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Abreviaturas

ADN
ARN
Br-Et
Cdk
DE
CFDA
E2F
MAPK
NaNOs
NH4VO;
PBS
PHA
pRB
SDS

V203
V20,4
VO(aca);
VOSSO,
V205

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

Bromuro de etidio

Cinasa dependiente de ciclina
Desviacion Estandar

Diacetato de carboxifluorosceina

Factor de transcripcion E

Proteina cinasa activadora de mitbgenos
Metavanadato de sodio

Metavanadato de amonio

Solucion amortiguadora de fosfato salina
Fitohemaglutinina

Proteina del retinoblastoma
Dodecilsulfato de sodio

Vanadio

Triéxido de vanadio

Tetradxido de vanadio
Bisacetilacetonato de vanadilo

Sulfato de vanadilo

Pentéxido de vanadio



1. Resumen

El vanadio (V) se encuentra en el medio ambiente y los seres vivos estan expuestos a él
mediante los alimentos que consumen, por inhalacion, ademéas de sus aplicaciones tanto
industriales como médicas. Su liberacion a la atmosfera se ha incrementado por actividades
antropogénicas; en diversos estudios tanto in vivo como in vitro se ha mostrado que la
exposicion a los compuestos de éste metal induce efectos genotdxicos, citotoxicos vy
citostaticos. Especialmente los 6xidos de vanadio afectan el proceso normal de divisién
celular ya que aumenta el tiempo promedio de proliferacién, disminuyen el indice mitético y
el indice de replicacién, ademas, se sabe que tiene la capacidad de interactuar con
biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas, lipidos, carbohidratos).

El trioxido de vanadio (V203) es uno de los 6xidos que esta presente en el ambiente, el cual
altera la proliferacion celular, sin embargo, se conoce poco acerca de los mecanismos por
los cuales induce éste efecto. Por lo que en éste trabajo se evalud si la exposicién de los
cultivos de linfocitos humanos a V,03 en diferentes concentraciones, 2, 4, 8, 6 16 ug/mL,
expuestos durante 24 y 48 horas modifica la proliferacion, asi como los niveles de las
proteinas ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4, las cuales controlan la transicion de la fase G; a S del
ciclo celular. Para esto, se evalud la viabilidad de las células mediante fluorocromos CFDA-
BrEt, a continuacion se determiné el contenido de ADN por citometria de flujo para conocer
si habia cambios en las fases del ciclo y finalmente se analizaron los niveles de expresion
de las proteinas ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4 con la técnica de western blot.

La administracion de V,03; no modificé la viabilidad. Con respecto al contenido del ADN, se
observo un incremento en la fase G; a las 24 horas en las concentraciones de 4 y 8 ug/mL
aunado a la disminucion de la fase S; a las 48 horas, solo la fase G; disminuy6 en la
concentracion de 16 pg/mL. Los niveles de expresion de las proteinas ciclina D y E
presentaron disminucion en la concentracion de 16 pug/mL a las 24 horas, mientras que la
Cdk4 en 2y 16 pg/mL y en Cdk2 en 2, 8, 16ug/mL; la ciclina D aumento significativamente
en la concentracion de 4 y 8 pg/mL, asi como, la ciclina E en 8 pg/mL y Cdk2 en 4y 8
pg/mL en el tratamiento de 48 horas. Con base en lo anterior, la administraciéon de V,03 a
los cultivos de linfocitos humanos indujo retraso de la proliferacion durante la fase G,/S ya

que tiene la capacidad de modificar los niveles de expresion de las proteinas de la fase G;.



2. Introduccién

La aplicacion de los metales ha adquirido gran importancia para el ser humano en su
desarrollo cultural y tecnoldgico (Altamirano-Lozano et al., 2014), aungue no tienen una
definicion precisa, la mayoria pueden ser reconocidos por tener una densidad 5 veces
mayor a la del agua (Cornelis y Nordberg, 2007). A diferencia del resto de los
elementos de la tabla periddica, se caracterizan por ser buenos conductores de calor y
electricidad, poseer alta densidad y tienen un aspecto solido a temperaturas normales
(excepto el mercurio), asimismo, sus sales en disolucion forman cationes (Moreno-
Sanchez y Devars, 1999). En comparacion con los no metales, tienen baja
electronegatividad y energia de ionizacion por lo que también es mas facil que cedan
electrones (Chang, 2007).

Estan distribuidos de manera natural en la corteza terrestre a muy bajas
concentraciones, no obstante, debido a la influencia del ser humano en las lltimas
décadas se han elevado sus niveles en la atmosfera (Mejia et al., 2007; Hernandez y
Rodriguez, 2012). Su emisién al medio ambiente de manera natural ocurre mediante las
erupciones volcanicas, erosion del suelo o el intemperismo de rocas y por actividad
humana durante la quema de combustibles fosiles, al igual que la industria cementera y
minero metallrgica (Hernandez y Rodriguez, 2012), el hecho de que no son
biodegradables hace que tiendan a acumularse en el ambiente y en los organismos
convirtiéndolos en contaminantes ambientales (Nriagu, 1990; Fu y Wang, 2011; Imtiaz
et al., 2015).

En los seres vivos algunos como calcio, cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso,
niquel y zinc, son micronutrientes o incluso constituyentes esenciales, en cambio,
cadmio, plomo, arsénico, talio, cromo, cobalto, son conocidos por sus efectos toxicos o
cancerigenos, en el caso del vanadio (V) puede tener efectos positivos a manera de
micronutrientes esenciales si sus concentraciones son bajas pero con efectos toxicos a
niveles altos (EFSA, 2004; Cornelis y Nordberg, 2007; EPA, 2011; Fuy Wang, 2011).



2.1. Vanadio (V)

El V pertenece al grupo de los metales de transicion ubicado en la familia 5 (VB) de la
tabla periddica de los elementos, es de color grisaceo, con nimero atémico de 23, peso
atémico 50.9415, densidad 6.09 g/cm?®, punto de fusion y de ebullicién de 1890 y 3380
°C respectivamente (IUPAC, 2013), debido a su utilidad el 80% de la produccién es
empleado en la industria (Imtiaz et al., 2015) en aleaciones con el acero para mejorar la
dureza, maleabilidad y resistencia a la corrosion, también se emplea en la fabricacion
de plastico y vidrio, en la produccidon de caucho sintético, de pigmentos, colorantes para
fotografias, ceramica, fertilizantes, fungicidas, insecticidas, en materiales biomédicos
como medicamentos, amalgamas y protesis, o bien, en la construccion de maquinaria
aérea y tecnologia espacial (IPCS, 2001; Daley et al.,, 2004; Gioka et al.,, 2004;
Narayan, 2005; Baroch, 2013).

La emision del V a la atmésfera es principalmente ocasionada por la actividad humana,
considerandolo un contaminante ambiental, se estima que del 2011 al 2015 la liberacion
al medio es alrededor de 45 a 95 mil toneladas, de las cuales de 6 a 12.8 son fuentes
naturales: volcanes, polvos continentales, incendios forestales, pulverizacién de sales
marinas y practicas biogénicas (Imtiaz et al., 2015; Vanitec, 2016). Ademas, se ha
demostrado que este metal tiene la capacidad de permanecer en el aire, el agua y el
suelo por largos periodos de tiempo (Miramand y Fowler, 1998; Fu y Wang, 2011).

El V no se encuentra de forma pura ya que por sus propiedades intrinsecas es
propenso a reaccionar con otros elementos, siendo los éxidos los que se encuentran en
mayor proporcion en la atmosfera y como resultado los seres vivos estan expuestos a
ellos (Nriagu, 1990; Ringelband y Hehl, 2000; Mejia, et al., 2007; Hernandez y
Rodriguez, 2012). Por lo que, su toxicidad puede diferir debido a la naturaleza del
compuesto y de sus estados de oxidacion, siendo el 5+ la forma mas toxica y movil, ya
gue en estudios in vivo como in vitro induce dafio al ADN y finalmente enfermedades

cronicas degenerativas tales como el cancer (IPCS, 2001; EPA, 2011; Zwolak, 2014).
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2.2. Exposicion de los organismos al vanadio

El V puede ingresar al organismo por el sistema respiratorio, el tracto gastrointestinal y
la piel, siendo los alimentos los que representan la mayor fuente de exposicion, seguida
de la via aérea y posiblemente por la piel aunque en minimas cantidades, de esta
exposicién solo el 10% ingerido es absorbido en el tracto gastrointestinal y el 25% que
es inhalado se absorbe por los pulmones (Elinder et al., 1988; Nriagu, 1990, 1998;
Mukherjee et al., 2004; EPA, 2011).

Este metal se encuentra en los alimentos principalmente en: la pimienta negra, las
semillas de eneldo, las setas, el perejil, los mariscos, la lechuga, las espinacas y en la
carne estimando su ingesta en promedio de 13 a 15 ug de V/dia, pero algunos autores
consideran que puede alcanzar hasta 60 ug/dia (Byrne y Kosta, 1978; WHO, 1990;
French y Jones, 1993; EFSA, 2004; Heinemann et al., 2003).

En la atmésfera el V elemental reacciona facilmente con el carbono, nitrégeno u
oxigeno y alrededor de dos tercios del V esta presente en forma de éxidos tales como
el pentéxido (V20s), tetradxido (V20,) o trioxido (V,03), de manera normal en promedio
se encuentran 0.011 pg V/m® (Barceloux, 1999, Fortoul et al., 2002). Aunque en las
Ultimas décadas los niveles estdan en aumento, lo cual es alarmante en el futuro
(Ringelband y Hehl, 2000; Fortoul et al., 2002; Imtiaz et al., 2015).

Estudios en la Ciudad de México donde se realizaron autopsias en el tejido pulmonar de
cadaveres que vivieron en la década de los 60 (1.04 + 0.05 pg/g en peso seco de
pulmén) comparado con aguellos de los 90 (1.36 + 0.08 pg/g en peso seco de pulmén)
notaron un incremento, sugiriendo que debe llevarse a cabo su monitoreo en el aire por
riesgos a la salud (Fortoul et al., 2002).

Asimismo, esta presente en la farmacologia, el metavanadato de sodio (NaVOs3) que se
emplea en el tratamiento de anemia, la tuberculosis, la diabetes, y la sifilis; el sulfato de
vanadilo (VOSO,) para mejorar el redimiendo de los atletas, también son usados en el
tratamiento de obesidad, cancer, enfermedades causadas por parasitos, en el uso de
antivirales o antibacteriales (Korbecki et al., 2012; Pessoa et al., 2014).

Reportes de la cinética del V en el ser humano mostraron que su eliminacion es mayor
dentro de las primeras horas y conforme transcurre el tiempo disminuye sugiriendo la

interaccién con moléculas o acumulacion en algunos érganos (Heinemann et al., 2003).



Otros consideran un comportamiento bifasico, en las 20 primeras horas se excreta la
mayor cantidad y de 40 a 50 dias la otra parte aunque no en su totalidad (Elinder et al.,
1988).

Considerando la cantidad que ingresa y se elimina algunos autores estiman que el
cuerpo humano contiene entre 100 y 200 ug de V (Byrne y Kosta, 1978; Elinder et al.,
1988; Heinemann et al., 2003; Kordowiak y Holko, 2009).

En el organismo el V se une a las proteinas transferrina y albimina de la sangre las que
tienen la capacidad de transportarlo en mayor cantidad y en menor por los citratos, los
lactatos o los fosfatos, alcanzando los diferentes 6rganos vy tejidos, e ingresando a las
células por los mecanismos de transporte anidnicos, principalmente los canales de
fosfato (Cantley et al., 1978; Hansen et al., 1982; Mukherjee et al., 2004; Byrne y Kosta,
1978; Kiss et al., 2000; Korbecki et al., 2012). Se acumula en higado, rifién, hueso,
bazo, pulmones, testiculos, corazon, tiroides, cerebro, mudsculo esquelético, médula
0sea, dientes y tejido graso donde pueden permanece por tiempo prolongado (Byrne y
Kosta, 1978; Hansen et al., 1982; Sharma et al. 1987; Elinder et al., 1988; French y
Jones, 1993).

2.3. Efectos del vanadio en los seres vivos

En diversos estudios tanto in vivo como in vitro se ha demostrado que la exposicion a
los compuestos de éste metal inducen dafio al ADN, alteran el metabolismo o integridad
de la célula, lo que puede alterar la proliferacion, especialmente los 6xidos (3+, 4+ y 5+)
in vitro afectan el proceso normal de division celular ya que aumenta el tiempo
promedio de proliferacion, disminuyen los indices mitético y el de replicacion, los cuales
son parametros de toxicidad celular (Rodriguez-Mercado et al., 2011; Altamirano-
Lozano et al., 2014; Mateos-Nava et al., 2016). EI pentoxido de V (V20s) induce dafio
primario al ADN evidenciado por la ruptura de la cadena sencilla, evaluado por el
ensayo de electroforesis unicelular en gel (Rojas et al.,, 1996; Ramirez et al., 1997).
Ademas, en cultivos de leucocitos y células epiteliales humanas, el tetradxido de V
(V204) induce aberraciones cromosémicas estructurales (Rodriguez-Mercado, 1996;
Rodriguez-Mercado et al., 2010, 2011).



Particularmente el V,03 induce aberraciones cromosémicas numéricas, separacion
prematura del centromero, rompimiento sencillo de la cadena de ADN, aumento en el
tiempo promedio de proliferacion, disminucion del indice mitético e indice de replicacion
(Owusu-Yaw et al., 1990; Rodriguez-Mercado et al., 2010, 2011; Mateos-Nava et al.,
2016).

Diversas pruebas bioquimicas demuestran que el V en estados de oxidacién 4+ y 5+
interactia con las diferentes moléculas organicas, incluyendo proteinas, péptidos,
aminoacidos, nucledtidos y azucares (Crans et al. 1989; Baran, 2000), ya que tiene
preferencia por los grupos fosfatos, carboxilos y aminos de las biomoléculas; se calcula
que el 61% del total se une a los fosfatos, el 29% a las proteinas, el 1% queda libre y el
resto a radicales sulfhidrilo y vitaminas, entre otras (Nechay et al., 1986; Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Li et al., 2008).

2.4. Ciclo celular

En organismos eucariontes pluricelulares las células somaticas pasan por procesos de
division celular conocido como ciclo celular, el cual es de vital importancia dado que
tiene la funcion de formar nuevas células, evitando en lo posible errores, permitiéndole
al organismo estar en equilibrio (Alberts et al., 2009).

El ciclo normalmente se encuentra dividido en cuatro fases: la fase S en donde el
material genético nuclear es replicado; la fase M, aqui el material genético sintetizado
es segregado equitativamente hacia dos nuevas células y en medio de ambas existen
fases de crecimiento y maduracién conocidas como fase G; y fase G, (Paniagua, et al.,
2007; Wayne, et al., 2007; Fortoul, 2013).

Algunas sefales fisicas, quimicas o biolégicas son integradas durante la fase G;
logrando su progreso, de modo que la célula aumenta su volumen, duplicando sus
organulos, macromoléculas, sintetizando ARN y con ello los necesarios para la sintesis

de ADN, proteinas histonas y no histonas, ADN polimerasa, entre otras (Fortoul, 2013).



2.4.1. Factores reguladores del ciclo celular

Las células eucariontes han desarrollado una compleja red de proteinas reguladoras,
gue gobiernan la progresion a través del ciclo celular (Alberts et al., 2009). Cada fase se
encuentra regulada por los puntos de control o “Check points” verificando el estado
correcto de los eventos previos de una fase a otra, evitando la progresion y la
propagacion de células mutadas o dafiadas (Paniagua, et al., 2007; Wayne, et al., 2007;
Fortoul, 2013).

El proceso de su regulacién ya sea extracelular o intracelular es fundamental para el
desarrollo normal de los organismos; en éste Ultimo acontecimiento interviene el
conjunto especifico de proteinas cinasas heterodiméricas que contienen una subunidad
reguladora (ciclina) y una catalizadora (cinasas dependientes de ciclina, Cdk). La
expresion de las ciclinas es un factor limitante para la activacién de las Cdk. En general,
los niveles de ciclinas estan determinados por control transcripcional y su protedlisis a
través del sistema de ubiquitina-proteosoma (Escribano-Diaz, et al., 2013; Rodriguez-
GOmez y Frias-Vazquez, 2014).

La activacién secuencial o inactivacion de las Cdk, a través de la sintesis y destruccion
periédicas de las ciclinas, proporciona la regulacion mediante fosforilacion de sitios
especificos, de las cuales se han identificado nueve Cdk y 16 ciclinas en las células de
los mamiferos, algunas regulando el ciclo celular en cambio otras codifican la
transcripcion, la reparacion del ADN, la diferenciacion o la apoptosis (Johnson y Walker,
1999; Malumbres y Barbacid, 2009).

La fase G; esta gobernada por el factor de transcripcién E2F el cual se encuentra unido
a la proteina del retinoblastoma pRb, mientras estén unidos el ciclo se detiene en esta
fase. Se requiere que pRb éste hiperfosforilada para liberar a E2F permitiendo la
proliferacion celular, sin embargo, cuando pRb no es fosforilada por los complejos
ciclina/Cdk mantiene secuestrado al factor de transcripcion E2F impidiendo que los
genes necesarios para la sintesis de ADN y de ciclina E sean expresados. La
asociacion de la ciclina D a Cdk4/Cdk6 estimula la progresion ya que fosforilan a pRb
ocasionando la disociacion de pRb/E2F, en esta misma fase se requiere a la ciclina E
para alcanzar la transicion de G,/S, lo que la vuelve necesaria para entrar a la fase de
sintesis dado que la ciclina E se asocia con Cdk2 manteniendo el estado



hiperfosforilado de pRb, ademas de fosforilar la histona H1 importante en la
reorganizacion durante la replicacién del genoma (Johnson y Walker, 1999; Malumbres
y Barbacid, 2009; Rodriguez-Gémez y Frias-Vazquez, 2014).

En la fase S la ciclina A asociada a Cdk2 mantienen fosforilada a la proteina pRB y
posteriormente al formar el complejo con Cdk1 contribuye con la salida de la fase G2 y
entrada a mitosis participando activamente en la sintesis de ADN o en la regulacion
negativa de E2F. La mitosis esta regulada por Cdkl en asociacién con ciclinas A, B1y
B2, para que las células abandonen la mitosis, las ciclinas A y B deben degradarse,
sugiriendo que las ciclina B/Cdkl participan en la regulacion de éste proceso de
degradacion (Johnson y Walker, 1999; Rodriguez-Gomez y Frias-Vazquez, 2014).

Su regulacion negativa de los complejos de proteinas es mediante las inhibidoras de la
ciclinas dependientes de cinasa (CKI), que estan constituida por dos familias la INK4 y
CIP/KIP, la INK4 esta conformada por las proteinas pl14, p15, pl16, p18 y p19 las cuales
se unen e inhiben a Cdk4 y Cdk6, en cambio, la familia CIP/KIP comprende a p21, p27
y p57 teniendo la capacidad de inactivar a Cdk2, Cdk4 y Cdk6, ademas de otras
proteinas que controlan el ciclo, por ejemplo, al agente nuclear de proliferacion celular
PCNA (Sherr y Roberts, 1999; Johnson y Walker, 1999; Blomen y Boonstra, 2007).

2.5. Interaccion del vanadio con las proteinas del ciclo celular

Se ha observado que los compuestos de V interactdan con las proteinas que controlan
el ciclo celular, en especial aquellas que dependen del ion fosfato, presentando un
comportamiento dual, por un lado puede inhibirlas o estimular su actividad, esto se ve
reflejado en la modificacion de la proliferacion de las células. En estudios realizados en
lineas celulares de la epidermis de ratobn JB6 P+ (Cl141), se observdé que la
administracion del metavanadato de sodio (NaVO3) promovia la entrada de las células a
la fase S debido a la activacién de la proteina cinasa Akt la cual fosforil6 a la proteina
pRB provocando la liberacion del factor de transcripcion E2F y de esta manera se
incrementaron los niveles de las ciclinas E y A, necesarias para la entrada y progresion
de la fase S (Zhang, et al., 2002, 2004).



Por otra parte, los compuestos de V pueden detener la progresion del ciclo celular de
manera dependiente de la concentracion y tiempo. En cultivos de células de epitelio de
pulmoén humano A549, la administracion de NaVO3; en concentraciones de 10, 25, 50 y
100 uM durante 6, 12, 24 y 48 horas produjo la formacion de peréxido de hidrégeno lo
gue llevo a las células se detuvieran en la fase G,/M debido a que se incrementaron los
niveles de la proteina p21 y Chkl que es un activador de p21, asi como la inactivacion
del complejo ciclina B/Cdc2 (Zhang, et al., 2001, 2002).

En estudios realizados en el laboratorio se demostr6é que la administracién de V,0s por
24 horas a cultivos de linfocitos humanos disminuy6 la expresion de las proteinas Cdk4
y de ciclina D1, ademas presento sobreexpresion de la ciclina E y Cdk2 haciendo
suponer gque el compuesto induce la detencién del ciclo celular en la transicién de la
fase G; a S (Mateos-Nava, 2012).

2.6. Separacién y analisis de proteinas

Considerando que el V tiene la capacidad de interactuar con moléculas organicas
(proteinas, péptidos, aminoacidos, nucleoétidos y azucares) (Crans, et al,. 1989; Baran,
2000), es importante separarlas para detectar los niveles de las proteinas ciclina D, E,
Cdk2 y Cdk4. Para el estudio de las biomoléculas es indispensable su purificacion
empezando por la extraccion del interior celular rompiendo las membranas dando paso
a la separacion de los diferentes componentes (Alberts et al., 2009).

La electroforesis es un método analitico semipreparativo, en el que permite separar
biomoléculas, con base a su carga y bajo la accion de un campo eléctrico (Garcia-
Pérez, 2000; Lomonte, 2007) tomando las propiedades fisicas y quimicas de las
macromoléculas (Stewart y Ebel, 2000).

La caracteristica fisica mas util de las proteinas es su tamafio y carga, la técnica
aplicada mas comun es la electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE. Estos
se forman por copolimerizacién de dos compuestos, la acrilamida y la bis-acrilamida
(N,N'-metilén-bis-acrilamida), en una reaccion iniciada por la tetrametiletiiéndiamina
(TEMED) y el persulfato de amonio. El radical persulfato activa al TEMED, el cual a su

vez activa al mondmero de acrilamida para que polimerice. Las cadenas de
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poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bisacrilamida, formandose asi una red
de porosidad bastante uniforme, que es regulada variando las condiciones de la
reaccion y las concentraciones de los monémeros (Lomonte, 2007).

Las muestras son tratadas con el detergente duodecilsulfato de sodio (SDS) que se une
a las regiones hidrofébicas de las proteinas permitiendo su plegamiento quedando
libres de otras moléculas, la adicion B mecaptoetanol contribuye al rompimiento de
enlaces disulfuros de forma que la proteina puede migrar con base a su carga y bajo la
acciéon de un campo eléctrico (Lomonte, 2007; Alberts et al., 2009).

2.6.1. Western-blot

Después de la separacion se puede visualizar una proteina en especifico mediante la
marcacion de la misma, un método para detectarlas de manera particular en una
mezcla compleja es el inmunoblotting o western blotting que mediante anticuerpos
diferentes, uno especifico a la proteina y el otro unido a una enzima (peroxidasa de
rabano) permite su deteccibn mediante una reaccion que puede ser colorimétrica o
luminosa, esta Ultima utilizando una placa autoradiografica para posteriormente
revelarla con el fin de obtener solo las bandas de las proteinas de interés (Kurien y
Scofield, 2006).

2.7. Linfocitos como modelo de estudio

Los linfocitos son un tipo celular adecuado para la experimentacién in vitro, ya que son
células no transformadas (Tucker y Preston, 1996). En el caso de los mamiferos, se
utilizan principalmente los linfocitos de sangre periférica por la facilidad de su obtencion,
las factibles condiciones de cultivo y su facil manejo de la muestra (Tucker y Preston,
1996: Lépez-Ortiz y Méarquez-Fernandez, 2002). Su proliferacion es estimulada en
cultivos utilizando una lectina de origen vegetal que induce la divisién celular (L6pez-
Ortiz y Marquez-Fernandez, 2002; Cui et al., 2017). Presentan la ventaja de circular por
todo el cuerpo y por ello son idoneos para diversos estudios tanto clinicos como
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cientificos ya que proporcionan una estimacion de la exposicion a algun agente
guimico, fisico o bioldgico (Tucker y Preston, 1996).

El ciclo celular ha sido estudiado en células hematopoyéticas debido a que estas
células espontdneamente se detienen en la fase Gy durante el proceso de
diferenciacion. En el caso de los linfocitos T y B pueden ser inducidos a reentrar al ciclo
celular en respuesta a antigenos especificos, como pueden ser las lectinas de origen
vegetal, mientras que las células mieloides estdn terminalmente diferenciadas y
permanecen en Go/G; (Cannistra y Griffin, 1988; Furukawa et al., 1990).

Estas lectinas actian como inmunomoduladores activando glicoproteinas de superficie
celular que inducen la linfoproliferacién por mdltiples vias de sefales intracelulares
entre ellas la proteina cinasa activadora de mitdgenos (MAPK) que incrementa la
expresion de cumulo de diferenciacion 25 (CD25) y cumulo de diferenciacién 69 (CD69)
que inducen la secrecion de interleucina 2 (IL-2) (Tamma et al., 2003; Suviolahti et al.,
2012; Cui et al., 2017), Care et al., (1994) demostraron que la fitohemaglutinina (PHA)
estimula la division de los linfocitos logrando el reingreso de las células en el ciclo
debido a la induccién de los genes Hox desde Hoxbl hasta Hoxb9 los cuales no se
expresan en células quiescentes.

Los linfocitos T humanos recién aislados regularmente se encuentran en fase Gy (por la
bajas concentraciones del gen cdc2 denominado p34°®? una proteina cinasa serina-
treonina que controla la entrada de células eucariotas en mitosis) una vez estimulados

con PHA inician la transicion G; a S (Furukawa et al., 1990; Cui et al., 2017).
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3. Justificacion

El V estd presente en el medio ambiente, por lo que los seres humanos estan
expuestos a él, principalmente a los 6xidos de éste metal. Asimismo, en estudios in vitro
se ha demostrado que estos compuestos afectan los procesos normales de la division
celular ya que dafia al ADN, aumenta el tiempo promedio de proliferacién, disminuye el
indice mitético, indice de replicacion e interactian con las proteinas reguladoras de la
proliferacion celular. En nuestro laboratorio se ha observado que el V;0s induce
sobreexpresion de las proteinas ciclina E y Cdk2 y disminuye la expresion de la ciclina
D1 y Cdk4 en cultivos de linfocitos humanos, sin embargo, existen pocos reportes de
los efectos que tienen los otros éxidos (V.03 y V.0,) sobre estas proteinas en cultivos
primarios, por lo que resulta interesante conocer si el V,03 presenta efectos similares
debido a que no hay reportes de éste Oxido, ademas, en estudios previos en éste
laboratorio se observé que retrasa la proliferacion, y es importante reconocer si el
retraso se encuentra vinculado a las proteinas ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4 presentes en
la fase G, del ciclo celular.
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4. Hipotesis

Se sabe que los compuestos de vanadio inducen el retraso de la proliferacion celular
mediante la interaccion con las proteinas que controlan el ciclo, en especial aquellas
gue dependen del ion fosfato, comportandose de dos maneras por una parte puede
activarlas y por otra inhibirlas entonces si se administra V,03 a cultivos de linfocitos
humanos tratados in vitro éste podria inducir cambios en los niveles de las proteinas

ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4 lo que llevaria a retraso de la proliferacién en la fase G;.
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5. Objetivo

5.1 General

Evaluar si la administracion de V,03 modifica los niveles de expresion de las proteinas
ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4 de cultivos de linfocitos humanos expuestos a diferentes
concentraciones (2, 4, 8 6 16 yg/mL) por 24 y 48 horas, mediante la técnica de Western
Blot.

5.2 Particulares
Evaluar la viabilidad celular de los cultivos de linfocitos tratados con 2, 4, 8 6 16 yg/mL

de V.03 a 24 y 48 horas de exposicion, utilizando la tincién dual con fluorocromos.

Determinar mediante el contenido de ADN en qué fase del ciclo celular se encuentran
los cultivos de linfocitos humanos tratados con V,0s a concentraciones de 2, 4, 8 6 16

Mg/mL expuestos a diferentes tiempos (24 y 48 horas) por citometria de flujo.
Analizar los niveles de expresion las proteinas ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4 de linfocitos

humanos tratados con V,03 in vitro a concentraciones de 2, 4, 8 6 16 ug/mL expuestos

por 24 y 48 horas, usando la técnica de western blot.

15



6. Material y Métodos

6.1. Reactivos

Para él desarrollo de los protocolos se utilizaron los siguientes reactivos: trioxido de
vanadio (V>03) CAS 1314-34-7 pureza del 99.99%, Histopaque®-1077, fosfato de sodio
monobasico (NaH,PO,), fosfato de sodio difasico (Na;HPO,), DTT (1,4-ditiotreitol),
Solucién Azul de Bromofenol B3269, Ortovanadato de sodio (NaVO,), fosfato de disodio
(NazHPO,), bifosfato de sodio (NaH;PO,), 5(6)-diacetato de carboxifluorosceina
(CFDA), acido etileno diamino tetracético (EDTA), todos de la marca Sigma-Aldrich,
Inc., MO EUA, bromuro de etidio (Br-Et), solucion amortiguadora de fosfato salina
(PBS), medio de cultivo PB-MAX™ Karyotyping Medium todos de GIBCO-Invitrogen
Corporation (NY) EUA, acrilamida, N,N"-metileno-bis-acrilamida, glicina, dodecilsulfato
de sodio (SDS), "N, N, N, N-tetra-metil-etilenodiamina (TEMED), (hidroximetil)-
aminometano (Tris), persulfato de amonio, Bio-Rad Protein Assay, todos de Bio-Rad
Laboratories, CA EUA; inhibidores de proteasas aprotinina, leupeptina, PMSF,
anticuerpos primarios anti-ciclina D1 (sc-246), anti-ciclina E (sc-248), anti-Cdk 2 (sc-
6248), anti-Cdk 4 (sc-53636), actina (sc-8432), anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano (goat anti-mouse IgG-HRP), Tween-20, Western Blotting Luminol
Reagent sc-2048, adquiridos de Santa Cruz Biotechology, Inc., CA EUA, BD

Vacutainer® con heparina de sodio de la marca BD Diagnésticos México.

6.2. Cultivo de Linfocitos

Se extrajeron 10 mL de sangre periférica de tres donadores aparentemente sanos por
puncién venosa con sistema vacutainer®, de la cual se adicioné en proporcion 1:1 al
reactivo de Histopaque™ en un tubo de centrifuga conico, teniendo dos fases, sin
mezclarse, se centrifugo a 1800 revoluciones por minuto (rpm) durante 30 min,
trascurrido dicho tiempo se obtuvieron cuatro fases de ellas se recupero la zona opaca
constituida por células mononucleares con rangos de 85 a 95% de linfocitos, de 5 a
13% de monocitos y <0.1% células dendriticas, eritrocitos y granulocitos (Hallab et al.,
2008). Estos fueron transferidos a un tubo limpio y fueron lavados con PBS en tres
ocasiones, centrifugandolos a 1500 rpm por 10 min cada uno, al final se obtuvo la
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densidad celular utilizando la cAmara de Neubauer. Para cada tratamiento y tiempo de
exposicion se cultivaron aproximadamente ocho millones de células en 5 mL de medio
PB-Max Karyotyping el cual contenia fitohemaglutinina (PHA), un agente mitégeno que
estimula la proliferacion de los linfocitos T en cultivos celulares y se incubaron a 37° C

con 95% de O, y 5% de CO (todo esto fue por triplicado para cada donador).

6.3. Tratamientos

Transcurridas 24 horas de cultivo se les administro una de las diferentes
concentraciones de V,03: 2, 4, 8 6 16 yg/mL y se incubaron por 24 y 48 horas mas,
cabe mencionar que estas concentraciones han sido utilizadas en los diferentes
estudios citogenéticos desarrollados en el laboratorio (Rodriguez-Mercado et al., 2011;
Mateos-Nava et al., 2016).

6.4. Viabilidad

La viabilidad celular fue evaluada al inicio y al final de cada tratamiento de la siguiente
manera: se preparo la solucion de tincion (1:1) de Br-Et (0.125 pg/uL) y CFDA (0.025
pg/uL) para mezclar 10 yL de esta con 10 pL de suspensiéon celular (linfocitos) y se
incubaron a 37° C por 15 min. Posteriormente se hicieron tres lavados con un mL de
PBS entre cada uno de ellos se centrifugé a 4000 rpm por 3 min, el botén se colocé en
un portaobjetos y analizarlos en microscopio de fluorescencia (Nikon HFX-DX) con un
filtro de excitacion de 515-560 nm. Se cuantificaron 100 células en total tomando en
cuenta el nimero de células viables que presentaban fluorescencia verde por su
actividad enzimatica con la CFDA y las no viables con el nucleo rojo debido a que se
intercala el Br-Et con la estructura del ADN (Strauss, 1991; Masson-Meyers et al.,
2016).
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6.5. Andlisis del contenido de ADN en cada fase del ciclo celular

Al finalizar el tratamiento con V.03 ademas de viabilidad se realizé el analisis del ADN
para determinar si las células se detienen en alguna fase del ciclo en especifico, para
ello las células fueron fijadas en alcohol etilico al 70% durante toda la noche en
refrigeracion, posteriormente se le retiro el alcohol y se le agrego la solucion de tincion,
10 pL (2 mg/mL) yoduro de propidio més 100 pL (1 mg/mL) de RNasa A en 800 mL de
PBS mas triton 100X (0.1%) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos
para proceder a la lectura en el citometro de flujo BD FACSAria Il de BDBiosciences® se
adquiriendo 10000 nucleos por muestra, de estos datos se obtuvieron los histogramas
con el programa para computadora WinMDI desarrollado por Joseph Trotter y el
porcentaje en cada fase se determind con el programa CYLCHRED de Terry Hoy
(Darzynkiewicz y Huang, 2004).

6.6. Obtencién de proteinas

Por otra parte, el boton celular se lavo con 5 mL de PBS frio y centrifugd a 1800 rpm por
8 min, se desechd el sobrenadante, y se le agregdé 100 pL de solucion amortiguadora
de lisis RIPA (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 0.1% SDS, 1 mM NaVOsu,
5 mM Naz;HPO,4, 10 mM NaH,PO,) fue resuspendido pasandolo varias veces a través
de una aguja 21G con ayuda de una jeringa, y se traspaso a un tubo eppendorf el cual
se dejo en refrigeracién una hora para centrifugarlo a 12500 rpm por 12 min a 4°C, se
recuperd el sobrenadante con una pipeta y se determiné la concentracion de proteinas
presente en cada cultivo mediante el reactivo Protein Assay de Bio-Rad que nos
permitié6 conocer la concentracién y empleando un espectrofotometro se comparé con

una curva patron de albumina de suero bovino en concentracion de 1 mg/mL.

6.7. Separacion y deteccion de proteinas

Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida mediante electroforesis, primero
fueron desnaturalizadas mezclando 50 pg con solucién amortiguadora de muestra 6X
gue contiene SDS gque se une a las regiones hidrofébicas de las proteinas permitiendo
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su plegamiento quedando libres de otras moléculas y la adicion de B mecaptoetanol
contribuyen al rompimiento de enlaces disulfuros de forma que la proteina puede migrar
con base a su carga y bajo la accién de un campo eléctrico, las muestras se pusieron a
hervir a 92°C durante 5 minutos, y se cargaron en los pozos formados en el gel, la
separacion se llevé a cabo al aplicar corriente constante de 100 voltios, posteriormente
se transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de Bio-Rad por
electroblotting con corriente constante de 145 miliamperios (mA) por una hora y media.
La membrana fue incubada en soluciéon de bloqueo (7% de leche sin grasa con
amortiguador tris salino mas 1% de Tween-20 (TTBS)) por hora y media; a continuacion
se incub6 con cada anticuerpo primario (anti-ciclina D1, anti-ciclina E, anti-Cdk2, anti-
Cdk4 y actina como marcador de carga) 1:2500 durante la noche con agitacion
constante.

Transcurrido el tiempo, se hicieron tres lavados con TTBS de 10 min cada uno y se
incub6 con el anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG-HRP (1:25000) por hora y
media, al final se lavd la membrana 3 veces con TTBS para realizar la deteccion y
determinacion de la proteina de interés, mostrada como una banda, utilizando el
sustrato Luminol de Santa Cruz Biotechnology sobre la membrana provocando una
reaccion luminiscente emitiendo un haz de luz que fue capturado en una placa
autoradiografica. La intensidad de las bandas fue analizada con el programa para
computadora ImageJ 1.51d, del National Institutes of Health, E.U. de libre acceso
(https://imagej.nih.goV/ij/). Los valores de las intensidades de cada una de las bandas
de los diferentes tratamientos se normalizaron con respecto al marcador de carga y se

compararon contra él grupo sin tratamiento.

6.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se presentan como la media + la desviacién estandar (DE) de
nueve experimentos independientes. Para conocer si existe alguna diferencia
significativa entre los grupos tratados y sin tratamiento se realizo la prueba t de Student
considerando un valor p<0.05 como estadisticamente significativo, con el programa
estadistico IBM SPSS version 24.
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7. Resultados

7.1. Efecto del V,03 sobre la viabilidad de los linfocitos.

Los datos del ensayo de viabilidad se obtuvieron cuantificando 100 células por
experimento. En el Cuadro 1 se presenta el porcentaje de cada tratamiento, en donde
se observa que la administracion de V,03 a los cultivos de linfocitos humanos no induce

cambios en él porcentaje en ninguna de los tiempos de tratamiento.

Cuadro 1. Porcentaje de Viabilidad de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con V,03 por 24 y 48 horas. Se presenta la media + DE, de nueve
experimentos independientes.

Tiempo
Tratamiento 0 Horas 24 Horas 48 Horas
Experimento
A
0 pg/mL 99.3+12 977+ 15 93.3+£35
2 pg/mL 98.7+23 96.3+35 90.7+x1.1
4 nug/mL 98.3+29 950+20 91.7+35
8 pug/mL 96.3+29 950+35 927125
16 pg/mL 96.0+£51 91.7+6.6 89.7+3.7
Experimento
B
0 pg/mL 98.0+1.2 97.7+17 93.7+x15
2 pg/mL 98.3+20 97.0+3.0 923+1.2
4 nug/mL 97.7+23 93.3+20 94.0+£3.0
8 pug/mL 96.3+29 943+23 93.0+3.0
16 pg/mL 950+35 92.0+56 91.0+54
Experimento
C
0 pg/mL 99.0+17 97.7+12 93.0x1.7
2 pg/mL 98.0+20 957+25 90.7x21
4 nug/mL 98.0+17 953+3.0 93.3+x20
8 pug/mL 96.7+3.0 93.0+1.7 93.7+23
16 pg/mL 96.0+4.2 91.7+47 89.0+4.2
Promedio
0 pg/mL 988+15 97.7+14 93.3x21
2 pg/mL 98.3+17 96.3+24 912115
4 nug/mL 98.0+26 945+22 93.0+26
8 pug/mL 96.4+26 94.1+24 93.1+25
16 pg/mL 95.7+38 91.8+46 89.9+3.8
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7.2. Efecto del V,03 sobre las fases del ciclo celular

La determinacién del ciclo celular mediante el contenido del ADN por citometria de flujo
indico que la exposicion al V.03 durante 24 horas aumenté el porcentaje de nucleos en
la fase Gi, con cambios significativos en las concentraciones de 4 y 8 ug/mL con
respecto al grupo sin tratamiento, sin embargo, en la fase S todas las concentraciones
presentan disminucion significativa (Figura 1, 2, 3y 4).

Asimismo, los linfocitos tratados durante 48 horas presentaron disminucién en la fase
G la cual es estadisticamente diferente en la concentracion de 16 ug/mL en relacion al

grupo sin tratamiento (Figura 5, 6, 7 y 8).

Figura 1. Porcentaje de nlcleos en fase G; de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,03 por 24 horas. se presenta la media = DE, de nueve experimentos independientes. *: p <
0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).
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Figura 2. Porcentaje de nucleos en fase S de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,03 por 24 horas. se presenta la media = DE, de nueve experimentos independientes. *: p <
0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

Figura 3. Porcentaje de nicleos en fase G, de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,03 por 24 horas. se presenta la media =+ DE, de nueve experimentos independientes.
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Figura 4. Porcentaje de nacleos en fase Go/G;, S y G2/M de los cultivos de linfocitos humanos

tratados con V,03 por 24 horas. Se presenta la media + DE, de nueve experimentos
independientes. a: p<0.05 vs. sin tratamiento; b: p < 0.05 vs. sin tratamiento, en sus
respectivas fases (t de Student).
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Figura 5. Porcentaje de nucleos en fase G; de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,0; por 48 horas. se presenta la media = DE, de nueve experimentos independientes. *: p <
0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

Figura 6. Porcentaje de nucleos en fase S de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,0;3 por 48 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos independientes.
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Figura 7. Porcentaje de nucleos en fase G, de los cultivos de linfocitos humanos tratados con
V,0; por 48 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos independientes.
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Figura 8. Porcentaje de ndcleos en fase Go/G;, S y G2/M de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con V,03 por 48 horas. Se presenta la media + DE, de nueve experimentos
independientes. a: p<0.05 vs. sin tratamiento, en su respectiva fase (t de Student).
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7.3. Efecto del V,03 sobre las proteinas de la fase G;.

7.3.1. Ciclina D, ciclina E, Cdk2 y Cdk4 expuestas durante 24 horas.
La exposicion del V03 a los linfocitos humanos por 24 horas provocé disminucién en
los niveles de expresién de la proteinas ciclina D los cuales son significativos en la
concentracion de 16 pg/mL en relacion al grupo sin tratamiento como se muestra en la
Figura 9 y 10, por otra parte Cdk4 presenta disminucién conforme aumenta la
concentracion siendo significativa en las concentraciones de 2 y 16 pg/mL (Figura 9 y
11).
Como se puede observar en la Figura 9 y 12, la ciclina E presenta disminucién en los
niveles de expresién siendo representativo en la concentracién 16 ug/mL con respecto
al grupo sin tratamiento, y en el caso de Cdk2 hay diferencia significativa en las

concentraciones de 2, 8 y 16 yg/mL (Figura 9 y 13).

Figura 9. Niveles de las proteinas ciclina D, Cdk4, ciclina E, Cdk2 y actina de los cultivos de
linfocitos humanos tratados con V,O3zdurante 24 horas, en todos los casos se presenta
disminucioén en las concentraciones.
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(-7) (-2) (-10) (-22)

Figura 10. Intensidad relativa de la proteina ciclina D de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 24 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacién al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

(-17) (-2) (-8) (-25)

Figura 11. Intensidad relativa de la proteina Cdk4 de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 24 horas. se presenta la media £ DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacién al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).
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(-10) (-13) (-19)

Figura 12. Intensidad relativa de la proteina ciclina E de los cultivos de linfocitos humanos

tratados con VZO3 por 24 horas. se presenta la media £ DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacion al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

(-22) (-9) (-23) (-47)

Figura 13. Intensidad relativa de la proteina Cdk2 de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 24 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacién al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).
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7.3.2. Ciclina D, ciclina E, Cdk2 y Cdk4 expuestas durante 48 horas.

A diferencia de lo observado en los tratamientos de 24 horas, la administracion de
V,03 por 48 horas a los cultivos de linfocitos humanos incrementd los niveles de
expresion de la ciclina D siendo significativo en la concentracion de 4 y 8 ug/mL
(Figura 14 y 15). Los niveles de Cdk4 presentan disminucién en las concentraciones
de 2y 16 pg/mL (Figura 14 y 16).

Al igual que la ciclina D, en la ciclina E aumentan los niveles de expresion siendo
estadisticamente diferente en la concentracion de 4 pug/mL (Figura 14 y 17). Para
Cdk2, se observd aumento significativo en la concentracion de 4 y 8 upg/mL en
comparacion con el grupo sin tratamiento (Figura 14 y 18).

Figura 14. Niveles de las proteinas ciclina D, Cdk4, ciclina E, Cdk2 y actina de los
cultivos de linfocitos humanos tratados con V,05; durante 48 horas, en todos los casos se
presenta aumento en las concentraciones de 4, 8 y 16 ug/mL.
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(-3) (26) (26) (14)

Figura 15. Intensidad relativa de la proteina ciclina D de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 48 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en relacién
al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

(-9) (3) (8) (-14)

Figura 16. Intensidad relativa de la proteina Cdk4 de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 48 horas. se presenta la media £ DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacion al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento.
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(9) (30) (22) (14)

Figura 17. Intensidad relativa de la proteina ciclina E de los cultivos de linfocitos humanos

tratados con VZO3 por 48 horas. se presenta la media + DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacién al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

(-5) (26) (25) (-11)

Figura 18. Intensidad relativa de la proteina Cdk2 de los cultivos de linfocitos humanos
tratados con VZO3 por 48 horas. se presenta la media £ DE, de nueve experimentos

independientes. los datos entre paréntesis demuestran en porcentaje la diferencia en
relacion al grupo sin tratamiento. *: p < 0.05 vs. grupo sin tratamiento (t de Student).

32



8. Discusion

En éste trabajo se observo que la administracion de V.03 a los cultivos de linfocitos
humanos durante 24 y 48 horas de exposicidbn no afecta la viabilidad celular, sin
embargo, éste fue capaz de modificar el contenido de ADN de la fase G,y S a las 24
horas, asi como, los niveles de expresion de las proteinas ciclina D, E, Cdk2, Cdk4 en

ambos tiempos.

8.1. Viabilidad Celular

La prueba de viabilidad con dos fluorocromos (CFDA-BrEt) permite identificar la
integridad de la membrana y la actividad enzimatica celular, debido a que CFDA es
permeable a la membrana y al interactuar con las esterasas en el citoplasma producen
fluorescencia verde, mientras que Br-Et solo ingresa a la célula si la membrana esta
dafiada logrando asi intercalarse en los &cidos nucleicos dando fluorescencia de color
rojo (Strauss, 1991; Masson-Meyers et al., 2016). En el presente trabajo se observo que
la administracion del V.03 no modifica la viabilidad celular ya que el porcentaje en todos
los tratamientos fue superior al 90% en los diferentes tiempos de exposicion, éste
efecto ha sido observado en cultivos de leucocitos humanos que fueron tratados con
V,03 y las mismas concentraciones por 24 horas (Mateos-Nava et al., 2016), asimismo,
cuando administraron V,03, V04 0 V,0s5 a cultivos de leucocitos humanos en
concentraciones de 1, 2, 4 6 8 ug/mL por lapsos de 2, 4 6 6 horas de tratamiento no
indujo cambios en la viabilidad (Rodriguez-Mercado, 2006; Rodriguez-Mercado et al.,
2011).

De igual manera, Rojas et al., (1996) observaron que la administracion de V,0s en
concentraciones de 0.3, 30 6 3000 pM por 2 horas a leucocitos y por 24 horas a
linfocitos humanos la viabilidad superaba el 95% evaluada mediante la técnica con azul
de tripano. Mateos-Nava (2012) con el mismo modelo de linfocitos humanos y la misma
técnica de fluorocromos administré V,Os a diferentes concentraciones el porcentaje de
viabilidad rebasa el 90%, indicando que la accién de los Oxidos dependen de la

concentracion y el tiempo de exposicion.
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Si bien en éste trabajo se demostré que el V,0O3 no afecta la viabilidad, existen estudios
en donde mencionan que tiene comportamiento citostatico, es decir modifica la
proliferacion por lo que se realizd la determinacion del contenido de ADN en las
diferentes fases del ciclo para conocer si en alguna en especifico la retrasa (Rodriguez-
Mercado et al., 2011; Mateos-Nava et al., 2016).

8.2. Efectos del vanadio sobre el ciclo celular.

El andlisis del contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo celular por citometria
de flujo demostrdé que la administracién de V.03 por 24 horas a cultivos de linfocitos
humanos aumenta el nimero de ndcleos que se encuentran en la fase G; a las
concentraciones de 4 y 8 yug/mL, en cambio, en la fase S todas las concentraciones
presentaron disminucion; a las 48 horas de tratamiento solo en la concentracion de 16
pg/ml en la fase G; presentd reduccion. Estos efectos causados por el V, ademas,
pueden estar relacionados con la expresion de las proteinas ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4
responsables de la transicion de la fase G,/S.

Rodriguez-Mercado (2006) demostroé que los linfocitos tratados con 6xidos de vanadio
(V203, V204 y V,05) en concentracion de 8 pg/mL durante 4 horas de exposicion no
presentaron diferencias en relacién al grupo sin tratamiento, aunque se redujo el
namero de nucleos que entraban en la fase S.

El retraso en la proliferacion inducido por los compuestos de V ha sido estudiado en
lineas celulares en donde se presentan resultados distintos, por ejemplo, en células
humanas de adenocarcinoma de mama (MCF7) tratadas con metavanadato de amonio
(NH4VOs3) en concentraciones de 100, 175y 250 uM por 48 horas el retraso se presenta
en la transicion de G; a S (Ray et al., 2006). Pero cuando se trataron a las de epidermis
de ratén (C141) con 10, 25, 50 y 100 uM de NaVOs por 6, 12, 24 y 48 horas se observd
gue se detenian en la fase S (Zhang et al., 2002, 2004), lo mismo observé Yang et al.,
(2016) en células carcinoma escamoso de eséfago (EC109) con éste compuesto, que el
retraso se presentaba en la fase S.

Por otra parte, en células de adenocarcinoma humano (AsPC-1) tratadas con NavVO3 y
bisacetilacetonato de vanadilo VO(acac), con 100 y 200 uM por 16 horas causaron
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detencion en la fase G,/M presentando mayor numero de células en dicha fase (Wu et
al., 2016). Por otra parte en células de hepatocitos humanos (HepG2) tratadas con
(VO(acac),) en concentraciones de 62.5, 125 y 250 uM durante 24 horas de exposicion
el porcentaje de células en la fase G; fue superior con respecto al grupo sin tratamiento
(Fu et al., 2008).

Lo anterior sugiere que el retraso en la proliferacién inducido por el V depende del
compuesto, la concentracion, el tiempo de exposicion y el tipo de células, ademas, se
realizo el andlisis de los niveles de las proteinas que regulan el ciclo celular, por lo que
en éste trabajo se continudé con la evaluacion de los niveles de expresion de las

proteinas en especifico con las que controlan la fase G; y transicién a la fase S.

8.3. Modificacién de los niveles de las proteinas ciclinay CDK

Como se mencioné anteriormente las ciclinas y Cdk forman complejos para realizar su
funcién, sin embargo, las ciclinas se presentan periddicamente a lo largo del ciclo
celular a diferencia de las Cdk que son constantes y los resultados de éste trabajo
muestran que los niveles de las Cdk2 y Cdk4 son menores en comparacion de su
ciclina respectiva, esto podria deberse a la interaccién que presentan las Cdk con otros
proteinas. Blomen y Boonstra (2007) mencionan que para la fosforilacion de pRb se
necesita cierto umbral de concentracion especifico el cual posiblemente no es
alcanzado por los niveles bajos de las proteinas analizadas en éste trabajo, de manera
gue las células no progresan a la fase S de forma normal.

El presente estudio se demostré que los niveles de expresion de las proteinas ciclina D,
E, Cdk2 y Cdk4 disminuyen con 24 horas de exposicion al V,03 pero con 48 horas se
incrementan esto con respecto al grupo sin tratamiento.

En estudios realizados con células EC109 tratadas con NaVOs; presentaron bajos
niveles de expresion de la ciclina D y niveles altos de caspasa 3 causados por los
compuestos del V (Yang et al., 2016). Fu et al., (2008) demostrd que las células HepG2
tratadas con VO(acac), disminuyen los niveles de expresion de la ciclina D, Ey A.
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Ademas, la administracion de V,;0s a cultivos de linfocitos humanos disminuye los
niveles de expresion de las proteinas ciclina D y Cdk4, e incrementa a la ciclina E y
Cdk2 (Mateos-Nava, 2012).

También se ha visto que la Cdk4 comienza a proteolizarse cuando termina su funcién,
al contrario de la ciclina D1 la cual no lo hace por completo, ya que puede ser requerida
mas adelante si es que la célula llega a ser quiescente e intenta reiniciar la proliferacion
(Malumbres y Barbacid, 2009).

Es importante destacar que si la ciclina D estuviera ausente, la ciclina E tendria la
capacidad suficiente para promover el inicio del ciclo celular, ya que la fosfatasa cdc25A
remueve grupos fosfatos inhibidores de Cdk2 y permitiendo la formacién del complejo
ciclina E/Cdk2, que culmina la inactivacion de la proteina pRb y también ejerce una
accioén cinasa sobre p107 y p130 (los otros dos miembros de la familia Rb) ademas de
fosforilar parte de la maquinaria de replicacion como la proteina cdc6, la cilcina E/cdk2
ha desarrollado un modelo cinético para explicar cdmo p27 puede ser tanto un inhibidor
y un sustrato de la ciclina D/Cdk4, Cdk6 (Quezada-Ramirez, 2007).

Algunos autores observaron sobreexpresion de p21 en células C141, EC109 y AsPC-1
tratadas con NaVO3; y VO(acac), esto podria estar relacionado con el dafio al ADN que
a su vez éste activando el punto de control de G;/S (Zhang et al., 2002; Yang et al.,
2016; Wu et al., 2016).

Las proteinas evaluadas indican disminucion en el tratamiento de 24 horas y
sobreexpresion en el tratamiento de 48 horas, por lo que la proliferaciébn puede estar
tardando el doble del tiempo necesario para cumplir un ciclo, ademas, se observo que
los nucleos que entraban en fase S eran pocos en relacion al grupo sin tratamiento en
los cultivos tratados durante 24 horas y los expuestos por 48 horas no presentan
cambios, lo que podria confirmar que hasta las 48 horas las células son capaces de
proliferar. En estudios donde evaluaron el tiempo promedio de proliferacion celular se
observa que las células tratadas con V,03 en promedio tardan mas de 30 horas para

completar un ciclo (Mateos-Nava et al., 2016).
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9. Conclusiones

Se observé que la administracion de V,03 a los diferentes tiempos no afecta la
viabilidad celular.

El V.03 induce cambios en el porcentaje de nucleos encontrados en fase S
tratadas durante 24 horas.

El V,03 tiene la capacidad de disminuir los niveles de las proteinas ciclinaDy E y
sus respectivas compafieras Cdk2 y Cdk4, lo cual sugiere que la modificacién
esta implicada en el retraso de la proliferaciéon celular.

Es probable que el V,03 no solo interactle con las proteinas de la fase Gi, por lo
gue seria interesante analizar los niveles de expresion de las siguientes fases del

ciclo celular.
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10. Perspectivas

Seria importante evaluar la actividad cinasa de los complejos cilcina/Cdk para saber si
el V,03 interactla con estas proteinas, ya que como se menciono tiene afinidad por
aquellas que dependen del ion fosfato como son las cinasas.

Finalmente resultaria interésate conocer si el V,0O3 es capaz de interactuar con las
proteinas de las fases subsecuentes como es la ciclina A, B, Cdkl, asi como,
reguladores del ciclo como p27 que tiene la capacidad de inhibir al complejo ciclina/cdk
u otros mecanismos por los que retrasen el ciclo como puede ser la transcripcion

genética.
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12. Anexos:

Este trabajo fue presentado parcialmente en:

Evento: Xll Congreso de Investigacion de la Fes Zaragoza

Titulo de ponencia: Evaluacién de los niveles de las proteinas ciclina D, E, Cdk 2 y
Cdk 4 de linfocitos humanos tratados in vitro con trioxido de vanadio

Autores: Alcantara-Mejia V.A., Mateos-Nava R.A., Altamirano-Lozano M. A.,

Rodriguez-Mercado J.J. y Alvarez-Barrera L.

47



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Justificación
	4. Hipótesis
	5. Objetivo
	6. Material y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Perspectivas
	11. Referencias Bibliográficas
	12. Anexos



