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1. Introduccion

1.1. Vanadio: un poco de historia

En la edad antigua, en Babilonia,
aparecen las primeras prescripciones
médicas escritas, las tablillas sumerias (2300
a.C.). Posteriormente, en el papiro de Ebers
(1550 a.C.) del antiguo Egipto se citan
algunos minerales (cobalto, azufre) para el
tratamiento de enfermedades. Asi, a lo largo
de la historia de la farmacologia, vemos como
los metales han sido utilizados en terapéutica,
llegando hasta nuestros dias, donde aun
existe el uso terapéutico de diversos
minerales tales como platino, selenio, hierro,
bismuto, calcio, vanadio, etc. (Litter 1986a).

El vanadio es un elemento del grupo V
de los metales de transicion de la tabla
periodica. Fué descubierto por el espafiol Del
Rio en 1801, quien le dio el nombre de
erytronium, debido al color rojo intenso que

presentaban los minerales que contenian

Figura 1.1.- Vanadis, diosa noérdica de la
belleza, el misterio y la guerra. El vanadio
recibe este nombre en su honor.

vanadio. Sin embargo, este elemento debe
su denominacion actual al suizo Nils Sefstrom
guien lo redescubrié en 1830 y lo llamé
vanadio en honor a Vanadis, la diosa
escandinava de la belleza, el misterio y la
guerra. Tal vez sea por esas dos primeras
cualidades que haya sido nombrado de tal
modo, ya que el vanadio presenta hermosos
colores seglin sea su estado de oxidacién
que, al variar facilmente en soluciones
acuosas dependiendo del pH, le conferia
cualidades misteriosas (Nielsen 1995;

Morinville et al 1998; Mukherjee et al 2004).
1.2. Fisicoquimica del vanadio

El vanadio puro es un metal con brillo
blanco - plateado, blando y ductil (Tsiani y
Fantus 1997, Mukherjee et al 2004). Sin
embargo, no se presenta en estado puro, sino
gue forma parte de 6xidos en diferentes
minerales. En consecuencia, se obtiene como
un subproducto del procesamiento de otros
metales (Nielsen 1995; Tsianiy Fantus 1997).

Se encuentra ampliamente distribuido
en la corteza terrestre, aunque en bajas
concentraciones (0,02 %), formando parte de
diversos 6xidos y minerales. La concentracion
promedio del vanadio en aguas de rio, lago y
océanoesde 10°g/L (Crans y Tracey 1998).
En solucion, el vanadio posee principalmente
los estados de oxidacion +4 y +5, bajo las
formas de vanadilo (V(IV)) y vanadato (V(V)),
respectivamente. Sin embargo, puede llevar

a cabo una serie de reacciones autocataliticas
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1. Introduccion

y de autocondensacion. Estas reacciones son
muy sensibles al pH de la solucién y a la
presencia de ligandos que puedan coordinar
al vanadio para formar distintos complejos con
geometrias de coordinacion diferentes. A pH
neutro o basico, el vanadilo puede oxidarse
por accion del aire a vanadato, a menos que
se halle estabilizado por complejacion. La
complejacién también evita que precipite a pH
neutro. Las especies de vanadio(lV) tienen
gran afinidad por ligandos con grupos
nitrogenados, oxigenados o sulfurados (Crans
y Tracey 1998).

La esfera de coordinacion interna de los
metales de transicion, tales como el vanadio,
poseen una geometria bien definida, mientras
gue la esfera externa de coordinacion no esta
Sujeta a tales limitaciones. Los ligandos dentro
de la esfera interna donan pares de electrones
al metal, confiriéndole un alto grado de
caracter covalente al enlace resultante. La
facilidad relativa con la cual un ligando puede
entrar y salir de la esfera de coordinacion
interna tipifica los complejos “labiles”, mientras
gue la ausencia de movimiento caracteriza los
complejos “inertes” (Morinville et al 1998).

El vanadilo forma fuertes complejos con
funciones carboxilato que resultan mas
estables que los formados con ariléxidos 6
alcoxidos. Por otro lado, tanto cisteinas como
glutamatos pueden formar complejos muy
estables con el vanadilo, a pH muy similares
a los pKa del tiol (Crans y Tracey 1998). Por
estos motivos es que es poco probable que el

vanadilo se encuentre libre en medios bioldgicos.

1.3. El vanadio en la naturaleza

El vanadio puede ser también
encontrado en tunicados, en peroxisomas de
algas marinas, en nitrogenasas de
azobacterias y en tejidos de mamiferos
(Nielsen 1995). El vanadio puede entrar en la
cadena alimentaria, debido a que en plantas
se acumula fundamentalmente en raices y
semillas (Crans y Tracey 1998).

Las principales fuentes de exposicion al
vanadio en la poblacién general las
constituyen los gases provenientes de la
combustion del petrdleo y la ingesta de
alimento (Mukherjee et al 2004). Una vez que
ha ingresado al organismo, el vanadio(V) es
rapidamente reducido a vanadilo(lV), el cual
es transportado en plasma unido a albumina
y transferrina. Luego de su ingesta o inhalacion,
el vanadio se distribuye rapidamente.
Inicialmente existe acumulacion en pulmones,
rinones, higado y musculo, pero finalmente,
el principal sitio de almacenamiento es el hueso
(Upreti 1995). Sus mecanimos de excrecion
son urinarios, biliares y fecales. En particular,
en orina, el vanadilo se halla complejado con
acido ascorbico (Kramer et al 1995; Mukherjee
et al 2004). Las cantidades de vanadio en
distintos tejidos corporales oscilan entre 3,5y
10 ng / g de peso seco. El contenido total de
este elemento en el cuerpo, luego de su
incineracion, es de 100 pg aproximadamente.
En las células, el vanadio se disrtribuye en el
nucleo y en las fracciones solubles del

sobrenadante. En el citosol, el vanadilo se
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1. Introduccion

halla unido a diferentes ligandos que
contienen grupos fosfato, carboxilo o amino

(Evangelou 2002).

1.3.1. Impacto de la deficiencia de
vanadio en animales superiores

El vanadio es un elemento ultratraza, es
decir, pertenece al grupo de metales para los
cuales no se ha establecido claramente su
importancia nutricional (Nielsen 1998). En
general, se acepta que el vanadio es esencial
para el normal desarrollo esquelético y el
crecimiento de mamiferos, aunque en
humanos no hay evidencias de signos de
deficiencia. Se han realizado algunos estudios
utilizando modelos murinos y caprinos, con el
fin de demostrar esta hipotesis. En cabras
alimentadas con dietas deficientes en vanadio,
se ha observado que presentaban menor
sobrevida que los controles, dolor en las
extremidades y deformaciones esqueléticas
asi como también disminucion en la
producciéon de leche, disminuciéon de los
niveles de enzimas séricas y aumento de los
niveles plasmaticos de glucosa. En ratas, se
ha descripto que la deprivacion del vanadio
dietario causa un incremento en el peso de la
tiroides, en la relacion peso de tiroides / peso
corporal, asi como también una tendencia a
diminuir el crecimiento. Se sabe también que
el vanadio afecta el metabolismo de lipidos y
de la glucosa. Sin embargo, se ha
comprobado (utilizando métodos analiticos de

alta sensibilidad) que las dietas “deprivadas”

de vanadio, contienen entre 0,5y 2 pg
vanadio / g de alimento (Nielsen 1995; Nielsen
1998; Mukherjee et al 2004). Por este motivo,
la controversia sobre la esencialidad de este
elemento continua actualmente sin ser

establecida inequivocamente.
1.4. Efectos biolégicos

A fines del siglo XIX, aparece el primer
estudio que muestra la efectividad de las sales
de vanadio para el tratamiento de la Diabetes
mellitus (Lyonnet y Martin 1899). Ya
comenzado el siglo XX, el vanadio fué
prescripto para una serie de tratamientos
clinicos tales como anemia, tuberculosis y
diabetes (Soler y Batlle 1947; Morinville et al
1998). Sin embargo, con el descubrimiento de
la insulina y el desarrollo de farmacos
sintéticos mas potentes para el tratamiento de
estas patologias, el vanadio cay6 en desuso.
No fué sino hasta las Ultimas décadas del siglo
pasado que se renovo el interés en este
elemento; particularmente, cuando se
demostro que las soluciones de vanadio(V)
producian efectos insulinomiméticos en
modelos in vitro e in vivo (Morinville et al 1998).

A lo largo de las ultimas décadas,
diversos estudios in vivo e in vitro han
mostrado que el vanadio posee acciones
insulinomiméticas; efectos estimulatorios de
la proliferacion y diferenciacion celular; efectos
sobre el transporte de glucosa e iones a través
de la membrana plasmaética; interfiere con el

movimiento del calcio ionizado intracelular;
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modula diferentes enzimas y sistemas
enzimaticos (Cortizo y Etcheverry 1995;
Etcheverry y Cortizo 1998; Morinville et al
1998; Narla et al 2001a, 2001b; Shi etal 1999;
Barrio et al 2003). Ademas se ha demostrado
gue el vanadio estimula la mineralizacion de
huesos y dientes, y promueve la reparacion
Osea (Sakurai et al 1980, Shechter y Shisheva
1993). Diferentes complejos de vanadio (IV)
y (V) estimulan la proliferacion y la produccion
de colageno en osteoblastos en cultivo (Barrio
et al 2003). Se ha mostrado también que
existen complejos de vanadio con capacidad

antitumoral (Djorjevic 1995).

1.4.1. Toxicidad del vanadio y sus
derivados

El vanadio es capaz de ejercer efectos
toxicos que dependen tanto de la especie, la
dosis, la via de administracion y la duracion
del tratamiento como también de la naturaleza
del compuesto. Se han realizado diversos
estudios sobre su mecanismo de accion, los
cuales indicarian que la generaciéon de
radicales libres mediada por vanadio, y la
consiguiente generacion de estrés oxidativo,
podria jugar un rol en la toxicidad inducida por
este elemento (Morinville 1998; Ye et al 1999a;
Narla et al 2001c). Por ejemplo, puede
modificar el estrés oxidativo en células
animales tanto por generacion de radicales
libres, como en forma indirecta al liberar otros
metales intracelulares que puedan generar a
su vez radicales libres, o por modificacién de

las defensas antioxidantes enddgenas y

enzimaticas (Evangelou 2002).

Debido a que es un elemento de
transicion, el vanadio posee varios estados de
oxidacion y por lo tanto es capaz de intervenir
en racciones que generan radicales libres
(Evangelou 2002). La formacion de radicales
libres mediada por metales, especificamente
por vanadio, es debida principalmente a la
generacién de especies reactivas de oxigenos
(ROS) y de nitrogeno (RNS). Las especies
radicalarias reactivas incluyen un amplio rango
de radicales de oxigeno, carbono, nitrégeno y
azufre, originados de los radicales superoxido
(O,"), peroxido de hidrégeno (H,0,) y radicales
lipoperéxido (LOO), pero también de quelatos
de aminoacidos, péptidos, proteinas y otros
ligandos complejados con metales téxicos.
Mecanismos comunes, involucrando la
reaccion de Fenton y Haber Weiss, la
generacion O,” y radical oxhidrilo (‘'OH)
parecen estar involucrados en la toxicidad
inducida por metales tales como hierro, cromo
y vanadio (Valko et al 2005).

Intracelularmente, el vanadio se
encuentra como vanadilo(l1V), unido a
fragmentos nucleares y citoplasmaticos. Sin
embargo, una pequefia proporcion,
aproximadamente 1 %, puede hallarse en
forma no unida. En un ambiente débilmente
acido, tal como las proximidades de la
membrana plasmatica, en presencia de
vanadio(lV), (V), peréxido de hidrégeno (H,0,)
y oxigeno molecular (O,) puede existir la

produccion de radicales libres, principalmente
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por la siguiente cadena de reacciones:

VO** + H,0, —> VO,* +H* + "OH (1)

VO** + 0, "+ H,0 — VO,* + OH" + OH' (2)

Los radicales hidroxilo generados,
pueden conducir a la produccién de mas
radicales libres, por ejemplo superéxido que
puede a su vez ser dismutado por la
superoxido dismutasa (SOD) a H,O, y O,.
Ademas, el peroxido de hidrégeno puede
reaccionar nuevamente con el VO** vy
perpetuar la produccion de ‘OH (Shi et al 1999;
Ding et al 1999; Evangelou 2002).

In vivo el vanadio(lV) puede reaccionar
con el O, para generar O, y vanadio(V).
Ambas especies pueden luego participar de
reacciones de tipo Fenton - Haber Weiss, tal

como muestra la siguiente reaccion :

XX

OH- + OH- V(IV)

V(V) V(V)

V(IV)

En la cadena respiratoria se produce O, que

puede conducir a la formacion de

peroxovanadilo [V(IV) - OOT] e hidroperoxido
de vanadilo [V(IV) - OHT]. Los peroxidos de
vanadio también pueden ser formados por las

siguientes reacciones mediadas por NADPH:

2 V(V) + NADPH —> 2V(IV) + NADP* + H*
V(IV) + O, —> V(V) + O, "
V(V) + O, - —> [V(IV) - 00O']

[V(IV) - OO ] + NADPH = [V(IV) - OOH] + NADP
[V(IV) - OOH] + H* > V(V) + H,0,

Estos peréxidos promueven la inhibicion
de fosfatasas de tirosinas, dando como
resultado un incremento de proteinas
fosforiladas en residuos de tirosina. La
acumulacion de estas proteinas fosforiladas
inicia un “incendio” oxidativo con abundante
produccion de superéxido que luego cataliza
la formacion de peréxidos de vanadio,
estableciendo un circulo vicioso (Ye et al 1999;
Shi et al 1999; Ding et al 1999; Evangelou
2002; Valko et al 2005).

Existe amplia evidencia que sefiala que
el vanadio y sus complejos son capaces de
inducir estrés oxidativo. El vanadilo genera
radicales libres que catalizan Ia

lipoperoxidacion de acidos grasos e

(1) Lipido + R- /- OH —>
2) Lipido + O, —>
Lipido - OO- + Lipido —>
(3) Lipido- + Lipido- —_—>
Lipido - OO + Lipido: ——>

Lipido- Iniciacion
Lipido - OO- Propagacion
Lipido - OOH + Lipido-

Lipido - Lipido Terminacion
Lipido - OO- Lipido -

Figura 1.2.- Etapas de la lipoperoxidacién
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1. Introduccion

hidroperéxidos de la membrana celular,
generando ademas dienos conjugados (El
Naggar et al 1998; Shi et al 1999; Ding et al
1999; Evangelou 2002; Valko 2005).

Distintos estudios muestran que los
complejos de vanadio regulan el potencial
redox celular, inducen peroxidacion lipidica,
regulan la fosforilacibn enzimatica y ejercen
multiples efectos bioldgicos (Ye et al 1999a;
Ding et al 1999; Shi et al 1999; Etcheverry et
al 2000; Narla et al 2001a, 2001b, 2001c).
Por otro lado, los radicales hidroxilo generados
durante el estrés oxidativo ademas de causar
lipoperoxidacion, pueden generar dafo al
DNA y modificacién de proteinas intracelulares
(Shi et al 1999).

1.4.2. Lipoperoxidacién inducida por
vanadio

La peroxidacion lipidica es un proceso
autocatalitico, que una vez iniciado concluye
por procesos de terminacion o deplecion del
sustrato. Los residuos poliinsaturados de
acidos grasos (PUFA) pertenecientes a los
fosfolipidos de membrana son

extremadamente sensibles a la oxidaciéon. En

particular, los PUFA mitocondriales son
blancos preferenciales para la peroxidacion
conducida por metales (Valko et al 2005).

El proceso completo de peroxidacion
lipidica consiste en tres etapas: iniciacion,
propagacién y terminacion (Fig 1.2). La etapa
de iniciacion involucra el ataque de ROS
capaces de sustituir un atomo hidrégeno del
grupo metileno del lipido. La presencia de un
doble enlace adyacente al metileno, debilita
el enlace entre el carbono y el hidrégeno,
entonces este Ultimo puede ser removido mas
facilmente de la molécula de acido graso. Los
lipidos saturados también pueden sufrir
oxidacion, sin embargo no van a generar
reacciones en cadena. EIl proceso de
sustraccion de hidrégeno genera un acido
graso con un electrén desapareado (reaccion
1fig 1.2), que puede reaccionar con el oxigeno
presente en el medio conduciendo a la
formacion de radicales lipoperéxido (ROOY)
durante la fase de propagaciéon (reaccion 2
fig 1.2). Estos mismos radicales son por si
mismos muy reactivos y, por lo tanto, poseen
la capacidad de sustraer hidrégenos labiles

de moléculas vecinas de acidos grasos,

o) o) O ~N~5
I I e
HC~ CH,~ CH + 2 U
I
O
MDA TBA

S N N OH HO N\(S
— ;
OH OH

Pigmento MDA:TBA (1:2)

Figura 1.3.- Reaccion de deteccion del producto de lipoperoxidacién MDA.
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generando hidroperoxidos lipidicos (RO - OH)
de vida media relativamente corta y nuevos
radicales lipidicos (reaccién 3 fig 1.2). Los
radicales lipoperéxido pueden reacomodarse,
por reacciones de ciclizacion, a endoperoxidos
para generar finalmente los productos finales
de la lipoperoxidacion, el malondialdehido
(MDA) y 4 - hidroxinonenal (4 - HNE). Este
ultimo tiene marcados efectos en las vias de
transduccion de sefiales que finalmente
afectan el fenotipo celular. Por otro lado, el
MDA, que es altamente reactivo, puede
interactuar con el DNA y generar aductos de
dG, dA y dC (Valko et al 2005). EI MDA
generado en las reacciones de
lipoperoxidacion, puede determinarse por
medio de la reaccion con &cido tiobarbitarico
(TBA). A bajo pH y altas temperaturas, el MDA
participa en la reaccion de adicion nucleofilica

con TBA generando un aducto fluorescente

Figura 1.4. Corte transversal de hueso donde se ob-
serva la estructura trabecular y cortical. M: médula
Osea (http://depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed).

de coloracion rosada, que puede ser
determinado por espectroscopia UV - visible
a 532nm o por espectroscopia de
fluorescencia (Beuge y Aust 1978; Coudray
et al 1995; Salahudeen et al 1995) (Fig 1.3).

El vanadio puede actuar tanto en la
etapa de iniciacién, por generar radicales que
puedan iniciar la lipoperoxidacién, como en la
etapa de propagagacion (Valko et al 2005). Se
ha encontrado que el vanadio y sus complejos
son capaces de inducir lipoperoxidacion de

membranas celulares (Bay et al 1997).

1.5. Fisiologia del tejido 6seo y sus
mecanismos regulatorios basicos

El hueso es un tejido dinamico que se
halla en constante remodelacién a lo largo de
la vida (Ng et al 1997; Manolagas 2000;
Harada y Rodan 2003). Este tejido posee alta
organizacioén, consistente de una fase mineral
de hidroxiapatita y cristales amorfos de fosfato
de calcio contenidos en una matriz organica
(Ng et al 1997). La integridad esquelética es
mantenida por una estrecha homeostasis
entre la resorcién Osea y la formacién de
hueso (Evans 2002). Las funciones Oseas
incluyen la homeostasis del calcio, proveer de
un soporte mecanico a los tejidos blandos,
servir de anclaje a los musculos, participar en
la hematopoyesis y servir de proteccion para
el cerebro y la médula espinal (Harada y
Rodan 2003). El tejido 6seo consiste en
células altamente especializadas, una matriz

de tejido conectivo que puede hallarse
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mineralizado o no mineralizado y espacios que
incluyen cavidades para la médula 0Osea,
canales vasculares, canaliculos y lagunas
(Manolagas 2000).

Durante el crecimiento, el esqueleto es
formado mediante la remocién ésea en un sitio
y la deposicion de hueso en otro sitio diferente.
Este proceso se llama modelado 6seo. Una
vez que el esqueleto ha alcanzado la madurez
la regeneracion O0sea continua por el
reemplazo periédico de hueso viejo por hueso
nuevo en el mismo sitio. Este proceso se llama
remodelado, y es el responsable de la
completa regeneracion del esqueleto adulto
cada 10 afios (Manolagas 2000).

Histoloégicamente se pueden distinguir
dos tipos bien diferenciados de hueso (Fig.
1.4):

a.- hueso trabecular: encargardo de
darle fortaleza a las terminales de los huesos
largos, que son los encagados de soportar el
peso del cuerpo, y

b.- hueso cortical: que se encuentra en
el exterior de los huesos largos confiriéndoles
dureza.

Existen dos categorias de células 6seas.
En la primera se encuentran los osteoclastos,
gue son las células encargadas de la resorcion
Osea. En la otra categoria se encuentra la
familia de los osteoblastos, constituida por los
osteoblastos, cuya funcién es la formacion de
hueso; los osteocitos, insertados en el hueso,
que se encargan de mantenerlo y finalmente las
células que se encuentran en la superficie 6sea
(Manolagas y Jilka 1995; Evans 2002; http:/

depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed).

1.5.1.
homeostasis 6sea

Reguladores locales de la

Existen diversos reguladores de las
funciones o6seas que son producidos
localmente, ya sea en la médula 6sea o por
los propios osteoblastos, en respuesta a
hormonas u otros factores. Entre los

reguladores locales de la funcidn
osteoblastica, podemos mencionar:

a.- Proteinas morfogénicas del hueso
(BMP), que se producen en la médula 6sea y
Se unen a sus propios receptores, presentes
s6lo en células mesenquimaticas pluripotentes
(stem cells) dentro de la médula 6sea. Las
BMP activan la produccién de Cbfal que
induce transcripcion génica conducente a la
maduracion osteoblastica.

b.- Factores de crecimiento insulino -

! H w <7 & L
LY =
N -
_ Osteoblastos e — g £
el w i el
& % / Osteoclastos
= .

Osteoide

Figura 1.5. Histologia de la unidad basica de

remodelado. Se evidencia la presencia de
osteoblastos, osteoclastos y osteoide (http://
depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed).
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similes (IGFs): son producidos por los
osteoblastos en respuesta a varias hormonas
con actividad ésea tales como hormona
paritiroidea (PTH), estrogenos 6 BMP. Estos
factores se acumulan en la matriz 6sea y son
liberados por los osteoclastos durante la

la

y

resorcion o6sea. Sus funciones son

estimulacion de la proliferacion
diferenciacion de células 6seas.

c.- Citoquinas: interleuquina 1y 6 (IL -
1, IL - 6) y factor de necrosis tumoral (TNF):
son producidas por los osteoblastos en
respuesta a hormonas sistémicas y otras
citoquinas. La IL - 6 puede causar
diferenciacion de células pluripotentes
mesenquimaticas a pre - osteoclastos;
cambios en la proliferacion y diferenciacion e
inhibicion de la apoptosis de los osteoblastos.

d.- RANKL: es una citoquina presente
en la superficie de células relacionadas al
hueso. Le permite a las células responder a
hormonas sistémicas (como la vitamina D) y a
citoquinas (IL - 6). Cuando se producen
contactos celulares entre células que expresan
RANKL y células precursoras de osteoclastos,
que expresan RANK, se induce el desarrollo
osteoclastico ( Manolagas 2000; Evans 2002;

Harada y Rodan 2003).

1.5.2. Remodelado 6seo a través de una
unidad bésica multicelular

En los adultos la masa dsea es
mantenida localmente por un balance entre
la resorcion Osea y la formacién de hueso

(Harada y Rodan 2003). La resorcion 0sea es

llevada a cabo por los osteoclastos, células
multinucleadas formadas por la fusion de
progenitores mononucleares de la familia de
los macrofagos / monocitos de origen
hematopoyético (Teitelbaum 2000; Harada y
Rodan 2003).

Los mecanismos de resorcion y
formacion 6sea se hallan acoplados
localmente, a pesar de que la resorcion ocurre
mas rapidamente que la formacion 6sea (toma
al menos 3 meses reconstruir el hueso
resorbido en 2 - 3 semanas). En condicines
fisiologicas existe un estrecho control de este
proceso, llevado a cabo por diversos factores
que conducen a un estado estacionario u
homeostatico entre estos fendémenos, tal que
no existe pérdida neta de masa 6sea ( Ng
1997; Rodan y Martin 2000; Harada y Rodan
2003). Sin embargo, en diversas patologias,

tales como la osteolisis asociada a neoplasias,

Progenitores mesenquimaticos
derivados de médula ésea

Progenitores hematopoyéticos
derivados de médula ésea

\ i
© ®
l /

Precursor de

Precursor de
osteoclastos

osteoblastos

Osteoblasto

apoptotlco Osteoclasto

apoptotico

@A»»

Osteoblasto Osteoclasto

%%%o%#

Osteocito Hueso

=

+

Osteouto
apoptotico

Figura 1.6. Formacion de osteoblastos y osteoclastos
a partir de células progenitoras alojadas en la médula
O0sea (Manolagas 2005).
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la enfermedad de Paget, osteoporosis, etc.,
este balance se halla alterado resultando en
una pérdida neta de masa 6sea (Hamdy 1993;
Manolagas y Jilka 1995; Rodan y Martin 2000).
Como consecuencia de estas patologias
existe dolor 6seo, fracturas patoldgicas, etc.
aumentando asi la morbilidad sufrida por el
paciente (Hamdy 1993; Rodan y Martin 2000).

En el esqueleto adulto sano, los
osteoblastos y los osteoclastos pertenecen a
una estructura temporaria Unica, conocida
como unidad basica multicelular (BMU) (Fig.
1.5).

Durante los procesos de resorcion /
formacion 6sea, existe una coordinacion
espacio - temporal de la actividad de
osteoclastos y osteoblastos; aunque la
coordinacién y reglas a las que se hallan
sujetas las distintas BMU son diferentes si se
trata del modelado 6seo o del remodelado.
Cada BMU se origina en un tiempo y lugar
determinado, y avanza hacia su blanco, que
es una regiéon del hueso que necesita ser
reeemplazada, continuando su actividad
durante una distancia variable desde el blanco
(progresién) y, eventualmente arrestandose
(terminacién). Durante todo este proceso, los
integrantes de una BMU mantienen una
relacién temporal perfectamente acoplada
unos con otros. Los osteoclastos se adhieren
al hueso y subsecuentemente causan su
remocion por acidificacion y digestion
proteolitica. A medida que la BMU avanza, los
osteoclastos abandonan los sitios de resorcion

y los osteoblastos se mueven hacia alli, para

cubrir el area excavada, comenzando el
proceso de formacion 6sea por secrecion del
osteoide que es luego mineralizado para
formar hueso nuevo (Ng et al 1997; Teitelbaum
2000; Manolagas 2000; Manolagas y Jilka 2004).

1.5.3.
Osteoclastogénesis

Osteoblastogénesis y

Tanto los osteoblastos como los
osteoclastos derivan de precursores
originados en la médula 6sea. Los precursores
de los osteoblastos son células germinales
mesénquematicas pluripotentes y los
precursores de los osteoclastos son células
hematopoyéticas del linaje de monocitos /
macrofagos (Manolagas 2000) (Fig. 1.6). Se
ha demostrado que los macréfagos causan
efectos deletéreos sobre el metabolismo de
osteoblastos en cultivo. Por otro lado, se sabe
gque existe alguna relacion entre los
macrofagos y los osteoclastos; sin embargo,
la naturaleza exacta de su interaccion no ha
sido completamente elucidada (Evans 2002).

El desarrollo y diferenciacién de
osteoblastos y osteoclastos esta controlado
por factores de crecimiento, hormonas y
citoquinas producidas en el microambiente
0seo, asi como también por moléculas de
adhesion que median las interacciones de
células entre si y con la matriz extracelular
(Manolagas 2000; Mackie 2003). Los
osteoblastos poseen un rol central en la
creacién y posterior mantenciéon de la
arquitectura esquelética. Estas funciones las

llevan a cabo por deposicion de la matriz y a
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través de la regulacion de la diferenciacion y
actividad de los osteoclastos. Indirectamente,
debido a su actividad regulatoria de los
osteoclastos, los osteoblastos participan en la
homeostasis calcica (Mackie 2003).

Los osteoblastos totalmente
diferenciados producen y secretan proteinas
gue constituyen la matriz 6sea, la cual es
mineralizada a continuacion, por deposicion
de hidroxiapatita. Entre las principales
proteinas secretadas por los osteoblastos se
encuentran el colageno tipo |, osteonectina y
glicosaminoglicanos (biglicano y decorina).
También existe secrecion de proteinas
minoritarias que son, sin embargo, importantes
factores de adhesion que interaccionan con
las integrinas. Entre estas proteinas podemos
mencionar osteopontina, sialoproteina ésea,
fibronectina, vitronectina y trombospondina
(Manolagas 2000; Mackie 2003).

Los osteoclastos, células multinucleadas
de gran tamafio, poseen abundantes
mitocondrias, lisosomas y ribosomas libres.
Entre sus caracteristicas morfoldgicas se
destacan también el borde en cepillo, un
complejo sistema de protrusiones de
membrana con forma de dedo cuya funcion
es mediar la resorcion de la matriz calcificada,
y otra estructura especializada llamada la zona
clara, que sella la zona préxima a ser
resorbida, creando asi el microambiente
necesario para el funcionamiento del sistema
de resorcion. Los componentes de la matriz

mineralizada son disueltos en un ambiente

acidico, generado por una H* - ATPasa que

se encuentra en el borde en cepillo del
osteoclasto, y por accion de las proteasas
secretadas. Finalmente, los componentes
de la matriz degradada son endocitados y
transportados hacia la zona de la
membrana osteoclastica opuesta al hueso
(Manolagas 2000).

El hueso maduro se halla en continua
remodelacion. El hueso viejo es resorbido y
reemplazado por hueso nuevo; este proceso
es llevado a cabo por un equipo de
osteoblastos y osteoclastos. Tanto los
osteoblastos como los osteoclastos tienen un
periodo de vida definido, luego del cual
mueren por apoptosis (Manolagas 2000). El
proceso de suicidio celular o apoptosis, es un
proceso iniciado y continuado en forma
ordenada. Existen genes que regulan
cuidadosamente este proceso fisioldgico; sin
embargo, existen diversos agentes que
pueden estimular o inhibir la apoptosis de los
distintos tipos celulares presentes en el hueso,
constituyendo asi herramientas utiles para el
tratamiento de las patologias éseas (http://
depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed;
Chen y Shi 2002).

Los procesos apoptéticos pueden ser
divididos en dos categorias: muerte celular
mediada por receptores (via extrinseca) y
muerte mediada por la mitocondria (via
intrinseca); sin embargo, se sabe que existen
entrecruzamientos entre estas dos vias. Bajo
condiciones normales, la mitocondria podria
ser la principal fuente para la generacion basal

y homeostéatica de ROS, por medio de la
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cadena de transporte de electrones.
Paraddjicamente, esta organela es muy
vulnerable a los efectos adversos de la
generacion excesiva de ROS. La generacion
excesiva de ROS, que no podria ser
neutralizada por los recursos limitados de la
capacidad reductora de la mitocondria y el
citosol, no sélo aumenta la permeabilidad de
la membrana mitocondrial, sino que también
difunde dentro de la matriz mitocondrial para
dafar la cadena respiratoriay consecuentemente
amplificar ain mas la generacién de ROS,
debido a la deficiente transferencia de
electrones al oxigeno. Asi, las membranas
mitocondriales sufren un aumento en la
permeabilidad que permite la liberacién de
varios promotores de la apoptosis (Cheny Shi
2002). De este modo, y teniendo en cuenta
gue el vanadio causa un incremento en la
produccion intracelular de radicales libres, la
apoptosis mediada por la mitocondria podria
ser la mas importante y relevante en la muerte

celular inducida por este metal.

1.6. Cancer

El cancer es una enfermedad de las
células caracterizada por un cambio en los
mecanismos de control que gobiernan la
proliferacion y diferenciaciéon celular (Salmon
y Sartorelli 1991). Fundamentalmente, el
cancer es una enfermedad en donde la
proliferacion resulta anormalmente excesiva.
En contraste con las células normales, las

células tumorales continuan proliferando aun

en ausencia de sefales proliferativas. Sin
embargo, no necesariamente van a proliferar
a mayor velocidad que las células normales
(Kufe et al 2003). Al parecer, en las células
neoplasicas, existen funciones que podrian
estar desreguladas:

a.- los mecanismos regulatorios de la
proliferacion son inefectivos;

b.- el programa de diferenciacion celular
puede estar distorsionado. Las células
tumorales pueden bloquearse en un estadio
particular de diferenciacién, o pueden
diferenciarse a un estadio inapropiado o a un
tipo celular anormal.

c.- La organizacién cromos6mica o
genética puede hallarse desestabilizada, de
forma tal que conduzca a la generacion de
células mutantes con alta frecuencia. Entre las
alteraciones pueden encontrarse aquellas que
modifiquen la capacidad de migracion celular
o la produccion de enzimas proteoliticas que
permitan invasion y metastasis.

d.- El programa de muerte celular
(apoptosis) que usualmente se encuentra bajo
estricto control y que permite la eliminacion
de células viejas o con alteraciones génicas,
se halla inoperante en las células
cancerigenas (Kufe et al 2003).

Los macroéfagos tienen dos mecanismos
principales para destruir células malignas. El
primero de ellos estd mediado por actividad
proteolitica al activar células T citotoxicas. El
segundo mecanismo depende de la

generacion extracelular de especies reactivas

de nitrégeno y oxigeno. Algunas drogas,
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aumentan la citotoxicidad inducida por
macrofagos al estimular la produccion de ROS
y NOS (Matés et al 2000).

Las células que han sufrido
transformaciones neoplasicas generalmente
expresan antigenos de superficie que, al parecet,
son del tipo fetal normal y aparentemente,
también poseen otros signos de aparente
“inmadurez” que pueden presentarse como
anormalidades cuali y cuantitativas, incluyendo
distintas translocaciones y secuencias
amplificadas de genes. De este modo, las células
tumorales escapan a los controles que ejerce el
sistema inmunitario para eliminar células
aberrantes. Las células cancerigenas proliferan
en forma excesiva y forman tumores locales que
pueden comprimir o invadir estructuras

adyacentes (Salmon y Sartorelli 1991).

Figura 1.6.- Metastasis 6seas: A) osteoblastica:
observa la excesiva deposicién de hueso; B)
osteolitica: se observa pérdida de la masa 6sea, asi
como también gran actividad resortiva (http://
depts.washington.edu/bonebio/ASBMRed).

se

En el mundo occidental, la muerte por
cancer ocupa el segundo lugar de frecuencia,
luego de las enfermedades cardiovasculares,
en las causas de muerte de la poblacion
general. La frecuencia, distribucién geogréfica
y comportamiento de distintos tipos
especificos de canceres, estan relacionados
con multiples factores que incluyen sexo,
edad, raza, predisposicion génica y exposicion
a carcindbgenos ambientales; siendo
considerado este ultimo el factor mas
importante (Salmon y Sartorelli 1991). En
nuestro pasis, la tasa bruta de mortalidad por
tumores es de 150,99 por cada 100.000
habitantes, segun lo informan las estadisticas
de Ministerio de Salud de la Nacioén (http://
www.deis.gov.ar/publicaciones/archivos/
Boletines.pdf). La mortalidad por tumores
ocupa el segundo lugar entre las causas de
mortalidad.

Los tumores son formaciones
independientes que se comportan en forma
extrafia al organismo y viven a expensas del
huésped, tomando sustancias nutritivas de él.
Es decir, que su caracteristica principal es el
caracter autonomo del crecimiento (Litter
1986b).

Los canceres o tumores malignos se
caracterizan por poseer:

a) crecimiento acelerado, con infiltracién
y destruccion de tejido.

b) produccion de metastasis.

c) recidiva luego de la extirpacion.

d) evolucion maligna que causa la

muerte del paciente (Litter 1986b).
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Al comienzo, las células cancerosas
crecen en forma exponencial o logaritmica,
pero a medida que aumenta la masa tumoral,
el tiempo de duplicacion del numero de células
(aumento del volumen tumoral) se prolonga,
lo que se debe a la disminucion de la fraccion
de crecimiento y aumento de la pérdida celular
por envejecimiento y muerte (Litter 1986b).

En todo tumor maligno existen tres
compartimientos celulares:

a) células en estado de multiplicacion;

b) células en reposo, pero capaces de
entrar en el ciclo celular (quiescentes);

c) células en el periodo final, que han
dejado definitivamente el ciclo celular y estan
destinadas a morir (arrestadas) (Litter 1986b).

Dentro del tumor, exisre una pequefia

Quimiorresistencia

Factores de resorcion
Osea

Crecimiento <«—

Alojamiento en el hueso
Integrinas
Cadherina - 11

Dormancy

Fibronectina, Cadherina - 11
VCAM -1

Célula del estroma

Figura 1.7.- Interacciones entre la célula del estroma
de la médula 6seay la célula tumoral. Los contactos
entre células neoplasicas y estromales, a través de
diferentes moléculas de adhesion, favorecen la
colonizacion por células tumorales, la produccion de
factores de resorcion Osea, la quimiorresistencia y
el dormancy en hueso (Yoneda, 2003).

poblacion de células que pueden describirse
como “células madre tumorales”. Estas
conservan la capacidad de sufrir repetidos
ciclos de proliferacién y también de emigrar
hacia sitios distantes en el cuerpo para
colonizar 6rganos, en el proceso denominado
metastasis. De este modo, las células
neoplasicas tienen la capacidad de ser
clonégenas, o sea formadoras de colonias.
Los fendmenos invasivos y metastasicos, asi
como una serie de anormalidades metabdlicas
gue son consecuencia del cancer, producen
la enfermedad y finalmente la muerte del
paciente, a menos que el neoplasma pueda
ser erradicado con el tratamiento (Salmon y
Sartorelli 1991).

1.6.1. Teoria del «suelo y la semilla»

A fines del siglo XIX, Paget propuso la
teoria del “sueloy la semilla”, luego de realizar
autopsias y estudiar 735 mujeres que habian
fallecido de cancer de mama. Esta teoria
postula que las células cancerigenas
circulantes (semilla) pueden producir
metastasis solo en aquellos érganos donde
el microambiente (suelo) sea ventajoso para
el crecimiento. Mas especificamente, la
habilidad de las células para sobrevivir,
expandirse clonalmente y generar
angiogénesis son las propiedades que
permiten a las células tumorales generar
metastasis en sitios distintos a su lugar de
origen. Esta teoria, ampliamente aceptada en
la actualidad, es el principio basico en el

campo de las metastasis neoplasicas y es
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particularmente relevante en las metastasis
O0seas (Roodman 2004; Yoneda e Hiraga
2005; Yin e t al 2005).

Las metastasis son formaciones
secundarias, a distancia del tumor primitivo.
Se pueden producir por transmicion a través
de la sangre, el liquido linfatico o por

implantacion (Litter 1986).

1.6.2. Mecanismos de las metastasis 6seas

Las metastasis O0seas son
complicaciones comunes en pacientes con
canceres avanzados. Su presencia genera
habitualmente morbilidad seria y prondstico
grave (Yin et al 2005). A pesar de que el
mecanismo molecular subyacente a las

metastasis 0seas preferenciales no ha sido

1. Sitio Primario 2. Circulacién 3. Médula ésea y hueso

| —1 " -
—1 \/ Médula 6sea

“(/5
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e | Fes ©

- Cadherina - E
- Integrinas

- MMPs
-PTH-rP

- MMPs
- Laminina
- Colageno tipo 1V
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- Proteinas de la matriz

- Factores de crecimiento
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Figura 1.8.- Moléculas involucradas en las metéstasis
Oseas. Para producir metastasis Oseas, las células
neoplasicas deben recorrer tres ambientes que
incluyen el sitio primario del tumor, la circulacién y la
médula 6sea. En cada ambiente las moléculas
descriptas afectan el comportamiento metastasico de
las células tumorales (Yoneda, 2003).

puesto aun en evidencia, pareciera que el
hueso provee el microambiente que le permite
a las células tumorales circulantes arrestarse,
sobrevivir y colonizar preferentemente este
tejido (Yin et al 2005; Yoneda e Hiraga 2005).
Basados en la alteracion de los procesos
0seos, las metéstasis en hueso se clasifican
en osteoliticas, osteoblasticas y mixtas. En las
del primer tipo, las células del tumor invaden
la médula 6sea y posteriormente activan los
osteoclastos. De este modo, la resorcién 6sea
estd mediada por los osteoclastos y no por
las células tumorales, dando como resultado
una disminucion de la masa 6sea. Las
metastasis osteoblasticas se caracterizan por
una formacion anormal de hueso, debido a
una exacerbacion de la actividad osteoblastica
(Roodman 2004) (Fig. 1.7)

Microambiente d6seo: existe amplia
evidencia que sugiere que los osteoclastos,
mas que las células tumorales son los
encargados de la resorcion O6sea en la
patofisiologia de las metastasis 6seas, siendo
ésta una caracteristica distintiva de la
enfermedad. Asi, la formacion y activacion de
osteoclastos conjuntamente con la
colonizacion por células neoplasicas, son
factores criticos para el establecimiento de las
metastasis 0seas (Roodman 2004; Yoneda e
Hiraga 2005; Yin et al 2005).

Las matrices Oseas son ricas en
depoésitos de factores de crecimiento y
citoquinas que serian liberados por la actividad

continua de los osteoclastos en la matriz

mineralizada. Las citoquinas pueden estimular
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la produccion de diferentes sistemas
hormonales, que bien pueden estimular la
resocion 6sea o la proliferacion celular. Los
factores de crecimiento estimularian la
proliferacion y quimotaxia, asi como también
actuarian inhibiendo la apoptosis de las
células cancerigenas que han invadido el
hueso, conduciendo por lo tanto al
establecimiento de las metastasis (Roodman
2004; Yoneda e Hiraga 2005).

Las células mesenquimaticas
progenitoras de la médula ésea dan lugar a
las células del estroma. Estas células
estromales, son las que alojan células
hematopoyéticas, estimulando su
proliferacion, diferenciacion y supervivencia,
asi como también a las células tumorales que
migran hacia la médula. De esta manera, las
células del estroma son las que favorecen la
colonizacién de la médula ésea por células
tumorales y le confieren, ademas, resistencia
a los tratamientos quimioterapicos (Fig. 1.8)
(Roodman 2004; Yoneda e Hiraga 2005).

La resorcion 6sea mediada por los
osteoclastos crea un microambiente a través
de la liberacién de los factores de crecimiento
almacenados en la matriz del hueso, asi como
también por liberacién de calcio y fosfato.
Ademas, por accion de los factores y
minerales liberados, las células neoplasicas
producen citoquinas que estimulan los
osteoclastos, asi como también PTH - rP y
prostaglandina E, incrementando la resorcion,
con la participacion de las células

osteoblasticas y estromales que producen

RANKL. Este microambiente, establece un
circulo vicioso que involucra células tumorales,
osteoblastos y osteoclastos que conduce al
desarrollo y progresién de las metéstasis
0seas (Yoneda e Hiraga 2005) (Fig 1.8).

El proceso de metastasis 6sea consiste
basicamente de tres pasos:

1.- Proliferacion e invasion de las células
tumorales en el sitio primario,

2.- Intravasacion, migracién en la
circulacion y posterior extravasacion, y

3.- Arresto de las células neoplasicas en
la médula Osea, salida desde el
sinusoide, adhesion a la superficie 6sea,
destruccién osteoclastica y colonizacién
de las células tumorales en hueso
(Yoneda e Hiraga 2005) (Fig 1.8).

1.6.3. Tratamiento antineoplasico
El tratamiento antineoplasico ideal

deberia cumplir con los siguientes requisitos:

cl NH, o]
cl NH,
Pt N/
/ N\ Pt
cl NH, / N\
- cl NH,
Cisplatino

Carboplatino
O OH i
C>
: OH
OH
OCH,O OH !
o°
CH,
HO

NH,
Doxorrubicina

Figura 1.9.- Estructuras quimicas de los principales
agentes antineoplasicos utilizados para el tratamiento
de los osteosarcomas y las metéstasis dseas.
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a.- disminuir la tasa de crecimiento
(efecto antiproliferativo);

b.- poseer acciones citotoxicas o
citostaticas, por efectos apoptéticos o
necroticos;

c.- disminuir o inhibir el potencial
metastasico de las células neoplasicas;

d.- baja o nula capacidad de generar
resistencia celular (Evangelou 2002).

Con la denominacion de “agentes
guimioterapicos antineoplasicos”, se
comprende a las drogas capaces de dafiar las
células malignas respetando relativamente al
organismo. Los medicamentos anticancerosos
ideales serian los que eliminen células
cancerosas sin lesionar los tejidos normales
(Litter 1986). Sin embargo, las drogas
actualmente empleadas en quimioterapia
antineoplasica son relativamente inespecificas
y causan toxicidad de células normales (Salmon
y Sartorelli 1991).

Idealmente, la farmacoterapia
antineoplasica deberia eliminar todas las
células tumorales con el fin de evitar recidivas.
(Litter 1986). Los tratamientos antineoplasicos
actuales se basan en la Hip6tesis de la muerte
logaritmica, que predice que una dosis dada
de una droga antineoplasica exterminara un
porcentaje constante de células malignas sin
relacion con el nimero existente de células.
Sin embargo, los métodos actuales de
deteccidn de tumores no poseen sensibilidad
suficiente como para detectar niumeros de
células menores a 10°. Por este motivo,el

paciente es sometido a ciclos repetidos de

tratamiento con el fin de tener una probabilidad
logaritmica de erradicacion de todas las
células tumorales (Litter 1986).

En la actualidad, los tratamientos
coadyuvantes con farmacos antineoplasicos
son ampliamente utilizados como
complemento a los métodos locales de
tratamiento, tales como cirugia o radioterapia,
aunque la naturaleza del tratamiento
oncoldgico y sus meétodos fundamentales
cambian constantemente. El osteosarcoma,
ya sea primario o como consecuencia de
metastasis 0seas, se trata habitualmente con
analogos del acido folico (metotrexato),
antibiéticos antraciclinicos (doxorrubicina),
analogos del pirofosfato (bifosfonatos) y
complejos de platino (cisplatino y, en menor
medida, carboplatino) (fig 1.9) (Hamdy 1993;
Goodman et al 1996). Tanto el metotrexato
como la doxorrubicina y los complejos de
platino interfieren con las funciones normales
del DNA y del RNA (Goodman et al 1996);
mientras que el mecanismo de accion de los
bifosfonatos pareceria estar relacionado con
la inhibicion de la actividad de los osteoclastos

(Hamdy 1993).

1.6.4. Efectos antitumorales del vanadio

El vanadio administrado en dosis
adecuadas es capaz de ejercer acciones
antitumorales (Evangelou et al 1997). Este
elemento y sus derivados han presentado
marcados efectos anticarcinogénicos tanto en
tumores inducidos experimentalmente o

implantados en modelos animales, como asi

27

Maria Silvina Molinuevo



1. Introduccion

también en cultivos de células tumorales
(Jackson et al 1997; El - Naggar et al 1998;
Narla et al 2000; Mukerjee et al 2004).

Se ha demostrado que diversos
complejos de vanadio causan citotoxicidad en
modelos neoplasicos in vitro (Jackson et al
1997; Narla et al 2000; Cortizo et al 2001;
Narla et al 2001a, 2001b, 2001c). Evangelou
y su grupo demostraron que un complejo de
vanadio administrado oralmente, producia
efectos beneficiosos sobre ratas a las que se
les habia implantado un tumor. Este estudio
muestra que en las ratas tratadas con vanadio
aumentaba el tiempo de sobrevida, induciendo
remision completa y retardando la tasa de
crecimiento del tumor (Evangelou et al 1997).
En concordancia, otros grupos también
observaron efectos similares al administrar

intraperitonealmente complejos de vanadio en

modelos tumorales animales (Jackson et al
1997; El - Naggar et al 1998; Liasko et al 1998;
Gosh et al 2000).

Este efecto citotoxico parece
correlacionar con la induccion de apoptosis
gue podria estar relacionada al incremento
generado en la produccion de radicales libres;
asi como también por interaccién con el DNA,
que conduce al arresto del ciclo celular
(Thompson et al 1984; Djordjevic 1995; EI -
Naggar et al 1998;Aubrecht et al 1999;
Evangelou 2002). Sin embargo, los
mecanismos subyacentes en la accion
antitumoral de los complejos de vanadio
permanecen sin clarificarse completamente.
Ademas de los mencionados anteriormente,
alguno de los siguientes mecanismos estarian
probablemente relacionados con su actividad

antineoplasica: el vanadio, dependiendo de

radicales libres

g

Citotoxicidad

EFECTOS ANTITUMORALES DE LOS COMPUESTOS DE VANADIO

Producciﬁ’

Inhibiciéon de PTPasa
Activacion de PTKs

Clivaje del DNA Lipoperoxidacion

Activacion de vias

ArlreStOI (?el «<— de transduccion ~_

ciclo celular de sefiales Modulacién de moléculas
i l de adhesién

N ) Inhibiciéon de la Invasion

proliferacion celular Apoptosis y Metastasis

Activacion de Enzimas
Xenobidticas

!

Inactivacién de metabolitos
carcinogénicos

!

Quimioprevencion

Figura 1.10.- Representacion esquematica de los mecanismos por los cuales el vanadio ejerce sus acciones

antitumorales (Evangelou 2002).
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la concentracion, puede estimular o inhibir la
sintesis de DNA; puede inhibir la DNA
polimerasa, la nucleotidil transferasa, asi como
también la fosforilasa (Liasko et al 1998). El
vanadio(lV) y (V) puede inducir clivaje del DNA,
probablemente por medio de la produccién de
ROS, especialmente -OH (Sakurai 1994). En
la figura 1.10 se muestran esquematicamente
los mecanismos por los cuales el vanadio
ejerceria sus acciones antitumorales.

Se ha sefialado que el vanadilo(lV)
juega un papel fundamental en la actividad
antitumoral de sus complejos y que esa
actividad citotoxica estaria influenciada por la
estructura de los complejos formados,
poniendo en evidencia que la potencia
citotoxica de los complejos depende del centro
activo de vanadilo asi como también de la
estructura de los complejos (Narla et al 2000;
Gosh et al 2000).

Las proteinas de adhesion, ya sea que
provean adhesion entre células o con la matriz
extracelular, estan involucradas en los
procesos de metastasis e invasion tumoral
(Alonso et al 1996; Evangelou 2002; Yoneda
e Hiraga 2005). La fosforilacion de restos
tirosinas de las proteinas inducida por vanadio,
podria influenciar el potencial metastasico e
invasivo de las células tumorales, ya que
regularia las adhesiones entre células asi
como también las adhesiones al sustrato
(matriz extracelular) e induciria cambios en el
citoesqueleto de actina (Matsuyoshi 1992;
Takenaga 1996; Cortizo y Kreda 2000;
Evangelou 2002).

Por otro lado, se sabe que las células
cancerigenas poseen propiedades diferentes
de las células normales. Por ejemplo, poseen
menor pH intracelular, niveles de enzimas
antioxidantes alterados y, en consecuencia
una produccidon continua de peroéxido de
hidrogeno; su estado redox también es
diferente y poseen mayor contenido de agua
(Evangelou 2002). Tal vez sea el menor pH
intracelular, la propiedad que le permite a las
células tumorales captar mayores cantidades
de vanadio (Djordjevic 1995; Evangelou et al
1997). Esta caractetistica confiere cierta
especificidad en la terapéutica antineoplasica
del vanadio, ya que resulta esperable que los
compuestos de vanadio posean mayor
citotoxicidad en células tumorales que en las

normales.
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2. Hipdtesis

2.1. Definicién del problema

El cancer es una enfermedad de alta
prevalencia en el mundo, ocupando los
primeros lugares entre las causas de muerte
(Salmon 'y Sartorelli 1991; http://
www.deis.gov.ar/publicaciones/archivos/
Boletin.pdf). En particular, las metastasis
Oseas de algunos tipos de canceres, tales
como el cancer de mama, prostata o pulmon,
agravan la morbilidad y el pronéstico de la
enfermedad (Yin et al 2005; Yoneda e Hiraga
2005).

Si bien se cuenta con tratamientos de
eficacia comprobada, tales como el uso de
cisplatino, metotrexato o bifosfonatos, todos
estos compuestos poseen severos efectos
secundarios. Por otro lado, una complicacion
frecuente de los tratamientos es la resistencia
a los mismos que generan las células
tumorales (Litter 1986b; Salmon y Sartoreli
1991; Goodman et al 1996). Por tal motivo,
aun contintia la busqueda de compuestos para
el tratamiento de esta enfermedad que
presenten ventajas terapéuticas. Los
complejos de vanadio contituyen una nueva
clase de agentes terapéuticos (Evangelou
2002); pero para establecer su utilidad clinica,
aun hace falta mas investigacion basica y
clinica. Asi, la farmacologia experimental
es indispensable como base para la
aplicacion eventual de nuevas drogas

(Salmon y Sartoreli 1991).

2.2. Datos previos que soportan la
hipotesis

Estudios previos realizados en nuestro
laboratorio han mostrado que algunos
complejos organicos de vanadio poseen
actividad citotoxica sobre cultivos de células
de osteosarcoma (Sélice et al 1999; Etcheverry
et al 2000; Etcheverry et al 2002). Diferentes
estudios sugieren que los efectos téxicos del
vanadio y sus derivados serian causados por
un incremento sostenido en la produccién de
radicales libres, con el consecuente dafio al
DNA, las membranas celulares y otras
estructuras celulares (sistemas enzimaticos,
proteinas estructurales, etc) (Evangelou et al
1997; Ye et al 1999; Shi et al 1999; Ding et al
1999; Huang et al 2000; Cortizo y Kreda 2000).

Hipotesis

La hip6tesis que se pretende demostrar
en este trabajo es que los complejos de
vanadio ejercerian accion antitumoral por
medio de mecanismos que regulan la
adhesion, migracién y proliferacién de células
neoplasicas, como asi también regulando la
actividad de macréfagos. Los mecanismos de
accion podrian involucrar efectos
proapoptéticos mediados por la mitocondria y
/ o0 la generacion de estrés oxidativo a través
de la produccién de ROS y especies reactivas

de nitrogeno (RNS).

2.3. Objetivos

1.- Sintetizar, caracterizar y estudiar la
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estabilidad de complejos de vanadio en
solucion y en estado sélido.

2.- Analizar la potencia citotoxica de los
complejos de vanadio sobre cultivos de células
oseas.

3.- Evaluar la generacién de ROS y
RNSy su eventual relacion con los procesos
apoptoticos asi como también con la potencia
citotoxica.

4.- Analizar los efectos de los complejos
de vanadio sobre los procesos metastasicos
(adhesion, invasion y clonogenicidad).

5.- Estudiar el efecto de los complejos
sobre la activacion de células macrofagicas en

cultivo.

2.4. Modelo celular de estudio

Para demostrar nuestra hipétesis hemos
usado tres modelos de estudio relacionados
a células 6seas: osteoblastos MC3T3E1,
células de osteosarcoma murino UMR106 y
monocitos / macrofagos RAW?264.7.

La linea celular clonal MC3T3E1 es un
modelo de cultivo celular bien definido que
retiene competencia para analogos de
diferenciacién de cultivos primarios de
osteoblastos derivados de calvaria de raton.
(Fratzl - Zelman et al 1997). Son células no
transformadas que pueden pasar por tres
estadios definidos, cuando son sometidas a
las condiciones adecuadas de cultivo:

- proliferacién: ocurre hasta el tercer dia
de cultivo en medio de cultivo suplementado

con 10 % de suero fetal bovino;

- diferenciacién: dentro de los 15
primeros dias de cultivo las células comienzan
a diferenciarse a osteoblastos, expresando
distintos marcadores de diferenciacion y
secretando matriz extracelular.

- mineralizaciéon: en esta etapa, las
células mineralizan la matriz secretada en la
etapa anterior, depositando calcio y fosfato.
La mineralizacion ocurre hasta el dia 25 de
cultivo in vitro. Luego de este periodo, las
células entran en apoptosis y mueren.

Las células MC3T3EL pueden expresar
distintos marcadores de diferenciaciéon tales
como fosfatasa alcalina, osteoprotegerina y
osteocalcina. Ademas, producen y secretan
colageno tipo | (Sudo et al 1983; Quarles et al
1992). Se ha descripto que en cultivos a largo
plazo de estas células, existen formaciones
llamadas nodulos, que son considerados sitios
de calcificacion. Estos nodulos estan
caracterizados por la acumulacion de matriz
colagenosa que subsecuentemente puede ser
mineralizada (Fratz - Zelman et al 1997; Suzuki
et al 2002). Esta linea celular resulta por lo
tanto un buen modelo para el estudio de los
fendmenos naturales que ocurren durante el
desarrollo éseo.

La linea celular UMR106 es una linea
celular clonal osteoblastica derivada de un
osteosarcoma de rata (Chak et al 1995). Esta
linea celular expresa varios marcadores
osteoblasticos, entre ellos FAL y sintesis de
colageno tipo | (Partridge et al 1983).

Las células derivadas de macrofagos de

raton, RAW264.7, fueron establecidas a partir
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de ascitos de un tumor inducido en ratones
machos por la inyeccion intraperitoneal del
virus de leucemia Abselon (A - MuL - V). Estas
células expresan distintos tipos de marcadores
de activacion, tales como sintesis de
interleuquinas, formaciéon de vesiculas de
fagocitosis, expresion de NF-KB, expresion de
sintasas de oxido nitrico (NOS) y produccion
de 6xido nitrico (NO) (Chen et al 1999). Por
este motivo, resultan Utiles para el estudio de
acciones citotoxicas normales de las células

de linaje monocito / macréfago.
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3.1.- Métodos Generales

a.- Sintesis de los compuestos de vanadio

[VO(Aspirina)CIH, O],

En el complejo [VO(Aspirina)CIH,O].,,
la coordinacién entre aspirina y el cation
vanadilo tiene lugar a través de grupos
carboxilato desprotonados que se comportan
como puentes ligando bidentados. En la
estructura sugerida por los autores, el atomo
de vanadio presenta una esfera de
coordinacion de tipo piramide cuadrada
(Etcheverry et al 2000; Etcheverry et al 2002).

El complejo vanadilo(lV) - aspirina,
VOASspi, se sintetiz6 mezclando apirina y
VOCI, (50% solucion acuosa) en una relacion
molar 2:1. La apirina se disolvio en etanol 96°
bajo atmdsfera de N, y se agrego gota a gota
la solucion de VOCI, (pH = 3,5; 0°C). Se formo
una sustancia aceitosa de color verdoso que
produce un sodlido verde cuando se lo lava
exahustivamente con H,0O(d). Este sdlido se
filtré y secod inmediatamente en estufa a 60
°C, para evitar la descomposicion. El
compuesto obtenido se indentificé por
espectroscopia infrarroja (IR). Se almacend
atemperatura ambiente en frascos protegidos
de la luz y humedad (Etcheverry et al 2002).

Para los estudios descriptos en este
trabajo, se prepararon diariamente soluciones
stock de trabajo (100 mM), pesando una
cantidad adecuada del complejo vy
disolviéndola en una mezcla etanol 96° - agua
(1 : 1). Las diluciones se realizaron en medio
de cultivo con el fin de minimizar las
cantidades de alcohol agregadas a los
ensayos celulares.

Na,[VO(Glucosa),OH].5H,0

En este complejo, la coordinacion del
vanadilo con el azlcar depende fuertemente
del pH al cual se realiza la sintesis. Debido a
gue el ligando libre es el a - anémero de la
forma piranosa de la glucosa, los autores
sugieren que el catién vanadilo es quelado
por la D - glucosa a través de los atomos en
posicién cis de los oxigenos anoméricos 1y
2. La esfera de coordinacién consiste en dos
glucosas con los grupos hidroxilo desprotonados;
asi el catién vanadilo queda hexacoordinado
por cuatro &tomos de oxigeno desprotonados
pertenecientes al azlcar y la posible presencia
de otro grupo OH en la sexta posicién. La
estequiometria metal : ligando del complejo
resulta ser 1:2 (Etcheverry et al 1997).

La sintesis del complejo se realizd
disolviendo 2 mmoles de D - glucosa en 10
ml de agua destilada; esta solucion se llevo a
pH = 12 y se le agreg0, bajo agitacién
constante,1 mmol de VOCI, . Se formé una
solucién verdosa de la cual se obtuvo un
sélido cristalino verde luego de la adicion de
etanol absoluto en varias veces sucesivas,
con agitacion y descarte del sobrenadante.
Este sdlido se lavé exahustivamente con
etanol absoluto, se secé y almacend en
estufa a 60°C para evitar la descomposicion.
El complejo sintetizado se identificé por
espectroscopia IR (Etcheverry et al 1997).

Na [VO(Trehalosa),].4H20

En el complejo trehalosa - vanadilo,
TreVO, el cation vanadilo esta unido al O(2) de
la trehalosa, con participacion del O(4) u O(6)
en la formacion del quelato (Barrio et al 2003).
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Para sintetizar el complejo, se agregé
1 mmol de VOCI, (50%, solucion acuosa) a
una solucién de 2 mmoles de trehalosa en
agua. El pH de la mezcla se ajustd a 13 con
granallas de NaOH. Luego de la adicién de
etanol absoluto se formdé un solido
microcristalino verde grisaceo, el cual fué filtrado,
lavado con etanol absoluto y secado en estufa
a 60°C para ser posteriormente identificado

por espectroscopia IR (Barrio et al 2003).

Na,[VO(Diclof)(BuO).]

El complejo diclofenac - vanadilo
posee una estructura de piramide cuadrada,
donde se hallan involucrados cinco atomos
de oxigeno (Williams et al 2005).

Se prepar6 una solucion de la sal
sodica de diclofenac (2 mmol) en butanol
caliente y se le agreg0, bajo atmosfera de N,
una solucion de acetil acetonato de vanadilo
(VO(acac),) (1 mmol), también en butanol.
Luego de concentrar el liquido por
calentamiento, se obtuvo un precipitado que
fue filtrado, lavado con butanol caliente y

secado al aire (Williams et al 2005).

Na,[VO(Indo)(BuO).]

Aligual que el complejo con diclofenac,
el complejo indometacina -vanadilo posee una
estructura piramidal de base cuadrada
(Williams et al 2005). La sintesis del complejo
vanadilo - indometacina se llevo a cabo por el
método indicado para el complejo vanadilo -
diclofenac (Williams et al 2005).

b.- Ensayos de solubilidad
Estos ensayos se llevaron a cabo con
el fin de determinar el solvente adecuado para

preparar las soluciones stock y de trabajo.
El ensayo se realizé pesando 10 mg
de los complejos de vanadio y agregando
volimenes crecientes de los siguientes
solventes: agua, DMEM, etanol, etanol / agua
(1:1) y dimetilsulféxido (DMSO). Este ensayo
se realiz6 a temperatura ambiente (Ta). Al
elegir los solventes se tuvo en cuenta que los
mismos fuesen miscibles con agua y
compatibles con los estudios bioldgicos.

c.- Estudios de estabilidad
c.1.- Estabilidad en fase solida

Los estudios de estabilidad en fase
solida se realizaron utilizando espectroscopia
IR. Los compuestos recién sintetizados fueron
identificados por esta técnica y conservados
en estufa a 60°C (TreVO y GluVO) 6 a
temperatura ambiente (VOAspi). El estudio se
llevé a cabo analizando los compuestos
periédicamente por espectroscopia IR,
usando la técnica de la pastilla en KBr. Se
compararon las posiciones relativas de las
bandas, la relacion entre bandas; asi como
también la existencia de nuevas bandas que
sugieran degradacion de los complejos.

c.2.- Estabilidad en solucion

Con el fin de evaluar la estabilidad de
los complejos de vanadilo en solucion, se
utilizaron diferentes condiciones. Basados en
los ensayos de solubilidad, se prepararon
soluciones de concentraciéon 20 mM en agua
destilada y en medio de cultivo DMEM (pH =7,4).

El estudio se llevé a cabo registrando
el espectro UV - visible de los complejos a
distintos tiempos en las condiciones antes
mencionadas. Se evalué la degradacién de
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los complejos en funciéon del tiempo
analizando la desaparicién de las bandas de
absorcion caracteristicas de cada compuesto.

d.- Cultivos Celulares

MC3T3EL:

La linea celular clonal MC3T3E1
derivada de calvaria de ratén es un modelo
bien definido para el estudio in vitro del
desarrollo normal osteoblastico (Fratzl-Zelman
et al 1997; Suzuki et al 2002).
MC3T3E1l
cultivadas en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (SFB), penicilina (100

Las células fueron

Ul / ml) y estreptomicina (100 pg / ml) en
atmosfera humidificada con 5 % CO,. Cuando
la  monocapa celular alcanz6 |la
subconfluencia, se despegaron de la
superficie del frasco de cultivo con 0,25 % de
tripsinaen PBSapH=7,4-1mM EDTA Yy se

resuspendieron en DMEM - 10 % SFB.

UMR106:

UMR106 es una linea celular clonal
osteoblastica derivada de un osteosarcoma
de rata (Chak et al 1995). Esta linea celular
expresa varios marcadores osteoblasticos,
entre ellos FAL y sintesis de colageno tipo |
(Partridge et al 1983).

Las células de osteosarcoma se
cultivaron en frascos de 75 cm? en atmosfera
humidificada conteniendo 5 % CO,. El medio
de crecimiento para estas células es DMEM
suplementado con 10 % de SFB, penicilina
(200 UI / ml) y estreptomicina (100 pg / ml).
células alcanzaron la

Cuando las

suconfluencia, fueron despegadas del frasco
de crecimiento usando 0,5 % de tripsina en
PBS - 1mM EDTA y se resuspendieron en
DMEM - 10 % SFB.

RAW?264.7

Las células derivadas de macrdfagos
de ratén, RAW264.7, fueron establecidas a
partir de ascitos de un tumor inducido en
ratones machos por la inyeccién
intraperitoneal del virus de leucemia Abselon
(A-MuL - V). Estas células expresan distintos
tipos de marcadores de activacion, tales como
sintesis de interleuquinas, formaciéon de
vesiculas de fagocitosis, expresion de NF-KB,
expresion de sintasas de 6xido nitrico (NOS),
produccién de oxido nitrico (NO), etc (Chen
et al 1999). Por este motivo, resultan Gtiles
para el estudio de acciones citotéxicas
normales de las células de linaje
monocito / macroéfago.

La linea celular RAW264.7 se cultivd
en frascos de 75 cm? en atmadsfera
humidificada conteniendo 5% de CO,,
utilizando como medio de cultivo RPMI1640
suplementado con 10 % SFB, penicilina (100
Ul / ml) y estreptomicina (100 pg / ml). Cuando
las células alcanzaron la confluencia, fueron
despegadas del frasco de crecimiento usando
PBS (pH = 7,4) - 1mM EDTA y se
resuspendieron en RPMI - 10 % SFB.

3.2.- Ensayos de citotoxicidad

a.- Estudios morfolégicos
La evaluacion de la morfologia celular
se realiz6 por medio de la observacion

microscopica de los cultivos celulares control
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comparados con cultivos sometidos a los
diferentes tratamientos. Las células fueron
fijiadas con metanol durante 5 min y tefidas
10 min con Giemsa; luego de lavar
exahustivamente la monocapa celular se la
montd y observé usando un microscopio
Optico. Se evaluaron las caracteristicas del
citoplasma y del nucleo, presencia de

contactos celulares, etc. (Salice et al 1999).

b.- Ensayo mitogénico

Este ensayo tiene como fin evaluar la
accion mitogénica de los distintos compuestos.
Se estudio el efecto de la concentracion de los
potenciales agentes terapéuticos sobre la
proliferacién celular.

La proliferacion de los distintos tipos
celulares sometidos a las condiciones
experimentales descriptas mas abajo se
determind por medio del ensayo del cristal
violeta (Okajima et al 1992). Con el fin de
evaluar el efecto de la dosis de distintos
complejos de vanadio sobre la proliferacion,
las células cultivadas en platos de 48 pocillos
hasta 60 % de confluencia, se incubaron con
diferentes concentraciones de las drogas en
estudio en DMEM sin SFB durante 24 hs.
Luego, la monocapa celular se lavé con PBS,
se fij6 durante 5 min con 5 % glutaraldehido
en PBS y se tifio con 0,5 % cristal violeta en
metanol al 30 % . El exceso de colorante se
lavd exahustivamente con agua potable, los
platos se secaron al aire y el colorante se
extrajo con 0,1 M glicina / HCI (pH=3)/ 30 %
metanol. La absorbancia del extracto se midio
a 540 nm. Previamente nuestro grupo
demostro la correlacion entre el recuento de

células vivas y este método (Cortizo y

Etcheverry 1995). Los resultados se
comparan contra un basal (ausencia de
complejo, vanadilo 6 ligando). También se
realizaron estudios con los ligandos libres y

el cation vanadilo.

c.- Estudio de la produccién de radicales
libres
c.1.- Deteccion de especies oxidantes: OH- y
ONOO" / ONOOH

La formacioén intracelular de especies
oxidantes se detectd por medio de la prueba
de oxidaciéon de dihidrorrodamina (DHR) a
rodamina 123 (RH). La prueba se basa en que
las especies altamente oxidantes, OH" vy
ONOO" / ONOOH, son capaces de oxidar la
DHR a RH; esta ultima especie por ser
fluorescente puede ser detectada midiendo
la fluorescencia emitida a 536 nm cuando se
excita con 500 nm (Kooy et al 1994). El
experimento se realizo cultivando las células
en DMEM / 10 % SFB hasta que alcanzaron
la confluencia. A continuacion, se las incubo
en DMEM a 37° C con concentraciones
crecientes de los complejos de vanadio
durante 4 hs. Luego, cada pocillo se lavé dos
veces con solucion salina bufereada de Hank
(HBSS) y se incub6 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 oxidacion. Finalmente, las células
fueron lisadas con 1 ml de 0,1 % Tritén - X100
y se midio6 la intensidad de fluorescencia del
extracto celular en un espectrofluorémetro,
usando como estandar 0,5 uM de RH (Cortizo
et al 2000a). A una alicuota de cada extracto
celular se le determind el contenido total de
proteinas por pocillo por el método de
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Bradford (Bradford et al 1976).
Los resultados se expresaron usando
la siguiente formula:

pmol RH / mg Proteina (% Basal) = (umol RH
/ mg Proteina)x / (umol RH / mg Proteina)c *
100

donde x = condici6on experimental y ¢ =
condicion control (sin el agregado de
complejos de vanadio).

c.2.- Estudio de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico

Los acidos grasos poliinsaturados de
membranas celulares poseen gran
suceptibilidad al ataque oxidativo. El producto
final principal de la peroxidacion lipidica,
malondialdehido (MDA), puede reaccionar
con el acido tiobarbitarico (TBA) para dar
aductos coloreados cuyo maximo de
absorcion se presenta a 532 nm (Beuge y Aust
1978; Salahudeen et al 1995).

El ensayo se llevé a cabo cultivando
las lineas celulares en platos de 6 pocillos
hasta confluencia; se incubo luego la
monocapa celular con diferentes dosis de los
complejos de vanadio durante 4 hs a 37°C en
DMEM sin agregado de SFB. A continuacion,
se lavaron las células con PBS (pH =7,4) y
se lisaron con 200 pl de 0,1 % Triton X - 100.
Se tomaron 10 pl del extracto celular para
determinar el contenido de proteinas por el
método de Bradford (Bradford et al 1959);
los 180 pl restantes se incubaron durante 1h
a 80 °C con 500 pl de 20 % acido acético y
500 pl de 0,5 % TBA; luego de enfriar la

solucion de reaccion, se centrifugo a 5000 rpm

por 5 min y la densidad Optica del
sobrenadante se leyd a 532 nm. Se us6 un
estandar de MDA (1 nmol / ul). Los resultados
se expresaron como nmoles de MDA / mg de
proteina (% Basal) (Cortizo et al 2000a)

¢.3.- Produccion de 6xido nitrico

La liberacion de 6xido nitrico (NO) al
medio de cultivo se evalué midiendo el
producto final estable del 6xido nitrico, el nitrito
por medio del ensayo de Griess (Cortizo et al
2000b) utilizando &cido sulfanilico como
agente de diazotacion y N - 1 - naftilen diamina
como agente de acoplamiento. El ensayo se
llevé a cabo mezclando 400 pl de muestra
(medio condicionado) o estandar de nitrito (O
- 100 nM) con 400 pl del reactivo de Griess
(sulfanilamida 1% y naftilendiamina 0,1% en
acido fosférico 5%). Luego de 10 min se midio
la absorbancia a 530 nm, utilizando como
blanco medio no condicionado.

c.4.- Western Blot para eNOS e iNOS

La monocapa celular se lisé con buffer
de Laemnli (Laemnli 1970) y el contenido de
proteinas se determind por el ensayo de Lowry
(Lowry et al 1970). El lisado celular se calent6
a 100 °C durante 3 min y se empled una
alicuota conteniendo 40 pg de proteina para
realizar una electroforesis en gel de agarosa
8%. Las proteinas separadas se transfirieron
a una membrana de PVDF. La membrana se
bloqued con leche descremada 3 % en buffer
salino Tris (TBS) durante 2h a temperatura
ambiente. Luego la membrana se incubé
durante 24 h a 4 °C con anticuerpos
policlonales anti - INOS y anti - eNOS
preparados en albumina sérica bovina 0,5 %

39

Lic. Maria Silvina Molinuevo



3. Materiales y Métodos

en PBS (1:2000). Luego de cuatro lavados
con PBS - Tween 0,1 %, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente y las bandas se revelaron por
medio del reactivo peroxidasa - biotina y
diaminobencidina del kit de Vectastain. La
intensidad de las bandas especificas de
eNOS e iNOS se cuantificé por densitometria
luego de escanear las membranas de PVDF
utilizando el escaner Hewlett - Packard
Scanjet 4C. Luego, las imagenes fueron
analizadas con el programa Scion - beta 2
(Cortizo et al 2000b).

d.- Estudios de Apoptosis

d.1.- Evaluacién de la morfologia apoptotica

En los ultimos estadios del proceso
apoptotico, las células se ven condensadas o
picnéticas, pudiendo presentar burbujas o
globos en la membrana plasmatica. Se
observan pérdidas de los contactos con
células vecinas y la matriz extracelular.
También puede observarse fragmentacion y
condensacién de la cromatina en el borde del
nacleo (van Engeland et al 1997).

En este ensayo las células fueron
subcultivadas en discos de 30 mm de diametro
y se incubaron 16 h con distintas dosis de los
complejos. Luego se fijaron con metanol
durante 5 min y tifieron con Giemsa por 10
min. Finalmente se observaron al microscopio

Optico.

d.2.- Evaluacién de la externalizacion de
fosfatidil serina
La fase temprana de la apoptosis

celular se caracteriza por la relocalizacion de

fosfatidil serina (PS) en la superficie celular y
puede ser facilmente detectada por medio de
la tinciobn con anexina V, una proteina que
naturalmente tiene alta afinidad por la PS
(Varga et al 1999).

Las células cultivadas sobre
cubreobjetos e incubadas por 4 h con los
diferentes compuestos de vanadio, fueron
lavadas e incubadas con anexina V (1 ug /
ml) y ioduro de propidio (IP; 2,5 pg / ml) en
buffer de unién (10 mM Hepes / 140 mM NacCl
/ 2,5 mM CaCl,, pH = 7,4). Luego de lavar
exahustivamente con PBS (pH = 7,4), las
células se fijaron con paraformaldehido (4 %
en PBS, pH = 7,4) durante 10 min y se
montaron con medio de montaje para
fluorescencia (Vecta shield). Se determind el
namero de células apoptoéticas (tefiidas solo
con anexina V) y el niumero de células
necroticas (tefiidas con anexina V - IP).

e.- Evaluacion de la funcionalidad
mitocondrial. Estudios del potencial de

membrana mitocondrial

e.1l.- Ensayo de reduccion de azul de
nitrotetrazolio

La sal de tetrazolio, nitro azul de
tetrazolio (NBT), puede ser reducida por las
coenzimas de la mitocondria funcional normal,
para dar azul de formazan. Asi, este ensayo
mide el estado redox de las coenzimas
mitocondriales (Powell et al 1995).

Cultivos confluentes de las células
fueron tratados con distintas dosis de las
drogas en estudio durante 4 h a 37°C en
atmosfera humidificada conteniendo 5 % CO,;

luego, la monocapa se lavo con solucion
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salina bufereada de Hank (HBSS) (pH = 7,4)
y se incubd 2 hs mas con 0,1 % de NBT en
HBSS. Las células fueron fijadas 5 min con
etanol absoluto y el producto de la reduccién
de NBT fué extraido con el agregado de 560
pl de DMSO y 340 pl de KOH 2 N. Se leyé6 la
absorbancia a 630 nm y se determinaron los
nmoles de formazan presentes en cada pocillo
a través de una curva de calibracion obtenida
por reduccién de cantidades conocidas de
NBT con hidrosulfito de sodio (Vrablic et al
2001). EIl contenido total de proteinas por
pocillo se determiné por el método de Bradford
(Bradford et al 1959). Los resultados se
expresaron como nmol de formazan / mg
proteina.

e.2.- Ensayo de deslocalizacién de rodamina
123

La sonda fluorescente rodamina 123
(Rh123) fué usada como un indicador de
citotoxicidad, asi como también para evaluar
los efectos del tratamiento sobre el potencial
de membrana mitocondrial (Wm). La rodamina
es captada selectivamente por la mitocondria,
hecho que depende del WYm (Johnoson et a
1980; Johnson et al 1981). En células
funcionales con el Wm en reposo, la
fluorescencia de la Rh123 es inhibida; sin
embargo, cuando ocurre la despolarizacién
de la membrana mitocondrial la fluorescencia
aumenta (Krick et al 2001).

El ensayo se llevo a cabo cultivando
las células en cubreobjetos e incubandolas
con diferentes dosis de los complejos de
vanadio(lV) durante 4h a 37 °C en atmosfera
conteniendo 5% CO,. Se las lavo con HBSS
(pH = 7,4) y se las incubo con Rh123 (10 pg /

ml) en HBSS durante 30 min a 37 °C.
Finalmente, luego de retirar completamente
el exceso de Rh123 por lavados sucesivos
con PBS (pH = 7,4) se las observé en un
microscopio de fluorescencia.

3.3.- Estudios de potencialidad
antitumoral

Existen tres procesos secuenciales en
la invasion tisular por células tumorales:
invasion - adhesion, degradacion de la matriz
extracelular, migracién y creciemiento de las
células a los sitios de metastasis. Los ensayos
gue se describen a continuacion tienen como
fin evaluar el efecto de las drogas con
potencialidad antitumoral en estos parametros.

a.- Ensayos de adhesién celular

Se evaluo el efecto de TreVO, GluvVO
y VOAspi sobre la adhesion celular. Para ello,
una suspension celular de 104 células / ml
DMEM / 10% SFB se agreg6 sobre discos de
cultivo de 30 mm de didmetro y se las incubé
durante 2 h a 37 °C en atmosfera humidificada
conteniendo 5% CO,,; luego se lavo cada disco
con PBS (pH = 7,4) para eliminar las células
no adheridas. Las células adheridas fueron
fijladas con metanol absoluto por 5 min y se
las tifié con la coloracion de Giemsa. Se conto
el niumero de células adheridas / campo,
usando una magnificacion de 100x. En esos
mismos experimentos se evalud el spreading
celular contando el nimero de células / campo
visual que poseian 2 o mas extensiones

citoplasmaticas (McCathy et al 2004).
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b.- Inmunofluorescencia para fibras de
actina

La organizacion de las fibras de estrés
se evalud por inmunofluorescencia directa.
Luego de incubar las células 4 h en presencia
de 100 uM de los complejos de vanadio, se
las fijo, permeabilizé y bloqueé durante 2 h
con albamina sérica bovina 3 % en PBS, luego
se las incubd con paloidina - FITC (1:1000)
durante 2 h. Finalmete se las mont6y observé
en un microscopio de fluorescencia (Cortizo
y Kreda 2000).

c.- Ensayos de migracion

Los estudios de migracion se
realizaron por medio del ensayo de la herida.
Este ensayo consiste en realizar una «herida»
a una monocapa de células confluentes; la
herida se produce raspando la monocapa
celular con la punta de un tip amarillo. Luego,
se lava con DMEM / 10% SFB para retirar las
células despegadas; las células adheridas son
incubadas 18 h con los compuestos y
finalmente son tefiidas con la coloracion de
Giemsa y observadas al micrscopio Optico
(Alonso et al 1998). La distancia de migraciéon
desde los bordes de la herida se midi6 utilizando

un ocular graduado micrométricamente.

d- Estudios sobre el desarrollo de unidades
formadoras de colonias

Una vez que las células han migrado
hacia el sitio de metastasis comienzan a
proliferar generando nuevos tumores. En este
ensayo se evalua la capacidad de los
complejos de vanadio para evitar la formacion
de colonias (micrometastasis). Para ello, se
agregaron 100 células / pocillo en un plato de

12 pocillos. Se incubaron en DMEM / 5% SFB
en presencia 2,5y 5 mM de los complejos de
vanadio durante 10 dias, cambiandoles el
medio cada dos dias. Luego de este periodo,
las células son fijadas, tefiidas con Giemsay
se cuenta el nimero de colonias con mas de
10 células por campo de observacion usando
un objetivo de cinco veces de magnificacion.
Los resultados se expresan como % Basal.
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El presente capitulo se halla
estructurado en cuatro secciones. El estudio
de la estabilidad y solubilidad de los complejos
de vanadio constituye por légica la primera
de éstas. A continuacion se presentan dos
secciones, la primera de las cuales describe
ensayos que evallan el efecto agudo de los
complejos sobre los osteoblastos (seccién
4.2). La siguiente seccion, 4.3, estudia el uso
cronico de los compuestos sobre el
osteosarcoma UMR106, por ello es que las
de

guimioterapicos son menores que en la

concentraciones utilizadas los

seccion anterior. Debido a que las células
fagocitarias del sistema inmunolégico
participan en el proceso antitumoral del
huésped, estudiamos el efecto de VOAspi
sobre la linea celular RAW264.7, derivada de

monocitos — macrofagos (seccion 4.4).

4.1.- Estudios de solubilidad vy
estabilidad

4.1.a.- Determinacion de la solubilidad
Los complejos de vanadilo(lV) con

ligandos orgéanicos se sintetizaron de acuerdo

a los procedimientos descriptos en el capitulo
Materiales y Métodos, y se identificaron por
espectroscopia IR. El primer paso en el
estudio de estos complejos fue la
determinacién de la solubilidad con el fin de
elegir el solvente mas adecuado para realizar
las soluciones de trabajo en los distintos
ensayos biologicos. Encontramos que los
complejos poseen diferencias de solubilidad
dependiendo de las caracteristicas del
ligando. Para aquellos complejos cuyos
ligandos son hidrosolubles (TreVO y GluVO)
la mayor solubilidad se produce en agua
destilada; mientras que el complejo vanadilo
- aspirina presenta mayor solubilidad en
DMSO, un solvente polar aprético, mientras
gue en solventes polares proéticos posee
menor solubilidad (Tabla 4.1). Los complejos
con diclofenac e indometacina son insolubles
en agua, y parcialmente solubles en etanol /
agua, etanol y DMSO (Tabla 4.1). Por otro
lado, se observa que los complejos con
azucares, TreVO y GIluVO, presentaron
caracteristicas de solubilidad similares entre
si. Poseen gran solubilidad en agua (675 y

700 g / | respectivamente), siendo insolubles

Solubilidad (g /1)
VOAspi| DicVO |[IndoVO| GIluvVO | TreVO
Agua 10 insolublefinsoluble 700 675
Etanol / Agua
(1 1) 66,7 1,8 6,2 25 33,3
Etanol 63,4 1,1 1,4 insolublelinsoluble
DMSO 100 1,3 1 insolublejinsoluble

Tabla4.1.- Solubilidad de los complejos de vanadio en solventes de interés biolégico: se determiné la solubilidad
de los compuestos en diferentes solventes con el fin de elegir aquél que fuese compatible con los estudios biolégicos.
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Figura 4.1: Degradacion de los complejos de vanadilo(lV) en funcién del tiempo: se prepararon soluciones de
los complejos de vanadio en agua (a) y DMEM (b) y se estudi6 su degradacién en funcién del tiempo a temperatura
ambiente. Los resultados se expresan como % Basal y representan la media £ SEM de triplicados independientes.

en DMSO y etanol 96°; y poco solubles en mezcla
de etanol/agua (1 : 1) (aproximadamente 30 g/ I).

4.1.b.- Estabilidad de los complejos de
vanadio

Los ensayos de estabilidad en fase
sélida se disefiaron con el fin de evaluar el
tiempo méaximo de almacenamiento que
permiten los compuestos sin degradarse ala
temperatura de almacenamiento (los
complejos con azucares se conservan a 60
°C, mientras que los derivados con AINES a
temperatura ambiente (Etcheverry et al 1997,
Etcheverry et al 2002; Barrio et al 2003). La
estabilidad en fase solida se estudi6 por medio
de espectroscopia IR, realizando el ensayo
una vez por semana. Los complejos TreVO'y
VOAspi pueden almacenarse durante 9

semanas sin degradaerse, mientras que

GluVO resulta mas inestable, degradandose
a las 3 semanas de almacenado (Tabla 4.2).
Los estudios de estabilidad en solucion
permiten evaluar la degradacion de los
complejos en las distintas soluciones de
trabajo. La estabilidad de los complejos en
solucion se analiz6 por espectroscopia UV -
visible. En la figura 4.1 se muestran los
porcentajes de degradacion de los complejos
en agua destilada y en DMEM en funcion del
tiempo. Esta figura muestra que las soluciones

acuosas de los complejos son, en general,

tiempo

(semanas)

Gluvo 3
TreVO 9
VOAspi 9

Tabla 4.2. Estabilidad en fase sélida: los complejos
de vanadio almacenados se estudiaron por
espectroscopia IR.
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mas inestables que las soluciones en medio
de cultivo, observandose que en el transcurso
de la primer hora de realizada la solucién en
agua, se pierde un porcentaje importante del
complejo (entre el 11 y el 23 %, para los
complejos GluvVO y TreVO respectivamente)
y luego continlan degradandose en forma
progresiva a lo largo del tiempo (fig 4.2.a). Sin
embargo, en medio de cultivo tanto GluvO
como TreVO permanecen estables durante la
primer hora; mientras que, en ese periodo de
tiempo, se ha degradado aproximadamente
un 14 % de VOAspi (fig 4.2.b). Los tres
complejos estudiados presentan una cinética
de decaimiento de la concentracion o cinética
de degradacion de tipo exponencial en funcion
del tiempo en DMEM. Po otro lado, en agua
GluVO presenta cinética lineal de degradacion
en funcién del tiempo, pero TreVO y VOASspi
presentan el mismo tipo de comportamiento
que en DMEM, aunque la velocidad a la que
ocurre el proceso degradativo en agua es
mayor. En la tabla 4.3 se muestran los
parametros cinéticos (Kd, constante de

degradacién y t,, tiempo de vida medio) que

1/27

corroboran las observaciones anteriores.

4.2 Ensayos de citotoxicidad

4.2.a.- Evaluacion de la morfologia celular

Las células UMR106, por provenir de
un tumor, muestran gran heterogeneidad
morfolégica. Poseen mayor tamafio que la
linea no transformada y la relaciéon nucleo /
citoplasma es mayor. En condiciones basales,
la mayoria de las células UMR106 presentan
aspecto cuboidal, con el nicleo excéntrico de
forma arrifionada, poseyendo dos o mas
nucléolos prominentes (fig 4.2.a). Las células
presentan conexiones citoplasmaticas entre
ellas y puede observarse la presencia de
mitosis. Cuando esta linea celular es tratada
con 100 uM de los complejos de vanadilo
durante 16 h, se observa que el citoplasma
se condensa, los nucleos se ven picnoticos y
su morfologia normal se encuentra alterada
(para TreVO y VOAspi se observan nucleos
redondos (fig 4.2.c,d); mientras que con GluvO
adquieren forma de herradura (fig 4.2.b)), las
conexiones intercelulares se pierden, se
observan burbujas en la membrana nuclear (fig

4.2.c — d, flechas blancas) y condensacion de

H,0 DME M

Kd ()| t,h) | Cinética | Kdn?| t,(h) Cinética

GluvO | o101 | 686 orden 1 0,055 | 12,6 ii;i'n";'nirl‘;cl’
Trevo | ossr | aa | Sooumiens | oo | soa | domen
vORspi| oo | ars | Seoamens | o | a0 | ommens

Tabla 4.3: Parametros cinéticos de degradacion. Se determinaron los parametros cinéticos de degradacion de los
complejos en agua y DMEM a temperatura ambiente, a partir de graficos de absorbancia vs tiempo (ver texto).
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Figura 4.2: Efecto de los complejos de vanadio sobre la morfologia celular. Las células UMR106 (a - d) y
MC3T3EL1 (e - h) fueron incubadas durante 16 h con los compuestos, tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio
optico (magnificacion 40x). Se observan burbujas en la membrana nuclear (b - d, flechas blancas), condensacion de
la cromatina sobre la membrana nuclear (b - d, flechas negras) y presencia de cuerpos apoptéticos (c, flecha verde).En
las figuras f - h se observa la presencia de vacuolas citoplasmaticas (flechas anaranjadas)
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los osteoblastos UMR106 (a) y

MC3T3EL1 (b) fueron incubados con dosis crecientes de los complejos de vanadio durante 24 h. Los resultados se
expresan como % Basal y representan la media £ SEM (n = 3). Diferencias significativas respecto del basal p <0,01.

la cromatina sobre los bordes de la membrana
nuclear (fig 4.2. ¢ —d, flechas negras). También
hay presencia de cuerpos apoptéticos (fig
4.2.c,d, flecha verde) correspondientes a células
que han sufrido apoptosis y han sido
fagocitadas por células vecinas.

Los osteoblastos normales MC3T3E1
en condiciones basales, sin ser sometidos a
tratamiento alguno, muestran un aspecto

fibroblastico; presentan un nucleo redondo,

con 3 a 5 nucléolos dispuestos en forma de
rueda de carro; poseen citoplasma alargado,
con 2 a 3 extensiones citoplasmaticas y
conexiones intercelulares (fig 4.2.e). Cuando
estas células son tratadas con 100 uM de
TreVO, GluvO y VOAspi durante 16 h, se
observa que aumenta el nimero de vacuolas
citoplasmaticas y el nucleo pierde su redondez
(fig 4.2.e - h). Luego del tratamiento con

GluVO se observa ademas que el tamafio del

UMR106 MC3T3E1
Inhibicidn Inhibicidn
DE,, (uM) | Proliferacion| DE,,(UM) | Proliferacion
(% Basal) (% Basal)
Gluvo 30 80 25 60
TreVO 90 60 16 50
VOAspi 50 90 33 90

Tabla 4.4.- Parametros de accion farmacoldgica de los complejos de vanadio: a partir de los graficos de
proliferacion (fig 4.4) se obtuvieron los parametros farmacoldgicos: potencia (evaluada a través de la DE_ )y

Eficacia (% Inhibicién de la proliferaciona la maxima dosis empleada).
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Figura 4.4.- Efecto de IndoVO y DicVO sobre la proliferacién de células osteoblasticas: las células UMR106
(a) y MC3T3EL1 (b) se incubaron con dosis crecientes de los complejos de vandilo(lV) durante 24 h. Luego de
este tiempo se realizé el ensayo del cristal violeta. Los datos se expresan como % Basal y representan la

media + SEM, n = 3, * p < 0,01; ** p < 0,02.

citoplasma aumenta, mientras que para
TreVO y VOAspi, pareceria mas bien
condensarse, desplazando al nucleo hacia
alguno de los bordes de la membrana

plasmatica (nucleo excéntrico) (fig 4.2.f - h).

4.2.b.- Efectos sobre el crecimiento celular

En estos estudios se analizé el efecto
de distintas concentraciones de los complejos
de vanadio sobre el crecimiento de las dos
lineas osteoblasticas en cultivo.

Con el fin de determinar parametros
farmacolégicos de utilidad para comparar los
diferentes complejos, definimos la eficacia de
un complejo como el % de inhibicién de la
proliferaciéon a la dosis maxima empleada (%
de inhibicién maxima); mientras que la potencia
de un complejo para producir el efecto deseado
se define como la dosis necesaria para causar

el 50 % del maximo efecto evaluado (DE, ).

La figura 4.3.a muestra el efecto de
TreVO, GluvVO y VOASspi sobre la proliferacion
de las células del osteosarcoma UMR106. El
complejo vanadilo(IV) - aspirina resulta ser el
mas eficaz de los tres complejos para inhibir
la proliferacion celular (90 % Inhibicion
respecto al basal, p < 0,0001); mientras que
TreVO posee la menor eficacia (60 %
Inhibicion, p < 0,001) (fig 4.3.a; Tabla 4.4).
Cuando se determina la dosis efectiva
cincuenta (DE,) como una medida de la
potencia de las drogas para inhibir el
crecimiento de las células UMR106, se halla
que GluVO es el complejo mas potente (DE,,
=30 uM) y TreVO presenta la menor potencia
(DE,, = 90 uM) en esta linea celular (Tabla
4.4). En los osteoblastos no transformados,
MC3T3E1, TreVO y GluvO

eficazmente la proliferacion celular. Aln a

no inhiben tan

altas dosis de los complejos (> 500 uM) la
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Figura 4.5.- Morfologia apoptotica: los primeros estadios de la apoptosis se caracterizan por la externalizacion
de fosfatidilserina evidencidndose como fluorescencia verde luego del tratamiento con anexina V - FITC (a).
Posteriormente, se producen poros en la membrana plasmatica que permiten el ingreso de moléculas de
mayor tamafio, tales como el IP (b). Las flechas blancas indican burbujas en la membrana citoplasmatica,
mientras que la anaranjada indica el ndcleo celular tefiido con IP.

inhibicién de la proliferacién celular no es
mayor del 50 % (fig 4.3.b). En cambio, VOAspiI
presenta una toxicidad similar en esta linea
celular que la observada en las células de
osteosarcoma. Sin embargo, en la tabla 4.4
puede observarse que a pesar de la menor
eficacia para inhibir la proliferacion de
osteoblastos normales, la potencia con la cual
se observa este efecto se encuentra a dosis
menores que para la linea tumoral, sugiriendo
gue los osteoblastos normales son mas
sensibles a los efectos de los complejos de
vanadio que las células tumorales UMR106.

Cuando se realiza el ensayo
mitogénico con IndoVO y DicVO, se observa
que ambos complejos estimulan la
proliferacion celular del osteosarcoma en
todas las dosis estudiadas (10 - 100 uM) (fig
4.4.a). En los osteoblastos no transformados,
MC3T3EL, IndoVO estimula la proliferacion

celular a 10 uM (31 % respecto al basal, p <

0,02) y no ejerce efecto sobre este parametro
a dosis mayores (fig 4.4.b), mientras que
DicVO inhibe
proliferacion de esta linea celular a partir de
100 uM (p < 0.02) (fig 4.4.b).

En base a este ensayo seleccionamos,

significativamente la

para continuar los estudios, los complejos con
efecto antiproliferativo sobre la linea tumoral
UMR106. Asi, no se incluirdn en los estudios
gue se describen a continuacion los complejos

con indometacina y diclofenac.

4.2.c.- Evaluacién de la apoptosis celular
Se evalu6 la externalizacion de
fosfatidil serina como una medida de la
apoptosis celular. Las células fueron tratadas
con dosis crecientes de los complejos de
vanadio durante 4 h y luego fueron tefidas
con anexina V /ioduro de propidio por 10 min,
como se describe en Materiales y Métodos.
Aquellas células que se encuentren en los

primeros estadios de apoptosis, presentaran
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Figura 4.6.- Estudios de apoptosis y necrosis: las células UMR106 6 MC3T3EL fueron expuestas a los complejos
de vanadio durante 4h, con o sin la presencia de vitamina (E+C) 50 uM. Luego de la tincion con anexina V / ioduro de
propidio, se determiné el niUmero de células apoptoéticas (a) 6 necroticas (b) por campo de observacion. Los resultados
representan la media = SEM y se expresan como % Basal ( n = 3).

una tincion verde puntiforme correpondiente

a regiones donde la fosfatidilserina se halla

expuesta (fig 4.5.a),

también pueden

observarse burbujas en la membrana
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plasmatica (fig 4.5.a, flecha blanca). A medida

que el proceso apoptotico avanza, se generan

poros en la membrana plasmatica que

permiten el pasaje de diferentes sustancias,
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Figura 4.7.- Produccién intracelular de ROS: la) Estudio del efecto de la dosis de los complejos de vanadio en la
produccién de ROS en las células UMR106 (a) y MC3T3E1 ( b). Los resultados se expresan como la media + SEM,
#p <0,001; * p< 0,01, * p < 0,02 (n=4).
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Figuta 4.8.- Produccion de TBARS: se evalud la produccion de TBARS en las células UMR106 (a) 6 MC3T3EL1 (b)
por medio de la determinacién de MDA, luego de la incubacidn durante 4 h con los compuestos de vanadio. Los
resultados representan la media £ SEM, n = 6, # p < 0,001; * p < 0,01; ** p < 0,02.

entre ellas el colorante nuclear IP. Estos
estadios presentan una tincion mas uniforme
con anexina Vy ademas el ndcleo rojo, debido
al ingreso de IP (fig 4.5.b, flecha amarilla).
Luego del tratamiento de las células
UMR106 y MC3T3E1 con los complejos de
vanadio, se observa un incremento en la
apoptosis y necrosis celulares. Los tres
complejos estudiado inducen un incremento
significativo en los niveles de apoptosis en las
células UMR106 (p < 0,001). Este efecto
estaria al menos parcialmente mediado por
la generacion de ROS, ya que la mezcla de
viataminas E y C es capaz de revertirlo
parcialemente (fig 4.6.a). En la linea
MC3T3E1l los complejos de vanadilo
incrementaron los niveles de apoptosis con
menor eficacia que en las células UMR106
(fig 4.6.a). Por otro lado, luego del tratamiento

con TreVO y VOAspi la necrosis de los

osteoblastos MC3T3E1 se incrementd
significativamnte (p < 0,001), mientras en las
células UMR106 so6lo el complejo glucosa -
vanadilo incrementé la necrosis (fig 4.6.b). La
mezcla de vitaminas revirti6 nuevamente la
induccion de necrosis celular causada por los

complejos de vanadilo (fig 4.6.b).

4.2.d.- Estudios de produccién de especies
de oxigeno reactivas

4.2.d.i.- Produccién intracelular de ROS.
Ensayo con dihidrorrodamina

A través del ensayo de oxidacién de
dihidrorrodamina se evalud la produccion
intracelular de especies reactivas de oxigeno
(ROS) cuando las células fueron expuestas a
los complejos de vanadio. En la células
UMR106, GluVO fue el complejo mas efectivo

para inducir la produccién de radicales libres
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Figura 4.9.- Produccion de azul de formazan: las células UMR106 (a) 6 MC3T3EL1 (b) tratadas durante 4 h con
los complejos de vanadio, se incubaron durante 1 h con NBT y luego se midié la cantidad de azul de formazan
producida. Los resultados representan la media = SEM de seis experimentos independientes, p < 0,001.

intracelulares (520 + 13 % basal, p < 0,001),
mientras que VOAspi y TreVO resultaron
menos efectivos para estimular este parametro
(254 +£32y 203 + 17 % basal respectivamente,
p < 0,01) (fig 4.7.a).

En cambio, en células MC3T3EL,
GluvO y TreVO estimulan la produccion de
ROS con menor potencia que en la linea
tumoral (128 + 6 y 149 + 9 respectivamente);
mientras que VOASpi no causa incremento en

los niveles de ROS en esta linea celular (Fig4.7.b)

4.2.d.ii.- Evaluacion de las sustancias reactivas
al acido tiobarbitarico

Los niveles del producto final de la
peroxidacion lipidica, malondialdehido (MDA),
dan idea del dafio producido por
lipoperoxidacion en las membranas celulares.

El ensayo se llevo a cabo incubando la

monocapa celular con dosis crecientes de los
complejos de vanadio, como se describe en
Materiales y Métodos. En la figura 4.8 se
observa que los complejos de vanadio
estimulan la produccion de TBARS en forma
dosis dependiente. En las células UMR106 (fig
4.8.a) GluvO y TreVO fueron los complejos
gue indujeron con mayor potencia la produccion
de TBARS (363+41y200+10, p <0,001); mientras
que los niveles de TBARS se incrementaron
en menor medida por el tratamiento con VOASpi
(169 £6, p < 0,001).

En las células MC3T3E1, GIuvO y
VOAspi incrementan significativamente la
produccion de TBARS (391 +55, p < 0,001y
254 + 47, p < 0,02, respectivamente). Sin
embargo, el complejo TreVO no estimula
significativamente este parametro en esta linea
celular (fig 4.8.b).
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Figura 4.10.- Efecto de la mezcla de vitamina E y C sobre la produccidn de azul de formazan: a)UMR106 y b)
MC3T3EL1 luego del tratamiento con los complejos de vanadio, se realizo el ensayo de NBT. Los resultados representan

la media + SEM de tres experimentos independientes.

4.2.e.- Efecto de los complejos de vanadilo
sobre la funcionalidad mitocondrial

La funcién mitocondrial se estudié por
medio de dos ensayos destinados a evaluar la
funcionalidad de las enzimas mitocondriales
(ensayo de reduccion de NBT) y el potencial

de transmembrana (tincién con rodamina 123).

4.2.e.i.- Ensayo de reduccion de NBT: el
colorante azidico, nitro azul de tetrazolio, es
capaz de ser reducido por las enzimas
mitocondriales a sales azules de formazan,
cuando la funciéon mitocondrial se encuentra
intacta. Al realizar este ensayo sobre células
incubadas durante 4 h con diferentes dosis de
los complejos de vanadio, se encuentra una
disminuciéon en la produccién de azul de
formazan (fig 4.9.a). TreVO y VOAspi inhiben

la producciéon de sales de formazan en las

células UMR106 en forma independiente de la
dosis, alcanzando una inhibicion de 69 + 3y 63
+ 7 % basal respectivamente, p<0,001. Por el
contrario, GluvVO produce inhibicion de la
funcién mitocondrial que depende de la dosis
en concentraciones menores a 500 uM,
lograndose el efecto maximo a250 uM (fig 4.9.a).

En las células MC3T3E1 también se
produce un efecto inhibitorio significativo de las
oxidasas mitocondriales por tratamiento con los
tres complejos de vanadio estudiados (fig
4.9.b). De los tres complejos, sélo GluvO es
inhibir
mitocondriales de las células UMR106 que de
las MC3T3E1(p < 0,01) (fig 4.9).

El efecto inhibitorio de los complejos de

mas eficaz para las enzimas

vanadilo sobre la funcion mitocondrial es
bloqueado por el cotratamiento con una mezcla
de vitaminas E y C 50 uM (fig 4.10).
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Figura 4.11.- Disipacién del potencial de membrana mitocondrial: luego de tratar las células UMR106 durante 4h
conl00 uM de los complejos de vanadio, se incubaron con rodamina 123 durante 15 min y se observaron al

microscopio de fluorescencia. Obj 40x.

4.2.e.ii.- Tincién mitocondrial

rodamina 123: este compuesto es un

con

fluoréforo catidnico lipéfilo, que se almacena
preferencialmente en la mitocondria debido a
la carga negativa que ésta posee. Cuando el
potencial de transmembrana (AWm) se altera,
la rodamina es liberada al citoplasma. En
condiciones basales, las células UMR106
muestran una tincion puntiforme fluorescente
verde intensa en todo el citoplasma , sin
embargo es bien definida (fig 4.11.a). Luego
de 4h de tratamiento con 100 uM de GluvO y
VOAspi se observa que la fluorescencia es

mas intensa Yy difusa, evidenciandose en todo

el citoplasma celular (fig 4.11.b, d). Por otro
lado, el tratamiento con TreVO, parece afectar
en menor medida la tincion mitocondrial,
aungque se observa una redistribucién de la
fluorescencia, que se localiza principalmente
en la hendidura producida por el nucleo, asi
como también un incremento de la intensidad

de la fluorescencia.

4.3.- Evaluacion de la
capacidad antitumoral de los
complejos de vanadilo(1V)

Los resultados presentados hasta aqui

sugieren que a ciertas dosis, los complejos
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Figura 4.12.- Efecto de los complejos de vanadio sobre la adhesién y el spreading celular: se cont6 el
namero de células adheridas (a) y el nimero de células con spreading (b) por campo de observacion, luego de 1 h
de incubacion con los complejos de vanadio. Los resultados se expresan como porcentaje respecto del basal y

representan la media £ SEM de tres experimentos, *** p < 0,05.

GluvO, TreVO y VOAspi, tendrian un efecto
citotoxico mas marcado en la linea tumoral
UMR106, que en los osteoblastos normales
MC3T3EL. Por este motivo, decidimos estudiar
mas especificamente el potencial antitumoral
de estos complejos sobre el osteosarcoma
UMR106. Para ello, utilizamos diferentes
técnicas experimentales que permiten evaluar
los procesos de adhesi6n, migracion y

capacidad antimetastasica en células en cultivo.

4.3.1.- Ensayos de adhesion celular
Cuando se evalu6 el efecto de los
complejos de vanadilo sobre la adhesion de
células de osteosarcoma a la matriz
extracelular, se encontré que estos complejos
inhiben la adhesion y el spreading celular en
forma dependiente de la dosis (fig 4.12.ay b,

respectivamente). El tratamiento de las células

UMR106 con TreVO y GluVO durante 1 h,
inhibe aproximadamente un 40 % la adhesion
y el spreading celular (p<0,05). En tanto que
VOAspi inhibe la adhesion y el spreading
alrededor del 25 % respecto del basal (p<0,05).

4.3.2.-
fibras de estrés

Inmunofluorescencia para

En los procesos de adhesion, es
necesario que las fibras de actina se reordenen
y polimericen formando las llamadas fibras de
estrés. Estas fibras estdn asociadas a
quinasas intracelulares que disparan sefales
en respuesta al contacto de zonas de adhesion
entre la membrana plasmatica y la matriz
extracelular. La adhesidon celular, asi como
también la proliferacién dependen fuertemente
de la correcta polimerizacion de la actina. En

este estudio encontramos que en condiciones
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Figura4.13. Inmunofluorescencia parafibras de estrés: las células UMR106 en condiciones basales (a), tratadas
durante 4h con los complejos de vanadio (b - d), GluVO y el inhibidor de PKA (e) 6 con VOAspi y H89 (f), fueron
tefiidas con paloidina - FITC y se observaron por microscopia de fluorescencia. Obj 100x.
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Figura 4.14.- Efecto de los complejos de vanadio
sobre la migracién celular: se midié la distancia de
migracion de las células, desde el borde de la herida,
luego de 24 h de incubacion con los complejos de
vanadio en medio completo. Los resultados se expresan
como porcentaje respecto del basal y representan la
media =+ SEM de dos experimentos, *** p < 0,05.

basales, sin tratamiento con los complejos de
vanadio, las fibras de estrés del osteosarcoma
UMR106 se forman durante la primer hora de
adhesion celular (fig 4.13.a). En esta misma
figura puede observarse que en las células que
poseen spreading, las fibras de actina
atraviesan el citoplasma longitudinalmente,
mientras que en aquellas que ain no poseen
spreading las fibras se disponen circularmente
en el borde de la membrana plasmatica.
Cuando las células son tratadas con 5 uM de
TreVO (fig 4.13.b) observamos que no existe
organizacion de la actina; en las células que
se han adherido pero no han generado
extensiones citoplasmaticas, la tincion es
difusa a lo largo del citoplasma. Aun en

aquellas células que poseen spreading no se
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Figura 4.15.- Evaluacién de los complejos de
vanadilo sobre la capacidad metastasica de células
UMR106: luego de 10 dias de incubaciéon con los
complejos de vanadio se contd el numero de colonias
formadas. Los resultados representan la media = SEM
de dos experimentos, * p < 0,01, *** p < 0,05.

observa la presencia de fibras de estrés. Por
otro lado, el tratamiento con 5 uM de GluvO y
VOAspi, inhibe completamente la formacién
de las fibras de estrés (fig 4.13.c y d). Aun
mas, con estos complejos se observa una
fluorescencia difusa en los bordes de la
membrana plasmatica, pero también existen
pequefias zonas donde la fluorescencia es
mas intensa. El cotratamiento de las células
con los complejos de vanadio y el inhibidor de
PKA, H89, genera una reversion parcial del
efecto inhibitorio sobre la formacion de las
fibras de actina (fig 4.13.e,f); sugiriendo que
el mecanismo por el cual los complejos de
vanadio ejercen este efecto estaria mediado,

al menos parcialmente, por PKA.
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Figura 4.16: Efecto de VOAspi sobre la proliferacion de macr6fagos RAW264.7: los macrofagos se incubaron
24 h con vanadio (a) 6 con vanadio y los inhibidores (b) . Luego la proliferacién celular se evalué por medio del
ensayo del cristal violeta. Los resultados representan la media = SEM de tres experimentos independientes.

4.3.3.- Efecto de los complejos de vanadio
sobre la migracién celular

Para evaluar el efecto de los complejos
de vanadio sobre la migracion celular, se realizd
el ensayo de la herida en cultivos confluentes
de células UMR106. Cuando se mide la
distancia de migracion de las células desde el
borde de la herida luego de 24 h de incubacion,
se observa que GluvO y TreVO inhiben la
migracion celular en forma dosis dependiente
(35 4y 40 £+ 5 % respecto del basal,
respectivamente), mientras que VOASspi no
afecta la capacidad de migracion de estas
células (fig 4.14).
4.3.4.- Evaluacién de
antimetastésica

la capacidad

La capacidad antimetastasica de los
complejos de vanadio(IV) se evalué por medio

del ensayo de unidades formadoras de colonias

(UFC). Este ensayo permite evaluar la
capacidad de una célula de reproducirse para
formar colonias de crecimiento, eventuales
tumores, cuando se somete al tratamiento
antineoplasico. Luego de 10 dias de
tratamiento con 5uM de GIluVO o VOAspi la
formacion de colonias se inhibié 92 % respecto
del basal (p<0,001, fig 4.15). En las mismas
condiciones de ensayo, TreVO sélo fue capaz
de inhibir la formacion de colonias un 25 %
respecto del basal (p<0,05, fig 4.15).

4.4.- Determinacion de la accién de
VOAspi sobre células relacionadas al tejido
0seo

Una de las principales barreras de
defensa del huesped para eliminar células
malignas esta constituida por fagocitos, tales

como los macrofagos. La funcién de estas
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células es la eliminacion de células
transformadas por mecanismos que involucran
la produccién de radicales libres con el fin de
causar la lisis celular, asi como también la
fagocitosis de los fragmentos celulares
generados o incluso de células apoptoticas.
Por este motivo, estudiamos el efecto de
VOAspi sobre la viabilidad y activacion de
células del linaje monocito / macréfago
RAW264.7. Se sabe que los AINES modifican
la funcion fisioldgica de estas células en
procesos patolégicos (Goodman y Gilman,
1996), por este motivo, estudiamos el efecto

producido por el complejo vanadilo - aspirina.

4.4.1- Ensayo mitogénico
En una primer etapa se estudié el efecto
de VOASspi y su compuesto parental vanadilo
(VO) sobre la proliferacion de células
RAW264.7 por medio del ensayo del cristal
violeta. Luego de 24 h de cultivo, ambos
compuestos inhiben significativamente la
proliferacion celular en funcién de la dosis
utilzada (fig 4.16.a). Sin embargo, VOASspi
resulta mas efectivo para inhibir la proliferacion
celular (DE,, = 200 uM) que VO (DE,, = 500 pM).
Con el fin de evaluar el posible
mecanismo de accion de VO y VOAspi sobre
los macréfagos RAW264.7, se realiz6 el
ensayo mitogénico en presencia de un
ionoforo de calcio (0,5 uM A23187), un
despolarizante de la membrana plasmatica (40
mM KCI) y un bloqueante de los canales de
calcio (10 uM nifedipina). El efecto inhibitorio
de 100 uM de VO sobre la proliferacion celular
es potenciado por A23187 (p<0,02) y KCI
(p<0,01) (fig 4.16.b). La inhibicién de la
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Figura 4.17.- Efecto de VO y VOAspi sobre la
produccion de 6xido nitrico: la produccion extracelular
de NO se evalu6 por medio del ensayo de Griess. Los
resultados representan la media + SEM, n = 3. * p <
0,001; **p < 0,01; x p<0,02; #p < 0.05.

proliferacion inducida por VOAspi, no es
afectada por la adicion de 0,5 pM de A23187
(fig 4.16.b), pero es parcialmente revertida
por el tratamiento con 40 mM de KCI (fig
4.16.b). El bloqueante de los canales de tipo
L de calcio, nifedipina, es capaz de revertir
completamente el efecto inhibitorio sobre la
proliferacion causado por 100 pM de VOAspi
(p<0,001) mientras que no ejerce efecto sobre
la inhibicién en la proliferacion causada por
VO (fig 4.16.b).

4.4.2.- Efectos sobre la produccién de 6xido
nitrico

Cuando investigamos la liberacién de
Oxido nitrico (NO) al medio extracelular por los
macrofagos, encontramos que VOASspi causa
un incremento en la produccién de NO de 2,2
veces respecto al basal (p<0,001, fig 4.17),
mientras que VO disminuye los niveles de NO
(40 % respecto del basal, p<0,001, fig 4.17).
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Figura 4.18. Microscopia de fluorescencia de ROS inducidos por VOAspi. Los macréfagos RAW264.7 fueron
incubados durante 24 h a 37°C en DMEM (a, condicién basal) 6 en presencia de VO 100 mM (b), VOAspi 100 mM
(c) 6 VOASspi + nifedipina (d). Las figuras son representativas de tres experimentos independientes. Obj. 40x
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Figura 4.19.- Evaluacion de la expresion de sintasas de 6xido nitrico por Western blot: se evalud la expresion
intracelular de INOS (a) y eNOS (b) en lisados celulares, luego de incubar 16 h con los compuestos que se indican
en las leyendas de las figuras. Las bandas se cuantificaron y analizaron usando el programa Scion Image. Los

resultados representan la media + SEM, n = 3.

El incremento en los niveles de NO causado
por VOAspi, es potenciado por 0,5 uM de
A23187 (p<0,02), mientras que 40 mM de KCI
no causa efecto sobre este parametro y 10
UM de nifedipina bloquea completamente la
estimulacion de la produccion de NO (p<0,05,
fig 4.17). Por otro lado, la inhibicion en la
liberacion de NO causada por VO, es revertida
por el agregado de A23187 (p<0,001) o de
KCI (p<0,01) (fig 4.17).

4.4.3.- Oxidacién
dihidrorrodamina

intracelular de
La didhidrorrodamina puede ser
oxidada intracelularmente por especies de

nitrdgeno reactivas (ONOO-), generandose un

producto que presenta fluorescencia verde.
Asi, en condiciones basales o en cultivos
tratados con 100 uM de VO se observa una
débil fluorescencia verde, de aspecto
puntilloso en el citoplasma celular (fig 4.18.ay
b, respectivamente). Cuando las células
RAW264.7 se incuban con 100 uM de VOAspi
durante 24 h, se observa un incremento en la
fluorescencia citoplasmatica (fig 4.18.c) que
es bloqueado por la coincubacion con 10 uM
de nifedipina (fig 4.18.d).

4.4.4.- Efecto de los compuestos de vanadio
sobre la expresién de NOS endotelial e
inducible

El estudio del efecto de los compuestos

62

Lic. Maria Silvina Molinuevo



4, Resultados

de vanadio sobre la expresion de las isoformas
de sintasas de NO (NOS) presentes en
macrofagos, se realizé por medio del ensayo
de Western blot. La incubacién con
anticuerpos anti — iINOS, revela la expresion
de una banda de peso molecular relativo de
130 kDa, cuya expresion se incrementa por la
incubacion con 100 uM VOAspi (134 + 8 %
basal, p< 0,05) pero no por 100 uM de VO. El
incremento en la expresion de la iINOS resulta
bloqueado por 10 uM de nifedipina (fig 4.19.a).
Por otro lado, utilizando un anticuerpo anti —
eNOS se detecta la presencia de una proteina
de masa relativa 130 kDa. VOAspi causa un
incremento en la expresion de la eNOS (142 +
7 % del basal, p < 0,001); efecto que es
parcialmente revertido por el tratamiento con
10 uM de nifedipina (118 + 6 % basal, p <
0,05) (fig 4.19.b). Por otro lado, 100 uM de
VO causa una pequefia inhibicion en la
expresion de la eNOS, tal como se detecta en

el ensayo de Western blot (fig 4.19).
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Estudios llevados a cabo desde finales
de 1980 sugieren que el micronutriente
vanadio podria considerarse el representante
de un nuevo grupo de agentes antitumorales
no derivados del platino (Chatterjee y Bisayee
1998). Otros estudios muestran que algunos
compuestos de vanadio poseen actividad
antitumoral contra diversos tumores murinos,
asi como también en varias lineas celulares
tumorales (Liasko et al 1998; ; El Naggar et al
1998; Narla et al 2001a, 2001b, 2001c;
Mukerjee et al 2004). Aln mas, algunos de
ellos han mostrado que el vanadio podria
inhibir la accion cancerigena de diversos
agentes quimicos ( Thompson et al 1984;
Chatterjee y Bisayee 1998). En este trabajo
de tesis se estudian los posibles efectos
antitumorales de dos grupos de complejos de
vanadio(lV). Por un lado una serie de
complejos cuyos ligandos son antiinflamatorios
no esteroideos (AINES) y por el otro, complejos
con azucares simples. Existen dos cuestiones
importantes que deben ser analizadas antes
de evaluar los efectos de las drogas en
modelos biolégicos, una de ellas es referente
a la disolucion del complejo y la otra cuestion
se refiere a la estabilidad del complejo, tanto
en estado soélido como en las soluciones de
trabajo.

El ligando que compleja el centro
cationico de vanadilo va a modificar las
propiedades del cation, confiriéndole otras
nuevas. Estas propiedades adquiridas
dependen fuertemente de las caracteristicas

del ligando (Morinville et al 1998; Narla et al

2000). Nosotros hemos encontrado
importantes diferencias en cuanto a la
solubilidad de los complejos de vanadilo(IV).
En base a estos estudios podemos agrupar
los complejos estudiados en: complejos
hidrosolubles y complejos solubles en
solventes aproticos polares (tabla 4.1). A la
primera categoria pertenecen los complejos
cuyos ligandos son azlcares simples (glucosa
y trehalosa) y el complejo aspirina - vanadilo,
mientras que a la segunda pertenecen los
complejos con indometacina y diclofenac.
GluvO y TreVO son altamente solubles en
agua, parcialmente solubles en mezclas
hidroalcohdlicas e insolubles en solventes de
mayor polaridad (etanol y DMSO) (tabla 4.1).
Las diferencias de solubilidad en agua y etanol
/ agua que presentan los complejos GluVO y
TreVO entre si, pueden ser atribuidas a las
caracteristicas de los ligandos. La glucosa es
mas soluble en agua que la trehalosa (900 g /
'y 687 g/ |, respectivamente). Esa pequefia
diferencia de polaridad entre los ligandos
influencia los complejos. VOAspi es poco
soluble en agua, aumentando su solubilidad
en la mezcla de etanol / agua y etanol. Sin
embargo, este complejo presenta la mayor
solubilidad en DMSO. El comportamiento del
complejo vanadilo - aspirina podria ser
explicado por las caracteristicas del ligando.
La solubilidad de la aspirina en agua es de 10
g / |, asi vemos que la complejacién con
vanadilo no afecta su solubilada acuosa (Tabla
4.1). Sin embargo, la solubilidad mayor en
DMSO podria ser

explicada por las
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caracteristicas del complejo. La aspirina
compromete su grupo carboxilo en la
complejacion con el vanadilo, de esta manera
puede interactuar mas facilmente con un
solvente polar aprético tal como el DMSO
aumentando su solubilidad en este solvente
(Tabla 4.1). Por otro lado, los complejos de
vanadilo con indometacina y diclofenac son
insolubles en agua. Una posible explicacion
para este hecho es que en ambos complejos,
en la esfera de coordinacion del vanadilo, se
observa la presencia de cadenas carbonadas
pertenecientes al butoxido (Williams et al 2005)
gue conjuntamente con la menor polaridad
propia de los ligandos indometacina y
diclofenac generarian complejos insolubles en
agua. Ademas, ambos complejos poseen
escasa solubilidad en etanol, etanol / agua y
DMSO, que una vez mas podria asociarse a
la estructura poco polar del complejo.

El siguiente paso en el estudio de las
propiedades fisicoquimicas de los complejos
de vanadilo fué el estudio de la estabilidad de
los mismos. Los derivados de vanadio(lV) con
azlUcares son altamente higroscopicos
(Etcheverry et al 1997; Barrio et al 2003); por
tal motivo se conservan en estufa a 60 °C;
contrariamente los derivados con AINES
pueden ser conservados en frascos cerrados
y protegidos de la luz, a temperatura ambiente.
El estudio de estabilidad de los complejos por
espectroscopia IR muestra que los complejos
mas estables son TreVO y VOAspi (9
semanas) (Tabla 4.2). Mientras que GluvO

resulta estable dentro de las 3 semanas de

sintetizado, esta menor estabilidad en estado
solido podria deberse a las propiedades
higroscopicas del ligando, glucosa, que se
hidrata facilmente, aun en presencia de la
humedad atmosférica. En paralelo se
realizaron los estudios de estabilidad en
solucion. Las soluciones acuosas de los
complejos de vanadio son menos estables que
las soluciones en DMEM (tabla 4.2 y fig 4.1).
Puede establecerse un orden de estabilidad
entre los diferentes compuestos, donde los
complejos con azlcares presentan menor
degradacion que aquellos cuyos ligandos son
AINES (tabla 4.2). Ordenados en base a sus
estabilidades relativas TreVO presenta mayor
estabilidad que GluVO y éste mayor que
VOAspi (tabla 4.3). Observamos en la tabla
que el orden relativo no depende del solvente
en el que se realizo el ensayo, sino mas bien
depende del complejo. GluVO posee una
cinética de degradacion de orden 1 en agua y
de decaimiento exponencial en DMEM,
presentando en este medio la mayor

estabilidad (t.,, = 6,86 hen aguay 12,6 h en

1/2
DMEM) (tabla 4.2). Para este complejo, este
hecho puede explicarse mediante la ley de
accion de masas. Este es un principio quimico
establecido por Le Chatelier, que predice que
el equilibrio de disociacion de un complejo se
desplazara hacia el lado del complejo (habra
menor disociacion) por el agregado de ligando
(Vogel 1960). La glucosa, que se halla en alta
concentracion en el medio de cultivo, impedira
o retrasard la disociacién del complejo. Por otro

lado, si recordamos que el medio de cultivo es
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una mezcla compleja de sustancias, podemos
hipotetizar que la diferencia de fuerza idnica
respecto a la solucién acuosa de complejo
influencia su disociacion resultando en un
incremento en la estabilidad del mismo.
Existen estudios que indican que los complejos
de vanadio con diversos ligandos tienen una
estabilidad relativamente baja en soluciones
acuosas, sin embargo, las propiedades
biologicas de los complejos dependen del
ligando empleado y son diferentes a la del
metal, el ligando libre e incluso difieren de la
acciéon de los productos de descompaosicion
(Narla et al 2000; Gosh et al 2000). Muchas
veces las acciones biolégicas estan
determinadas por interacciones con proteinas
o lipidos de los sistemas bioloégicos que
estabilizan los complejos e incluso facilitan su
transporte dentro de las células. Mas aun, en
algunos casos se ha establecido incluso que
la aparente labilidad de los complejos y su
capacidad de hidrolizarse son requisitos
indispensables para retener los efectos
farmacolégicos (Morinville et al 1998).
Kanamori y su grupo han realizado estudios
de estabilidad de diferentes complejos de
vanadio(V). Paraddjicamente, cuando
analizaron las acciones farmacolégicas de los
complejos, aquellos cuya estabilidad era
menor en soluciones acuosas de pH
fisiologico, poseian mayor accion
farmacologica (Kanamori et al 2001). Por otro
lado, no siempre es facil extrapolar los ensayos
in vitro a los ensayos in vivo. Si bien los

ensayos in vitro tienen utilidad para estimar

las propiedades del complejo, cuando esos
complejos son puestos en contacto con
sistemas vivos, existen interacciones que
determinan las acciones farmacoldgicas de las
drogas, cuyos mecanismos no han podido ser
claramente identificados (Gosh et al 2000;
Narla et al 2000; Harding y Modski 2000). Por
otro lado, es claro que el ligando es capaz de
modificar las propiedades del vanadilo. En este
sentido, estudios previos realizados por
nuestro grupo han demostrado efectos
directos del vanadilo(IV) sobre la proliferacion
de osteoblastos en cultivo. El vanadilo inhibe
la proliferacion e induce transformaciones
morfoldgicas de las células MC3T3EL en todo
el rango de concentraciones estudiado (5 - 100
pUM) (Sélice et al 1999); mientras que en las
células UMR106 el vanadilo estimula la
proliferacion celular en el mismo rango de
concentraciones (Cortizo y Etcheverry 1995).
Estos resultados son diferentes a los obtenidos
para algunos de los complejos estudiados en
este trabajo de tesis, dado que GluvO, TreVO
y VOAspi, producen citotoxicidad en células
O0seas en cultivo. Para los complejos con
glucosa (GluVvO) y trehalosa (TreVO), estos
efectos son mas marcados en las células
tumorales UMR106 que en los osteoblastos
normales MC3T3E1 (p < 0,01) (fig 4.3). Sin
embargo, la eficacia para inhibir la proliferacion
del complejo vanadilo - aspirina, no presenta
diferencias entre ambas lineas celulares (fig
4.3). Ademas, en base a estos resultados
hemos podido establecer un orden de potencia

y eficacia respecto a la accion inhibitoria de la
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proliferacion ejercida por estos compuestos.
Como medida de la potencia de las drogas
para ejercer el efecto inhibitorio de la

proliferacion empleamos la DE,;

5 Mientras que

la eficacia esta dada por el % maximo de
inhibicién de la proliferacion. Asi, establecimos
el siguiente orden de potencias relativas para
las células tumorales UMR106: GluvO >
VOAspi > TreVO, y para los osteoblastos
normales: TreVO > GluvVO > VOAspi (tabla
4.3). Como vemos, este orden depende de la
linea celular. Sin embargo, la eficacia relativa
(% maximo de inhibicion de la proliferacion)
es independiente de la linea celular y resulta
ser: VOAspi > GluvVO > TreVO (tabla 4.3).
Por otro lado, los complejos de
vanadio(lV) con diclofenac e indometacina,
DicVO e IndoVO respectivamente, causaron
un incremento en la proliferacion de las células
UMR106. En cambio en los osteoblatos no
transformados MC3T3E1, IndoVO estimula la
proliferacion, mientras que DicVO inhibe la
proliferacién de este tipo celular (fig 4.4). Si
bien estas concentraciones son relativamente
mas altas que las concentraciones séricas que
se alcanzan cuando se tratan ratas con 50 mg
/ dia de sulfato de vanadilo (10 - 15 uM)
(Shechter 1995; Thompson et al 1998), debido
a que el vanadio se acumula en el hueso,
puede alcanzar alli concentraciones
relativamente mas altas (26,4 ug/ g de peso
seco) (Yuen et al 1993). Asi, las dosis
encontradas en el presente estudio (> 16
HM)
concentraciones alcanzables in vivo en el

son consistentes con las

microambiente 6seo. Por otro lado, la

diferencia encontrada en los efectos
proliferativos de los complejos sobre las
células UMR106 es lo que nos condujo a
profundizar los estudios para GluvO, TreVO
y VOAspi, con el fin de determinar su
potencial accién antitumoral.

Cuando evaluamos la morfologia celular
luego de incubar las células de osteosarcoma
durante 16 h con 100 pM de estos complejos
de vanadio(lV), encontramos que los tres
compuestos inducen transformaciones
morfolégicas marcadas, que podrian
involucrar mecanismos proapoptoticos. Esta
observacién se basa en la aparicién de
caracteristicas morfolégicas clasicas de este
proceso, tales como condensacion nuclear y
citoplasmatica, condensacion de la cromatina
sobre los bordes de la membrana nuclear,
presencia de burbujas en la membrana
plasmaética, asi como también la existencia de
cuerpos apoptéticos. Ademas se observa la
pérdida de los contactos intercelulares (fig
4.2.a - d). En

transformados MC3T3E1, las alteraciones

los osteoblastos no

morfolégicas son menos marcadas,
observandose aumento en la vacuolizacion del
citoplasma luego del tratamiento con los
complejos de vanadio, el nucleo pierde su
redondez caracteristica; y luego del
tratamiento con TreVO y VOAspi su
disposicion es excéntrica (fig 4.2.e - h). Se
sabe que en condiciones fisiologicas y en
presencia de superoxido, el vanadio(lV) se

oxida a vanadio(V) en un ciclo de reacciones
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del tipo Fenton - Haber Weiss, y se ha
propuesto que seria el vanadio(V) el promotor
e inductor de las transformaciones bioldgicas
observadas en cultivos de células de
mamiferos (Ding et al 1999). Otras hipotesis
sugieren que estas transformaciones son
causadas por la produccién de ROS
generadas por dos posibles mecanismos: el
primero de ellos involucra el estrés oxidativo
generado directamente en el proceso de
reduccién del metal, y el segundo mecanismo
estaria mediado por p53, una proteina
implicada en la regulacién del ciclo celular (Ye
et al 1999a). Por otro lado, existen estudios
que muestran que diversos complejos de
vanadio causan apoptosis. La apoptosis es un
proceso de muerte celular programada, que
estd involucrada en muchos procesos
fisiolégicos. En este evento la muerte celular
es iniciaday completada de manera ordenada,
a través de la sintesis y / o activaciéon de
productos génicos necesarios para la
destruccion celular. Sin embargo, la regulacion
inapropiada de este proceso podria jugar un
rol importante en muchos procesos
patologicos, entre ellos el cancer. Los radicales
libres directamente o indirectamente, a través
del dafio mitocondrial, estan involucrados en
el proceso apoptético. Asi, los agentes
antioxidantes pueden retardar o impedir la
apoptosis inducida por estrés oxidativo
(Evangelou 2002; Ye et al 1999 a y b). Para
confirmar los indicios de apoptosis antes
descriptos, utilizamos el ensayo especifico con

anexina V / ioduro de propidio (Varga et al

1998). Este estudio permite detectar células
en diferentes estadios del proceso apoptético.
Cambios tempranos en la estructura de la
membrana plasmatica, tales como la
exposicion de fosfatidilserina, son detectados
a través de la tincién con anexina V, mientras
gue cambios estructurales tardios, como por
ejemplo apertura de poros en la membrana
plasmatica, son detectados con el colorante
fluorescente ioduro de propidio, ya que este
colorante no difunde a través de la membrana
plasmaética intacta pero si lo hace cuando la
membrana esta dafiada. EIl estudio de
apoptosis celular muestra que los complejos
de vanadio GluVvO, TreVO y VOAspi estimulan
la apoptosis celular en porcentajes que
dependen de la dosis utilizada asi como
también de la linea celular (fig 4.6)
Numerosos estudios indican que el
vanadio y sus derivados incrementan la
produccion de radicales libres, generando
estrés oxidativo ( Byczowski y Kulkarni 1998;
El - Naggar et al 1998; Ye et al 1999 (a y b);
Shi et al 1999; Ding et al 1999; Evangelou
2000). Se denomina estrés oxidativo al
proceso fisiopatoldgico donde el balance
intracelular entre oxidantes y antioxidantes
exogenos asi como también enddgenos, se
halla desplazado hacia los oxidantes dejando
a las células desprotegidas frente al ataque
de radicales libres ( Byczowski y Kulkarni
1998). Estos radicales libres son atomos o
moléculas que derivan de quimicos
prooxidantes, o indirectamente del estimulo de

las funciones naturales en células aerobicas
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y tienen la caracteristica de poseer uno o
mas electrones desapareados, hecho que les
confiere alta reactividad quimica. El estrés
oxidativo inducido quimicamente puede causar
alteraciones de los mecanismos antioxidantes
en las estructuras celulares diana que
conduciréan a la peroxidacion lipidica dando
como resultado injuria celular ( Byczowski y
Kulkarni 1998). En este trabajo se estudiaron
la produccion intracelular de ROS y la
peroxidacion lipidica (TBARS). Encontramos
que los tres complejos son capaces de
incrementar tanto los niveles de ROS como
los de TBARS en ambas lineas celulares. Sin
embargo, la eficacia con que fueron
estimulados estos parametros depende tanto
de la linea celular como del complejo
estudiado. Los niveles de ROS se
incrementaron con mayor eficiencia en las
células UMR106 luego del tratamiento con los
complejos de vanadio (p < 0,01) (fig 4.7.a),
mientras que en las células MC3T3EL1l el
incremento de ROS fué débilemte estimulado
por los tres complejos estudiados (fig 4.7.b).
Ademas, si se compara la produccion de ROS
entre lineas celulares, en la linea osteoblastica
normal el incremento es menor que en la linea
tumoral. En la figura 4.8 puede observarse que
los tres complejos estimulan la peroxidacion
lipidica, siendo GluVO el complejo que
incrementa los valores de TBARS en forma
mas eficiente en ambas lineas celulares (fig
4.8), mientras que TreVO y VOAspi causan
un incremento mayor en la produccion de

TBARS en los osteoblastos normales

MC3T3EL1 (fig 4.8). En las dos lineas celulares
se observa un comportamiento dosis -
dependiente en la produccién de radicales
libres, asi como también en el incremento de
TBARS (fig 4.7 y 4.8, respectivamente). Si bien
TBARS mide la peroxidacion lipidica, este
método carece de selectividad para determinar
sila lipoperoxidacion ocurrid en las membranas
de las organelas o en la membrana plasmatica.
Sobre estos dos puntos se pueden realizar
distintas especulaciones, ya que puede
suponerse que el incremento en la produccion
de ROS intracelular causo el dafo a las
estructuras lipidicas, pero no puede
descartarse una interaccion local directa de los
compuestos con la membrana plasmatica
cuando las células son expuestas a los
complejos de vanadio (Upreti 1995; Morinville
1998; Ye et al 1999; Narla et al 2001c). Esta
interaccion directa con las membranas
celulares podria alterar substancialmente la
estructura y funcién de esta estructura,
causando dafios que podrian conducir a la
muerte celular (Upreti 1995). La primer
hipétesis se halla parcialmente avalada por el
aumento en los niveles de DHR y la produccion
de TBARS en las células de osteosarcoma
para los tres complejos estudiados. Sin
embargo, la interaccion directa de los
complejos de vanadio con la membrana
plasméatica no puede ser totalmente
descartada ya que estudios previos han
mostrado que el vanadio es capaz de

interaccionar con membranas lipidicas

artificiales (liposomas) (Bakas et al 2001). Los
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radicales libres generados también pueden
causar alteraciones en la funciéon mitocondrial
como por ejemplo disminuir la funcién de
algunos sistemas enziméaticos o disminuir el
potencial de transmembrana (Huang et al
2000). Existen observaciones previas que
indican que el vanadio se acumula en la
mitocondria intacta, especificamente en el
espacio intermembrana, bloqueando la
transferencia de electrones entre el citocromo
c, y el citocromo c, sin afectar
significativamente la fosforilacién oxidativa.
Por otro lado, cuando la mitocondria esta
dafada, el vanadio puede entrar en un ciclo
redox que puede generar radicales libres
(Byzckowski y Kulkarni 1998). En nuestro
estudio encontramos que se hallan alteradas
tanto la funcién de las oxidasas mitocondriales
como también el potencial de transmembrana
mitocondrial (AWm) (fig 4.9 y 4.11,
respectivamente). La funcionalidad de la
mitocondria se halla significativamente
alterada en ambas lineas celulares, luego del
tratamiento con los compuestos de vanadio.
Para TreVO y VOAspi este efecto es
independiente de la dosis, la linea celular o el
complejo (fig 4.9); mientras que para GluvO
se encuentra mayor inhibicion de la funcion
mitocondrial en las células de osteosarcoma
que en los osteoblastos normales, aunque en
esta Gltima linea celular, el efecto es
independiente de la dosis (fig 4.9). Debido a
la pérdida de la funcionalidad de la
mitocondria, se observa la disipacion del AWm.

El fuloré6foro rodamina 123 es un cation lip6filo,

gue se acumula en la mitocondria funcional
normal (Johnson et al 1981; Cho et al 2000).
Cuando la mitocondria esta intacta, la
rodamina se acumula en ella, observandose
una fluorescencia puntiforme de baja
intensidad. Esto se debe al “quenching”
existente por la alta concentracion de rodamina
en la organela. Sin embargo, cuando existe
algun tipo de dafio que altera el AWYm, este
cation puede difundir hacia el citoplasma
aumentando la intensidad de la fluorescencia
observada, que por otro lado posee ahora una
distribucion mas difusa (Kindmark et al 2001).
Este efecto se pone en evidencia al observarse
un incremento en la fluorescencia
citoplasmatica luego del tratamiento con los
compuestos de vanadio. Esta fluorescencia es
ademas mas difusa luego del tratamiento con
los complejos de vanadio que en la condicion
basal (fig 4.11). Se ha encontrado que los
radicales libres pueden causar dafio oxidativo
en lipidos mitocondriales, en particular en la
cardiolipina, causando asi dafios irreparables
en la funcion mitocondrial (Zhang et al 2002).
Por otro lado, existen antioxidantes
enddgenos, tales como el glutation y enzimas
encargadas de la detoxificacion de radicales
libres (catalasa, superdxido dismutasa,
tiorredoxina, etc). Cuando los radicales libres
producidos han sobrepasado la capacidad de
neutralizacion de estos antioxidantes, se
produce estrés oxidativo (Shi et al 1999). Sin
embargo, también existen antioxidantes
exdgenos que agregados al sistema
experimental pueden prevenir o revertir el

estrés oxidativo inducido por metales (Valko
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et al 2005). Nosotros utilizamos como
antioxidantes exégenos una mezcla de
vitaminas C y E. La vitamina E constituye el
antioxidante liposoluble mas importante en
sistemas biologicos; posee la capacidad de
inhibir la peroxidacion lipidica al interactuar con
los radicales peroxilo mas rapidamente que
éstos con los lipidos y proteinas de las
membranas plasmaticas (Valko et al 2005;
Matés et al 2000) . Se sabe que el glutation y
la vitamina C son antioxidantes hidrosolubles
de alta eficiencia en sistemas vivos (Valko et
al 2000). La vitamina C puede oxidarse por
donacion de un electron al radical ascorbilo.
Este radical posee muy baja reactividad
guimica, y es ésta la esencia de su accion
antioxidante (Valko et al 2005). El uso
combinado de vitaminas E y C como
antioxidantes se fundamenta en que esta
ultima contribuye al reciclado de la vitamina
E, incrementando asi la acciéon antioxidante
de cada una (Matés et al 2000; Valko et al
2005). Existen estudios que indican que el
incremento de los radicales libres causa dafio
mitocondrial y que éste es revertido por el
tratamiento con vitaminas (Morinville et al
1998). En este trabajo encontramos que el
dafio mitocondrial pareceria estar
directamente asociado a la produccién de
radicales libres, ya que el tratamiento con una
mezcla de vitaminas E y C logro revertir el
efecto inhibitorio de la funcién mitocondrial en
ambas lineas celulares (fig 4.10). Como ya
hemos mencionado, la produccién de radicales

libres tanto en el citosol como en la mitocondria

resulta en dafio de ésta ultima; esto puede
conducir a la liberacion del citocromo ¢ que es
capaz de activar caspasas, causando mayor
dafio mitocondrial y la activacidn de sustancias
celulares que conducen a la apoptosis
(Byzckowskiy Kulkarni 1998; Huang et al 2000;
Evangelou 2002).

Los resultados anteriores, tomados en
conjunto, nos permiten suponer que los
complejos GluVO, TreVO y VOAspi ejercen
acciones antitumorales sobre las células de
osteosarcoma. La invasion celular y la
metastasis es una secuencia de multiples
eventos que requieren la integracién de
factores especificos del huésped y factores
dependientes del tumor (Alonso et al 1996).
Es deseable que los agentes antineoplasicos
no solamente disminuyan la masa tumoral,
sino que también inhiban las propiedades
metastasicas de las células tumorales. Por lo
tanto, el paso siguiente en el estudio de estos
compuestos fué evaluar el efecto de los
mismos sobre tres eventos caracteristicos de
las células tumorales: adhesion, capacidad de
migracion y habilidad para formar colonias
aisladas de crecimiento celular. Estos eventos
confieren a las células tumorales la capacidad
de generar metastasis en sitios distantes al
lugar primario de generacion del neoplasma.
Nuestros resultados indican que los tres
complejos inhiben significativamente la
adhesion y el spreading celular (fig 4.12).
Ademas, los estudios de inmunofluorescencia
para actina mostraron que existe alteracion del

citoesqueleto de actina (fig 4.13). En esta
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figura se evidencia que no se han formado las
fibras de estrés necesarias para la interaccion
entre la matriz extracelular (MEC) y las células.
La matriz extracelular contiene informacién
que regula la morfologia celular, la
organizacioén citoesquelética, la motilidad
celular, la expresion génica, la proliferacion y
la supervivencia celular (Damsky 1999).
Ademas de la interacciones entre la MEC y
las células, las interacciones intercelulares son
necesarias para bloquear el proceso
apoptético (Bissel y Nelson 1999). Estas
interacciones se llevan a cabo a través de
proteinas transmembrana conocidas como
integrinas. La familia de las integrinas se halla
directamente relacionada con la interaccion
entre las células y la matriz extracelular. La
habilidad de las integrinas para actuar como
receptores de adhesion se halla en parte
gobernada por la interaccién de los dominios
citoplasmaticos de estas proteinas
transmembrana con el citoesqueleto de actina
(Barry y Critchley 1994). La interaccion de la
caderina con el citoesqueleto de actina es
esencial para su funcion en la adhesién celular.
Sin embargo, la fosforilacién tanto de b-
catenina como de la caderina reduce la
interaccion de ésta con el citoesqueleto
(Kusumi et al 1999). Estudios previos indican
que tanto el vanadilo como el vanadato y
pervanadato, alteran la polimerizacion de la
actina; sin embargo, estos estudios muestran
que existe un incremento en la formacién de
fibras de estrés (Cortizo y Kreda 1996; Nobes
1998;

et al 1996; Ozawa y Kemler

Schoenwalelder y Burridge 1999). Estos
autores sugieren que la inhibicion de las
fosfatasas y el consecuente incremento en la
fosforilacion, necesaria para la polimerizaciéon
de la actina, son los mecanismos por los cuales
ocurre el incremento en la formacion de fibras
de estrés. Los compuestos empleados en
estos estudios, vanadato, vanadilo y sus
derivados, son por un lado, inhibidores mas
potentes de las fosfatasas que los complejos
estudiados en este trabajo de tesis, y por el
otro las concentraciones empleadas en estos
estudios son mayores que las utilizadas aqui
(50 UM y 5 pM respectivamente) (Cortizo y
Kreda 1996; Nobes et al 1996; Ozawa y
Kemler 1998; Schoenwalelder y Burridge
1999). Por otro lado, estos autores han
trabajado con células luego de 24 h de
plagueadas. Estos hechos podrian tal vez
explicar la aparente discrepancia que existe
entre los resultados presentados en este
trabajo de tesis y los obtenidos previamente
por nosotros y otros grupos. Tampoco pueden
descartarse que existan otros mecanismos
implicados en la disminucion de la
polimerizacion de la actina inducida por GluVO,
TreVO y VOAspi. Entre estos mecanismos
cabe destacar el rol de la proteina quinasa A
(PKA) en la disolucion de las fibras de estrés
(Howe 2004). En nuestro estudio encontramos
gue el efecto inhibitorio de la formacion de las
fibras de estrés inducido por los complejos de
vanadio, fué parcialmente revertido por H89,
un inhibidor de la PKA (fig 4.13), sugieriendo

de este modo que esta enzima jugaria algun
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papel en la organizacién de la arquitectura
celular y por lo tanto en la adhesion celular.
La migracién celular juega un importante
rol en procesos fisiologicos, asi como también
en fenédmenos patoldgicos tales como la
invasion celular al tejido circundante y la
formacion de metastasis (Hauck et al 2002).
El estudio de la migracion celular se realizo
por medio del ensayo de la herida.
Encontramos que la movilidad celular se halla
significativamente disminuida luego del
tratamiento con GluvO y TreVO (p < 0,05); sin
embargo, VOAspi no afecta este parametro
(fig 4.14). Durante la migracion celular in vitro,
los receptores de membrana plasmatica para
la  MEC se agrupan en estructuras
especializadas denominadas adhesiones
focales. Este agrupamiento esta relacionado
con la fosforilacion de un amplio espectro de
proteinas citosdlicas, entre las cuales
predomina la quinasa de adhesién focal (FAK).
La FAK regula el ciclo de ensamblaje y
desensamblaje de los contactos focales
durante la migracién celular por medio de la
regulacion del citoesqueleto de actina. Sin
embargo, la autofosforilacién de las FAK
depende de la integridad del citoesqueleto de
actina (Wasseler y Shur 2000). Ademas, se
sabe que si bien la fosforilacion de las FAK es
un evento temprano en la adhesion celular que
es importante para la formacion y ensamblaje
de las estructuras de adhesion focal, se halla
invariablemente precedida por la
reorganizacion de la actina (Vepa et al 1999).

Tanto la autofosforilacion de las FAK como su

localizacion intracelular es crucial para muchos
de sus roles fisiolégicos, entre los cuales se
incluyen el spreading celular, la migracion
celular, la proliferacion celular y la inhibicion
de la apoptosis (Ben Mahdi et al 2000). En la
motilidad celular se halla implicada también la
PKA. Esta quinasa tiene un rol dual en la
migracion celular. Cuando los niveles de PKA
son bajos, la migracion celular se halla
estimulada, mientras que la sobreactivacion
de esta enzima esta ligada a una inhibicién de
la migracién celular (Howe 2004). Chintala et
al han demostrado que en células tratadas con
vanadato y oxido de fenil arsina, dos
inhibidores de fosfatasas de fosfotirosinas, el
incremento en los niveles de proteinas
fosforiladas en tirosina correlacionaban
inversamente con los niveles de expresion de
de la kinasa de adhesion focal (Chintala et al
1999). Por otro lado, estos mismos autores
encontraron que el tratamiento con vanadato
inhibia la polimerizacion de la actina, asi como
también disminuia el spreading, la migracion
y lainvasion celular (Chintala et al 1999). Estos
resultados sugieren, al igual que los
presentados en este trabajo de tesis, que la
alteracion del citoesqueleto inducida por el
vanadio inhibiria la adhesion y el spreading
celular, asi como también la capacida de
migracion celular.

Anteriormente hemos mencionado que
del correcto ensamblaje de las fibras de actina
depende la supervivencia y proliferacion
celular. En este trabajo estudiamos la

supervivencia celular por medio del ensayo de
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formacién de colonias. Hemos encontrado que
los tres complejos de vanadilo(IV) inhiben la
formacion de colonias (fig 4.15). Este ensayo
es un ensayo sencillo in vitro que permite
también evaluar la capacidad metastasica de
las células tumorales, ya que en todo proceso
metastasico, unas pocas células colonizaran
sitios distantes para proliferar y generar en
consecuencia nuevos tumores que son
llamados metastasis. Los resultados obtenidos
en esta parte del trabajo nos permiten decir que
los tres complejos estudiados son buenos
candidatos para inhibir los procesos
metastasicos de células tumorales.

En determinadas situaciones
patologicas, tales como las metastasis 0seas
de ciertos canceres, las células fagocitarias del
sistema inmune, en particular los macro6fagos,
juegan un papel importante ya que pueden
asociarse con los osteoblastos para generar
osteoclastos que finalmente conducen a la
resorcion 6sea (Yoneda 2003; Yin et al 2005).
En este contexto, en el tejido esquelético,
donde el vanadio se acumula in vivo, se
pueden ejercer efectos adicionales sobre
diferentes células relacionadas al hueso, tales
como los macréfagos y / u osteclastos. Por
tal motivo, en la Ultima parte de este trabajo
de tesis, investigamos el efecto de VOAspi
sobre una linea celular derivada de monocitos
/ macrofagos, RAW264.7. Encontramos que
tanto el VOAspi, como su compuesto progenitor
vanadilo(lV) causan efectos citotoxicos en esta
linea celular, en concentraciones simlares a las

dosis toxicas encontradas para las lineas

osteobléasticas (fig 4.16.a).

Desde el comienzo del estudio del
vanadio se demostré que tanto el vanadilo
como el vanadato podian interactuar e inhibir
ATPasas tales como la Na* / K*y Ca*™ / Mg**
ATPasas. Ademas se sabe que estos
compuestos son potentes inhibidores de
fosfatasas de tirosina (Nechay 1984).
Subsecuentemente, distintos segundos
mesajeros podrian alterarse debido a la
presencia de vanadio, modulando eventos
clave. Asi, investigamos el posible compromiso
del calcio en la toxicidad inducida en los
macrofagos por medio del uso de diferentes
agentes. Se observd que el efecto inhibitorio
del VO en el crecimiento de los macrofagos
fué incrementado por el aumento del influjo
de calcio tanto con el ion6foro A23187 como
con el depolarizante de la membrana KCI que
estimula la entrada de calcio y no fue inhibido
por el bloqueante de canales tipo L de calcio,
nifedipina (fig 4.17.b). Estas observaciones
sugieren que la entrada de calcio puede ser
un mecanismo indirecto a través del cual el
VO puede ejercer su accion citotoxica sobre
las células RAW264.7. Contrariamente,
VOAspi afect6 el crecimiento celular en forma
dependiente de los canales tipo L de calcio,
esta conclusién se alcanza por el hecho de
qgue la nifedipina o la despolarizacion de la
membrana pudieron revertir la toxicidad
inducida por VOAspi. Estos datos sugieren que
el influjo de calcio mediado por un canal de calcio
tipo L podria estar involucrado en la toxicidad

inducida por VOAspi en este tipo celular.
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Se sabe que el 6xido nitrico afecta
marcadamente la homeostasis del calcio
influenciando la liberacion de calcio desde
lugares de almacenamiento intracelular y por
su influjo a través de canales de la membrana
plasmatica (Clementi 1998). Se ha reportado
gue el NO influencia varios canales ionicos,
incluido el Cavl (tipo L) (Grassi et al 2004).
Con el fin de investigar el rol de la produccion
de NO en los efectos inducidos por vanadio
en los macrofagos, evaluamos los niveles de
de NO en el medio de cultivo en condiciones
basales y luego del tratamiento con vanadio.
Encontramos que VOAspi induce un
incremento significativo en los niveles de NO ,
un efecto que fué suprimido por el tratamiento
con nifedipina y potenciado por el ionoforo de
calcio A23187 (fig 4.17). Este efecto fué en
paralelo con la prueba de oxidacion de DHR
por peroxinitritos, indicando el potencial para
el incremento local de peroxinitritos en células
tratadas con VOAspi. De acuerdo con la
produccién de NO dependiente de VOAspi, la
incubacion de los macréfagos con este
derivado del vanadilo y con nifecipina suprimio
la fluorescencia intracelular del producto de
oxidacion de la DHR. Sin embargo, un
mecanismo de accion diferente fué observado
para el vanadilo. Este cation inhibio
significativamente la producciéon de NO. Este
efecto ha sido previamente descripto por otros
autores, aunque sus experimentos se llevaron
a cabo en macréfagos estimulados con INF-y
/ LPS (Tsuji y Sakurai 1996). En este trabajo,

los autores sugieren que la inhibicion de la

produccién de NO fué probablemente ejercida
por la NOS inducible. Se ha mostrado
recientemente que la inhibicion de la
produccion de NO inducida por VO en anillos
de arteria pulmonar estd mediada por la
fosforilacion dependiente de PKC en residuos
de treonina de la eNOS (Li et al 2004). Sin
embargo, los mecanismos moleculares por los
cuales el VO ejerce estos efectos permanecen
poco claros. En nuestros estudios, mostramos
gue la inhibicion en la produccién de NO fué
revertida por el ion6foro A23187 y por la
despolarizacién de la membrana plasmaética,
pero no por nifedipina. Ademas, no se
detectd incremento en los niveles de
oxidacion de DHR en células tratadas con
VO, sugiriendo que este metal no induce la
produccién de peroxinitritos.

La produccion de NO es dependiente de
dos enzimas presentes en los macrofagos, la
isoforma endotelial y la inducible de NOS. Con
el fin de investigar la expresion de ambas
enzimas en los macrofagos tratados con VO
o0 VOASspi, realizamos el ensayo de Western
blot. Observamos que aunque VO no altera la
expresion de ninguna de las isoformas (eNOS
e INOS), los macréfagos tratados con VOASpiI
incrementaban de manera significativa los
niveles de ambas enzimas (fig 4.19). Este
efecto fué inhibido por la coincubacién de
VOAspi y nifedipina, sugiriendo el rol de los
canales de calcio tipo L en el mecanismo por
el cual este derivado de vanadio induce la
expresion de eNOS y de iNOS.

En conclusién, hemos encontrado que
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los complejos de vanadio causan acciones
citotoxicas que conducen a la inhibicion de la
proliferaciéon celular; este efecto podria estar
mediado por incemento en los niveles de ROS
y de peroxidacién lipidica (TBARS), que
conducirian a una disminucion de la funcion
mitocondrial con la subsecuente induccion de
apoptosis en las células tratadas con estos
complejos. Ademas, los complejos estudiados
ejercerian acciones antimetastasicas al inhibir
la adhesion / spreading celular, la migracion y
clonogenicidad de las células en cultivo. Por
otro lado, el estudio de VOAspi sobre
macrofagos en cultivo reveld que este
compuesto es capaz de activar este tipo
celular, estimulando la produccion de NO por
un mecanismo aparentemente mediado por
NOS y calcio. Si bien estos estudios muestran
una posible aplicacién de GluvO, TreVO y
VOAspi como agentes dutiles para el
tratamiento antineoplasico, aun faltan estudios
in vivo que corroboren las observaciones

presentadas en este trabajo de tesis.
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Se sintetizaron e identificaron cinco complejos de vanadilo(IV) con los ligandos glucosa
(GluvO), trehalosa (TreVO), aspirina (VOAspi), indometacina (IndoVO) y
diclofenac (DicVO).

Los estudios de solubilidad muestran que la naturaleza del ligando influencia las
propiedades de solubilidad del complejo, ya que los complejos cuyos ligandos
son hidrosolubles (GluvVO y TreVO) presentan mayor solubilidad en agua,
mientras que aquellos cuyos ligandos son polares, pero que al
complejarse compromenten los grupos con posibilidad de formar enlaces
de hidrégeno (VOAspi, IndoVO y DicVO), poseen menor solubilidad en

solventes proticos tales como agua, etanol 6 sus mezclas.

Los estudios de estabilidad en fase soélida muestran que TreVO y VOASspi presentan
una estabilidad de aproximadamente dos meses, mientras que GluvO

permanece sin alteraciones durante 3 semanas.

El ensayo de estabilidad en solucion muestra que GluvVO, TreVO y VOAspi poseen

menor estabilidad en agua que en medio de cultivo.

Los ensayos mitogénicos indican que los complejos con glucosa, trehalosa y aspirina
resultan citotoxicos para las tres lineas celulares. Sin embargo, existen
diferencias en los parametros farmacolégicos (potencia y eficacia)

dependiendo del complejo estudiado y la linea celular empleada.

Luego de 16 h de tratamiento con los complejos de vanadilo(IV), la morfologia de las
células UMR106 se altera, observandose caracteristicas propias de la
apoptosis tales como condensacion nuclear y citoplasmatica, y cromatina

condensada sobre los bordes de la membrana nuclear.

Nuestros estudios sugieren que los procesos citotéxicos de los complejos de vanadio
estudiados estarian mediados por la generacion de ROS y RNS, dado que

la mezcla de vitaminas E y C logré revertir parcialmente estos efectos.

GluvO, TreVO y VOAspi inhiben procesos implicados en la carcinogénesis, tales como

la adhesion y el spreading celular, asi como también la migracion y la
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clonogénisis (capacidad de formar colonias de crecimiento celular).

Por otro lado, los mecanismos citotoxicos de VOAspi en los macréfagos RAW264.7
parecerian involucrar ademas variaciones en la homeostasis del calcio, que
inducirian un aumento en la produccion de NO e incrementos en los niveles

de iINOS.

En resumen, los resultados presentados en esta tesis indican que los complejos de
vanadio(lV), GluVO, TreVO y VOAspi ejercen efectos citotdxicos en células
de osteosarcoma en cultivo e inhiben procesos clave en el desarrollo y
progresion tumoral, ya sea por afectacion directa de las células tumorales o
por regulacion de mecanismos de defensa del huésped (activaciéon de células
fagocitarias tales como los macréfagos). Sin embargo, aun hacen falta
estudios in vivo que permitan aseverar la potencial utilidad de este grupo de

agentes antineoplasicos no derivados del platino en el tratamiento oncoldgico.
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