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1. RESUMEN 

     El vanadio (V) es un metal de transición ampliamente distribuido en la Tierra, siendo 

el pentóxido de vanadio (V2O5) la principal forma química presente en el ambiente como 

resultado de actividades antropogénicas y naturales. La vía por la cual los seres 

humanos están expuestos a él es a través de los alimentos principalmente y de manera 

ocupacional.  

      

     Los compuestos de vanadio pueden interactuar con las diferentes moléculas 

biológicas y son potentes inhibidores de algunas enzimas cinasas y fosfatasas, aunque 

los mecanismos por los cuales ejerce estos efectos no han sido bien comprendidos.  

 

     No obstante, en líneas celulares de pulmón humano A549 y de la epidermis de ratón 

JB6 P+ se ha demostrado que este metal interactúa con las proteínas que controlan el 

ciclo celular como son las ciclinas, Cdk, p53 y p21, entre otras, lo que lleva a la 

detención del mismo, sin embargo, existe poca información sobre esta interacción en 

cultivos primarios por lo que en este trabajo se determinó la expresión de las ciclinas 

D1, E, Cdk2, Cdk4, p21 y p53 en linfocitos humanos tratados in vitro con diferentes 

concentraciones de V2O5 (2, 4, 8, ó 16 μg/mL) por 48 horas, para lo cual se separaron 

los linfocitos de la sangre obtenida de un donador. 

 

     Se determinó el comportamiento del compuesto sobre la proliferación celular, 

mediante la tinción diferencial de cromátidas hermanas evaluando: índice de replicación 

(IR), índice mitótico (IM), y el tiempo promedio de proliferación celular (TPC), además 

de la viabilidad. Por otra parte, al final del cultivo se lisaron las células para obtener las 

proteínas las cuales fueron separadas por medio de electroforesis y transferidas a una 

membrana sólida e incubadas con los anticuerpos específicos para analizar la 

expresión de las mismas en los diferentes tratamientos. 

 

     Al evaluar el IM e IR se obtuvo disminución de ambos conforme se incrementa la 

concentración, así como aumento en el TPC de manera significativa, sin embargo, la 

viabilidad no presentó cambio que fuera estadísticamente significativo, por lo que se 
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propone que el V2O5 está deteniendo la proliferación celular muy probablemente por la 

interacción con algunas proteínas que la controlan. 

 

     Con respecto a Cdk4, en todas las concentraciones hubo disminución en la 

expresión en comparación con los que no fueron tratados, lo mismo sucede con la 

ciclina D1 en la concentración más alta, a diferencia de la ciclina E y Cdk2 que 

presentaron sobreexpresión en todos los tratamientos. Por lo tanto, se analizó el 

comportamiento de los inhibidores, encontrándose que conforme se incrementa la dosis 

hay aumento en las proteínas p21 y p53 concluyendo que la administración de V2O5 a 

cultivos de linfocitos induce la detención de la replicación celular mediada en parte por 

p53 y p21, posiblemente por algún tipo de daño a la molécula del ADN o quizás por 

otros mecanismos que controlan el ciclo celular que tendrían que ser estudiados. 

 



3 
 

2. ABSTRACT 

     Vanadium is a ubiquitous metal in the earth being vanadium pentoxide (V2O5) the 

main chemical form present in the environment and the humans are exposed to this 

compound via food intake, occupationally or by the environmental contamination. 

 

     The vanadium compounds can interact with different biological molecules and can 

inhibit some kinases and phosphatases enzymes, although this mechanism is not well 

understood. Studies with cellular lines was observed that vanadium can interact with 

proteins that controlling the cell cycle such as cyclin, cyclin-dependent protein kinase 

(Cdk), p53 and p21, and others, leading to cycle arrest.  

 

     The aim of this work was determinate the expression of proteins cyclins D1, E, Cdk2, 

Cdk4, p21 and p53, in human lymphocytes cultures treated for 48 hours with different 

concentration of V2O5 (2, 4, 8, or 16 μg/mL). The effect on cell proliferation was 

determinate by differential staining of sister chromatid and evaluating the replication 

index (RI), mitotic index (MI), average time proliferation (AGT), and viability. The 

expression of different proteins was determinate for western blott technique. 

 

     Results shown that vanadium induce a decrement dependent of concentration in 

both RI and MI as well as an increment in AGT, however viability did not present any 

change. With respect to the expression of proteins, Cdk4 decreased in all treatment 

meanwhile cyclin D1 only in the high concentration of vanadium, unlike to Cdk2 and 

cyclin E who presented an over expression in all cases. The inhibitors of cell cycle, p21 

and p53, showed a few increment in the expression, concluding that the administration 

of V2O5 to human lymphocytes cultures induced arrest in cell proliferation mediated by 

p53 and p21 possibly for some kind of damage to the DNA molecule or perhaps by other 

mechanisms that control the cell cycle that would have to be studied. 
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3. INTRODUCCIÓN 

     Los metales han contribuido en el incremento de la contaminación ambiental, ya sea 

por sucesos naturales, como las erupciones volcánicas, o de manera antropogénica, 

por la quema de combustibles fósiles o los procesos industriales, entre otros, lo que ha 

inducido efectos negativos para el ambiente, así como para la salud humana, ya que 

estudios epidemiológicos han demostrado que la exposición a ciertos compuestos 

metálicos (por ejemplo: los del cromo, níquel, vanadio) incrementan el riesgo de 

desarrollar enfermedades crónico-degenerativas, tales como el cáncer, y es que a 

diferencia de los compuestos orgánicos, los metales no son degradados por los 

organismos vivos por lo que tienden a acumularse en ellos. 

 

     Una característica especial de los metales es el hecho de que aún siendo esenciales 

para la vida (tal como el hierro y el cobre) pueden ser tóxicos para la misma, esto 

dependerá del estado de oxidación en que se encuentren, la forma del complejo, la 

dosis y el modo de exposición a ellos. Lo anterior ha llevado a desarrollar estudios que 

evalúen la interacción de éstos con las moléculas biológicas ó en los procesos 

metabólicos y genéticos, así como en las vías de transducción de señales. 

 

 

3.1. Vanadio 

     El vanadio (V) está clasificado como el primer elemento del grupo V (junto con el 

niobio, el tantalio, y el dubnio) de la tabla periódica de los elementos, con el número 

atómico 23, un peso atómico de 50.95 g/mol, puntos de fusión y ebullición de 1,950°C y 

3,600°C, respectivamente (IUPAC, 2007). Puede presentar diferentes estados de 

oxidación que van desde 1- hasta 5+, en presencia de agentes oxidantes predomina el 

estado de oxidación 5+ y con agentes reductores el estado 4+. Asimismo, se ha 

observado que en los fluidos extracelulares del cuerpo humano la forma que más 

predomina es la pentavalente (VV), mientras que la tetravalente (VIV) en los fluidos 

intracelulares (Barceloux, 1999; WHO, 2001; IARC, 2006; Rodríguez-Mercado y 

Altamirano-Lozano, 2006).  
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     Es un metal de transición que está ampliamente distribuido en la Tierra y dado que 

se encuentra en más de 50 minerales se le considera como vigésimo segundo 

elemento más abundante en la corteza terrestre con una concentración promedio de 

150 g/tonelada (Moskalyk y Alfantazi, 2003). 

 

     Las concentraciones de V registradas en el suelo varían desde los 3 hasta los 310 

µg/g, sin embargo, estos valores se pueden incrementar a más de 400 µg/g en las 

áreas contaminadas; con respecto a la cantidad que está presente en el agua, la 

concentración depende mucho de la localización geográfica, observándose que en 

aguas continentales va desde 0.2 a más de 100 µg/litro y en los océanos de 0.2 a 29 

µg/litro, siendo el fondo del océano el principal depósito de vanadio. De igual manera, la 

concentración en los combustibles fósiles va desde 1 hasta 1500 mg/Kg (WHO, 2000). 

 

     A pesar de la amplia distribución de este metal sus depósitos como mineral son 

raros, la mayor parte de su producción se da como un bi-producto o co-producto 

durante la extracción y procesamiento de minerales de hierro, titanio, fósforo y uranio, 

siendo en forma de pentóxido (V2O5), aunque algunas veces en forma de vanadato de 

sodio o amonio las más comúnmente recuperadas (Rydzynski, 2001; IARC, 2006). 

 

3.1.1. Usos 

     Alrededor de una docena de compuestos de V son comercialmente importantes, 

entre ellos el pentóxido de vanadio (V2O5), el cual es el que predomina, ya que forman 

aleaciones con hierro, aluminio, titanio, entre otros, las cuales son muy utilizadas en la 

fabricación de autopartes, motores de jet, aeronaves. También se usan en la industria 

eléctrica y electrónica, del esmaltado, vidrieras, petroquímica, metalúrgica, pintura y 

cerámica. Asimismo, se emplean en agentes catalíticos para la producción de ácidos 

como el sulfúrico, ftálico, adípico, acrílico, oxálico, así como en la obtención de 

acetaldehído y antraquinona (Moskalyk y Alfantazi, 2003; IARC, 2006). 

 

     Conforme a lo anterior, se ha observado que el V contribuye al incremento de la 

contaminación ambiental ya sea de forma natural, originada por las erupciones 
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volcánicas o de manera antropogénica, por procesos industriales y la quema de 

combustibles donde este metal está presente (Barceloux, 1999). Fortoul y 

colaboradores (2002), observaron en autopsias realizadas a personas que vivieron en 

la Ciudad de México en la década de los noventa que la concentración de V presente 

en el pulmón aumentó en comparación con los que vivieron en la década de los 

sesenta, lo que es un indicador de que las concentraciones de V en el ambiente se 

incrementaron en función del aumento de la contaminación ambiental. 

 

     Los óxidos de V presentes en las partículas de menos de 10 µm de diámetro de las 

cenizas y polvos, que se encuentran en el ambiente, están asociados con efectos 

adversos a la salud humana, ya que se ha demostrado que la exposición crónica por 

inhalación en ambientes laborales induce cambios en los órganos respiratorios y el 

desarrollo de enfermedades como bronquitis, rinitis, laringitis, faringitis, y en algunos 

casos produce alteraciones del ritmo cardiaco (WHO, 2000; Rodríguez-Mercado y 

Altamirano-Lozano, 2006).  

 

     Sin embargo, una de las fuentes de V a la cual la población en general está 

expuesta son los alimentos, estimándose que la ingesta promedio dentro de la dieta es 

de 13 a 15 μg de V por día, aunque algunos autores mencionan que alcanza valores de 

60 μg/día (Rodríguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Con base en lo anterior, se 

ha demostrado que las principales vías por las cuales el V ingresa al organismo es por 

inhalación, vía oral y epidermis (Figura 1). 

 

     Una vez dentro del organismo, el V es distribuido a través de la sangre por proteínas 

(albumina y transferrina) hasta los órganos y tejidos, observándose que en el caso de 

los huesos, los riñones, el cerebro, el hígado, los testículos, los pulmones y el corazón, 

el V tiende a acumularse, lo que puede incrementar el desarrollo de enfermedades 

crónico degenerativas (Barceloux, 1999; Mukherjee et al., 2004; Rodríguez-Mercado y 

Altamirano-Lozano, 2006). 
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3.1.2. Toxicidad 

     La toxicidad del V al parecer es diferente a la de otros metales, aunque la 

información en la literatura sobre la actividad carcinógena de este metal y sus 

compuestos es amplia, algunos autores lo consideran como un mutágeno de acción 

débil, sin embargo se conoce poco acerca de la interacción de este metal con las 

macromoléculas celulares. Asimismo, se ha observado que dicha toxicidad de los 

compuestos de V se incrementa conforme aumenta el estado de oxidación del metal, 

encontrándose que en los compuestos que tienen el estado 5+ (como en el V2O5) son 

considerados los más tóxicos para los mamíferos (Altamirano-Lozano et al., 1996; 

Mukherjee et al., 2004; Rodríguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). 

 

 

 

Figura 1. Vías de exposición por las que pueden ingresar los compuestos de vanadio en 

el organismo y su distribución (modificado de Mukherjee et al., 2004; Rodríguez-Mercado 

y Altamirano-Lozano, 2006). 
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      En diversos estudios se ha observado que uno de los modos de acción del V en la 

inducción de efectos genotóxicos es por medio de la generación de especies reactivas 

de oxígeno (ERO) o por la interacción ADN-proteínas (Capella et al., 2007), lo que 

puede llevar a la inducción de aberraciones cromosómicas (AC) e intercambio de 

cromátidas hermanas (ICH) en cultivos de linfocitos humanos (Rodríguez-Mercado, 

2006). Además de que, los óxidos de V pueden afectar el proceso normal de división 

celular, esto evidenciado por la disminución en el índice mitótico (IM) y el índice de 

replicación (IR) (Roldán y Altamirano, 1990). 

 

     Asimismo, el V puede interactuar con diversas moléculas orgánicas, incluyendo 

proteínas, aminoácidos, nucleótidos y azúcares y se ha determinado en 

concentraciones de 10-7 a 10-8 M que puede comportarse ya sea como un potente 

inhibidor o estimulador de diversas enzimas tales como ciertas cinasas, ribonucleasas, 

fosfatasas, entre otras. En el cuadro 1 se enlistan algunas enzimas con las que el V 

interactúa (Macara, 1980; Rodríguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).  

 

     Sin embargo, los mecanismos por los cuales ejerce estos efectos todavía no han 

sido bien comprendidos. Compuestos de V, principalmente los metavanadatos, se 

comportan como inhibidores potentes y selectivos de proteínas fosfotirosil fosfatasas, 

específicamente de fosfotirosinas de la membrana celular en células A-431 (Swarup et 

al., 1982), también inhibe la actividad de la Na+-K+ ATPasas en fibroblastos uniéndose 

al sitio de hidrólisis en el lado citoplasmático de la enzima (Macara et al., 1980), 

además los compuestos orgánicos de V han demostrado que inhiben la Ca2+-ATPasa 

en el retículo sarcoplásmico del músculo esquelético de conejo (Aureliano et al., 2008). 

Por otra parte, el V puede ejercer efectos sinérgicos con algunas moléculas tales como 

el factor de crecimiento epidérmico (EGF por sus siglas en inglés) lo que lleva al 

incremento de la actividad mitogénica de este factor estimulando la síntesis de ADN, así 

como de nucleótidos y proteínas (Carpenter, 1981; Smith, 1983; Tojo et al., 1987). 
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Cuadro 1. Enzimas que pueden inhibir o estimular los compuestos de V (modificado de 

Macara, 1980; Rydzynski, 2001; Rodríguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006) 

Efecto inhibidor Efecto estimulador 

Na+-K+ATPasa Fosfolipasa C 

Ca+2-ATPasa Adenil ciclasa 

H+-K+ATPasa Tirosin cinasa 

H+-ATPasa Proteína cinasa activadora de mitógeno 

(MAPK) 

K+-ATPasa Fosfatidilinositol 3- cinasa 

Ca+-Mg+ATPasa NADPH oxidasa 

Dinein ATPasa Glicógeno sintetasa 

Actomiosin ATPasa Lipoproteína lipasa 

Proteína Tirosin Fosfatasa  

Glutamina deshidrogenasa  

Fosfatasa alcalina  

Fosfatasa ácida  

Glucosa-6-fofatasa  

Fosfofructocinasa  

Alanin aminotransferasa  

Aspargin aminotransferasa  

 

 

 

3.2. Ciclo celular 

 

     Las células somáticas de los organismos eucariotas pasan a través de una 

secuencia regular de crecimiento y división llamada ciclo celular, en algunas éste se 

realiza en cuatro fases principales: G1 (Gap 1), S (Síntesis), G2 (Gap 2) y M, a las tres 

primeras juntas se les conoce como interfase y a la última como fase de división nuclear 

(Figura 2). Para que se lleve a cabo un ciclo completo puede requerir desde pocas 

horas hasta varios días, dependiendo del tipo de célula y de factores externos como la 
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temperatura o los nutrimentos disponibles, entre otros (Lewin, 2000; Alberts et al., 

2002). 

 

     En la fase G1, los cromosomas están constituidos por una sola cromátida 

(procedentes de la mitosis anterior), y es un período de actividad química intensa en 

donde aumenta el tamaño de la célula y se da la síntesis de ARN y proteínas; las 

mitocondrias, los cloroplastos y los centríolos se duplican, además hay un aumento del 

tamaño del retículo endoplásmico por la síntesis de lípidos y proteínas. En fase de S se 

lleva a cabo la duplicación del ADN, se sintetizan las histonas y las proteínas asociadas 

al ADN, así al término de ésta el núcleo contiene el doble de proteínas nucleares y de 

ADN, es decir, dos cromátidas por cromosoma. 

 

     La fase G2 proporciona un lapso de seguridad que permite a la célula asegurarse de 

que la replicación de ADN se ha completado antes de que empiece la siguiente, 

además, se termina la duplicación de los centriolos (Alberts et al., 2002). La fase M es 

en la que los cromosomas replicados son segregados en núcleos separados y ocurre la 

citocinesis para formar dos células hijas (Johnson y Walker, 1999). 

 

     Algunas células detienen su ciclo en una fase especializada conocida como G0 (G 

cero) que es un estado de no crecimiento o quiescente, el cual es diferente a las demás 

fases de las células que están en proliferación, en él la velocidad de síntesis de 

proteínas es drásticamente reducida, de esta manera la ausencia de factores de 

crecimiento apropiados lleva a las células a una especie de sueño del ciclo celular en el 

cual el sistema de control es incapaz de progresar más allá del punto de control de G1. 

La capacidad de entrar en G0 es lo que determina las enormes diferencias en la 

duración del ciclo celular en los distintos tipos celulares de los organismos pluricelulares 

(Alberts et al., 2002). 

 

3.2.1 Reguladores del ciclo 

     La progresión del ciclo celular esta controlada por la formación secuencial de 

complejos de proteínas conformados por un grupo de subunidades reguladoras 
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llamadas ciclinas y otro grupo de subunidades catalíticas denominadas cinasas 

dependientes de ciclina (Cdk por sus siglas en inglés). Las ciclinas son proteínas que 

se sintetizan y degradan durante las fases del ciclo celular, estas activan a las Cdk de 

manera específica, y es así como se forman los complejos ciclina/Cdk (Figura 2) 

(Johnson y Walker, 1999).  

 

 

 

Figura 2. Fases del ciclo celular junto con la formación de los complejos ciclina/Cdk que 
los regulan. 

 

 

     En células de mamífero se han identificado nueve Cdk y por lo menos 16 ciclinas, 

sin embargo, no todas actúan en la regulación del ciclo celular, otras de sus funciones 

incluyen la regulación de la transcripción, la reparación del ADN, la diferenciación 

celular y la apoptosis, en el cuadro 2 se enlistan las principales ciclinas y Cdk. No 

obstante, todas las ciclinas contienen una región común conocida como la caja de 

ciclinas, la cual es usada para unirse y activar a las Cdk (Morgan, 1997; Johnson y 

Walker, 1999; Shackelford et al., 1999; Malumbres y Barbacid, 2005). 

 

     De manera normal en células de mamífero las ciclinas D y E forman complejos con 

las Cdk 2, 4 y 6, que son requeridas para la progresión a través de la fase G1 a la S, 

como se muestra en la Figura 2, existe evidencia de que el complejo ciclina A/Cdk2 

puede tener un papel en la progresión G1S, aunque esto no ha sido bien establecido 

(Shackelford et al., 1999). Las ciclinas D son las primeras en ser sintetizadas (en la fase 

G1 S G2 M G1 

Cdk2 

Ciclina E 

Cdk4 y 6 

Ciclina D1,2,3 
Cdk2 

Ciclina A 

Cdk2 

Ciclina A 

Cdk2 

Ciclina B 

G0 G0 
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G1) y pueden estimular a las células que se encuentran en G0 a reiniciar el ciclo 

celular; a diferencia de muchas otras ciclinas, las D no oscilan durante el ciclo, más 

bien, sus niveles son controlados por la presencia de factores de crecimiento 

(mitógenos) las cuales a su vez se asocian para activar a las Cdk4 y Cdk6 (Johnson y 

Walker, 1999). 

 

 

Cuadro 2.  Principales ciclinas identificadas en células de mamífero (modificado de 

Johnson y Walker, 1999) 

Ciclinas Cdk asociadas Función 

A Cdk1 (cdc2), Cdk2 Transición a la fase S 

B1, B2 Cdk1 Salida de G2, mitosis 

C Cdk8 Transición de la fase G0 a 

S, Regulación 

transcripcional 

D1, D2, D3 Cdk4, Cdk6 Transición de la fase G0 a 

la fase S 

E Cdk2 Transición de la fase G1 a 

la fase S 

F ? Transición de la fase G2 a 

la fase M 

G1, G2 Cdk5 Respuesta al daño del ADN 

H Cdk7 Reparación del ADN, 

regulación transcripcional 

I ? --- 

K ? Regulación transcripcional 

T1, T2 Cdk9 Regulación transcripcional 

?: No se ha determinado a que ciclina se une 
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     La función de estos complejos es de fosforilar diferentes moléculas, principalmente 

proteínas, en intervalos de tiempo preciso para que la división celular se lleve a cabo de 

manera ordenada. Un sustrato muy importante para ellos es la proteína del 

retinoblastoma (pRB), que participa en el mecanismo que mantiene la división celular 

en G1 si es que existe una lesión en el ADN. La pRB no fosforilada se une al factor de 

transcripción E2F, mientras se mantienen unidos el E2F no puede promover la 

transcripción de los genes necesarios para la síntesis de ADN (los de la ADN 

polimerasa, la ribonucleótido reductasa y otras proteínas) y la síntesis de la ciclina E. 

En este estado el ciclo celular no puede pasar de G1 a S, sin embargo, éste mecanismo 

de bloqueo se elimina cuando la pRB es fosforilada primero por el complejo ciclina 

D/Cdk4/Cdk6 y posteriormente por ciclina E/Cdk2, lo que ocurre como respuesta a una 

señal para que el ciclo celular continúe (Johnson y Walker, 1999; Shackelford et al., 

2000; Nelson y Cox, 2008). 

 

     A través de la liberación del E2F, la ciclina E es la siguiente que se induce durante la 

progresión de la fase G1, ésta se asocia y activa la Cdk2 juntos se requieren para la 

transición de las células de la fase G1 a la S, también participan en mantener el estado 

fosforilado de la pRB y de esta manera mantiene activo el E2F. Al igual que otros 

complejos, la ciclina E/Cdk2 fosforila la histona H1, que tiene una actividad importante 

durante la replicación del genoma (Johnson y Walker, 1999). Asimismo, la familia de 

factores de transcripción E2F regula los genes de la ciclina A que forma un complejo 

con la Cdk2, el cual es esencial para la progresión del ciclo celular durante la fase S 

(Assoian, 1997). 

 

 

3.2.2 Inhibidores del ciclo 

     Bajo condiciones normales el ciclo celular procede sin interrupciones, sin embargo, 

si la célula recibe un daño en la información genética, ésta es capaz de detenerse en 

determinadas fases del ciclo, reparar el daño y continuar, esto lo hace gracias a los 

censos que se llevan a cabo en los diferentes puntos de control (mejor conocidos como 

“checkpoints”), los cuales existen a través de todo el ciclo (Shackelford et al., 2000). 
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     El “checkpoint” en la fase G1 depende del incremento en la expresión y activación 

de los productos del gen p53, el cual ha sido caracterizado como un gen supresor de 

tumores ya que se ha observado que en más del 50% de los tumores humanos se 

encuentra con mutaciones (Shackelford et al., 2000). Cuando las proteínas cinasas 

ATM y ATR detectan lesiones en el ADN, tales como un rompimiento de cadena 

sencillo, activan al p53 para que actúe como factor de transcripción que estimule la 

síntesis de la proteína p21 (Cip1/Waf1), la cual se une directamente a los complejos 

ciclina/Cdk y actúa como un inhibidor de las Cdk. Al parecer se necesitan dos o más 

moléculas de p21 para inhibir la actividad cinasa de los complejos ciclina E/Cdk2, 

ciclina D1/Cdk4/6, ciclina A/Cdk2 (Cistulli y Kaufmann, 1998; Shackelford et al., 2000). 

 

     En presencia de p21, pRB permanece hipofosforilada y unida a E2F bloqueando la 

actividad de este factor de transcripción, con lo que el ciclo celular se detiene en G1, 

esto da tiempo a la célula para que repare el ADN antes de entrar a la fase S evitando 

así la transferencia del genoma defectuoso a una o a ambas células hijas (Nelson y 

Cox, 2008). Si bien p21 es un efector de p53 no quiere decir que sea dependiente de 

éste, ya que además de asociarse con los complejos ciclina/Cdk, p21 también se asocia 

con el antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA por sus siglas en inglés) y se 

considera como un mecanismo adicional por el cual puede inhibir la síntesis del ADN 

(Vidal y Koff, 2000). 

 

     Además de p21 existen otras proteínas que actúan como inhibidores de los 

complejos ciclina/Cdk (cuadro 3), conocidas como proteínas inhibidoras de Cdk (CKI 

por sus siglas en inglés). De las cuales, en células de mamíferos se han identificado 

dos tipos, las familias Cip/Kip e Ink 4, que tienen un mecanismo específico para cada 

tejido por el cual la progresión del ciclo celular puede ser detenido en respuesta a 

señales tanto intracelulares como extracelulares. La familia Cip/Kip incluye a las 

proteínas p21, p27, y p57, que inhiben principalmente a los complejos ciclina-Cdk2 y 

Cdk4, 6 involucrados en el control de la fase G1 y la transición de G1 a S. La familia Ink 

4 contiene cuatro miembros (p15, p16, p18, y p19) los cuales inhiben de manera 

específica a los complejos ciclina D/Cdk4, D/6 (Morgan, 1997; Vidal y Koff, 2000). 
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     Sin embargo, el control de las cinasas (Cdk 2, 4, y 6) también puede ser afectado 

por otras vías como la acumulación de las ciclinas, la manera en la cual está 

ensamblado el complejo ciclina/Cdk, o por eventos específicos de fosforilación y 

desfosforilación (Morgan, 1997). 

 

 

Cuadro 3. Inhibidores de los complejos ciclinas/Cdk que 

actúan a lo largo del ciclo celular  

INK4: 
 

   KIP:   

p15 p16 p18 p19  p21 p27 p57 

Ciclinas D / Cdk4 y 6 

  
   Ciclinas A, B, y E / Cdk2 

 

 

3.2.3. Proteína p53 

     Como se mencionó anteriormente cuando existe un daño al ADN, la proteína p53 

coordina la respuesta celular que lleva a la reparación del mismo o a la eliminación de 

las células con lesiones potencialmente oncogénicas ya sea por la detención del ciclo 

celular o por medio de la apoptosis, por lo que se le considera una de las proteínas más 

importantes supresora de tumores (Levine, 1997; Blattner, 2008). 

 

     Ésta proteína es un factor de transcripción con una secuencia especifica que se une 

al ADN y de esta manera activa o reprime gran número de genes los cuales se 

categorizan de acuerdo a su función: aquellos que detienen el ciclo celular, los que 

reparan el ADN y los que regulan la respuesta apoptótica (Woods y Vousden, 2001). 

 

     En células normales, es poco abundante y se encuentra en estado latente, para su 

activación requiere tanto del incremento en sus niveles así como la modificación post-

transcripcional de las moléculas existentes ya sea por acetilación, fosforilación, 
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metilación, ubiquitinación, ó sumoylación. Ambos eventos, el incremento y la 

modificación, son procesos independientes (Woods y Vousden, 2001; Blattner, 2008). 

 

     En más de la mitad de todos los cánceres humanos se ha observado que p53 pierde 

su función, esto debido a que puede existir una mutación en los genes que la codifican 

dando como resultado una proteína que ha perdido su actividad, o que haya una 

sobreexpresión de la proteína Mdm2 (Hdm2 en células humanas), la cual se encuentra 

unida a p53 de manera normal, y requiere de su modificación para ser liberado; o que 

sea inactivado por proteínas virales como se da en la infección viral del carcinoma 

cervical (Vousden, 1995; Woods y Vousden, 2001).  

 

     Una vez que p53 está activado se une al ADN para lo cual requiere de zinc, lo que 

hace que la proteína sea especialmente susceptible a la inactivación por metales de 

transición ya que se ha observado, en el caso del cadmio, que éstos pueden sustituir al 

zinc (Méplan et al., 1999). Además de que compuestos metálicos de arsénico, cadmio, 

cobalto, cromo, hierro, níquel, vanadio, entre otros, pueden influir en la expresión y 

activación de p53 generalmente por la inducción de especies reactivas de oxígeno 

(ERO). Esta interacción metal-p53 depende de la composición química y el estado de 

oxidación del metal (Harris y Shi, 2003; Leonard et al., 2004). 

 

 

3.2.4. Efecto del vanadio sobre el ciclo celular 

     La interacción de los compuestos de V con las proteínas que controlan el ciclo 

celular tiene un comportamiento antagónico, por una parte puede detener la progresión 

del ciclo y por otra favorecerla. En estudios realizados en líneas celulares de la 

epidermis de ratón JB6 P+ (C141), se observó que la administración de V promovía la 

entrada de las células a la fase S debido a la activación de la proteína cinasa Akt la cual 

fosforiló a la proteína pRB provocando la liberación del factor de transcripción E2F y de 

esta manera se incrementaron los niveles de las ciclinas E y A, necesarias para la 

entrada y progresión de la fase S (Zhang et al., 2004). 
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     Asimismo, los compuestos de V pueden detener la progresión del ciclo celular de 

una manera dosis y tiempo dependiente. En líneas celulares de epitelio de pulmón 

humano A549, la administración de V produjo la formación de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) lo que provocó que las células se detuvieran en la fase G2/M debido a que se 

incrementaron los niveles de la proteína p21 y Chk1, así como la inactivación del 

complejo ciclina B/Cdc 2; de igual manera en líneas celulares C141, al aplicar V se 

elevaron los niveles de p53 y p21 lo cual provocó que las células se detuvieran en la 

fase S. De igual manera, en células JB6 la generación de H2O2 por parte del V llevó a la 

activación de p53 lo que originó la muerte de las células por medio de la apoptosis 

(Huang et al., 2000; Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2002). 

 

     Si bien se ha relacionado que la detención del ciclo celular por parte de los 

compuestos de V se debe a la generación de H2O2, Fu y colaboradores en el 2008, 

observaron que al administrar bisacetilacetonato de vanadilo a células de hepatoma 

humano HepG2, este era capaz de detenerlas en la fase G1/S sin que hubiera aumento 

en la formación de H2O2, por lo que se propone que el V por si sólo es capaz de 

interactuar con las moléculas encargadas de la progresión del ciclo celular. 

 

 

3.3. Purificación y detección de proteínas 

     Las proteínas, los ácidos nucleicos y los polisacáridos son las principales 

macromoléculas en los sistemas biológicos y dentro de cada clase se encuentran gran 

número de moléculas individuales, cada una de ellas pueden ser separadas unas de 

otras con base en sus diferentes características ya sea físicas o químicas, para las 

proteínas las dos más ampliamente usadas son el tamaño, definido ya sea como la 

longitud o la masa, y su afinidad para unirse a ligandos específicos (Stewart y Ebel, 

2000; Lodish et al., 2004). 

 

     Para aislar una proteína en particular de todas las que están presentes en la célula 

se requiere el uso de métodos combinados para poder primero separarlas del conjunto 

de moléculas presentes, y posteriormente, detectar la presencia de la proteína en 
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específico. Una de las técnicas empleadas actualmente para realizar la separación y 

análisis de estas macromoléculas así como de los ácidos nucleicos es la electroforesis, 

la cual se puede definir como la migración de iones cargados en un campo eléctrico 

(Stewart y Ebel, 2000; Lodish et al., 2004). 

 

     La separación electroforética de proteínas es desarrollada normalmente en geles de 

poliacrilamida (PAGE por sus siglas en inglés “polyacrylamide gel electrophoresis”), 

debido a que es un método sencillo y sensible para analizarlas, ya que reúne una serie 

de propiedades idóneas, como son: trasparencia, elasticidad, porosidad controlable y 

compatibilidad con una gran variedad de compuestos químicos (Lomonte, 2007).  

 

     Entre las diferentes técnicas de PAGE la más empleada es aquella en donde las 

proteínas son expuestas al detergente iónico dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) para 

formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente. En estos complejos la 

cadena proteica es distendida y solubilizada por el detergente y su relación final 

carga/masa queda constante para las distintas proteínas, de esta manera van a ser 

separadas en el gel poroso fundamentalmente con base en sus diferencias de peso 

molecular (PM) teniendo que a menor tamaño, mayor movilidad de la proteína, caso 

contrario en aquellas que tienen un mayor tamaño, lo que va a ser reflejado en las 

diferentes bandas que se observan en el gel (García-Pérez, 2000; Lodish et al., 2004, 

Lomonte, 2007). 

 

     Sin embargo, la purificación de una proteína, o cualquier otra molécula, requiere de 

un ensayo específico que pueda detectar la molécula de interés en las bandas del gel, 

basándose en sus características distintivas: la habilidad de unirse a un ligando en 

particular, a catalizar una reacción, o a ser reconocida por un anticuerpo específico. El 

método más empleado ya que combina el poder de separación de la electroforesis en 

gel, la especificidad de los anticuerpos, y la sensibilidad de un ensayo enzimológico, es 

el de Western Blotting también conocido como inmunobloting. Éste permite la 

transferencia de las proteínas separadas en SDS-PAGE a una membrana adsorbente, 

lo que forma una réplica exacta de las bandas del gel, y con ayuda de anticuerpos 
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específicos, se puede detectar y caracterizar una proteína específica, en especial 

aquellas que son poco abundantes (Lodish et al., 2004; Kurien y Scofield, 2006) 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

     Diferentes estudios realizados en el laboratorio han demostrado que los compuestos 

del vanadio son genotóxicos, sin embargo se conoce poco acerca de sus interacciones 

con el ADN y sus mecanismos de acción, por lo que es conveniente el uso de métodos 

combinados que permitan determinar si la genotóxicidad de este metal es producida por 

una interacción indirecta con el ADN, y que formas químicas son las causantes de estos 

efectos, lo cual podría llevar a la detención de la proliferación celular o muerte. Por lo 

anterior resultaría interesante estudiar de qué manera este metal está modificando la 

progresión del ciclo celular y particularmente como afecta la expresión de las proteínas 

ciclinas y Cdk de la fase G1 y las involucradas en la transición a la fase S, asimismo, si 

se modifica la actividad cinasa por moléculas como la p21 en cultivos de linfocitos 

humanos. 

 

 

5. HIPÓTESIS 

 

     En diferentes líneas celulares se ha observado que los compuestos de vanadio 

pueden inducir algún tipo de daño al ADN y alterar el ciclo celular, por lo tanto, si se 

administra pentóxido de vanadio a linfocitos humanos en proliferación, en un estudio in 

vitro, este será capaz de modificar los niveles de expresión de las proteínas ciclinas y 

Cdk que controlan la transición de la fase G1/S, lo cual llevaría a la detención del ciclo. 

 

 

 

6. OBJETIVOS 

6.1. General 

 

     Evaluar el efecto del pentóxido de vanadio sobre la progresión del ciclo celular en la 

fase G1 en linfocitos humanos expuestos in vitro  
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6.2. Particulares 

- Evaluar si la administración de pentóxido de vanadio a cultivos de linfocitos humanos 

afecta la progresión del ciclo celular. 

 

 - Analizar la expresión de las proteínas ciclinas D1 y E, así como de las Cdk2 y 4 en 

linfocitos humanos expuestos a pentóxido de vanadio en un sistema in vitro. 

 

 - Analizar la expresión de la proteína p53 en linfocitos humanos expuestos a pentóxido 

de vanadio. 

 

 - Determinar si la administración del pentóxido de vanadio a linfocitos humanos en un 

sistema de exposición in vitro induce la expresión de la proteína p21. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. Reactivos 

     Para la realización de la separación y cultivo de linfocitos, así como, para la cinética 

de proliferación y viabilidad celular, se utilizaron: Histopaque®-1077, pentóxido de 

vanadio (V2O5) CAS No. 1314-62-1, 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) CAS No. 59-14-3, 

colchicina CAS No. 64-86-8, cloruro de sodio (NaCl) CAS No. 7647-14-5, 5(6)-diacetato 

de carboxifluorosceina (mezcla de isómeros) (CFDA) y solución de Giemsa (Sigma-

Aldrich, Inc., S. Louis MO EUA). Solución amortiguadora de fosfatos salina (PBS por 

sus siglas en inglés), medio de cultivo PB-MAX Karyotyping, bromuro de etidio (Br-Et) 

CAS No. 1239-45-8, (GIBCO, Invitrogen Corporation, NY EUA). Heparina sódica CAS 

No. 9041-08-1 (Inhepar, Pisa Farmacéutica Mexicana). 

 

 

7.2. Separación y cultivo de linfocitos 

     Se obtuvieron 10 mL de sangre de una vena periférica del brazo de un donador con 

una jeringa que fue heparinizada previamente. Por otra parte, se colocaron 5 mL de 

Histopaque®-1077 en un tubo de centrífuga cónico y se llevó a temperatura ambiente 

(esto se hizo por duplicado). Se colocaron 5 mL de sangre en este tubo por encima del 

Histopaque®, observándose dos fases, sin mezclarse, y fueron centrifugados a 1,800 

revoluciones por minuto (rpm) durante 25 minutos (min) a temperatura ambiente. 

 

     Terminado el tiempo de centrifugado se obtuvieron cuatro fases en el tubo: una con 

el botón de células rojas (parte inferior); otra con el sobrante de Histopaque®; la 

siguiente es una zona opaca, la cual contiene los linfocitos; y por encima de éstas una 

fase que contiene el sobrante del plasma. 

  

      Los linfocitos fueron recolectados con una pipeta Pasteur aspirando con cuidado la 

fase correspondiente a éstas células y transferidos a un tubo limpio, en el se realizó un 

primer lavado con 10 mL de PBS, mezclándolos por inversión y centrifugándolos a 

1,500 rpm durante 10 min. A continuación se aspiró el sobrenadante y el botón celular 
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se lavó dos veces más. Al terminar los lavados, el botón celular fue resuspendido en 0.5 

mL de PBS, se tomaron 20 μL de la muestra y se realizó el conteo de las células en un 

hemocitómetro.  

 

     Una vez obtenida la cantidad de linfocitos, se procedió a cultivar en promedio tres 

millones de células en 5 mL de medio de cultivo, para cada uno de los tratamientos por 

duplicado y se incubaron a 37°C con un 95% de O2 y 5% de CO2. 

 

 

7.3. Análisis de la proliferación celular 

7.3.1. Tratamientos 

     Para llevar a cabo este análisis se empleo la técnica de tinción diferencial de 

cromátidas hermanas, realizando lo siguiente: 

     - Un grupo testigo, el cual fue un cultivo sin tratamiento. 

 

     - Cuatro cultivos a los cuales veinticuatro horas después de haber iniciado, se les 

administró V2O5 en concentraciones de 2 μg, 4 μg, 8 μg ó 16 μg/mL. 

 

       A todos los cultivos se les agregó 5 μg de BrdU/mL veinticuatro horas después de 

la siembra (en la figura 3 se muestra la manera en que se desarrollaron los protocolos). 

Cabe mencionar que estas concentraciones de V2O5 han sido determinadas y 

empleadas en diversos estudios realizados en nuestro laboratorio (Roldán y Altamirano, 

1990; Rodríguez-Mercado et al., 2003; Rodríguez-Mercado, 2006). 

 

     Cuarenta y seis horas después de que se les administró el V2O5 y la BrdU, a los 

cultivos se les agregó 4 μg/mL de colchicina, el cual inhibe la formación del huso 

mitótico, para obtener el mayor número de células en metafase y se incubaron por dos 

horas más. Al término de este tiempo se realizó la cosecha. 
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Figura 3. Protocolo para el Intercambio de Cromátidas Hermanas. a) un cultivo como 

testigo al cual se le agregó 5 g/ml BrdU; b) cuatro cultivos a los que se les trató, además 

de BrdU, con 2 g,  4 g, 8 g ó 16 g de V2O5. Para la expresión de proteínas se siguió el 
mismo procedimiento excepto que a estos tratamientos no se les adicionó BrdU ni 

colchicina. 

 

 

 

7.3.2. Tinción diferencial de las preparaciones para la evaluación de la 

proliferación celular 

     Los cultivos se centrifugaron a 1,000 rpm por 5 min. Se desechó el sobrenadante y 

se incubaron en 5 mL de solución hipotónica (cloruro de potasio al 0.075 M) por 20 min 

a 37°C. A continuación se centrifugaron nuevamente y se desechó el sobrenadante, se 

fijó el botón celular con 5 mL de metanol-ácido acético (3:1) realizando la fijación en tres 

períodos: dos de 10 y uno de 5 min, entre cada período se centrifugó a 1,000 rpm por 5 

min y se desechó el sobrenadante. Al botón celular se le agregaron 0.5 mL de fijador y 

se procedió a realizar las preparaciones por goteo en portaobjetos limpios. 

 

Cosecha 

Cosecha 

BrdU 

0                  24                   48                 70      72  h 

0                   24                  48                70     72  h 

Colchicina 

2g, 4 g, 8 g ó 16 g de V 

+ 

 5 g de BrdU 

Colchicina 

Testigo 

Tratados con Vanadio 
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     Se dejaron secar las preparaciones por 24 horas, posteriormente se colocaron en 

solución doble citrato-salina (2XSSC) compuesta por citrato de sodio 0.03 M y cloruro 

de sodio 0.3 M irradiándolas con luz ultravioleta por 20 min, después se sumergieron en 

2XSSC a una temperatura de 55°C por 20 min y finalmente se tiñeron con solución de 

Giemsa al 5% por 25 min. Estas preparaciones se observaron en un microscopio de 

campo claro a 1,000x clasificando 120 células en metafase por cada tratamiento de 

acuerdo al número de ciclos que habían progresado (Figura 4) con base en estos datos 

se obtuvieron el índice de replicación (IR) y el tiempo promedio de proliferación celular 

(TPC), de acuerdo con las siguientes formulas. 

 

1(%M1) + 2(%M2) + 3(%M3) 

IR =  
N 

 

Número de horas en BrdU 

TPC =  
1(M1) + 2(M2) + 3(M3) 

 

De donde: 

M1, M2, M3 son el número de células en metafase que han pasado por uno, dos y tres 

ciclos celulares, respectivamente. 

N es el número total de células analizadas 

 

También se obtuvo el índice mitótico (IM) contando el número de células en metafase 

presentes en 1,000 células por tratamiento. 

 

Número de metafases 

    IM =  X 100 
1000 células 
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Figura 4. Tinción diferencial de las cromátidas hermanas de cromosomas metafásicos 
que se pueden identificar como células que han pasado por: a) un ciclo de replicación, 

cuyos cromosomas presentan ambas cromátidas teñidas del mismo color, b) dos ciclos, 
con una teñida y la otra débilmente, y c) tres o más, en donde unos cromosomas 

presentan una tinción similar a los de segundo ciclo y otros tienen sus dos cromátidas 
débilmente teñidas. 

 

 

7.4. Viabilidad celular 

     Para realizarla se siguió el método propuesto por Strauss en 1991 con ligeras 

modificaciones. Se preparó una solución de tinción (1:1) de Br-Et (0.125 μg/μL) y CFDA 

(0.025 μg/μL), de aquí se mezclaron 10 μL de los colorantes con 10 μL de la 

suspensión celular (linfocitos) y se incubaron a 37°C por 5 min. Posteriormente se 

hicieron tres lavados con 1 mL de PBS centrifugándolos a 4,000 rpm por 3 min cada 

uno, del botón se tomó una alícuota de 10 μL la cual se colocó en un portaobjetos para 

evaluarse en un microscopio de fluorescencia con un filtro de excitación de 515-560 nm.  

  

     La viabilidad se obtuvo cuantificando 100 células en total tomando en cuenta el 

número de viables, las cuales se observan de color verde ya que su membrana está 

integra y tienen actividad enzimática por lo que la CFDA reacciona con las esterasas 

induciendo la fluorescencia, y el de no viables que presentan una tinción de color rojo 

debido a que han perdido la integridad de la membrana y el Br-Et puede intercalarse en 

la estructura del ADN. 

 

 

 

 

c) a) b) 
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7.5. Extracción y análisis de las proteínas por inmunoblot 

7.5.1. Reactivos 

     Para el desarrollo de este protocolo se utilizaron, además de algunos de los 

reactivos anteriores: ácido etileno diamino tetracético (EDTA por sus siglas en inglés) 

CAS No. 6381-92-6, nonidet P-40 CAS No. 9036-19-5, vanadato de sodio (NaVO4) CAS 

No. 13718-26-8, fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4) CAS No. 10049-21-5, fosfato 

de sodio dibásico (Na2HPO4) CAS No. 10039-32-4 (Sigma-Aldrich, Inc., MO EUA). 

Acrilamida CAS No. 79-06-1, N,N’-metileno-bis-acrilamida CAS No. 110-26-9, glicina 

CAS No. 56-40-6, dodecilsulfato de sodio (SDS por sus siglas en inglés) CAS No.151-

21-3, N,N,N’,N’-tetra-metil-etilenodiamina (TEMED) CAS No. 110-18-9, tris 

(hidroximetil)-aminometano (Tris) CAS No. 77-86-1, persulfato de amonio CAS No. 

7727-54-0 (Bio-Rad Laboratories, CA EUA). 

 

     También se utilizaron: inhibidores de proteasas, aprotinina, leupeptina, PMSF, 

anticuerpos primarios anti-Cdk 2 (sc-6248), y 4 (sc-53636), anti-ciclina D1 (sc-246), anti-

ciclina E (sc-248), anti-p21 (sc-51689), y anti-p53 (sc-99), actina (sc-8432), anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa de rábano (goat anti-mouse IgG-HRP por sus 

siglas en inglés, sc-2005), Tween-20 CAS No. 9005-64-5 (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., CA USA). 

 

 

7.5.2. Tratamientos 

     Para observar si el V2O5 tiene la capacidad de inhibir o no la expresión de las 

proteínas que se evalúan en este estudio se realizaron los siguientes tratamientos: 

a) Un cultivo al cual no se le agregó ningún reactivo (aparte de los que contiene el 

medio de cultivo), este es considerado como grupo testigo. 

b) Cuatro cultivos, en donde veinticuatro horas después de haber iniciado la 

incubación se les adicionó una de las siguientes concentraciones de V2O5: 2 g, 

4 g, 8 g ó 16 g/mL. 

     Cuarenta y ocho horas después de dar los tratamientos a los cultivos, se 

centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min para obtener el botón celular. 
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7.5.3. Lisis de linfocitos para obtener las proteínas 

     El botón celular se resuspendió con 5 mL de PBS frío, se centrifugó a 1,500 rpm por 

5 min y se desechó el sobrenadante. Posteriormente, se le agregó 0.25 mL de solución 

amortiguadora de lisis RIPA frío (150 mM NaCl, 5  mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% 

SDS, 1 mM DTT, 1 mM NaVO4, 5 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4) al cual se le 

adicionaron inhibidores de proteasas (1 μg/mL aprotinina, 1 μg/mL leupeptina,10 μg/mL 

PMSF) y se resuspendió pasándolo varias veces a través de una aguja 21G con ayuda 

de una jeringa, y se traspaso a un tubo eppendorf y se dejó en refrigeración por 2 horas 

a 4°C. 

 

     A continuación se agitó ligeramente el lisado procurando no incrementar su 

temperatura y se centrifugó a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante, el cual 

contiene a las proteínas extraídas de los linfocitos, se transfirió a otro tubo. 

 

     La concentración de proteínas por microlitro (μL) presente en los lisados fue 

determinada por el método propuesto por Bradford en 1976, con la ayuda del reactivo 

“Proteín Assay” (Bio-Rad) y haciendo una curva estándar de una solución de Albumina 

de Suero Bovino (BSA por sus siglas en inglés) 1 mg/mL. 

 

 

7.5.4. Expresión de ciclinas y Cdk 

    Para identificar las proteínas ciclinas y Cdk se llevó a cabo una separación de las 

mismas por medio de la electroforesis en geles de poliacrilamida al 12 y 15% en 

condiciones desnaturalizantes. Primero se mezcló 25 μg de proteína con solución 

amortiguadora para electroforesis 2x en proporción 1:2 y se procedió a colocarlos en 

agua hirviendo por 5 min para detener la reacción, esto se hizo para cada tratamiento, a 

continuación se colocaron en los pozos formados en el gel y se le aplicó un voltaje 

constante de 80 voltios, posteriormente las proteínas del gel fueron transferidas a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas en inglés) de Bio-Rad por 

electroblotting con una corriente constante de 140 miliamperios (mA) por una hora y 

media. 
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     La membrana se incubó en solución de bloqueo (5% de leche sin grasa con 

amortiguador tris salino más 1% de Tween-20 (TTBS)), por 1 h a temperatura ambiente, 

para posteriormente lavarla tres veces con TTBS durante 10 min cada uno e incubarla 

con uno de los siguientes anticuerpos primarios: 

 

Anticuerpo Concentración 

anti-ciclina D1 1:1000 

anti-ciclina E 1:1000 

anti-Cdk2 1:1000 

anti-Cdk4 1:1000 

anti-p21 1:1000 

anti-p53 1:1000 

 

y anti-actina (1:5000) por toda la noche y con agitación constante. Transcurrido este 

tiempo se realizaron tres lavados con TTBS de 10 min cada uno y nuevamente se 

incubó con el anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG-HRP (1:10000) por 1 h a 

temperatura ambiente. Finalmente la membrana se lavó cuatro veces con TTBS por 10 

min cada uno. 

 

     La detección y determinación de las bandas se realizó utilizando el substrato 

cromogénico 3,3’ diaminobenzidina tetrahidratada la cual se convierte en un precipitado 

marrón y para mejorar la sensibilidad del compuesto la reacción se llevó en presencia 

de iones de níquel (NiCl2).  

 

     Una vez que se visualizaron las bandas, la reacción se detuvo lavando la membrana 

con PBS y la intensidad relativa de las mismas fue evaluada utilizando el programa para 

computadora ImageJ 1.45s del National Institutes of Health, de Estados Unidos de 

Norteamérica que es de libre acceso (http://rsb.info.nih.gov/ij). 
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7.6. Análisis estadístico 

     En los ensayos de cinética de división celular y viabilidad se utilizó la prueba t de 

student para comparar alguna diferencia entre cada grupo tratado contra el grupo sin 

tratamiento, con respecto al IM se realizó una Z de proporciones, en todos los casos se 

considero un α de 0.05. Cabe mencionar que los datos en los cuadros y figuras están 

representados por la media ± la desviación estándar. 
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8. Resultados 

 

8.1. Efecto del pentóxido de vanadio sobre la proliferación celular 

     Para la evaluación de la proliferación celular se tuvieron dos donadores (prueba A y 

B) hombres de 28 y 30 años, respectivamente, y por cada uno de ellos se realizaron 

dos experimentos de manera independiente, en el cuadro 4 se muestran los promedios 

de los resultados obtenidos para cada una de las pruebas. Al momento de obtener el 

promedio del IM (Figura 5) se observó una disminución estadísticamente significativa 

conforme aumenta la concentración de V2O5 al compararlos contra el grupo testigo, 

siendo éste el cultivo sin tratamiento, lo mismo sucede cuando se analiza el IR (Figura 

6). 

 

     Al obtener la media del TPC de los diferentes tratamientos se observó que el tiempo 

que tarda en llevarse a cabo el ciclo celular se incrementa conforme aumenta la 

concentración de V2O5, teniendo que para el grupo sin tratamiento es de 

aproximadamente 26 h, mientras que para la de 8 μg es de 38 h (Figura 7). No 

obstante, en la de 16 μg el TPC no pudo ser evaluado ya que la cantidad de células en 

metafase era casi nula, esto evidenciado por el porcentaje del IM el cual es de 0.14. 
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Cuadro 4. Índice mitótico IM, índice de replicación IR y tiempo de proliferación celular 
TPC, de linfocitos tratados por cuarenta y ocho horas con V2O5. 

Tratamiento IM (%) IR TPC (h) 

Prueba A       

0 g 2.04  0.12 1.47  0.07 27.20  1.27 

2 g 1.26  0.02* 1.29  0.01 30.97  0.24* 

4 g 1.15  0.07* 1.25  0.01 32.00  0.25* 

8 g 0.70  0.04* 1.15  0.06 34.96  1.80* 

16 g 0.18  0.00* 0.07  0.00* --- 

Prueba B       

0 g 2.88  0.49 1.54  0.11         26.07  1.91 

2 g 1.24  0.19* 1.27  0.00         31.39  0.12* 

4 g 1.24  0.12* 1.32  0.04         30.33  0.90 

8 g 0.30  0.18* 1.00  0.25* 41.14  10.27* 

16 g 0.11  0.09* 0.26  0.02* --- 

       

Promedio       

0 g 2.46  0.59 1.51  0.05 26.64  0.80 

2 g 1.25  0.02* 1.28  0.01 31.18  0.30* 

4 g 1.19  0.06* 1.28  0.05 31.17  1.18* 

8 g 0.50  0.28* 1.07  0.10* 38.05  4.38* 

16 g 0.14  0.04* 0.17  0.13* --- 

--- No determinado;  
*: P < 0.05 vs. sin tratamiento 

 

 
Figura 5. Índice mitotico (IM) del tratamiento de linfocitos humanos con diferentes dosis 

de vanadio in vitro por 48; se consideraron el número de células en metafase de una total 
de 1,000 células. *: P < 0.05 vs sin tratamiento. 
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Figura 6. Índice de replicación (IR) obtenido de los distintos tratamientos de linfocitos 
humanos con diferentes dosis de vanadio por 48 h in vitro. *: P < 0.05 vs sin tratamiento. 

 

 

 

 

Figura 7. Tiempo promedio de proliferación celular de los cultivos de linfocitos tratados 
con diferentes dosis de vanadio por 48 h. *: P < 0.05 vs sin tratamiento. 
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     Con respecto a la viabilidad celular evaluada con el ensayo de fluorocromos, ésta no 

presentó diferencias estadísticamente significativas en cada uno de los donadores 

(Cuadro 5), ni cuando se obtiene el promedio de ambos.  

 

 

Cuadro 5. Viabilidad celular de linfocitos 

humanos tratados con V2O5 por 48 h. 

Prueba A  

0 g 99.0  1.41 

2 g 98.5  2.12 

4 g 99.5  0.71 

8 g 98.0  0.00 

16 g 97.5  0.71 

  

Prueba B  

0 g 98.5  0.71 

2 g 98.0  1.41 

4 g 96.5  0.71 

8 g 97.5  0.71 

16 g 97.0  1.41 

  

 

8.2. Efecto del V2O5 sobre las proteínas ciclinas y Cdk de linfocitos humanos 

tratados in vitro 

 

8.2.1 Ciclina D1 y Cdk4 

     Cuando se analizaron las membranas obtenidas a partir del “western blott” después 

de la administración de V2O5 a cultivos de linfocitos humanos se observó que el 

tratamiento induce incremento en la expresión de la proteína ciclina D1 en las 

concentraciones de 2, 4 y 8 μg/mL en comparación con el testigo. Sólo en la máxima 

dosis administrada (16 μg/mL) se observó disminución en la expresión cuando se 

compara contra los cultivos que no recibieron el tratamiento (Figuras 8 y 9). 
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Figura 8. Efecto del V2O5 sobre la expresión de ciclina D1 y Cdk4, las 
cuales fueron separadas por SDS-PAGE al 12% y transferidas a una 

membrana por inmunoblot e incubadas con anti-ciclina D1 y anti-Cdk4. 
Esta es la representación de tres experimentos independientes. 

 

 

 
Figura 9. Intensidad relativa de la expresión de la proteína ciclina D1 

de los linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5, la cual se 
obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 

tratamiento entre la intesidad de una proteína constitutiva de la célula 
(actina). 

 

 

      En el caso de la expresión de la proteína Cdk4, cuando se obtuvo la intensidad 

relativa, como se muestra en la Figura 10, los análisis mostraron también disminución 

en los grupos tratados (Figura 8) en comparación con el cultivo sin tratamiento, siendo 

más marcada en la concentración de 16 g/mL. 

 

Ciclina D1 

Cdk4 

0              2            4            8            16  g/mL 
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Figura 10. Intensidad relativa de la expresión de la proteína Cdk4 de los 

cultivos de linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5, la cual se 
obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 

tratamiento entre la intesidad de la actina. 
 

 

 

8.2.2 Ciclina E y Cdk2 

     La expresión de la proteína ciclina E en los grupos testigo fue mínima, sin embargo 

en los cultivos tratados con se observó incremento cuando se evaluó la intensidad 

relativa (Figuras 11 y 12). 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Efecto del V2O5 sobre las proteínas ciclina E y Cdk2 

obtenidas a partir del lisado celular de linfocitos y separadas por 
SDS-PAGE al 12%, transferidas a una membrana sólida e incubadas 
con anti-ciclina E y anti-Cdk2 para observar la expresión de ambas, 

esto es el resultado de tres experimentos independientes. 

0              2            4              8             16  g/mL 

Ciclina E 

Cdk2 



37 
 

 
Figura 12. Intensidad relativa de la expresión de la proteína ciclina E de 
los cultivos de linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5, la cual 

se obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 
tratamiento entre la intesidad de una proteína constitutiva de la célula 

(actina). 

 

 

     En el caso de la proteína Cdk2, al igual que en la ciclina E, la administración de V2O5 

a cultivos de linfocitos humanos éste induce, en todos los tratamientos, incremento en 

la expresión (Figura 11) siendo más marcado en la concentración de 4 g/mL cuando 

se comparan con los cultivos que no recibieron tratamiento, lo cual se comprueba al 

momento de obtener la intensidad relativa, como se muestra en la Figura 13. 
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Figura 13. Intensidad relativa de la expresión de la proteína Cdk2 de los 

lisados de linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5, la cual se 
obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 

tratamiento entre la intesidad de la proteína actina. 

 

 

8.2.3 Efecto en la expresión de las proteínas p53 y p21 

     La administración de V2O5 a cultivos de linfocitos humanos por 48 horas no modifica 

la expresion de la proteína p53 en las concentraciones de 2, 8 y 16 g/mL (Figura 14), 

sin embargo, como puede observarse en la Figura 15, cuando se obtiene la intensidad 

relativa sólo la dosis de 4 g/mL se presenta una disminución. 
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Figura 14. Efecto del V2O5 sobre las proteínas ciclina p53 y p21 

obtenidas a partir del lisado celular de linfocitos y separadas por SDS-
PAGE al 12% para p53 y al 15% para p21, transferidas a una membrana 

sólida por inmunoblot e incubadas con anti-p53 y anti-p21 para observar 
la expresión de ambas, aquí se muestra la representación de tres 

experimentos independientes. 

 

 
Figura 15. Intensidad relativa de la expresión de la proteína p53 de los 
lisados de linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5, la cual se 

obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 
tratamiento entre la intesidad de una proteína constitutiva de la célula 

(actina). 

 

 

     Al momento de evaluar la expresión de la proteína p21 se observa incremento en los 

cultivos tratados con V2O5 (Figura 14), siendo más marcado en la dosis de 2 g/mL 

cuando se evalúa la intensidad relativa (Figura 16). 

 

p53 

p21 

Actina 

0                  2        4       8      16  g/mL 
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Figura 16. Intensidad relativa de la expresión de la proteína p21 de los 
cultivos de linfocitos tratados con diferentes dosis de V2O5 por 48 h la 
cual se obtiene mediante la razón de la intensidad obtenida por cada 

tratamiento entre la intesidad de la proteína actina. 
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9. Discusión 

 

    En este trabajo se observó que la administración de V2O5 a cultivos de linfocitos 

indujo la detención de la proliferación celular evidenciado por la disminución en los 

parámetros del IM e IR así como en el incremento del TPC, este efecto se puede estar 

presentando debido a algún tipo de daño a la molécula del ADN que esté induciendo un 

incremento en la expresión de las proteínas ciclina E y Cdk2, así como en p21, lo que 

hace suponer que esta detención se haga en el transcurso de la fase G1 a S del ciclo 

celular.  

 

9.1. Efecto del V2O5 sobre la proliferación celular 

     La administración de V2O5 a los cultivos de linfocitos humanos indujo disminución en 

el IM e IR conforme se incrementaba la concentración, asimismo se observó aumento 

en el TPC de forma significativa. Los parámetros aquí empleados son utilizados para 

evaluar el efecto que tienen los compuestos químicos (como los del vanadio) sobre la 

proliferación celular: el IM proporciona el porcentaje de células que entran a la metafase 

mitótica y es un indicador del grado de proliferación; por su parte, el IR refleja el número 

promedio de replicaciones de una sola célula durante su cultivo y el TPC indica el 

tiempo promedio necesario para que la población celular complete un ciclo celular 

(Lazutka, 1991; Rojas et al., 1992; Clare y Clements, 2001). 

 

     Para conocer el comportamiento del ciclo celular se empleó la tinción diferencial de 

cromátidas hermanas, ya que ésta técnica permite conocer como progresa el ciclo 

mediante el análisis de los patrones de tinción de las cromátidas en los cromosomas de 

células detenidas en metafase. Este ensayo se basa principalmente en la incorporación 

de un análogo de base (en este caso de la BrdU que se incorpora en lugar de la timina) 

en la nueva cadena de ADN durante dos ciclos de replicación y su posterior revelado 

por medio de la tinción con Giemsa (Perry y Wolff, 1974). 

 

     De esta manera se pueden identificar las metafases celulares que han replicado por 

uno, dos y tres o más ciclos celulares, y obtener el perfil de la cinética de proliferación 
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celular, ya que pueden ser clasificadas de acuerdo a su patrón de tinción (Crossen y 

Morgan, 1977). 

 

     Con respecto al IM, los resultados aquí mostrados concuerdan con las 

observaciones de Roldán y Altamirano (1990) quienes administraron el mismo 

compuesto en dosis de 4 y 6 µg/mL a cultivos de linfocitos humanos lo que resultó en 

una disminución significativa en el IM. En otro estudio realizado por Rodríguez-Mercado 

y colaboradores (2003), y utilizando V2O4 en linfocitos humanos in vitro, sólo en la 

concentracion más alta (16 μg/mL) se mostró una disminución significativa en el IM y el 

IR, lo cual sugiere que los oxidos de vanadio son tóxicos, siendo los pentavalentes los 

que ejercen mayor efecto en este modelo de prueba (IARC, 2006; Rodríguez-Mercado y 

Altamirano-Lozano, 2006). 

 

     De manera similar, en trabajos realizados utilizando varias líneas celulares con 

diferentes compuestos de vanadio como el V2O3, el V2O4, el V2O5, el sulfato de vanadilo 

(VOSO4), y el metavanadato de amonio (NH4VO3), se observó la misma tendencia 

(Owusu-Yaw et al., 1990; Zhong et al., 1994; Rodríguez-Mercado et al., 2003, 2010). 

Este comportamiento se da como consecuencia de la reducción en la tasa de 

proliferación aunque también puede ser una contribución de las células que han perdido 

su capacidad proliferativa de manera permanente (Rodríguez-Mercado et al., 2010). 

 

     En una investigación previa, cuando se administró V2O5 a los cultivos de linfocitos 

humanos este compuesto incrementó el TPC en las concentraciones de 4 y 6 µg/mL, 

pasando de 22 horas en promedio a 29.53 y 27.60, respectivamente (Roldán y 

Altamirano, 1990).  En el presente estudio, utilizando concentraciones de 2, 4, 8 ó 16 

µg/mL y dando el tratamiento por 48 horas, se observó aumento de 26 a 38 horas, sin 

embargo, en la concentración más alta no pudo ser analizable ya que el número de 

células en metafase fue escasa, menos de 1 en 1000, lo cual sugiere que se está 

presentando un efecto citostático.  
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      En relación con el IR, Migliore y colaboradores (1993) trataron a linfocitos humanos 

con metavanadato de sodio (NaVO3), ortovanadato de sodio (Na3VO4), NH4VO3, y 

SVO5, con concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80, ó 160 µM observando sólo en las más 

altas (40 y 80 µM) reducción significativa. De igual manera cuando se administró V2O3 a 

leucocitos humanos en concentraciones de 2, 4, 8, ó 16 µg/mL se presentó disminución 

a partir de 4 µg/mL (Rodríguez-Mercado et al., 2003). En el presente estudio se observó 

reducción en el IR en la concentración de 8 y 16 µg/mL, lo que indica que el V2O5 

detiene la proliferación celular de linfocitos humanos. Este mismo efecto fue observado 

en células V79 (Zhong et al., 1994). 

 

     Se ha descrito que los compuestos de vanadio pueden interactuar con diferentes 

moléculas que intervienen en el control de la división celular como son las proteínas 

cinasas y fosfatasas tanto en sistemas in vivo como in vitro, por lo que es probable que 

el V2O5 esté induciendo el efecto antiproliferativo sobre los cultivos de linfocitos por esta 

vía (Macara, 1980; Evangelou, 2002; Beyersmann y Hartwig, 2008; Bishayee et al., 

2010). 

 

9.2. Efecto del V2O5 sobre la viabilidad celular 

     Si bien se ha demostrado que los compuestos de vanadio inducen una disminución 

en el IM y el IR en diferentes líneas celulares, lo que ha llevado a concluir que tiene 

efectos citotóxicos y citostáticos, en este trabajo cuando se evalúo la viabilidad de los 

cultivos celulares no hubo reducción en este parámetro, el cual fue mayor al 90% en 

todos los tratamientos, lo que confirma que el V2O5 está deteniendo la proliferación 

celular la cual podría ser el resultado de la interacción con las proteínas que la 

controlan. Resultados similares obtuvieron Rojas y colaboradores (1996) cuando 

administraron V2O5 en concentraciones de 0.3, 30 ó 3000 μM por 2 h a leucocitos y por 

24 h a linfocitos humanos donde su viabilidad fue superior al 95% evaluada con el 

colorante azul de tripano. Cabe mencionar, que estas concentraciones son superiores a 

las empleadas en este trabajo, las cuales van de 0.011 a 0.088 μM. De igual manera en 

otro estudio, cuando se administró V2O5 a cultivos de leucocitos humanos por 2, 4 ó 6 h 

con concentraciones similares a las probadas en éste trabajo y se evaluó la viabilidad 
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mediante el mismo ensayo de fluorocromos, los resultados fueron semejantes 

(Rodríguez-Mercado et al., 2003, 2011), además en estudios realizados en personas 

expuestas ocupacionalmente a este compuesto metálico, la viabilidad en cultivos de  

fibroblastos, leucocitos y linfocitos fue superior al 90% mediante el ensayo de azul de 

tripano (Ivancsits et al., 2002; Ehrlich et al., 2008). 

 

 

9.3. Efecto del V2O5 sobre las proteínas Cdk y ciclinas de linfocitos humanos 

tratados in vitro 

     Como se mencionó anteriormente, la mayoría de las células somáticas de los 

eucariontes pasan por un proceso de crecimiento y división conocido como ciclo celular 

en donde se lleva a cabo la duplicación de la información genética (fase S), la 

segregación de la misma (M), y en medio de ambas existen fases de maduración (G1 y 

G2). Este proceso es controlado por complejos de proteínas formados por las cinasas 

dependientes de ciclinas (Cdk) activadas por ciclinas, entre otras (Novak et al., 2010). 

 

     Para que la proliferación y sobrevivencia celular se lleve a cabo es vital que las 

células mantengan la integridad del genoma en respuesta a agentes que le induzcan 

algún tipo de daño. Este proceso puede causar una detención transitoria en el ciclo 

celular que le permita a las células tener más tiempo para reparar el daño antes de 

continuar la progresión a la siguiente fase y es aquí donde entran en juego los puntos 

de control, mejor conocidos en inglés como “checkpoint”, siendo los complejos ciclina-

Cdk una parte fundamental de ellos (Zhang et al., 2002; Foster et al., 2010; Warmerdam 

y Kanaar, 2010). 

 

     En este trabajo se determinó la Cdk4 en todos los cultivos tratados con V2O5 y se 

encontró que esta proteína se expresa en menor proporción cuando se compara contra 

la concentración del grupo testigo. Para que esta proteína realice su función requiere 

ser activada por la ciclina D1 la cual sólo presentó una ligera disminución significativa 

en la máxima concentración. Esta ciclina es una pieza clave que conecta las señales de 

crecimiento a la maquinaria del ciclo celular y se ha reportado que es inducida por 



45 
 

estímulos mitogénicos para regular la actividad de las Cdk llevando a la progresión del 

ciclo durante la fase G1 (Yan y Wenner, 2001; Takahashi-Yanaga y Sasaguri, 2007).  

 

     A diferencia de otros compuestos de vanadio, el V2O5 no está induciendo una clara 

respuesta en los niveles de expresión de ambas proteínas. Esto puede deberse a una 

disminución en los nutrimentos en el medio, o que esté interactuando con otras 

moléculas que controlan el ciclo celular ya que se ha observado que la sobreexpresión 

de proteínas inhibidoras del ciclo como p16 se unen a Cdk4, lo cual hace que los 

niveles mostrados por esta última sean mínimos (Hengstschläger et al., 1999). Por otro 

lado, tambien se ha visto que la Cdk4 comienza a proteolizarse cuando termina su 

función, al contrario de la ciclina D1 la cual no lo hace por completo, ya que puede ser 

requerida más adelante si es que la célula llega a ser quiescente e intenta reiniciar la 

proliferación (Malumbres y Barbacid, 2005). 

 

     En células quiescentes, la síntesis de las ciclinas D es apenas detectable, sin 

embargo, cuando factores de crecimiento son agregados al cultivo comienza la 

producción de estas proteínas. En el caso de las Cdk4 y 6 son constitutivamente 

expresadas de tal forma que la inducción de la ciclina D resulta en la formación de los 

complejos ciclina-Cdk siendo éste uno de los principales mecanismos por medio del 

cual se observa la actividad de los agentes mitógenos (Matsushime et al., 1994; 

Assoian, 1997, Malumbres y Barbacid, 2005). 

   

     Mamay y colaboradores (2001) observaron que cuando se retira el suero del medio 

de los cultivos de líneas celulares del epitelio de pulmón de ratón, se inhibe su 

crecimiento y los niveles de ciclina D1 disminuyen, y que estos efectos son revertidos 

cuando a las células se les cambia a un medio suplementado con suero, lo que 

estimula su proliferación, por lo que se considera a la ciclina D1 como una proteína que 

censa el suministro adecuado de factores de crecimiento necesarios para el progreso 

de la fase G1 (Foster et al., 2010), no obstante, la falta de esta molécula puede ser 

compensada por la sobreexpresión de la ciclina E (Ledda-Columbano et al., 2002). 
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     Se ha reportado que el inhibidor p21 ayuda a ensamblar a la ciclina D1 y a la Cdk4 

para que sean importadas al núcleo, que es en donde llevan a cabo su función, por lo 

que se ha propuesto que la unión de p21 al complejo ciclina D/Cdk4 forma parte de su 

estado activo y que a bajas concentraciones, junto con p27, inhiben a Cdk2 pero no a 

Cdk4 ó 6. Por el contrario, otro estudio menciona que cuando p27 está altamente 

expresada puede inhibir la actividad de Cdk4 mostrando una menor expresión de esta 

proteína en los análisis por western blott (Olashaw y Pledger, 2002; Coqueret, 2003). 

 

     En un estudio en el que se aplicó 200 μM de Na3VO4 a cultivos de fibroblastos de 

ratón C3H 10T1/2 se encontró mayor activación de la MAPK, la cual es la proteína 

cinasa activadora de mitógeno y que es esencial para la elevación sostenida de los 

niveles de ciclina D1 y para la proliferación celular, sin embargo, de manera 

sorprendente se observó reducción en la expresión de esta ciclina. Conforme se daba 

esta degradación también se indujo la detención de la síntesis de ADN, asimismo, los 

niveles de p27, un inhibidor de Cdk, también disminuyó (Yan y Wenner, 2001). 

 

     Con respecto a los efectos de los compuestos de vanadio sobre los niveles de 

ciclina D1, la exposición de cultivos de queratinocitos humanos (HaCaT) a diferentes 

concentraciones de VOSO4 (25 a 100 μM por 24 h) indujo disminución en la expresión 

de la proteína en la concentración más alta (Markopoulou et al., 2009). De igual manera 

en la línea celular de hepatoma humano (HepG2) se ha observado marcada 

disminución en la expresión de la ciclina cuando se tratan con 100 μM de  

bisacetilacetonato de vanadilo [VO(aca)2], por 12 h (Fu et al., 2008). 

 

     Por otra parte, en este estudio también se evalúo la expresión de las proteínas 

ciclina E y Cdk2, las cuales presentaron niveles significativamente superiores en todos 

los tratamientos, aunque se debe notar que en la máxima concentración se presenta 

disminución con respecto a 2, 4, y 8 μg/mL. Al igual que las ciclina D1 y Cdk4 la ciclina 

E y la Cdk2, forman un complejo a finales de la fase G1 y continúan fosforilando a pRb, 

la cual hasta la mitosis permanece hiperfosforilada, para que se siga liberando el factor 

de transcripción E2F con lo que se asegura la expresión de los genes necesarios para 
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el paso a la fase S así como el transcurso de la misma, creando un “feed-back” positivo 

que ayuda a contribuir a la transición irreversible de G1 a S (Sherr y Roberts, 1999; 

Foster et al., 2010). 

 

     Los niveles aquí mostrados por la ciclina E y la Cdk2 pueden deberse en parte a que 

este complejo realiza otras funciones específicas en la fase S del ciclo como son, la 

modulación de la síntesis del ADN por la vía Cdc6 y PCNA la cual controla el 

reclutamiento de las proteínas MCM2 y Cdc45, así como, la -polimerasa a los 

orígenes de replicación; también regula la duplicación del centrosoma, todo de manera 

dependiente de la fosforilación. Sin embargo, una de sus mayores actividades es la de 

activar su función fosforilando al inhibidor p27 y lo vuelven blanco para su eliminación 

por medio de la proteólisis (Sherr y Roberts, 1999; Bartek y Lukas, 2001; Grim y 

Clurman, 2003; Möröy y Geisen, 2004). 

 

     Resultados similares observaron Zhang y colaboradores (2004) cuando 

administraron NaVO3 en concentraciones de 0 a 100 μM por 48 h a células epidérmicas 

de ratón JB6P+ y evaluaron a diferentes tiempos la expresión de las ciclina E y A, el 

factor E2F-1 y la fosforilación de pRb. En todos los casos los niveles se incrementaron 

de manera dosis y tiempo dependientes, siendo la concentración de 50 μM donde se 

presenta un mayor nivel y con respecto al tiempo a las 48 h se observó marcado 

incremento. En este mismo trabajo el vanadato promovió la síntesis de ADN y la 

entrada a la fase S. Tomando en cuenta estos datos se puede suponer que los 

resultados obtenidos en este trabajo, el V2O5 está aumentando los niveles de ciclina E, 

así como de Cdk, en los cultivos de linfocitos. 

 

     Cabe mencionar que cuando el factor de transcripción E2F-1 no está controlado, 

este puede inducir la expresión de las proteínas ciclina E y A, así como, sus cinasas 

asociadas independientemente de la posición de la célula en el ciclo celular 

(Henstschläger et al., 1999; Malumbres y Barbacid, 2005). 
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9.4. Efecto del V2O5 sobre la expresión de las proteínas p53 y p21 en linfocitos 

humanos tratados in vitro 

     Es sabido que cuando el material genético de las células es dañado se produce un 

retraso en el ciclo celular para facilitar la reparación del ADN y de esta manera evitar la 

replicación y propagación de mutaciones que puedan ser potencialmente peligrosas, 

tanto para la misma célula como al organismo. Una de las proteínas que se encarga de 

esto es la p53 quien es transactivada y funciona como un factor de transcripción el cual 

regula gran número de genes lo que lleva a la expresión de otras proteínas como el 

inhibidor p21 y de esta manera silencia las Cdk esenciales para la entrada a la fase S 

(Bartek y Lukas, 2001; Yata y Esashi, 2009; Warmerdam y Kanaar, 2010). 

 

     En este trabajo se evalúo la expresión de estas dos proteínas para comprobar si 

están involucradas en la detención de la proliferación celular observada en los cultivos 

de linfocitos; p53 sólo mostró una disminución en la concentración de 4 μg/mL. Con 

respecto a p21, en todos los tratamientos con V2O5 se presentó incremento. 

 

     Los resultados obtenidos en los niveles de expresión de estas proteínas son muy 

diferentes a lo observado en la literatura ya que la exposición de células de la epidermis 

de ratón JB6P+ C141 a NaVO3 llevó a la transactivación de p53 conforme se 

incrementaba la concentración (de 0 a 400 μM, y el tiempo de 12 a 72 h).  En este 

mismo estudio se observó que uno de los mecanismos de acción del vanadato fue la 

generación de ERO principalmente el peróxido de hidrógeno (H2O2), dañando la 

membrana mitocondrial e induciendo apoptosis (Huang et al., 2000). En otro ensayo 

empleando células A549 del epitelio de pulmón humano y tratándolas con el mismo 

compuesto se presentó un comportamiento similar en los niveles de p21 con 

concentraciones de 10 a 100 μM, y con respecto al tiempo en la máxima concentración 

(Zhang et al., 2001). 

 

     Efectos similares se observaron utilizando la misma línea celular JB6P+ C141, 

cuando se administró NaVO3 en concentraciones de 10 a 100 μM y por tiempos de 

tratamiento de 6 a 48 h. En este caso, los niveles de proteína p53 se incrementaron de 
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manera dosis y tiempo dependientes. También se observó que las células tratadas con 

50 μM de 6 a 48 h mostraron incremento en la expresión de p21 conforme aumentó el 

tiempo. Asimismo, cuando se trataron por 24 h con diferentes concentraciones la 

actividad de esta proteína se elevó dependiendo de la concentración (Zhang et al., 

2002). Con estos resultados se demuestra que p53 se requiere para que el vanadio 

pueda inducir la activación de p21. 

 

     Como puede observarse, los compuestos de vanadio inducen incremento en los 

niveles de p21 y p53 dependiente de la concentración, por lo que puede ser que las 

concentraciones de V2O5 administradas a los cultivos de linfocitos humanos en este 

trabajo sean bajas, sin embargo, lo suficientemente altas para disminuir la proliferación 

celular.  

 

     Fu y colaboradores (2008) al evaluar los efectos de un compuesto orgánico de 

vanadio, el bisacetilacetonato de vanadilo [VO(aca)2] empleado en la medicina por sus 

efectos antidiabéticos, también demostraron que este metal incrementó los niveles de 

p21 conforme se aumentó la dosis (de 0 a 800 μM), lo que llevó a la detención del ciclo 

celular de las células de hígado humano HepG2. De igual manera, cuando se 

emplearon queratinocitos humanos HaCat, sólo se observó disminución de los niveles 

de p21 a partir de 100 y hasta 1000 μM de VOSO4 por 24 h, sin embargo a 

concentraciones menores no hay una diferencia entre los tratamientos (Markopoulou et 

al., 2009). 

 

     De igual manera, se ha observado que la administración de Na3VO4 (10 a 50 μM) a 

células papilares TPC-1 derivadas de carcinoma de tiroides, así como de NH4VO3 (de 

25 a 350 μM por 36 h) a la línea celular humana MCF7 de cáncer de seno, se 

incrementó de manera dependiente de la concentración en la expresión de las 

proteínas p21 y p53 lo que llevó a la detención de la proliferación celular (Ray et al., 

2006; Gonçalves et al., 2011). 

 



50 
 

     En el laboratorio se ha demostrado que la administración de V2O5 a cultivos de 

linfocitos humanos induce daño primario a la molécula de ADN en concentraciones de 1 

a 8 μg/mL después de 2 y hasta 6 h de exposición, también que, si se retira el 

compuesto del medio hay disminución en este daño, observándose que tarda 90 min en 

recuperarse y alcanzar los valores basales (Rodríguez-Mercado et al., 2011). Estos 

mismos efectos fueron observados por otros investigadores en tratamientos in vitro 

(Rojas et al., 1996; Kleinsasser et al., 2003), así como en estudios in vivo (Altamirano-

Lozano et al., 1996 y 1999; Rojas-Lemus, 2006) e inclusive en personas 

ocupacionalmente expuestas (Ehrlich et al., 2008). 

 

     Los efectos observados sobre la inducción de p53 y p21, así como, en los niveles de 

ciclinas y Cdk probablemente se deben a que el V2O5 de forma directa o indirecta está 

dañando a la molécula de ADN, lo cual induce las señales necesarias para que se 

active la maquinaria de reparación, provocando que haya disminución de la 

proliferación celular en los cultivos de linfocitos humanos. Además es posible que 

también estos efectos se estén dando en conjunto con otros mecanismos que son 

independientes de la vía p53-p21 mediante la interacción con moléculas encargadas del 

ciclo celular (Bartek y Lucas, 2001), ya que los compuestos de vanadio son buenos 

inhibidores de proteínas tirosina fosfatasas como es la Cdc25, y de el PCNA, además 

de que estimula la fosforilación de ERK y p38, entre otras (Yan y Wenner, 2001; Zhang 

et al., 2003; Chakraborty et al., 2006, Fu et al., 2008; Li et al., 2008). 

 

     Como se mostró a lo largo de la discusión existe gran variación entre los datos 

observados en este estudio y los que se pueden encontrar en la literatura, esto se debe 

posiblemente al tipo de célula que se utiliza en cada uno de los trabajos, por ejemplo, 

en líneas celulares A549 hay una detención del ciclo en la fase G2/M y usando las 

mismas dosis y el mismo compuesto en células C141 se lleva acabo en la fase S 

(Zhang et al., 2002; Morita et al., 2006; Suzuki et al., 2007). De igual manera los 

compuestos de vanadio utilizados son importantes en la variabilidad de los resultados 

(Ray et al., 2006; Gonçalves et al., 2011). Por lo anterior es importante que se sigan 

elucidando los mecanismos de acción del V2O5 en cultivos primarios de células 
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humanas ya que a diferencia de las líneas celulares, en estos todavía no se ven 

afectados mecanismos como el control de la proliferación, la sobrevivencia, la muerte 

programada, entre otros. 
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10. Conclusiones 

 

 La administración de V2O5 a cultivos de linfocitos humanos disminuye el IM e IR 

conforme se incrementó la concentración y alargó el tiempo promedio del ciclo 

celular, sin embargo, no modificó la viabilidad por lo que se puede considerar 

que este compuesto metálico es citostático. 

 

 El V2O5 indujo una disminución en la expresión de las proteínas Cdk4, y de la 

ciclina D1 (aunque en esta última sólo fue en la concentración más alta) lo que 

muestra que posiblemete también se está afectando a p27, otro inhibidor del 

ciclo celular, sin embargo, se tendrían que desarrollar más ensayos para 

comprobar esto. 

 

 La sobreexpresión de la ciclina E y Cdk2 inducida por la administración de V2O5 

a los cultivos de linfocitos humanos hace suponer que el compuesto induce la 

detención del ciclo celular en la transición de la fase G1 a S. 

 

 Al igual que otras sales de vanadio, el V2O5 indujo incremento de p53 en la 

concentración más alta, y también de p21 en todas las concentraciones, que no 

mostró cambio significativo en los diferentes tratamientos, por lo tanto se supone 

que pudo haber daño al ADN y contribuir en parte a la detención del ciclo celular. 

 

 Es probable que el V2O5 este interactuando con otras proteínas que controlan la 

progresión del ciclo celular en células de mamíferos, como son cdc25C, PCNA, 

ERK, entre otras, por lo que sería interesante observar su comportamiento en 

otro estudio. 
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12. ANEXOS 

 

     El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en los siguientes 

eventos académicos: 

 

Evento: Congreso Nacional de Genética 2010 de la Sociedad Mexicana de Genética, 

celebrado en la Facultad de Estudios Superiores-Iztacala, UNAM. Tlalnepantla de Baz, 

México, del 19 al 22 de octubre de 2010. 

Título de la ponencia: Efecto del pentóxido de vanadio (V2O5) sobre la expresión de 

p53 y p21 en linfocitos humanos tratados in vitro. 

Autores: Mateos-Nava R.A., Rodríguez-Mercado J.J., Álvarez-Barrera L. y Altamirano-

Lozano M.A. 

 

Evento: Primer Congreso de Alumnos de Posgrado de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, en Ciudad Universitaria, UNAM. México D.F. del 18 al 20 de 

mayo de 2011. 

Título de la ponencia: Efecto del pentóxido de vanadio sobre la expresión de las 

proteínas ciclina y Cdk de la fase G1 en linfocitos humanos tratados in vitro. 

Autores: Mateos-Nava R.A., Rodríguez-Mercado J.J., Álvarez-Barrera L., Gómez-

Arroyo S., Fortoul-van der Goes T.I. y Altamirano-Lozano M.A. 

 

Evento: Congreso Nacional de Genética 2011 de la Sociedad Mexicana de Genética 

realizado en la Universidad de las Américas Puebla, San Andrés Cholula Puebla, 

México, del 28 al 30 de septiembre. 

Título de la ponencia: Determinación de las proteínas ciclina D, E y Cdk 2, 4 en 

linfocitos humanos tratados con pentóxido de vanadio in vitro. 

Autores: Mateos-Nava R.A., Rodríguez-Mercado J.J., Álvarez-Barrera L. y Altamirano-

Lozano M.A. 

 

Evento: VII Congreso de Investigación y I de Posgrado de la Facultad de Estudios 

Superiores-Zaragoza, UNAM, Iztapalapa, México D.F. el 27 de octubre de 2011. 
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Título de la ponencia: Efecto del pentóxido de vanadio sobre la expresión de las 

proteínas ciclinas D y E, Cdk 2 y 4 de linfocitos humanos tratados in vitro. 

Autores: Rodrigo Anibal Mateos Nava, Juan José Rodríguez Mercado, Lucila Álvarez 

Barrera y Mario Agustín Altamirano Lozano. 
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EFECTO DEL PENTÓXIDO DE VANADIO (V2O5) SOBRE LA EXPRESIÓN DE p53 Y 
p21 EN LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS IN VITRO 

 
Mateos-Nava R.A.1,2, Rodríguez-Mercado J.J.1, Álvarez-Barrera L.1, Altamirano-Lozano 

M.A.1 
 

1Unidad de Investigación en Genética y Toxicología Ambiental, Laboratorio 5-PA de la 
UMIEZ. Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza. UNAM. 2Posgrado en Ciencias 
Biológicas, UNAM. e-mail: a_mateos_n@yahoo.com.mx; maal@servidor.unam.mx 
 
     El vanadio (V) es un metal ampliamente distribuido en la Tierra, la vía por la cual 
estamos expuestos a él son los alimentos y de manera ocupacional. La información en 
la literatura sobre su actividad carcinógena es amplia, además de que se ha propuesto 
que puede interactuar con las diferentes moléculas biológicas y se considera como un 
potente inhibidor de algunas enzimas, aunque los mecanismos por los cuales ejerce 
estos efectos no han sido bien comprendidos, por lo que algunos autores lo consideran 
como un mutágeno de acción débil. 
     En líneas celulares A549 y C141 se ha observado que este metal interactúa con las 
proteínas que controlan el ciclo celular como son p53 y p21, por lo que en este trabajo 
se evaluó su expresión en linfocitos humanos tratados in vitro con diferentes dosis de 
V2O5 (2, 4, 8, y 16 µg/mL), para lo cual se separaron los linfocitos a partir de la sangre 
obtenida de un donador y se cultivaron por 72 horas, primero se observó de manera 
citogenética como se comportaba el compuesto, apoyándonos en la tinción diferencial 
de cromátidas hermanas, obteniendo: Índice de Replicación (IR), Índice Mitótico (IM),  
Tiempo Promedio de Proliferación Celular (TPC) y la viabilidad celular. Al final del 
cultivo se extrajeron las proteínas y fueron separadas por medio de una electroforesis y 
transferidas a una membrana sólida e incubadas con los anticuerpos anti-p53 y anti-p21 
para observar si se expresaban en los diferentes tratamientos. 
     Cuando se evaluaron el IM e IR se observó que el V2O5 tiene un efecto dosis 
dependiente ya que disminuyen conforme aumenta la concentración y el TPC se 
incrementa de manera significativa, sin embargo, la viabilidad celular no presento algún 
cambio que fuera estadísticamente significativo, por lo que se concluyo que el V2O5 
estaba deteniendo la proliferación celular, entonces se planteo observar el 
comportamiento de los inhibidores, encontrándose que conforme se incrementa la dosis 
hay una mayor expresión concluyendo que la administración de V2O5 a cultivos de 
linfocitos induce la detención de la replicación celular mediada por p53 y p21 
posiblemente por algún daño en el ADN. 
 
 
 
 
Trabajo realizado con el apoyo del proyecto DGAPA-UNAM, PAPIIT-IN216809 
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DETERMINACIÓN DE LAS PROTEÍNAS CICLINA D, E, Y CDK 2, 4 EN 

LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS CON PENTÓXIDO DE VANADIO IN VITRO. 

 

Mateos-Nava R A1,2, Rodríguez-Mercado J J1, Álvarez-Barrera L.1 y 
Altamirano-Lozano M A.1 

 
1Unidad de Investigación en Genética y Toxicología Ambiental. Laboratorio 5-PA de la 

UMIEZ, Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza. 2Posgrado en Ciencias Biológicas. UNAM. 
maal@servidor.unam.mx 

 

El vanadio es un metal de transición que se encuentra ampliamente 
distribuido en el ambiente siendo el pentóxido de vanadio (V2O5) la principal 

forma química a la cual los organismos estamos expuestos. En líneas 

celulares A549 y JB6+P se ha demostrado que sus compuestos pueden 

interaccionar con las moléculas biológicas estimulando la función de ellas 

aunque también puede inhibirla, entre estas se encuentran las proteínas que 
controlan el ciclo celular como son las ciclinas y Cdk. En estudios previos se 

observó que la administración del V2O5 a cultivos de linfocitos humanos 

incremento el TPC, disminuyó el IR e inhibió el IM, sin embargo, la viabilidad 

celular no mostro algún cambio, proponiéndose que posiblemente se esta 
inhibiendo la expresión de las proteínas que actúan en la progresión del ciclo. 

Por lo que en este trabajo se evaluó el efecto que tiene el V2O5 sobre la 

expresión de las ciclinas D1, E y Cdk 2 y 4 de linfocitos humanos tratados in 

vitro, para lo cual se separaron los linfocitos de la sangre periférica de un 
donador e incubaron con una de las siguientes dosis: 0, 2, 4, 8 o 16 µg/mL, 

posteriormente se extrajeron las proteínas y se determino su expresión por 

medio del ensayo de Western Blott. Con respecto a la ciclina D1 esta mostro 

una menor expresión en la máxima dosis, en cambio para la ciclina E y la 
Cdk2 hay un incremento estadístico en todas las concentraciones, caso 

contrario en Cdk 4 la cual presento una disminución significativa cuando se 

comparan con el grupo testigo, concluyendo que el V2O5 estimula la 

expresión las proteínas ciclinas D1, E y Cdk 2 e inhibe a la Cdk 4. 
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EFECTO DEL PENTÓXIDO DE VANADIO SOBRE LA EXPRESIÓN DE LAS 

PROTEÍNAS CICLINAS D Y E, CDK 2 Y 4 DE LINFOCITOS HUMANOS TRATADOS 

IN VITRO 

Rodrigo Anibal Mateos Nava, Juan José Rodríguez Mercado, Lucila Álvarez Barrera, Mario 

Agustín Altamirano Lozano. 

Unidad de Investigación en Genética y Toxicología Ambiental, Laboratorio 5-PA de la UMIE-Z, Facultad 
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El vanadio se encuentra ampliamente distribuido en la Tierra y la principal forma química presente en el 
ambiente es el pentóxido de vanadio (V2O5). Los humanos estamos expuestos a él por los alimentos que 

consumimos, por el ambiente y de manera ocupacional. Se ha observado que este metal es capaz de 

interaccionar con las moléculas biológicas del organismo y en algunos casos comportarse como un 
inhibidor de proteínas, sin embargo, los mecanismos por los cuales ejerce estos efectos no han sido bien 

comprendidos. 

Se ha demostrado que el V2O5 disminuye el crecimiento celular en cultivos de linfocitos humanos, y en 

líneas celulares A549 y JB6+P  este metal interactúa con las proteínas que controlan el ciclo celular como 
son las ciclinas y cinasas dependientes de ciclina (Cdk), así como con p53 y p21, por lo que en este trabajo 

se evalúo su expresión en linfocitos humanos tratados in vitro con diferentes concentraciones de V2O5 (2, 

4, 8, y 16 μg/mL), para lo cual se separaron los linfocitos a partir de la sangre obtenida de un donador y se 
cultivaron por 72 horas. El primer análisis fue de manera citogenética apoyándonos en la tinción 

diferencial de cromátidas hermanas para ver como se comportaba el compuesto sobre el crecimiento 

celular, obteniendo el Índice de Replicación (IR) y el Índice Mitótico (IM) así como la viabilidad. Por otra 

parte, al final del cultivo se extrajeron las proteínas y fueron separadas por medio de una electroforesis y 
transferidas a una membrana sólida e incubadas con los anticuerpos anti-ciclina E, anti-ciclina D1, anti 

Cdk2, anti Cdk4, anti-p53 y anti-p21 para determinar su expresión en los diferentes tratamientos. 

Cuando se evaluaron el IM e IR se observó que el V2O5 tiene un efecto dosis dependiente ya que 
disminuyen de manera significativa conforme aumenta la concentración, no obstante, la viabilidad celular 

no presento algún cambio que fuera estadísticamente significativo, por lo que se concluyo que el V2O5 

estaba deteniendo la proliferación celular. Por tal motivo se planteo el analizar el comportamiento de las 
proteínas que la controlan, encontrándose que la expresión de la ciclina E, de la Cdk2, de p53 y p21se 

incrementan y mientras que en la Cdk4 hubo una disminución en todas concentraciones. En el caso de la 

ciclina D1 sólo en la concentración más alta se presento una disminución, concluyendo que la 

administración de V2O5 a cultivos de linfocitos induce la detención de la replicación celular mediada por 
p53 y p21 posiblemente por algún daño en el ADN. 

 

Palabras clave: vanadio, crecimiento celular, p21, p53. 
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