior celular por lo que la proporción GSH/GSSG es un buen indicador del 

estrés oxidativo (Hwang y col. 1992; Giovannini y col. 2008).

Las principales funciones del glutatión contra el estrés oxidativo son: 1) el 

glutatión es un cofactor de diferentes enzimas detoxificantes como la glutatión 

peroxidasa (GPx), la glutatióntransferasa y otras; 2) GSH participa en el 

transporte de aminoácidos a través de la membrana plasmática; 3) GSH 

sucuestra directamente radicales hidroxilos y oxígeno singlete, detoxificando 

peróxido de hidrógeno y lipoperóxidos por la acción catalítica de la glutatión 

peroxidasa; 4) regenera antioxidantes como la vitamina C a su forma activa vía la 

reducción del semidehidroascorbato a ascorbato. La capacidad del glutatión de 

regenerar los antioxidantes más importantes está ligada con el estado redox de la 

dupla 2GSH/GSSG (Jones y col. 2000), que a su vez, tiene un alto impacto en 

todo el ambiente redox celular. Los valores del potencial de reducción medio de 

las células para la dupla 2GSH /GSSG dependen del ambiente redox en el cual la 

dupla está funcionando. Por ejemplo, el potencial redox en el retículo 
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endoplásmico es -180 mV, mientras que en citosol es de -232 mV (Jones y coi. 

2000). Así, la compartamentalización del GSH está ligada con el diferente 

ambiente redox en estos compartimentos. Para la dupla 2GSH/GSSG, el potencial 

de reducción es dependiente no sólo de la proporción de GSH/GSSG, sino 

también de la concentración total de GSH. Esto significa que cuanto más alto nivel 

de GSH tenga una célula, mayor será el potencial de reducción y por ende, mayor 

será su capacidad antioxidante. La diferencia en los niveles de GSH determinada 

entre MC3T3-E1 y UMR106 podría explicar por qué las células tumorales son más 

resistentes al daño oxidativo generado por VO(oda). Un incremento en la 

concentración de GSH cambia el potencial de reducción medio de la célula hacia 

valores más altos. El contenido intracelular de glutatión se debe a factores 

ambientales y es una función del balance entre su uso y su síntesis. Se ha 

sugerido que la exposición a ROS o RNS puede incrementar los niveles de GSH 

estimulando su síntesis (Kurozumi y col. 2005) como una forma de adaptación al 

estrés. Sin embargo también existe evidencia de que los ROS deplecionan los 

niveles de GSH en diferentes tipos celulares (Lu y Cederbaum 2007; Giovannini y 

col. 2008). En MC3T3-E1 y UMR106, distintas concentraciones de VO(oda) 

disminuyeron los niveles de GSH. Por otro lado, el potencial redox del glutatión es 

un parámetro más relevante para el estado redox celular que los niveles de GSH 

por sí mismo. En presencia de VO(oda) la proporción GSH/GSSG disminuye de 

manera dependiente de la dosis en ambas líneas celulares lo que claramente 

indica inducción de estrés oxidativo. Efectos similares fueron reportados por 

Giovannini y col. 2008 en células de adenocarcinoma de colon humano Caco-2.

Una estrategia para el estudio de las consecuencias de la depleción de 
glutatión en distintos sistemas celulares es inhibir su síntesis. Un agente inhibidor 

ampliamente usado es el BSO, el cual como se mencionó anteriormente inhibe la 

síntesis de novo de GSH por inactivación de una enzima limitante de la velocidad, 

la y-glutamilcisteína sintetasa. Las células MC3T3-E1 fueron incubadas con 10 

pM de BSO por una noche para deplecionar los niveles de GSH. La depleción de 

GSH potenció la citotoxicidad del complejo posiblemente porque al disminuir ios 
niveles de GSH, disminuyó también la capacidad antioxidante de las células. 

Experimentos similares realizados con los osteoblastos tumorales mostraron que 
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para obtener en esta línea un nivel equivalente de inhibición de la proliferación 

asociado a la inhibición de la síntesis de GSH, se requirió una concentración 

cuatro veces mayor que en los osteoblastos no transformados. En conjunto, estos 

resultados indican que las células tumorales están más protegidas que las 

normales contra el estrés oxidativo y el desbalance del estado redox celular. 

Además, en la línea tumoral, la preincubación de las células con 1 mM de GSH 

(una concentración tres veces menor que la empleada con los osteoblastos 

normales) fue suficiente para lograr una buena disminución de los efectos 

antiproliferativos de VO(oda), siendo este resultado posiblemente debido a la 

mayor concentración basal de GSH en las células UMR106 en comparación con 

los osteoblastos normales. Resultados similares fueron obtenidos por Capella y 

col. (2002) en células Ma104 tratadas con vanadato. Estos resultados confirman 

que el mecanismo de acción de VO(oda) es a través de la generación de estrés 

oxidativo que posiblemente lleva a una modificacón del equilibrio 2GSH/GSSG y 

del estado redox celular.

La mitocondria es una de las organelas más importantes en la regulación 

de la muerte celular por apoptosis (Herr y Debatin, 2001; Grebenova y col. 2003). 

Las mitocondrias de las células normales bombean H+ desde la matriz hacia el 

exterior de membrana interna durante la transferencia de electrones en la cadena 

respiratoria. De tal forma, puede generarse un gradiente electroquímico entre el 

interior y exterior de la membrana mitocondria!, debido a un gradiente de 

concentración de H+ que genera un potencial de transmembrana. Este potencial 

de membrana mantiene la integridad y función de las mitocondrias. Cuando un 

estímulo genera cambios en la mitocondria como disipación del potencial de 

membrana, disminución del ATP producido o la reducción de la transcripción y 

transducción, esos eventos pueden resultar en apoptosis o necrosis (Mayer y 

Oberbauer 2003). Existen observaciones previas que indican que el vanadio se 

acumula en las mitocondrias intactas, específicamente en el espacio 

intermembrana, bloqueando la transferencia de electrones entre el citocromo c1 y 
el citocromo c sin afectar significativamente la fosforilación oxidativa. Por otro 

lado, cuando las mitocondrias están dañadas, el vanadio puede entrar en un ciclo 

redox que puede generar radicales libres (Byzckowski y Kulkarni 1998).
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En la mayoría de las células, la disrupción del potencial de membrana 

mitocondrial (PMM) usualmente precede a la degradación del ADN (Marchetti y 

col. 1996). Los cambios en la función de la membrana interna de la mitocondria 

incrementan la permeabilidad de la membrana externa (la mitocondria es una 

organela de doble membrana con distintas permeabilidades) promoviendo la 

liberación de factores apoptogénicos como el citocromo c (Kim y col. 2002). Se 

han propuesto diversos métodos para estimar las modificaciones del PMM, uno 

de ellos es el empleo de sondas lipofílicas (Darzynkiewicz y col. 1982) las cuales, 

de acuerdo a la ecuación de Nerst son secuestradas en la matriz mitocondria!. 

Entre éstas, la rodamina 123 es una de las más usadas por su baja toxicidad 

(Lopez-Mediavilla y col. 1995).

Se ha demostrado que el vanadato induce la pérdida del potencia! de 

membrana mitocondrial mediada por la generación de H2O2 en células 

epidemiales de ratón promoviendo la apoptosis (Huang y col. 2000). Resultados 

similares fueron reportados por D'Cruz y col. (1998) y D'Cruz y col. (1999) para 

diferentes complejos de vanadio(IV) con ligandos orgánicos (vanadocenos) que 

indujeron apoptosis en células germinales. En los osteoblastos MC3T3-E1 y 

UMR06 se encontró que el tratamiento con distintas concentraciones de VO(oda) 

también indujo la pérdida del PMM mientras que la presencia de GSH inhibió 

totalmente esa pérdida en MC3T3-E1.
Hasta aquí, estos resultados en conjunto, indican que VO(oda) ejerce su 

actividad citotóxica mediante la alteración de propiedades fundamentales de las 
mitocondrias a través de la generación de ROS upstream del sistema regulatorio 

del PMM.
Por otra parte, otro mecanismo posiblemente involucrado en los efectos 

deletéreos de un complejo metálico esté relacionado con la activación y los 

tiempos de activación de la vía de transducción de señales intracelulares de las 

MAPK. Las MAPKs incluyen cuatro subfamilias ERKs, JNKs , p38-MAPK y la gran 

MAPK-1 (BMAPK-1), de las cuales las mejores caracterizadas son las tres 

primeras. Las mismas pueden ser activadas por una variedad de estímulos. Cada 

subfamilia de MAPK se compone de tres módulos de quinasas que actúan 

secuencialmente, MEKK, MEK y MAPK, activando a la siguiente vía mediante 
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fosforilación. Sus sustratos se localizan en el citoplasma y en el núcleo e incluyen 

a otras quinasas, factores de transcripción, fosfatasas y proteínas del 

citoesqueleto (Kefaloyianni y col. 2006).

Se ha propuesto que los compuestos de vanadio pueden activar muchas 

proteínas efectoras claves de las vías de señalización como AP-1, MEK-1, ERK, 

JNK, PI3-K y NF-Kp. La activación de estas vías está también relacionada con ¡a 

formación de ROS y daño al ADN (Chen y col. 1999; Fu y col. 2008).

Las ERK-1/2 son proteínas de 42 y 44 kDa que se expresan ubicuamente 

en los tejidos. La vía de las ERKs es clásicamente reconocida por jugar un rol 

fundamental en la proliferación y diferenciación (Wang y col. 2000). Sin embargo, 

existe evidencia de que una activación excesiva de ERK-1/2 puede mediar el 

arresto del ciclo celular y la apoptosis (Blazquez y col. 2000; Barrio y col. 2003).

La mayoría de los investigadores concuerdan en que la activación de las 

ERKs por el vanadio tiene lugar a través de la inhibición de tirosina fosfatasas las 

cuales pueden estar ubicadas en etapas previas a la fosforilación de las ERKs 

activando la vía ras/ERKs, o ser fosfatasas que actúan directamente sobre las 

ERK fosforiladas. Se proponen dos mecanismos fundamentales para la inhibición 

de las PTPasas por los compuestos de vanadio, uno es a través de la generación 

de ROS y el otro a través de la inhibición directa de la actividad enzimàtica de las 

PTPasas por el vanadio ya que es un análogo estructural del fosfato que puede 

actuar como un inhibidor competitivo de PTPasas (Wang y col. 2003). En 

particular, se ha demostrado que el H2O2 puede modificar proteínas claves en el 
proceso de transducción de señales. Las reacciones biológicas redox catalizadas 

por el H2O2 involucran la oxidación de residuos de cisteína de proteínas lo que 

puede afectar la función de las mismas. La fosforilación de restos de tirosina en 

proteínas está gobernada por las actividades opuestas de las proteínas quinasas 

y las proteina tirosina fosfatasas (PTPasas). La familia de las PTPasas posee un 

motivo común en el sitio activo Cys-X-X-X-X-X-Arg (donde X es cualquier 

aminoácido). Como resultado de la presencia de una invariable Arg, el sitio 
catalítico de la Cys posee un bajo p/<a (donde Ka es la constante de disociación 

àcida) y existe como anión tiolato con aumentada sensibilidad a la oxidación por 

H2O2- La oxidación de la Cys esencial suprime la actividad fosfatasa que puede 
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recuperarse por acción de tioles celulares. La inactivación oxidativa de las 

PTPasas es dependiente de la producción de H2O2 En células estimuladas por 

TNF-a el H2O2 inactiva a las fosfatasas de las MAPK. Esto a su vez resulta en ia 

activación sostenida de la quinasa N terminal de c-Jun, una subfamilia de las 

MAPK, lo que a su vez inicia una serie de respuestas celulares específicas.

El H2O2 también parece promover la fosforilación en restos de tirosina por 

activación de proteínas quinasas. Por ejemplo, luego de la adhesión de las células 

a la matriz extracelular, y asociada con la generación de H2O2, la tirosina quinasa 

Src se oxida en dos residuos Cys y así es activada (Giannoni y col. 2005; Rhee 

2006)

VO(oda) indujo la fosforilación de ERK-1/2 en ambas líneas osteoblásticas 

en forma dosis respuesta. Resultados similares fueron obtenidos con el complejo 

de V(IV) bis-acetilacetonato de vanadilo ([VO(acac)2]) en células de hepatoma 

HepG2 en las cuales inducía el arresto del ciclo celular (Fu y col. 2008).

Tanto el PD98059, inhibidor de MEK, como la wortmanina, inhibidor de la 

PI3-K, bloquearon totalmente la activación de las ERKs por 1 mM de VO(oda). 

Estos datos sugieren que al menos hay dos vías de transducción de señales 

involucradas en la activación de las ERKs por el complejo VO(oda): la vía de ia 

PI3-K y la vía de las MEKs. Además el estrés oxidativo generado por el complejo 

también está implicado en la fosforilación o activación de las ERKs en ambas 

líneas celulares. Esto pudo ser demostrado mediante el empleo de NAC que no 

sólo revirtió la fosforilación de las ERKs sino que además, como se mencionó 

anteriormente, produjo un mejoramiento en la actividad antiproliferativa de 

VO(oda). Resultados similares se encontraron en nuestro laboratorio para otros 

complejos de vanadio(IV) (Barrio y col. 2006)

A pesar de los resultados obtenidos, el uso de los inhibidores de las vías de 

señalización (PD98059 y wortmanina) no inhibió los efectos antiproliferativos de 

VO(oda). Esto podría explicarse a través de un efecto directo de los ROS en la 

activación de las ERKs, tal como fue previamente reportado (Rhee 2006).

Un modelo del posible mecanismo por el cual VO(oda) ejerce sus efectos 
citotóxicos en los osteoblastos se muestra en la figura A. Según este modelo, 

VO(oda) conduce a la apoptosis utilizando la vía mitocondrial. Una vez que el 
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complejo ingresa a la célula, induce la generación de H2O2 y posiblemente otro 

tipo de ROS principalmente en la mitocondria. El aumento en los niveles de ROS 

sería la causa tanto de la depleción de los niveles de GSH, alterando el balance 

redox intracelular (GSH:GSSG) como del desensamblaje de las fibras de actina. 

La consecuencia de este desbalance provoca la pérdida de PMM el cual 

representaría un “punto de no retorno” que conduce las células a la muerte por 

apoptosis. Por otro lado, la generación de ROS induce la fosforilación de las 

ERKs mediante un mecanismo oxidativo sin utilizar las vías MEK y PI3K.

Figura A. Posible mecanismo de citotoxicidad de 
VO(oda).

Compuestos de Vanadio(V)

V(V)-Salsem

Las semicarbazonas y tiosemicarbazonas son compuestos versátiles de 
considerable interés por su química y actividades biológicas y farmacológicas 

tales como efectos antitumorales, antibacterianos, antivirales y antimaláricos 

(Beraldo y Gambino 2004). Las actividades biológicas de estos ligandos están 

relacionadas con su habilidad para formar quelatos con metales. Aunque algunos 
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complejos de vanadio-tiosemicarbazonas han sido sintetizados y caracterizados, 

existen pocos ejemplos de vanadio-semicarbazonas (Gresser 1990).

El complejo por nosotros estudiados, V(V)-Salsem fue reportado 

previamente con propiedades insuíinomiméticas en adipocitos de ratas (Gambino 

y col. 2004). Además, otros efectos farmacológicos interesantes han sido 

publicados para derivados de vanadio con semicarbazonas en diferentes líneas 

celulares (Noblía y col. 2004; Noblía y col. 2005). En estos estudios, V(V)-Salsem 

(100 pM) tuvo un gran efecto citotóxico en células TK-10 (carcinoma de riñón 

humano), mientras que otras líneas celulares fueron menos afectadas por este 

complejo (Noblía y col. 2005). En nuestros estudios con osteoblastos MC3T3-E1 y 

UMR106, V(V)-Salsem mostró efectos antiproliferativos.

Cuando se evaluó la morfología celular en presencia de V(V)-Salsem se 

encontró que el complejo indujo alteraciones típicas de apoptosis similares a las 

descriptas por VO(hesp) y VO(oda), lo cual apoya la hipótesis de que la 

maquinaria molecular de muerte se ha conservado durante la evolución (Simm y 

col. 1997). Otros autores demostraron previamente que el vanadato inducía 

cambios morfológicos en diversas líneas celulares (Klarlund 1985, Mountjoy 

1990). Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar estos cambios. 

Algunos autores sugieren que las alteraciones morfológicas inducidas por el 

vanadio(V) son dependientes de la biorreducción , proceso que a su vez depende 

del nivel de GSH capaz de reducir el vanadio(V) a vanadio(IV) en células 

BALB/3T3 (Sabbioni y col. 1991).
La ocurrencia secuencial de los cambios morfológicos y la apoptosis puede 

reflejar una interacción entre la reorganización de la actina del citoesqueleto y la 

maquinaria de la apoptosis. La disrupción de la actina del citoesqueleto daña a la 

membrana mitocondrial, lo que a su vez causa la liberación de citocromo c y la 
activación de caspasas con el clivaje de proteínas down stream incluyendo la 

actina del citoesqueleto (Yamazaki y col. 2000). En células intactas, los filamentos 

de actina unen y secuestran DNasa I, una endonucleasa que diva el ADN 

genómico. La alteración de la actina del citoesqueleto libera a la DNasa I 

causando fragmentación nuclear (Yuan y col. 2007).
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El vanadato puede tener efectos diferentes sobre los filamentos de actina. 

Se ha reportado que estabiliza los filamentos a través de la formación de 

complejos actina-ADP.Vi (Combeau y Carlier 1988) e induce su polimerización a 

través de la inhibición de tirosina fosfatasas específicas (Brener y col. 2003). En 

células Caco-2 donde el vanadato tiene efectos deletéreos, induce la 

condensación de los filamentos de actina (Yang y col. 2004). Por otro lado, los 

oligómeros de vanadato también tienen efectos sobre la actina. Se ha reportado 

que el decavanadato puede interaccionar con la actina-G monomérica lo cual a su 

vez estabiliza las especies decaméricas del vanadato e inhibe la polimerización a 

actina-F, mediando así sus efectos citotóxicos (Ramos y col. 2006).

El arreglo de los filamentos de actina también se alteró en presencia de 

distintas concentraciones de V(V)-Salsem. Sin embargo, en este caso la mayoría 

de los filamentos literalmente se disgregaron y en la concentración más alta 

empleada, desaparecieron algunas uniones entre células. Debido a que los 

filamentos de actina están íntimamente asociados con las proteínas de las 

uniones estrechas (Yang y col. 2004), las perturbaciones de las fibras podrían 

haber afectado también la función de estas uniones.

La generación de estrés oxidativo como mecanismo de toxicidad del 

vanadio(V) ha sido demostrada en múltiples ocasiones para distintas líneas 

celulares (Ding y col. 1999; Zhang y col. 2001; Huang y col. 2000; Capelía y col. 

2002; Zhang y col. 2003). La toxicidad del vanadato se ha atribuido a la formación 

de radicales hidroxilos vía una reacción tipo Fenton (Shi y Dalal 1993). Por el 

contrario, se sugirió que el H2O2 era el que mediaba la citotoxicidad (Capelia y col. 

2001). Otros autores también encontraron resultados concordantes con el 
anterior. Ye y col. (1999) observaron que la SOD, NADPH y el formiato de sodio 

(inhibidor del OH’) potenciaban la apoptosis mediada por el vanadato en células 

epidermales JB6 P+, mientras que la catalasa la inhibía. Zhang y col. (2001) 

demostraron que la catalasa disminuía la expresión de Ras y ejercía un efecto 

protector contra el arresto del crecimiento de células epiteliales cancerígenas 

A549, pero la SOD y el formiato de sodio eran inefectivos. Huang y col. (2001) 

observaron que la SOD incrementaba la activación de NFAT (factor de 
transcripción nuclear que se activa frente a incrementos en los niveles de Ca+2 
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citoplásmaticos) inducida por el vanadato en células T, aunque estos 

antioxidantes disminuyeron la generación del estrés oxidativo mediado por el 

vanadio.

El efecto de V(V)-Salsem en la generación de ROS fue determinado por la 

oxidación de la sonda DHR 123, la cual como se mencionó anteriormente detecta 

diferentes ROS principalmente niveles intracelulares de H2O2. Los resultados 

mostraron un incremento en la concentración de ROS en las células dependiente 

de la dosis del complejo. En presencia de NAO o una mezcla de vitaminas C y E, 

los niveles de ROS intracelulares disminuyeron parcialmente en ambas líneas 

celulares. Similares resultados se obtuvieron cuando se emplearon estos 

secuestradores en experimentos de proliferación celular. Dado que los 

secuestrador no son específicos para la detoxificación de H2O2, sino que son 

empleados en forma general para distintos radicales libres, no se puede 

establecer fehacientemente que el H2O2 sea el único ROS implicado en el 

mecanismo de acción de V(V)-Salsem. Por otro lado, si el H2O2 está realmente 

implicado en la citotoxicidad de V(V)-Salsem, se podría esperar que las células 

sean sensibles a este ROS. Este hecho que aparentemente parece lógico fue 

refutado por Capella y col. (2007). Nuestros resultados mostraron que ambas 

líneas celulares efectivamente son sensibles al H2O2. Además, las células 

MC3T3-E1 son más sensibles a este ROS que las UMR106. Esta diferencia 

puede deberse al mayor nivel de GSH con el que cuentan las células tumorales 

con relación a las no transformadas en condiciones básales. Por otro lado, ¡a 

protección de los antioxidantes no fue total lo que sugirió que otro mecanismo, 

aparte del estrés oxidativo, jugaría un papel en los efectos observados para V(V)- 

Salsem.
La apoptosis es considerada un mecanismo de muerte, inherente al 

desarrollo celular, la cual se origina a través de la acción de diferentes factores 

endógenos o exógenos (Silvestri y col. 1995). Estos factores pueden ser 

reconocidos por receptores de membrana y causar una activación en cadena de 

proteínas citoplasmáticas. Como consecuencia, un programa genético que 
conduce a la muerte celular es activado. Este proceso es acompañado por 

cambios morfológicos característicos en el núcleo y en el citoplasma.
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Independientemente del tipo celular y de la naturaleza del agente “disparador”, la 

externalización del fosfolípido de membrana plasmática, fosfatidilserina (PS), es 

un hecho en eventos apoptóticos tempranos. La anexina V-FITC es una sonda 

fluorescente con alta afinidad por la PS permitiendo la determinación de apoptosis 

temprana. Los resultados obtenidos en nuestros estudios mediante citometría de 

flujo, mostraron un incremento en el porcentaje de células apoptóticas sobre el 

nivel basal en presencia de V(V)-Salsem en ambas líneas celulares, con las 

células MC3T3E1 presentando el mayor porcentaje de células en apoptosis. Por 

otro lado, un hecho interesante es que no se pudieron detectar células necróticas 

en ninguna de las dos líneas osteoblásticas. Resultados similares han sido 

previamente reportados por otros autores (van Engeland y col. 1996, Mogi y col. 

2004). Debido a que la población de células necróticas no pudo detectarse, este 

resultado indicaría que la pérdida de la integridad de membrana de las células no 

ocurre significativamente bajo las condiciones presentadas. Sin embargo, la 

necrosis podría ocurrir en un estadio tardío de apoptosis. Dado que este proceso 

se midió este proceso en células adherentes, es pitamente probable que las 

células muertas por necrosis se hayan despegado de la superficie del plato (van 

Engeland y col. 1996).
La apoptosis está asociada en muchos casos con la generación de ROS, 

como fue reportado para un amplio rango de tipos celulares. Actualmente quedan 

preguntas sin responder concernientes a la relación entre apoptosis y la 

generación de ROS, como por ejemplo, cuáles ROS están implicados en la 

apoptosis, qué mecanismos y “dianas” son relevantes y si la apoptosis es activada 

por estrés oxidativo o si es generada como consecuencia de la disrupción que 

ocurre durante la muerte celular. Se ha demostrado que la inducción del estrés 

oxidativo por el vanadio conduce a la muerte en diferentes tipos celulares por 

procesos apoptóticos y/o necróticos (Molinuevo y col. 2004; Chien y col. 2006; 

Caicedo 2008) al igual que lo observado por nosotros para V(V)-Salsem.

Para obtener un mejor conocimiento del rol del estrés oxidativo en la 

apoptosis causada por V(V)-Salsem, se analizó el efecto de 1 mM de GSH el cual 

como se mencionó anteriormente es uno de los principales detoxificantes de H2O2 

(Baigi y col. 2008). Se observó un efecto beneficioso del GSH en ambas líneas 
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osteoblásticas al igual que fue establecido para otras líneas celulares (Capelía y 

col. 2002), pero la inhibición de la apoptosis por el tiol no fue total, lo que apoya la 

hipótesis de que existiría un mecanismo independiente del estrés oxidativo en la 

acción tóxica de V(V)-Salsem. La confirmación de esta hipótesis se obtuvo 

cuando se evaluó el rol de la activación de la vía de las ERK-1/2 en la 

citotoxicidad del complejo. V(V)-Salsem indujo la fosforilación de ERK-1/2 en 

ambas líneas osteoblásticas. La incubación con PD98059 (inhibidor específico de 

MEK-1/2) o wortmanina (inhibidor específico de PI3-K) provocó una disminución 

en la fosforilación de las ERK-1/2. Por otro lado, a diferencia de lo observado con 

VO(oda), NAC no inhibió el nivel de fosforilación lo que estaría indicando que en 

este caso el estrés oxidativo no juega un rol en la activación de las ERK. En 

presencia de PD98059, la viabilidad celular mostró una ligera mejoría, 

demostrando la implicancia parcial de la vía de las ERKs en los efectos citotóxicos 

de V(V)-Salsem en los osteoblastos no transformados. Por otra parte, la 

incubación con wortmanina no indujo ningún efecto sobre la viabilidad celular. 

Este hecho podría deberse a que la inhibición de la PI3-K bloquea la captación de 
glucosa (Bolander 2004). Este efecto colateral podría explicar por qué la 

incubación con wortmanina no pudo inhibir ni siquiera parcialmente el efecto de 

V(V)-Salsem sobre la proliferación de los osteoblastos. En la figura B se muestra 

un esquema del posible mecanismo de acción de V(V)-Salsem. Una vez que el 

complejo ingresa a la célula, induce la generación de H2O2 y posiblemente otros 

ROS. Este incremento de especies oxidantes conduce a los osteoblastos a la 

muerte celular por apoptosis sin fenómeno de necrosis.
El aumento en los niveles de agentes oxidantes también podría ser la 

causa del desensamblaje de las fibras de actina. Alternativamente, el complejo 

fosforila las ERKs utilizando la vía de las MEKs y posiblemente la de la PI3-K para 

inducir sus efectos antiproliferativos.
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Figura B. Esquema del posible mecanismo de acción de V(V)- 
Salsfim

Peroxocarbonato de vanadio(V)

A fines de 1980 y principios de 1990 surgió el interés en los peroxo 

derivados de vanadio después de que se demostró que algunos de estos 
complejos tenían mayores propiedades insulinomiméticas tanto in vitro como in 

vivo que las sales de vanadio (Shaver y Posner 1995).

Los complejos de peroxovanadato son 100-1000 veces más efectivos in 
vitro para inhibir tirosina fosfatasas que el vanadato de sodio (Morinville y Shaver 

1998). Esta propiedad parece ser la más relevante para explicar sus efectos 

insulinomiméticos. Se ha establecido que el vanadato y los complejos de 

peroxovanadio tienen un mecanismo de inhibición de PTPasas diferente. Mientras 
que el vanadato actúa como un inhibidor competitivo de estas fosfatasas, los 

peroxovanadato oxidan la cisteína del sitio activo de esas enzimas actuando 

como inhibidores irreversibles de las mismas y promoviendo de esta manera un 
alto nivel de fosforilación en residuos de tirosina.

Algunos peroxocomplejos de vanadio(V) también han mostrado interesante 

actividad antitumoral en diferentes sistemas (Djordjevic y Wampler 1985;
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Djordjevic 1995; Baran 1997; Rehder 2008). Se supone que el mecanismo de 

acción de este tipo de sistemas es marcadamente diferente del de otros sistemas 

metálicos antitumorales, sugiriendo para los peroxocompuestos la relevancia de la 

generación de radicales libres (Djordjevic y Wampler 1985). Como se mencionó 

anteriormente, los complejos de vanadio pueden ejercer efectos proliferativos o 

antiproliferativos, dependiendo tanto del compuesto, de su concentración o del 

tipo celular. Con respecto a los complejos de peroxovanadio(V), se ha 

demostrado que pueden inhibir la proliferación en distintas líneas tumorales 

(Faurer y col. 1995). Por otro lado, en fibroblastos de ratón C3H10T1, ios 

peroxovanadatos formados in situ estimularon la proliferación (Krady y col. 1997). 

El pervanadato también estimuló la proliferación de los osteobalstos UMR106 a 

bajas concentraciones no mostrando ningún efecto en el rango de las altas 

concentraciones. (Cortizo y Etcheverry 1995). En nuestra experiencia, el 

compuesto K3[VO(O2)2CO3].H2O es el compuesto de vanadio más tóxico que haya 

sido probado en células osteoblásticas en cultivo. En un futuro se podría 

profundizar las investigaciones sobre el mecanismo de acción de este compuesto. 

Algunos peroxo compuestos de vanadio inducen arresto del ciclo celular y 

apoptosis activando la vía de las ERK (Blázquez y col. 2000). Estos compuestos 

son también potentes inhibidores de las PTPasas de células de neuroblastoma 

NB41 y de glioma C6. (Posner y col. 1994). Esto determina una disminución 

marcada en la velocidad de la proliferación celular y una progresiva acumulación 

de células en la etapa G2/M del ciclo celular. Este efecto fue dependiente de ¡a 

concentración, del tipo celular y del compuesto de vanadio empleado (Faure y col. 

1995). Otro mecanismo implicado sería la generación de radicales libres 

(Djordjevic y Wampler 1985).

Por todo lo expuesto, en base a los resultados preliminares reportados en 

esta tesis doctoral, el complejo K3[VO(O2)2CO3].H2O no se presenta como un 

candidato prometedor para su inclusión en pruebas destinadas a encontrar 

compuestos antitumorales alternativos, pero sí atrae la atención de los 

investigadores el dilucidar su mecanismo de toxicidad dado el elevado poder 

deletéreo del mismo (el mayor observado hasta el presente) en cultivos de 

osteoblastos.
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CONCLUSIONES

> Se sintetizaron y caracterizaron dos complejos del catión vanadilo(IV) con 

los siguientes ligandos orgánicos: oxodiacetato (oda) y con el flavonoide 

hesperidina, y dos complejos de vanadio(V), uno de ellos con el ¡igando 

salicilaldehído semicarbazona (Salsem) y el otro, un complejo inorgánico 

de peroxo carbonato.

> Los ensayos mitogénicos muestran que todos los complejos estudiados 

fueron citotóxicos en ambas líneas osteoblásticas. Sin embargo, existen 

diferencias dependiendo del complejo estudiado y la línea celular 

empleada. El peroxocarbonato de vanadio(V) resultó ser el compuesto más 

tóxico estudiado hasta el presente en cultivos de osteoblastos en nuestro 

laboratorio, razón por la cual no se lo considera un compuesto promisorio 

para futuros ensayos biológicos.

> La morfología de las células se alteró luego de 24 horas de tratamiento 
con los complejos, observándose características propias de la apoptosis 

tales como condensación nuclear y citoplasmàtica, cromatina condensada 

sobre los bordes de la membrana nuclear, así como la formación de 

“burbujas de membrana”.

> La técnica de microscopía de fluorescencia permitió comprobar que el 

complejo V(oda) y V(V)-Salsem producen una disrupción de la arquitectura 

de los microfilamentos de actina que componen el citoesqueleto.

> Nuestros estudios sugieren que los procesos citotóxicos de los complejos 

de vanadio estudiados estarían mediados por la generación de ROS y por 

una alteración de la relación GSH/GSSG, así como a través de una 
alteración del potencial de membrana mitocondrial dado que la utilización 

de diversos antioxidantes permitió obtener una reversión parcial o total del 

efecto antiproliferativo del complejo en los osteoblastos en cultivo.
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> Los estudios de la acción de los complejos sobre la vía de transducción de 

señales indican que el efecto de los complejos depende del tipo del estadio 

de oxidación del metal y del tipo ligando. Así, mediante el uso de 

inhibidores específicos se pudo determinar la participación de esta vía 

tanto en los efectos citotóxicos de VO(oda) como de V(V)-Salsem en 

ambas líneas celulares. Dado que la vía de las ERKs puede ser activada 

también a través del estrés oxidativo, el uso de sustancias antioxidantes 

permitió determinar que VO(oda) activa esta vía a través del estrés 

oxidativo además de hacerlo en forma directa, en tanto que V(V)-Salsem 

sólo induce una activación de esa vía de transducción de señales mediante 

la acción del complejo sobre quinasas up stream en esa vía.

> En resumen, los resultados presentados en este trabajo de tesis doctoral 

indicarían que los complejos de vanadio(IV) y (V) ejercen sus efectos 

citotóxicos a través de alteraciones morfológicas y de las fibras de actina. 

Este efecto está fundamentalmente mediado a través del estrés oxidativo 

que altera el estado redox de las células, activan la vía de las ERKs y 
conducen a la muerte celular por apoptosis.
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