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Lista de Abreviaturas

V Vanadio
V205 Pentoxido de vanadio
NaVOs3 metavanadato de Sodio

Cdc25C Ciclo de division celular 25 isoforma C

Cdk Cinasa dependiente de ciclina

ERO Especies Reactivas de Oxigeno

E2F Factor de transcripcidén que se une al gen E2
MAPK Proteina Cinasa Activadora de Mitogenos
ADN Acido desoxirribonucleico

ARN Acido ribonucleico

(VO(aca)2) Bisacetilacetonato de vanadilo

pRB Proteina del Retinoblastoma

MN Micronucleos

p-Cdc25C Ciclo de division celular 25 isoforma C fosforilada en la serina 216
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1. Resumen

El vanadio (V) es un metal que se encuentra ampliamente distribuido en la Tierra 'y
es liberado al ambiente a través de procesos naturales y antropogénicos, los seres
humanos estan expuestos a él principalmente por los alimentos que consume y de
manera natural a través del aire, y se sabe que la exposicion prolongada a este
puede inducir al desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas. Dentro de los
compuestos que se liberan a la atmosfera se encuentra el pentoxido (V20s), el
cual es considerado un agente téxico y posible cancerigeno para el ser humano.
En cultivos in vitro se ha demostrado que el V205 retrasa la proliferacion
evidenciado de manera citogenética por la disminucién de los indices mitotico y de
replicacion.

El V interactia con las diferentes moléculas bioldgicas y sus compuestos son
potentes inhibidores de algunas enzimas como las cinasas y las fosfatasas por su
parecido al ion fosfato, en especial con proteinas que regulan el ciclo celular como
lo es la fosfatasa Cdc25C, no obstante, existe poca informacién sobre esta
interaccion empleando cultivos primarios por lo que en este trabajo se evaluo si la
administracion de V205 en concentraciones de 8, 16 6 32 pg/mL era capaz de
modificar la proliferacién de linfocitos humanos y los niveles de expresion de
Cdc25C, a diferentes tiempos (3, 24 y 48 horas), para ello se obtuvieron muestras
de sangre de tres donadores de la que se separaron los linfocitos y se realizaron
los cultivos.

Primero, se determiné la viabilidad celular mediante fluorocromos, a continuacién
se evalud 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 Cdc25C y p-Cdc25C con la técnica de western blot.

Los resultados mostraron que la administracion de V205 no modificé la viabilidad
de las células. Con respecto al contenido de ADN, se observé incremento en la
fase G1y disminucién en S para las 3 horas en la concentracion de 8 ug/mL. A las
24 horas se encontré disminucion en 8 pg/mL con respecto a S. Finalmente, en 48
horas no hubo cambios en ninguna fase.

Los niveles de expresiéon de cdc25C aumentaron en los cultivos de 3 horas sin ser



significativo, en cambio p-Cdc25C disminuyo en la concentracion de 16 pg/mL. En
24 y 48 horas Cdc25C sufrié disminucion pero no fue significativa y p-Cdc25C
disminuyo en 8, 16 y 32 uyg/mL. Con base en lo anterior, se puede mencionar que
la administracién de V205 a linfocitos humanos no induce cambios en la viabilidad
celular y tampoco sobre el contenido de ADN, pero disminuye los niveles de las
proteinas Cdc25C y fosforilada (p-Cdc25C) en todos los tiempos de exposicion,
mientras que la relacién entre Cdc25C y p-Cdc25C después del tratamiento con

V205 demostré que Cdc25C se encuentra activa.



2. Introduccion

2.1. Metales

La exposicion de los seres vivos a metales y metaloides se ha incrementado
resultado de las actividades antropogénicas principalmente por el procesamiento
de minerales o el uso de combustibles fésiles, lo que ha llevado a observar
correlacion entre la presencia de sus particulas en el aire con la incidencia de
enfermedades crénico degenerativas en residentes de areas metropolitanas tal es
el caso del V (Ramirez et al., 1997). Ya sea por procesos naturales o causados
por el hombre su emision a la atmosfera ha incrementado la contaminacién
ambiental, induciendo alteraciones en esta y la salud humana. El problema radica
en que estos no son degradados por los seres vivos tendiendo a acumularse
(Duruibe et al., 2007; Mateos-Nava 2012),

Dentro de la corteza terrestre se encuentran ampliamente distribuidos y algunos
son micronutrientes esenciales como el calcio (Ca), el niquel (Ni), el zinc (Zn), el
magnesio (Mg), el cobre (Cu), debido a que participan en el metabolismo celular,
sin embargo, el arsénico (As), el cadmio (Cd), el mercurio (Hg), el vanadio (V) y el
plomo (Pb) se sabe que no son esenciales para el humano y su consumo, no
importando que sea a muy bajas concentraciones puede resultar toxico (Duruibe
et al., 2007; Nagajyoti et al., 2010).

2.1.1. Vanadio (V)

El V es el elemento quimico situado en el grupo 5 de la tabla periddica de los
elementos (VB) con el simbolo (V), de numero atdmico 23, peso atomico 50.95,
puntos de fusién 1950 °C y ebullicion 3600 °C, con densidad de 6.11 g/m3, es
caracterizado por ser ductil y blando (Guevara-Garcia, 1996; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006; Contreras-Cadena et al., 2014), presenta estados de
oxidacion que van desde 3- a 5+, siendo los de 3+, 4+ y 5+ los mas estudiados
(Contreras-Cadena et al., 2014). Es ampliamente utilizado en la mineria,

fabricacion de aleaciones de acero, industria quimica, preparacion de vidrio,



pinturas, colorantes fotograficos y de cinematografia, fungicidas e insecticidas y
actualmente se le han encontrado aplicaciones en la medicina ya que disminuye
los niveles de glucosa (Zhang et al., 2002; Imtiaz et al., 2015).

El V se distribuye ampliamente en la Tierra, con abundancia de 0.02% en la
corteza terrestre, siendo el vigésimo segundo elemento mas abundante ya que se
puede encontrar en 68 minerales diferentes y es extraido principalmente en los
paises de Sudafrica, Rusia y China, en el agua de mar su concentracion oscila en
los 35 nM. Se ha demostrado que la liberacion del V al ambiente se debe a
procesos naturales como las erupciones volcanicas, los aerosoles marinos e
intemperismo de rocas, ademas de manera antropogénica con la quema de
combustibles fosiles (Graciela-Garcia, 2006; Imtiaz et al., 2015), observandose
altas concentraciones en la atmésfera de ciudades industrializadas en
comparacion con algunas zonas rurales, siendo los O0xidos de éste metal los que
estan presentes (Tzu-Hsuen et al., 2016).

En la biosfera la mayor proporcién esta en la flora y fauna marina aunque alcanza
una importante concentracion en hongos y otras especies terrestres menores,
también aparece en bajas concentraciones en los alimentos: de 0.005 a 10.03
mg/kg en granos, carnes, productos lacteos y mariscos, 0.431 a 0.987 mg/kg para
pimienta negra y semillas de eneldo. Algunos frutos, verduras y pescados pueden
tener concentraciones mayores a 40 mg/kg y presentarse 400 veces mas en
hongos (Imtiaz et al., 2015). Sin embargo, para los humanos no es un elemento
esencial a diferencia de otros organismos, tal es el caso de las ratas y los pollos
en donde es necesario para su crecimiento (Guevara-Garcia, 1996).

Es por ello que se estima que tan solo para Reino Unido la ingesta diaria esta en
los 13 pg/dia y de 6 a 18 pg/dia para Estados Unido. Su consumo puede variar
entre género como es el caso de México y Alemania, estando para las mujeres
entre 10 y 20 pg/dia 'y >20 ug para los hombres (WHO, 2001).



2.1.2. Vias de exposicion de los organismos al V

Con base en lo anterior, la entrada de este elemento al organismo es
principalmente por los alimentos que se consumen, el aire que se respira y en
menor cantidad por la piel. Se distribuye en el cuerpo a través de la sangre unido a
la proteina transferrina y es capaz de acumularse en el higado, los rifiones, los
huesos, los pulmones, el bazo, entre otros, su eliminacion se da por la orina y muy
poco en las heces (Heinemann et al., 2002; Mukherjee et al., 2004; Rehder, 2013).
En estudios realizados in vivo e in vitro se ha observado que el V ingresa a la
célula por medio de mecanismos de transporte aniodnicos y en el citoplasma sufre
procesos de oOxido reduccidn por el glutation y otros sustratos a los que se
mantiene unido (Sabbioni et al., 1991; Shi y Dalal, 1993; Sakurai, 1994). En estado
fisioldgico las especies de V mas predominantes son el vanadilo (VO?%*) y
vanadato (VO4*), siendo este ultimo estructuralmente analogo al anién fosfato,
razon por la cual, diversas enzimas lo reconocen como tal y lo introducen en

procesos metabdlicos (Crans et al., 2004).

2.1.3. Toxicidad

La toxicidad del vanadio esta estrechamente relacionada a su forma quimica, la
solubilidad y la biotransformacion que ocurra por el metabolismo de los seres
vivos, la cual aumenta a medida que incrementa el estado de oxidacion siendo los
compuestos con el estado 5+ los mas téxicos para los mamiferos. Se ha
observado que personas laboralmente expuestas e intoxicadas con V presentan
coloracion verde en la lengua, irritacion del tracto respiratorio y garganta, tos,
conjuntivitis, dermatitis, congestion pulmonar, dafo al epitelio alveolar, bronquitis,
rinitis, faringitis, y que la exposicion prolongada puede inducir el desarrollo de
enfermedades cronico-degenerativas, entre ellas el cancer (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006). La administracién de los compuestos de V causan una
amplia gama de efectos téxicos, entre los que se encuentran, alteraciones
bioquimicas y hematoldgicas, aumento de los niveles séricos de urea y alanina

amino transferasa, cambios en la respuesta fagocitica y bacteriana por parte del



sistema inmune, remodelaciéon de las neuronas piramidales del bulbo olfatorio,
nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, inmunotoxicidad, mutagenicidad, embriotoxicidad
y teratogenicidad (Domingo, 1996; NTP, 2002; Li et al., 2013; Sumanta et al.,
2015; Ahmadi et al., 2016).

Dentro de las células puede alterar las actividades de diferentes ATPasas,
proteinas cinasas, ribonucleasas y fosfatasas y enzimas que interactuan con los
acidos nucleicos (Roldan y Altamirano, 1990; Mukherjee et al., 2004; Goc, 2006;
Rehder, 2016).

Los compuestos de V en estado 5* como el V205 producen rupturas de hebra
sencilla, aumentan la presencia de micronucleos y células poliploides e inducen

disminucién del indice mitético y de replicacion (Rodriguez-Mercado et al., 2011).

2.1.4. Pentéxido de Vanadio

El pentoxido de vanadio (V205) es la forma comercial mas comun de vanadio, sal
de color amarillo-rojizo, con puntos de ebullicion y fusion de 690 y 1750 °C, se
disuelve en el agua para formar soluciones acidas, reacciona con las bases y
forma vanadatos (WHO, 1990).

Las aleaciones que forma con diversos metales como el hierro, son usadas para la
fabricacion de autopartes, motores y aeronaves. También son usadas en diversas
industrias como la electronica, metalurgica, vidriera, pintura y esmalte. Asi mismo
es usado como agente catalitico para la obtencion de acido sulfurico, ftalico,
acetaldehido y antraquinona (IARC, 2006; Fortoul et al., 2014).

Sus numerosas aplicaciones y su amplia presencia ambiental han hecho que el
ser humano este constantemente en interaccidn con él, razén por la cual el
Programa Nacional de Toxicologia (NTP) en 2002 evalué los efectos
carcinogénicos del V205 sobre ratones y ratas de las cepas B6C3F+1 y F344/N
encontrando aumento mayor al 50% en la incidencia de neoplasias alveolares y
bronquiales tanto en ratones machos como hembras y solo en ratas macho. A
partir de estos resultados, la Asociacion Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, 2006) lo agrupo dentro del grupo 2B (posible carcinégeno para el



humano).

En otro estudio llevado a cabo sobre ratones de las cepas BALB y B6 se encontr6
que promueve la aparicion de tumores pulmonares activando vias de sefnalizacion
dependientes del estrés oxidativo (Rondini et al., 2010).

Este 6xido puede provocar la formacion de especies reactivas de oxigeno e
interferir con la sintesis y reparacion del ADN (Zhang et al., 2001; IARC, 2006),
inducir rupturas de hebra sencilla y producir efectos citostaticos y citotoxicos
(Rojas et al., 1996; Altamirano-Lozano et al., 1996), causar oxidacion de bases,
asi como aumentar la presencia de MN en células sanguineas (Ehrlich et al.,
2008). Asimismo puede afectar la divisidn celular evidenciado por la disminucién
del indice mitético y de replicacidon, sin embargo los mecanismos por los cuales
ejerce esta disminucién aun no son bien comprendidos (Roldan y Altamirano,
1990)

2.2. Ciclo celular

Las células somaticas pasan por un proceso de crecimiento y maduracion
denominado ciclo celular, el cual se divide en cuatro fases: G1, S, G2y M, las tres
primeras comprenden la interfase y la ultima la division mitética o nuclear. El
tiempo que necesita la célula para llevar a cabo un ciclo puede estar determinado
por diferentes factores, temperatura, nutrientes o el tipo celular (Alberts et al.,
2002).

En la fase G1, los cromosomas estan constituidos por una cromatida, en esta se
presenta alta actividad quimica donde hay incremento del tamafo celular con la
sintesis de ARN vy proteinas; organulos como la mitocondria, los centriolos y los
cloroplastos se duplican. En la fase S se lleva a cabo la duplicacion del ADN,
sintesis de histonas y de proteinas que se asocian al ADN, al final de esta fase el
nucleo cuenta con el doble de ADN, es decir, cada cromosoma con dos
cromatidas y proteinas nucleares. La fase G2 proporciona el tiempo necesario para
garantizar que la replicacion del ADN se haya llevado correctamente, ademas del

término de la duplicacion de los centriolos y finalmente en la fase M los
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cromosomas duplicados son segregados hacia nucleos diferentes y ocurre la
citocinesis originandose dos células nuevas (Alberts et al., 2002).

Este ciclo es regulado por proteinas cinasas y fosfatasas que aseguran la correcta
transicion de una fase a otra (Malumbres, 2011). Las primeras forman complejos
cataliticos-reguladores de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (Cdk de sus
siglas en inglés); las ciclinas se sintetizan y degradan en una fase especifica,
estan encargadas de unirse y activar a las Cdk y la union se le conoce con el
nombre de ciclina-Cdk.

En células de mamiferos las ciclinas D y E se unen con Cdk 2, 4 y 6, estos
complejos son indispensables para el paso de la fase G1 a S. Las D son las
primeras en sintetizarse (dentro de G1) en presencia de un factor de crecimiento o
mitdégeno razon por la cual su sintesis no es oscilante a diferencia de las demas si
no controlada. Los complejos asi formados fosforilan diferentes a intervalos
especificos dentro del ciclo llevando su progresiéon de forma ordenada. Un ejemplo
de estos sustratos es pRB (proteina del retinoblastoma) el cual es indispensable
en el punto de restriccion dentro de G1 cuando se presenta dafio al ADN. En
estado hipofosforilado pRB se encuentra unido a E2F (familia de factores
transcripcionales llamados asi por la capacidad de unirse al promotor del gen E2
en adenovirus) inhibiendo la transcripcion de genes necesarios para la sintesis de
ADN vy ciclina E. Este mecanismo de bloqueo se interrumpe primero por la
fosforilacion de ciclina D-Cdk 4/6 y después por ciclina E-Cdk 2 como respuesta a
una sefal para que el ciclo continue (Shackelford et al., 1999, 2000).

Con EZ2F libre, la sintesis de ciclina E inicia durante la progresion en G,
sintetizada se une a Cdk 2 manteniendo a pRB fosforilada y asegurando que E2F
este activo. Durante la transicién de S nuevamente E2F comienza la transcripcion
de ciclina A que junto a Cdk 2 favorece este paso (Morgan, 1995; Cmielova y
Rezacova, 2011).

El ultimo complejo en aparecer es el formado por la ciclina B-Cdk1 el cual
contribuye a que las células puedan pasar la transicion G2/M y media la entrada a
mitosis (Karlsson-Rosenthal y Millar, 2006).



2.2.1. Puntos de control del ciclo celular

La funcion de los puntos de control es revisar si existen las condiciones favorables
para que se lleve a cabo la division celular, verificando algunas condiciones como
lo son: disponibilidad de nutrientes, presencia de factores de -crecimiento,
adecuado tamainio, replicacion e integridad del ADN y correcto acoplamiento de los
cromosomas al huso. De esta forma, si llegaran a presentarse alteraciones que no
favorezcan la division esta se interrumpiria por la accion de diversas proteinas,
evitando que posibles dafos se segreguen a otras generaciones (Jiménez y
Merchant, 2003; Schonthal, 2004).

Dentro de la transicion G1/S, p21 se une e inhibe a los complejos formados por
Cdk 2, de esta manera se impide la accion fosforilante de estos sobre pRB y se
evita la expresion de los genes necesarios para el paso de G1a S. La expresion
del gen p21 esta estrechamente controlado por p53. Esta proteina en respuesta a
gran variedad de estimulos se activa y media la transicion en G1 (Jiménez y
Merchant, 2003; Schonthal, 2004)

En punto de control G2/M se activa antes de la mitosis después de un dano
ocurrido durante G1, S o Gz. Las proteinas ATM (ataxia-telangiectasia-mutada) y
ATR (ataxia-telangiectasia-relacionada con Rads), conducen a la fosforilacién de
Chk1 y Chk2, las cuales bloquean a Cdc25C con lo cual la mitosis se interrumpe
(Veronique y Medema,. 2001).

El complejo ATM/ATR también activa a p53 y de esta manera se mantienen las
células dentro de G2, al mantener a Cdk 1 fuera del nucleo por su union a
proteinas 14-3-3. p21 también se puede unir al complejo ciclina B-Cdk 1
inhibiendo su funciéon en la mitosis (Jiménez y Merchant, 2003; Veronique y
Medema,. 2001).

2.2.2. Cdc25C
Dentro de la regulaciéon del ciclo se encuentran las proteinas fosfatasas Cdc25
(ciclo de division celular 25), que se situan en el grupo de las tirosinas fosfatasas,

las cuales estan involucradas en la transicién de las fases y los puntos de control



(Sur y Agrawal, 2016). En los humanos, la familia comprende tres isoformas
designadas como Cdc25A, B y C que participan en periodos distintos del ciclo,
activando los complejos ciclina-Cdk. Su funcién es desfosforilar a las Cdk lo que a
Su vez genera una via de retroalimentacion positiva que es necesaria durante la
transicion de una fase a otra. Cdc25A contribuye en el paso Gi1/S, G2/M; en
conjunto Cdc25B y Cdc25C se encarga del paso G2/M (Boutros et al., 2007;
Bouldin y Kimelman, 2014).

Cdc25C es una proteina nuclear clave en la regulacién de la division celular, en la
interfase, tiene baja actividad por su fosforilacion sobre la Ser 216, de esta forma
se promueve su salida y retencién en el citoplasma por la asociacidén con proteinas
14-3-3. En la transicion G2/M, la activacion de esta proteina se produce por su
disociacion de las proteinas 14-3-3, junto con su fosforilacion en multiples sitios
dentro de su dominio N-terminal (Sur y Agrawal, 2016). Durante la entrada a la
fase M se encarga de desfosforilar a Cdk1 del complejo ciclina B-Cdk1 induciendo
la activacion de sus sustratos correspondientes (Sur y Agrawal, 2016).

En el caso de que se produzca algun daino a la molécula de ADN se inicia el punto
de control a través de ATM y ATR, las cuales promueven la accion de las
proteinas Chk1/Chk2, estas fosforilan a Cdc25C en el residuo de serina 216 para
que sea reconocida por la proteina 14-3-3 y asi salga del nucleo, deteniendo la
entrada a M (Wolfe y Gould, 2004; Karlsson-Rosenthal y Millar, 2006).

2.3. Efectos del vanadio en el ciclo celular

En estudios realizados en lineas celulares a los cuales se les administro
compuestos de V se ha demostrado que alteran la proliferacion celular al modificar
la funcion o los niveles de las proteinas que se encargan de su regulacion. Por
ejemplo, en células de la epidermis de raton JB6+ (C141) la administracién de
metavanadato de sodio (NaVOs) en concentraciones de 10 a 100 pM induce la
activacion de p53 y aumento la expresion de p21 lo que llevd al retraso de estas
en la fase S; este mismo compuesto en la linea celular epitelial de alveolos

humanos tipo Il A549 en concentraciones de 10 a 200 uM produjo la formacién de
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peroxido de hidrégeno (H202) lo cual provoco la detencion del ciclo en la fase
G2/M por el incremento de p21 y Chk1 y la disminucion de Cdc25C, asi como el
bloqueo de ciclina B-Cdk1 (Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2002).

Asimismo, Huang et al., (2000) en células JB6+ observaron que el NaVOs en
concentraciones de 50 a 400 yM producia H202 lo que incrementa los niveles de
p53 aunado a la muerte de estas células por apoptosis. En otro estudio utilizando
células A549 tratadas con 10 a 200 uM induce la fosforilacion de p53 (serina 15)
dependiente de ATM causando arresto en G2/M y la fragmentacion del ADN;
ademas, en células de cancer de prostata PC-1 detiene la proliferacion en la
transicion de G2/M mediante la degradacion de Cdc25C en concentraciones de 50
a 200 yM (Suzuki et al., 2007; Tong-Tong et al., 2012).

2.4. Separacion y deteccién de proteinas

Cualquier molécula bioldgica ya sea proteina, carbohidrato o acido nucleico puede
ser separada de otra utilizando sus propiedades fisicoquimicas, para el caso de
las proteinas las dos mayormente empleadas son el tamafo y la afinidad de union
a ligandos (Lodish et al., 2004). Hoy en dia las técnicas que se emplean
aprovechan el tamafo, forma y carga de las macromoléculas denominandose
separaciones electrocinéticas, entre las mas utilizadas esta la electroforesis en
geles particularmente los de poliacrilamida y agarosa. Es un método en el que se
separan biomoléculas en dependencia de su carga eléctrica cuando migran a
través de un campo eléctrico, en el caso de las proteinas, muchas de ellas tienen
relaciones carga:masa similares por lo que su separacion se dificulta, es asi que la
utilizacién de geles de poliacrilamida con el detergente duodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) resolvié este problema debido a que la relacion carga:masa de las
proteinas después de ser solubilizadas por el detergente queda constante, siendo
separadas por sus diferentes pesos moleculares (Kent et al., 2000; Garcia-Pérez,
2000; Lomonte, 2007).

Al utilizarla en conjunto con el ensayo de inmunoelectro-transferencia (mejor

conocida como Western blot), permiten detectar a una proteina en particular, para

11



lo cual se requiere de un anticuerpo primario especifico que la reconozca, a este
se acopla el anticuerpo secundario unido a una enzima que en presencia del
sustrato adecuado genera una respuesta luminica la cual se puede evaluar

visualmente o mediante quimioluminiscencia (Alegria-Schaffer et al., 2009).
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3. Justificacién

En estudios in vitro se ha observado que los compuestos de V pueden interactuar
con las moléculas bioldgicas, principalmente con aquellas que dependen del i6n
fosfato como las fosfatasas y cinasas, lo que induce cambios en la proliferacion de
las células. Una de las proteinas que se ve afectada por los compuestos de este
metal es la Cdc25C, quien actua dentro del control del ciclo celular. Cabe hacer
notar que estos trabajos se han llevado a cabo en lineas celulares, sin embargo,
existen pocos reportes en cultivos primarios como son los de linfocitos. Por otro
lado, en ensayos realizados en nuestro laboratorio se ha demostrado que este
compuesto retrasa la proliferacion de los linfocitos humanos, por lo anterior es
importante evaluar los efectos que tiene el pentéxido de vanadio sobre los niveles
de la proteina Cdc25C y establecer este mecanismo como una via por la cual este

induciendo retraso en la proliferacion.

13



4. Hipoétesis

En estudios in vitro e in vivo se ha observado que los compuestos de vanadio
interactuan con las proteinas que controlan la proliferacion celular induciendo que
se retrase, por lo tanto si se administra pentéxido de vanadio a linfocitos humanos
tratados in vitro este sera capaz de modificar los niveles de la proteina fosfatasa

Cdc25C, lo cual puede causar cambios en la proliferacion.
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5. Objetivos

5.1. General
Evaluar el efecto del pentéxido de vanadio sobre los niveles de proteina Cdc25C

de linfocitos humanos tratados in vitro.

5.2. Particulares

o Evaluar la viabilidad celular después de la administracién de pentdéxido de
vanadio a concentraciones de 8, 16 6 32 pg/mL y tiempos de exposicion de 3, 24 y
48 horas en cultivos de linfocitos humanos usando la tinciéon dual de diacetato de

carboxifluoresceina y bromuro de etidio (CFDA/BrEt).

° Determinar el contenido de ADN de las fases del ciclo celular de linfocitos
humanos tratados con pentdxido de vanadio a concentraciones de 8, 16 6 32

Mg/mL expuestos a diferentes tiempos (3, 24 y 48 horas) por citometria de flujo.

o Evaluar los niveles de Cdc25C de linfocitos humanos tratados con
pentoxido de vanadio a concentraciones de 8, 16 6 32 pg/mL expuestos a

diferentes tiempos (3, 24 y 48 horas) mediante la técnica de western blot.

o Evaluar el estado fosforilado de Cdc25C mediante los niveles de p-Cdc25C
de linfocitos humanos tratados con pentéxido de vanadio a concentraciones de 8,
16 o 32 pg con diferentes tiempos de exposicidon (3, 24 y 48 horas) mediante la

técnica de western blot.
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6. Material y métodos

6.1. Reactivos

Para el desarrollo de los diferentes métodos se utilizaron los siguientes reactivos:
Histopaque® -1077, pentéxido de vanadio (V20s) CAS No. 1314-62-1, 5(6)-
diacetato de carboxifluorosceina (CFDA) mezcla de isbmeros, fosfato de sodio
monobasico (NaH2PO4), fosfato de sodio dibasico (Na2HPOs4), acido etileno
diamino tetracético (EDTA por sus siglas en inglés), nonidet P-40, vanadato de
sodio (NaVOas), de la marca Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis MO EUA; medio de
cultivo PB-MAX Karyotyping, soluciéon amortiguadora de fosfatos salina (PBS por
sus siglas en inglés), bromuro de etidio (Br-Et) de GIBCO, Invitrogen Corporation,
NY EUA; acrilamida, duodecilsulfato de sodio, N,N’-metileno-bis-acrilamida,
N,N,N,N-tetra-metil-etilenodiamina (TEMED), tris (hidroximetil)-aminometano (tris),
persulfato de amonio, de la marca Bio-Rad Laboratories, CA EUA; albumina de
suero bovino (BSA por sus siglas en inglés) inhibidores de proteasas, aprotinina y
leupeptina, anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano, anti-
Cdc25C (sc-55513), anti p-Cdc25C (sc-12354) y Tween-20 adquiridos de Santa
Cruz Biotechnology, Inc., CA EUA.

6.2. Separacion y cultivo de linfocitos

Se obtuvieron 10 mL de sangre de tres donadores por puncion venosa utilizando
el sistema Vacutainer® con heparina de sodio y se separaron los linfocitos con
ayuda de Histopaque en una proporcion 1:1 centrifugando a 1800 rpm por 32
minutos, se realizaron tres lavados con 10 mL de PBS entre cada uno de ellos se
centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos, el boton celular se resuspendié con un mL
de PBS y se determiné la densidad celular utilizando una camara de Neubauer.

Se sembraron alrededor de ocho millones de células en cinco mL de medio de
cultivo PB-Max Karyotyping (el cual contiene fitohemaglutinina que estimula la
proliferacion) por cada tratamiento y tiempo de exposicion, estos se incubaron a

37 °C. Veinticuatro horas después de haber iniciado el cultivo se les administré
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una de las siguientes concentraciones de V20s: 8, 16 6 32 pg/mL, se tuvo también
un grupo sin tratamiento, y se dejaron incubar a los diferentes tiempos de
exposicion: 3, 24 o 48 horas, esto se hizo por duplicado. Cabe mencionar que las
concentraciones y los tiempos de exposicion fueron determinados en estudios

realizados en el laboratorio.

6.3. Viabilidad

Al final de cada tiempo de incubacion, se realizé el analisis de viabilidad para cada
tratamiento siguiendo la técnica de Strauss 1991, con modificaciones. Se tomaron
10 pL de muestra y se mezcl6 con 10 uL de mezcla de colorantes 1:1 (0.125 pg/uL
de CFDA mas 0.025 pg/uL de Br-Et) incubandose en la oscuridad a 37 °C por 15
minutos, posteriormente se realizaron tres lavados con PBS vy al final se colocé la
muestra en un portaobjetos para evaluarse en el microscopio de fluorescencia
(Nikon Optiphot-2). La viabilidad se obtuvo clasificando 100 células considerando
como viables aquellas que presentaron su citoplasma con fluorescencias verdes y

no viables las que mostraron su nucleo de color rojo (Figura 1).

Figura 1. Fotografia que muestra como se evalua la viabilidad celular. Las células
viables se distinguen de las no viables por su coloracion, donde las viables

presentan fluorescencia verde y las no viables roja
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6.4. Contenido de ADN por citometria de flujo

Para llevar a cabo la determinacion, una vez concluido el tiempo de exposicion, las
células se fijaron con alcohol etilico al 70% frio por toda la noche. Al siguiente dia
se retird el alcohol y se les adiciond la solucién de tincion (0.1% Tritén X-100, 200
pMg/mL RNAsa A, 20 ug/mL de ioduro de propidio en PBS) incubandose durante 30
minutos a 37 °C en obscuridad. Posteriormente se realizd el analisis por citometria
de flujo adquiriendo al menos 10 000 células por muestra usando el citometro BD
FACSARIA™ Il (Becton Dickinson and Company, San José CA EUA). Los
respectivos histogramas se obtuvieron con el programa para computadora WIN
MDI version 2.9 desarrollado por J. Trotter y para calcular el porcentaje de células
en cada fase (G1, S, G2/M) se utilizé el programa CYLCHRED desarrollado por la

Universidad de Cardiff, ambos de libre acceso.

6.5. Obtencién de las proteinas

Las proteinas de los linfocitos se obtuvieron de la siguiente manera, los cultivos se
centrifugaron a 1800 rpm durante 8 minutos, el boton celular se lavd con PBS
centrifugandolo nuevamente. Se retir6 el sobrenadante y el boton fue
resuspendido con 120 yL de solucion amortiguadora de lisis (1% Triton X-100,
0.1% SDS, 0.5% desoxicolato de sodio, mas inhibidores de proteasas en PBS pH
7.4)y se pas6é a tubos eppendorf dejandose en refrigeracién a 4 °C por una hora y
media, al finalizar se centrifugaron los tubos a 12500 revoluciones por 12 minutos
a 4 °C para obtener las proteinas, y se determind su concentracién de acuerdo al
método de Bradford (1970) con la ayuda del reactivo “Protein Assay” (Bio-Rad)

empleando una curva patron de 1 mg/mL de BSA como parametro.

6.6. Deteccion de las proteinas Cdc25C y p-Cdc25C
Para conocer los niveles de expresién de Cdc25C se separaron las proteinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%, colocando 50 pg de muestra

mezclada con solucién amortiguadora de muestra 6x (30% glicerol, 10% SDS,
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0.012% azul de bromofenol, 0.6% de 2-betamercaptoetanol) a 100 voltios,
posteriormente fueron transferidas a una membrana sélida de fluoruro de
polivinilideno (PVDF por sus siglas en inglés) marca Bio-Rad por hora y media a
145 miliamperios.

A continuacién la membrana se lavd con solucion amortiguadora tris salina (TBS)
y se incubo por hora y media con solucién amortiguadora de bloqueo (TBS mas
0.5% Tween-20 (TTBS) con 7% de leche sin grasa) para que posteriormente se
incubara con el respectivo anticuerpo primario, anti-cdc25C, anti-p-Cdc25C
(1:2500) o el marcador de carga actina (1:2500) en TTBS, toda la noche a 4 °C
con agitacion.

Transcurrido este tiempo la membrana se lavo tres veces con TTBS para
incubarse con el anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG-HRP (0.3:10000) por
hora y media y al terminar este lapso se realizaron tres lavados con TTBS.

Para el revelado de las bandas correspondientes a cada proteina se utilizo el kit
Wester blotting Luminol Reagent de la marca Santa Cruz Biotechnology. La
proteina de interés fue detectada por autoradiografia como una banda, la
intensidad relativa de estas fueron analizadas utilizando el programa para
computadora ImageJ 1.45s del National Institutes of Health de Estados Unidos,

que es de libre acceso.

6.7. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se us6 el paquete estadistico spss version 2.5 a partir
del cual en cada ensayo realizado se utiliz6 la prueba t de Student con p<0.005
para conocer si hubo diferencias entre cada grupo tratado contra el grupo sin
tratamiento. Los datos presentados en los cuadros y las figuras estan

representados como la media + el error estandar de la media (EEM).
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7. Resultados

7.1. Efecto del pentdxido de vanadio sobre la viabilidad celular

En el Cuadro 1 se muestra los promedios para cada uno de los donadores mas el

promedio general. A las 24 y 48 horas se observaron diferencias estadisticamente

significativas en las concentraciones de 8, 16 y 32 ug/mL con respecto al grupo sin

tratamiento.

Cuadro 1. Viabilidad celular de los cultivos de linfocitos humanos tratados

con V20s por 3, 24 y 48 horas.

donador
Prueba A
0 g

8 ug

16 ug

32 ug
Prueba B
0 ug

8 ug

16 ug

32 ug
Prueba C
0 g

8 ug

16 ug

32 ug
Promedio
0 ug

8 ug

16 ug

32 ug

3 horas

96+1.0
96 +0.9
96+1.0
95+0.3

95+0.9
94 +0.3
94 +0.7
94 +0.7

96 + 0.7
95+0.6
93+0.9
94 +0.7

96 +0.5
95+04
94 +0.6
95+0.9

24 horas

97 £ 0.7
94 +0.3
95+0.3
95+0.9

96 + 0.7
93+1.5
91+0.6
94 +1.8

97 +0.6
94 +0.9
92+1.3
93+0.9

96 +0.4
94 +0.6
93+0.7
94 +0.7

48 horas

93+0.3
88 +1.7
91+1.0
89+1.5

95+1.2
89 +23
88 +2.1
88 +3.9

95+0.6
92 +0.6*
91+1.0*
90 +£1.5*

95+0.5
90 +1.02
90 +0.92
89 +1.32

* P < 0.05 vs. grupo sin tratamiento a su respectiva hora; 2: P < 0.05 vs.

grupo sin tratamiento en el promedio
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7.2. Efecto del pentéxido de vanadio sobre el contenido de ADN

Con respecto al contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo los resultados
se muestran en las Figuras 1, 2 y 3. A las 3 horas se observo incremento
significativo en la concentracién de 8 ug/mL en la fase G, el cual es consistente
con la disminucién en la fase S en esta misma concentracion, la fase G2 no
muestra cambios (Figura 2).

Para 24 horas en la fase G1 se presentd aumento en todas las concentraciones
comparado con el grupo sin tratamiento sin ser significativo, en la fase S hay
disminucién en los diferentes tratamientos siendo significativa en 8 pg/mL, al igual
que en los experimentos de las tres horas la fase G2 no presenta modificaciones
(Figura 3). En el caso de las 48 horas hubo incremento en todas las
concentraciones en G1 y disminucion para S y G2, estos cambios sin presentar

diferencias significativas (Figura 4).
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Figura 2. Porcentaje del contenido de ADN de linfocitos humanos tratados con
diferentes concentraciones de V205 por 3 horas, se muestra la media £+ EEM de
tres experimentos independientes cada uno por duplicado. *: P< 0.05 vs. grupo sin
tratamiento (t de Student).
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Figura 3. Porcentaje del contenido de ADN de linfocitos humanos tratados con
diferentes concentraciones de V205 por 24 horas, se muestra la media £+ EEM de
tres experimentos independientes cada uno por duplicado. *: P< 0.05 vs. grupo sin
tratamiento (f de Student).
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Figura 4. Porcentaje del contenido de ADN de linfocitos humanos tratados con
diferentes concentraciones de V205 por 48 horas, se muestra la media + EEM de
tres experimentos independientes cada uno por duplicado.

7.3. Efecto del pentéxido de vanadio sobre los niveles de las proteinas
Cdc25C y p-Cdc25C

En la Figura 5, 7 y 9 se presentan las imagenes de las bandas de proteinas
obtenidas en los diferentes tratamientos a las 3, 24 y 48 horas, respectivamente, y
en las Figuras 6, 8 y 10 las intensidades relativas de los niveles de las proteinas
Cdc25C y p-Cdc25C (fosforilada), los datos fueron normalizados con respecto al
control.

En los resultados podemos ver que a las 3 horas de exposicion se presento
aumento en Cdc25C en todas las concentraciones el cual no es significativo, y
para p-Cdc25C disminucion el cual es significativo en la concentracion de 16
Mg/mL en comparacion con el grupo sin tratamiento (Figura 6). A las 24 horas
Cdc25C tuvo disminucion en 8 y 32 ug/mL, asimismo p-Cdc25C disminuye en
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todas las concentraciones siendo significativo para 32 pg/mL (Figura 8).
Finalmente, en el tiempo de exposiicion de 48 horas, Cdc25C disminuye en todas
las concentraciones asi como p-Cdc25C siendo significativa en las

concentraciones de 8 y 16 ug con respecto al grupo sin tratamiento (Figura 10).

0 yg/mL 8 yg/mL 16 pg/mL 32 ug/mL

Actina

Figura 5. Fotografias de las bandas de las proteinas Cdc25C, p-Cdc25C y actina
de los cultivos de linfocitos tratados con V205 por 3 horas.
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Figura 6. Intensidad relativa de las proteinas Cdc25C y p-Cdc25C de linfocitos
humanos tratados con diferentes concentraciones de V20s por 3 horas. Se
muestra la media £ E.E.M de tres experimentos independientes por duplicado. *: P
< 0.05 vs sin tratamiento (t de Studen)
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Figura 7. Fotografias de las bandas de las proteinas Cdc25C, p-Cdc25C y actina
de los cultivos de linfocitos tratados con V205 por 24 horas.
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Figura 8 Intensidad relativa de las proteinas Cdc25C y p-Cdc25C de linfocitos
humanos tratados con diferentes concentracionesde V205 por 24 horas. Se
muestra la media £ E.E.M de tres experimentos independientes por duplicado. *: P
< 0.05 vs sin tratamiento (t de Student)
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Figura 9. Fotografias de las bandas de las proteinas Cdc25C, p-Cdc25C y actina

de los cultivos de linfocitos tratados con V205 por 48 horas.
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Figura10. Intensidad relativa de las proteinas Cdc25C y p-Cdc25C de linfocitos
humanos tratados con diferentes dosis de V205 por 48 horas. Se muestra la media
+ E.E.M de tres experimentos independientes por duplicado. *: P < 0.05 vs sin
tratamiento (t de Student)
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8. Discusion

En este trabajo se observd que la administracion del V205 a los cultivos de
linfocitos humanos no induce cambios en la viabilidad celular y tampoco sobre el
contenido de ADN, pero disminuye los niveles de las proteinas Cdc25C vy

fosforilada (p-Cdc25C) en todos los tiempos de exposicion.

8.1. Efecto del V205 sobre la viabilidad de linfocitos humanos tratados in
vitro.

La viabilidad celular determinada por la adicion de los fluorocromos CFDA y BrEt
permite distinguir entre las células viables de las no viables debido a que la CFDA
es permeable en la membrana celular y puede reaccionar con esterasas
citoplasmaticas generando una fluorescencia de color verde, mientras que el BrEt
solo ingresa a la célula si la membrana se encuentra dafada logrando asi
intercalarse con los acidos nucleicos generando fluorescencia roja (Strauss, 1991).
Los resultados de este trabajo no mostraron cambios en la viabilidad de los
cultivos. Lo mismo sucede cuando administraron este compuesto a cultivos de
leucocitos humanos en concentraciones de 1, 2, 4 y 8 ug/mL con diferentes
tiempos de exposicion 2, 4 y 6 horas (Rodriguez-Mercado et al., 2011), de igual
manera el tratamiento en linfocitos con las mismas concentraciones por 48 horas
(Mateos Nava, 2012). Asimismo, Rojas et al., (1996) observaron que fue superior
al 95% al tratar a leucocitos y linfocitos humanos por 2 y 24 horas en
concentraciones de 0.3, 30 y 3000 uM utilizando el ensayo azul de tripano, cabe
destacar que las concentraciones administradas en este trabajo estan entre los 44
a 176 uM.

Lo anterior indica que el V205 no modifica la viabilidad de células sanguineas
humanas, sin embargo, en estudios in vifro se ha observado que altera la
proliferacion, evidenciado por la disminucién de los indices mitético y de
replicacion, incrementando el tiempo promedio de proliferacion. Es por ello que en
este trabajo se estudié sus efectos sobre el contenido de ADN asi como en los
niveles de las proteinas que la controlan (Roldan y Altamirano, 1990; Rodriguez-
Mercado et al., 2011).
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8.2. Efecto del V205 sobre el contenido de ADN de linfocitos humanos
tratados in vitro.

En los resultados se observo que el contenido de ADN presento acumulacién de
nucleos en la fase G1 solo a las tres horas de exposicién, sin que haya cambios en
las demas horas. Existen pocos trabajos que hablan del efecto del V205 sobre el
contenido de ADN en cultivos primarios, en un estudio se determiné que al
administrar 8 ug/mL de tres éxidos de vanadio (trioxido, tetradxido y pentoxido) a
linfocitos humanos, estos no inducen cambios significativos sobre alguna fase en
especifico del ciclo (Rodriguez-Mercado, 2006). Otros ensayos con sales de
vanadio reportan que el metavanadato de amonio (NH4VOs) en celulares de
cancer de pecho humano MCF7 indujo retraso del ciclo en la transicion G1/S
acompanado de incremento en la apoptosis a concentraciones de 250 uM por 36
horas (Ray et al., 2006), esto sucede al administrar bisacetilacetonato de vanadilo
[VO(acac)z], en estado de oxidacion IV, de manera concentracién, 100 a 800 uM, y
tiempo, 8 a 24 horas, dependiente en células de cancer de higado HepG2 (Fu et
al., 2008).

Este efecto podria deberse por algun dafio causado en el ADN durante la
exposicion de los cultivos al V205 y con esto proteinas reguladoras del ciclo como
p53 y p21 inhiban la funcién de los complejos Ciclina-Cdk que intervienen en las
fases G1y S y propicien el retraso a esa hora ya que se sabe que el V205 induce
dafo primario a la molécula del ADN en concentraciones de 1 a 8 uyg/mL durante
tiempos de exposicidn que van de 2 hasta 6 horas en linfocitos humanos el cual se
ve disminuido si se retira el compuesto del medio, tardando en promedio 120
minutos en recuperarse los cultivos (Rodriguez-Mercado et al., 2011). Ademas, se
ha observado que induce la sobreexpresion de ciclina E y Cdk2, disminucion de
ciclina D1 y Cdk4 y aumento en p53 y p21 en concentraciones de 2 a 16 ug/mL de
este compuesto en el mismo modelo de prueba, expuestas por 24 horas (Mateos-
Nava, 2012).

Resultados parecidos se observaron en lineas celulares con otros compuestos de
vanadio donde el ortovanadato de sodio (NasVOs) causo decremento del

porcentaje de células en fase G1 por la disminucion de expresién de ciclina D1 y
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aumento en p21, todo esto llevado a cabo en células de carcinoma papilar de
tiroides (TPC-1) (Gongalves et al., 2011), efectos similares se observan sobre
células de epidermis de raton C141 donde el tratamiento con metavanadato de
sodio (NaVOs) produce aumento del porcentaje de células en fase S e incremento
de expresion de ciclinas E y A de manera concentracion, 0 a 50 uM, y tiempo, 0 a
24 horas, dependiente, efecto que se debe al aumento en la actividad de la cinasa
Akt (Zhang et al., 2004). También la capacidad de producir especies reactivas de
oxigenos (ERO) por parte de los compuestos de vanadio tiene efectos
moduladores sobre el ciclo celular, ya sea por la activacion de p53 y p21 o la
inhibicion de proteinas tirosina fosfatasas como Cdc25C, estimulando o inhibiendo
la funcién de estas proteinas reguladoras promoviendo cambios en la proliferacion
(Zhang et al., 2000, 2001; Yan y Wenner, 2001; Suzuki et al., 2007).

Mecanismos de detencién del ciclo celular a nivel de la inactivacion de Cdc25C o
induccién de un paro momentaneo afectando a Cdc25A para dar tiempo a la
activacién de p53 y p21 causando un bloqueo sostenido (Bartek y Lukas, 2001)
son rutas que pueden estar siendo activadas por este metal como se ve en
diversos estudios reportandose que este y sus compuestos causan la inhibicién de
Cdc25A, inactivacion de Cdk2, hipofosforilacion de RB, dando lugar a la detencion
del ciclo en la transicion G1/S y la induccion de apoptosis independiente de p53
(Scrivens et al., 2003).

Finalmente, los resultados mostrados no muestran claro efecto por parte del V205
en alguna fase especifica comparandolos con otros trabajos, por lo tanto, resulta
interesante seguir investigando los mecanismos que produce el V205 que
modifiquen las funciones de las proteinas reguladoras del ciclo como es el caso de

Cdc25C en cultivos primarios.

8.3. Efecto del V205 sobre los niveles de Cdc25C y p-Cdc25C de linfocitos
humanos tratados in vitro.
Dentro de las proteinas que regulan la transicion de una fases a otra se

encuentran las fosfatasas Cdc25 (ciclo de division celular 25) que se encargan de
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desfosforilar residuos de treonina y tirosina presentes en las Cdk activando a los
complejos Ciclina-Cdk (Sur y Agrawal, 2016). En las células de mamiferos se
presentan tres isoformas llamadas Cdc25A, B y C, Cdc25A se encarga de la
transicion G1/S y tanto Cdc25B y C en la G2/M aunque a falta de estas dos
Cdc25A puede realizar la progresion de todo el ciclo. En el caso de Cdc25C es
una proteina nuclear cuyos niveles se mantienen constantes en el transcurso del
ciclo celular. Durante la interface se mantiene fosforilada y unida a la familia de
proteinas 14-3-3 que la mantienen en el citoplasma. Sin embargo, en el nucleo, en
el caso que se produzca dafo a la molécula de ADN es fosforilada y exportada
al citoplasma para bloquear la activacion de Ciclina B-Cdk1 induciendo retraso en
la proliferaciéon (Sury Agraval, 2016).

Estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio evaluando el efecto del V205
sobre los niveles de Cdc25C en linfocitos mostraron que provocaba aumento
sobre esta proteina pero no se sabia si se encontraba activa o no (Mateos-Nava,
2017) por lo que se decidio determinar su estado fosforilado, ya que se sabe que
los compuestos de V inhiben a Cdc25C por su analogia al fosfato (Scrivens,
2003).

En el presente trabajo se encontré que el V205 causa disminucién a las 24 y 48
horas en Cdc25C. Trabajos en lineas celulares reportan que la administracién de
NaVOs a cultivos de células A549 a concentraciones de 10 a 200 uM y tiempos de
0 a 48 horas inducen la disminucién de los niveles de Cdc25C de manera dosis y
tiempo dependiente acompafiado de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (Zhang et al., 2001, 2003). Efectos similares produce este mismo
compuesto sobre cultivos de células PC-3 sin alguna modificacion sobre la otra
isoforma Cdc25A (Liu et al., 2012)

Esta misma disminucién se presenté al administrar [VO(aca)z] y NaVOs en lineas
celulares tumorales pancreaticas AsPC-1 a concentraciones de 50, 100 y 200 yM
por 16 horas induciendo el retraso del ciclo celular en la fase G2/M (Wu et al.,
2016).

En cuanto a la relacion de Cdc25C y su contraparte fosforilada se observo que

Cdc25C se encuentra activa después de la administraciéon del metal evidenciado
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por la disminucion de p-Cdc25C y a pesar de que Cdc25C presento disminucion
este efecto pudo ser causado por algun mecanismo que induzca retraso en su
entrada al nucleo o bien en alguna fase del ciclo celular que no esté relacionada
con G2. Sobre esto ultimo se sabe que el estrés hiperosmético o la disrupcién de
los microtubulos provocan modificaciones sobre Cdc25C via p38 MAPK (Karlsson-
Rosenthal y Millar, 2006). Estudios realizados sobre células A549 usando NaVOs
demuestran que esta sal de V produce un aumento dosis dependiente, 10 a 200
MM, en p38. A si mismo el V205 a concentraciones de 0.001-0.1 pyM en linfocitos
humanos inhibe la formacion de los microtubulos impidiendo su funcién (Ramirez
et al., 1997, Zhang et al., 2003).

También, se ha demostrado en células de cancer de prostata que la
administracion de metavanadato de sodio (NaVOs) detiene la proliferacién en la
transicion G2/M mediante la degradacion de Cdc25C en concentraciones de 50 a
200 uM a través de la formacion de perdxido de hidrogeno (H202) (Tong-Tong et
al., 2012) y sobre la linea celular epitelial de alveolos humanos tipo Il A549 en
concentraciones de 10 a 200 yM produjo la formaciéon de H202 lo cual provocoé la
detencién del ciclo en la fase G2/M por el incremento de p21 y Chk1 y la
disminuciéon de Cdc25C, asi como el bloqueo de Ciclina B-Cdk1 (Zhang et al.,
2003).

Finalmente a partir de estos resultados se podrian realizar experimentos sobre las
demas isoformas de Cdc25 y en algun momento estudiar el comportamiento a
nivel de ARN mensajero de Cdc25C para ver los efectos de este 6xido sobre la
expresion del gen que codifica para esta proteina mediante la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real RT-PCR por sus siglas en

ingles.
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9. Conclusiones

e EI V205 no es citotoxico ya que no induce cambios sobre la viabilidad

celular de los cultivos en ningun tiempo de exposicion.

e La administracion de V205 induce retraso sobre el ciclo celular
posiblemente en las fases G1 0 S debido a que a las 3 y 24 horas se
obtuvieron diferencias considerables en la concentracién de 8 pg. Por otra
parte, el V205 incrementa los niveles de p53 y p21, lo que contribuye con

esta detencion.

e EI V205 disminuye los niveles de la fosfatasa Cdc25C a las 24 y 48 horas,
efecto que se ha visto en otros compuestos de vanadio. Por otra parte,
puede ser que esta disminucién esté relacionada con la activacion de otras

proteinas que controlan la division celular.

e La relaciéon entre Cdc25C y p-Cdc25C después del tratamiento con V205
demostré que Cdc25C se encuentra activa, debido a que en todos los
tratamientos la contraparte fosforilada e inactiva se mantiene por debajo de
los niveles de Cdc25C.
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