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RESUMEN 
	
El cáncer de pulmón es la neoplasia maligna más frecuente a nivel mundial por lo 
que representa un problema de salud pública. Es una enfermedad que se diagnostica 
en estadios avanzados para la cual se emplea frecuentemente cisplatino. Dicho 
compuesto induce daño al DNA, estrés oxidante, arresto del ciclo celular y apoptosis, 
por lo que se asocia con efectos tóxicos tanto en células normales como en células 
de cáncer, por lo tanto, el desarrollo de nuevas moléculas, que eviten estas 
desventajas es una prioridad. Diferentes compuestos de origen metálico han 
mostrado actividad antitumoral en estudios in vitro e in vivo. El vanadio es un metal 
de transición con diferentes estados de oxidación, algunos compuesto de vanadio 
con valencias +4 y +5, inducen efectos citotóxicos, modificación de vías de 
transducción de señales, arresto del ciclo celular y apoptosis en diferentes tipos de 
cáncer.  
 
En el presente trabajo se evaluó el efecto de VOSO4 y NaVO3 sobre proteínas que 
participan en diferentes vías de muerte en la línea celular A-549 que deriva de 
adenocarcinoma pulmonar.  
 
Los ensayos de viabilidad y muerte celular de los compuestos de vanadio, se 
analizaron por citometría de flujo. La expresión de las diferentes proteínas anti y 
proapoptóticas fueron evaluadas por Western blot. Mientras que los niveles de ROS 
y NO se determinaron mediante los ensayos de diclorodihidrofluoresceína y de 
Griess, respectivamente. 
 
El vanadio inhibió la viabilidad celular de manera dependiente del tiempo, la 
concentración, la valencia y el compuesto. La expresión de la fosfatidilserina en las 
células tratadas con 25-50 µM de VOSO4 durante 24 y 48 h fue mucho menor que en 
las células tratadas con cisplatino. El efecto sobre la expresión de la fosfatidilserina 
en la membrana celular alcanzó su valor máximo después de 24 h de tratamiento con 
la concentración más baja de NaVO3, dicho efecto solo se observó en la 
concentración de 100 µM después de 48 h de exposición, similar a la expresión 
observada en las células tratadas con cisplatino. 
 
En relación a la expresión de proteínas anti y proapoptóticas; los tratamientos con los 
compuestos de vanadio durante 24 h disminuyeron la expresión de Bax, Bcl-2, 
Caspasa-3 y FasL al compararlos con el grupo control. La expresión de Bax después 
de 48 h de tratamiento disminuyó en presencia de VOSO4, mientras que se comportó 
de manera opuesta con el estímulo de NaVO3. En lo que respecta a la expresión de 
Caspasa-9, se observó un incrementó con la concentración de 25 µM de NaVO3, sin 
embargo con las concentraciones de 50 y 100 µM de ambos compuestos no se 
observó expresión de dicha proteína. En tanto que la expresión de Caspasa-7 solo 
se observó en el grupo cisplatino. Además la expresión de Caspasa-8 solo se 
observó posterior a las 48 h con las concentraciones de 25 µM de VOSO4 y 50-100 
µM de NaVO3.  
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La expresión de Caspasa-1 disminuyó a las 48 h de tratamiento lo cual fue 
independiente del compuesto de vanadio. En el caso de la expresión de NO, esta no 
se modificó con ninguna de las concentraciones o compuestos que se utilizaron al 
compararlos con el grupo control. De manera interesante el nivel de ROS incrementó 
de forma drástica, observando la mayor expresión en la concentración de 100 µM de 
VOSO4. 
 
En conclusión nuestros resultados sugieren que VOSO4 y NaVO3 inducen muerte 
celular a través de un mecanismo no identificado, ya que no se observaron cambios 
en la concentración de proteínas apoptóticas evaluadas, sin embargo los niveles de 
ROS incrementaron de manera significativa en las células estimuladas con VOSO4 
por un mecanismo distinto a los descritos actualmente. 
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ABSTRACT 
 
Lung cancer is the most common diagnosed malignancy worldwide and it is a public 
health problem. It is diagnosed in advanced stages and the elective treatment is 
cisplatinum. This compound induces DNA damage, oxidative stress, cell cycle arrest 
and apoptosis; also, it is associated with notorious toxic effects in both normal and 
cancer cells; therefore, the development of new molecules, which overcome these 
disadvantages, would be a priority. Several metal compounds with proven in vitro and 
in vivo antitumor activity have been considered. Vanadium is a transition element with 
different oxidation states; several vanadium compounds with valences +4 and +5 
exhibit cytotoxic effects, disruption of cellular signal transduction pathways, cell cycle 
arrests and apoptosis effect on various cancer types. 
 
In this work, we evaluated the effects of VOSO4 and NaVO3 on proteins involved in 
different cell death pathway in lung adenocarcinoma cell line A-549. 
 
The effects of vanadium compounds on the viability and phosphatidylserine 
translocation were analyzed by flow cytometry. The expression of various proteins 
was evaluated by western blot. Whereas the level of reactive oxygen and nitrogen 
species were determined by dichlorodihydrofluorescein and Griess methods 
respectively. 
 
Vanadium inhibited cell viability in concentration, time, valence and, compound-
dependent manner. Phosphatidylserine expression on cells treated with 25-100 µM 
VOSO4 after 24 and 48 h exposure was much lower than the cisplatinum-treated 
cells. The effect of 24 h exposure to NaVO3 enhanced the cell membrane 
phosphatidylserine expression that reached its maximal value at low concentration 
and after 48 h of treatment with 100 µM, the latter was identical to that was induced 
by cisplatinum treatment. 
 
Whereas anti- and pro-apoptotic proteins expression, treatment with vanadium 
compounds for 24 h decreased the expression of Bax, Bcl-2, Caspase-3 and, FasL 
compared to the untreated cells. Bax expression after 48 h exposure diminished at 
the presence of VOSO4, but NaVO3 induced an increase in its expression. Respect to 
Caspase-9 expression increased at low concentration (25 µM) of NaVO3, but at 50-
100 µM concentrations both vanadium compounds it was undetectable. Caspase-7 
was only expressed in cisplatinum-treated cells. Interestingly, Caspase-8 expression 
only was observed when cells were treated for 48 h with 25 µM VOSO4 and 50-100 
µM NaVO3.  
 
With respect to Caspase-1, the expression diminished after 48 h treatment with either 
compound. NO expression remained unaltered in all the treatments with both 
vanadium compounds. ROS levels were greatly enhanced with both compounds 
although the highest VOSO4 concentration induced higher expression. 
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Our results suggest that VOSO4 and NaVO3 induced cell death through an 
unidentified mechanism, as we did not observe an increase pro-apoptotic and a 
decrease in anti-apoptotic proteins concentrations, but ROS expression was greatly 
enhanced particularly in VOSO4-treated cells triggered by mechanisms different to 
those described so far. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, dentro de las 

neoplasias conocidas se sabe que el cáncer de pulmón es el que presenta mayor 

incidencia y mortalidad [1]. Existen diversos tratamientos para erradicar o controlar 

esta enfermedad, dentro de los cuales se puede mencionar la resección quirúrgica, la 

radioterapia, la inmunoterapia y la quimioterapia; esta última tiene efectos citotóxicos, 

tanto en células tumorales como en las no transformadas, lo que conlleva a generar 

efectos deletéreos en la calidad de vida de los pacientes [2]. Por lo cual es 

importante encontrar alternativas terapéuticas que generen efectos secundarios 

reducidos comparados con los agentes quimioterapéuticos actuales.  

 

En años recientes la búsqueda de principios activos novedosos se ha dirigido a los 

compuestos de origen metálico [3, 4]. Dentro de estos compuestos destacan los 

derivados del vanadio que en estudios in vitro e in vivo han reportado posibles 

propiedades terapéuticas contra diversas enfermedades [5].  

 

El vanadio es un metal de transición que se encuentra en forma aniónica y catiónica 

con seis estados de oxidación. Se ha mostrado que en células cancerígenas los 

compuestos de vanadio con valencias +4 y +5 promueven la activación de vías de 

señalización y factores de transcripción desencadenando efectos citotóxicos, 

antiproliferativos y apoptóticos; sin embargo, los mecanismos por los cuales actúan 

los compuestos de vanadio no se han dilucidado [5-7]. 
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1.1. CÁNCER 
 
1.1.1. Definición 
 
El cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la capacidad de 

transformar y malignizar una célula o un grupo de células normales, este evento se 

desarrolla y establece mediante una serie organizada de alteraciones conocidas 

como sellos del cáncer entre las que se incluyen: evasión de señales 

antiproliferativas, señales de crecimiento independientes, activación de invasión y 

metástasis, inducción angiogénica, replicación ilimitada, reprogramación metabólica, 

evasión del sistema inmune y resistencia a la muerte celular [8-10]. 

 
1.2. CÁNCER DE PULMÓN  
 
De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2018 se ha estimado 

que el número de casos nuevos es de aproximadamente de 18.1 millones, de los 

cuales se reportan 9.6 millones de defunciones. Entre las neoplasias conocidas, el 

cáncer de pulmón es la más común tanto en incidencia como en mortalidad (1.8 

millones de muertes) [1, 11, 12]. 

 

El cáncer de pulmón actualmente registra 2.1 millones de nuevos casos al año lo 

cual representa el 11.6% de las neoplasias diagnosticadas [13]. La mayoría de los 

pacientes presentan tumores con crecimiento local avanzado al momento de la 

detección, debido a que la enfermedad en estadios tempranos presenta síntomas 

inespecíficos, el diagnóstico se realiza en estadio avanzados (III o IV) por lo que la 

línea de tratamiento a la que se recurre es la quimioterapia y tiene una supervivencia 

no mayor a cinco años [14-17].  

 

Se consideran como factores de riesgo para el desarrollo de cáncer de pulmón: la 

edad, el sexo, la etnia, la herencia y la susceptibilidad genética, la dieta, la 

exposición a xenobióticos a través del tabaquismo tanto activo como pasivo, entre 

otros [18-21]. 
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1.2.1. Clasificación 
 
El carcinoma pulmonar es una enfermedad heterogénea la cual se clasifica en dos 

categorías con relevancia patológica y clínica [22, 23]: 

 

 

a) Cáncer pulmonar de células pequeñas (SCLC) que representa cerca del 15% 

de los casos de cáncer de pulmón, se caracteriza por una rápida proliferación 

y se asocia con el consumo de tabaco [24]. 

b) Cáncer pulmonar de células no pequeñas (NSCLC), el cual constituye 

aproximadamente el 85% de los tipos de cáncer, se subdivide en cáncer de 

células indiferenciadas (15%), cáncer de células escamosas (30%) ambos 

muestran una fuerte relación con el tabaquismo y el adenocarcinoma (60%) 

que es el tipo más común en pacientes no fumadores [23-26]. 

 

Otra forma de clasificar al cáncer de pulmón desde el punto de vista clínico es 

utilizando el sistema TNM propuesto en 1943 por Pierre Denoix en el cual se 

describe cómo el cáncer evoluciona en los pacientes, proporciona información para 

realizar el seguimiento de la enfermedad y diseñar el tratamiento. Este sistema se 

basa en tres componentes (Tabla 1): tamaño del tumor primario (T), invasión de 

nódulos linfáticos adyacentes (N) y metástasis a distancia (M) [27-29]. Las diferentes 

combinaciones de TNM permiten agrupar al cáncer en cuatro estadios (Tabla 2); en 

la etapa I el cáncer se localiza en el pulmón sin afectar los nódulos linfáticos o 

metástasis. Cuando el tumor se ha diseminado a nódulos linfáticos adyacentes o 

genera efectos en la pleura visceral se considera etapa II. Mientras que en la etapa 

III las células neoplásicas se diseminan a nódulos linfáticos del mediastino, del cuello 

e incluso en aquellos localizados de manera intrapulmonar en ambos pulmones. 

Finalmente, el proceso de metástasis a distancia se reconoce como la etapa clínica 

IV [30-32].  
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Tabla 1. Clasificación TNM del cáncer de pulmón 
 

T: Tumor primario 
Descripción 

 
Tx 

No pueden ser evaluados al no ser visualizados en imagen. Las células 
cancerosas se observan en muestras de esputo u otros líquidos pulmonares 

 T0 Sin evidencia del tumor primario 
 

Tis 
Carcinoma in situ. El tumor se encontró solo en las capas superiores de las 
células que recubren las vías respiratorias, sin invadir los tejidos pulmonares 
más profundos 

 
T1 

a ≤ 1 cm  
En su diámetro mayor esta rodeado por pulmón o 
pleura visceral sin evidencia de invasión 

b > 1 cm a ≤ 2 cm 
c > 2 cm a ≤ 3 cm 

 
T2 

a > 3 cm a ≤ 4 cm Afecta a los bronquios, invade la pleura visceral, 
atelectasia obstructiva (total o parcial) e invasión local 
del diafragma b > 4 cm a ≤ 5 cm 

 
T3 

 
> 5 cm a ≤ 7 cm 

Invasión local de la pared torácica, pericardio parietal y 
nervio frénico, así como tumor satélite en el mismo 
lóbulo 

 
T4 

 
> 7 cm 

Tumor satélite en diferente nódulo (en el mismo 
pulmón). Invasión del mediastino, traque, corazón, 
esófago, vertebra, carina y nervio laríngeo inferior 

N: Invasión de nódulos linfáticos adyacentes 
Descripción 

Nx No se puede evaluar el daño de los ganglios linfáticos  
N0 No existe daño de los ganglios linfáticos 
N1 Metástasis en ganglios linfáticos peribronquiales y/o hiliares e 

intrapulmonares ipsilaterales en el mediastino 
N2 Metástasis en ganglios linfáticos en el mediastino ipsilaterales y/o 

subcarinales 
N3 Metástasis en ganglios linfáticos en el mediastino contralaterales, hiliares 

contralaterales, escaleno o supraclavicular ipsilaterales o contralaterales 
M: Metástasis a distancia 

Descripción 
M0 Sin metástasis a distancia 
M1 Presencia de metástasis a distancia 
 

M1 
a Nódulos tumorales presentes en lóbulo contralateral, tumor con nódulos 

pleurales o derrame pleural maligno 
b Metástasis única extratorácica 
c Metástasis múltiples extratorácica en uno o varios órganos 
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Tabla 2. Clasificación del cáncer de pulmón por estadios clínicos 
 

Estadio T N M 
Oculto Tx N0 M0 

Estadio 0 Tis N0 M0 
Estadio IA T1a – T1c N0 M0 
Estadio IB T2a N0 M0 
Estadio IIA T2b N0 M0 

 
Estadio IIB 

T1a – T1c N1 M0 
T2a – T2b N1 M0 

T3 N0 M0 
 

Estadio IIIA 
T1a – T1c N2 M0 
T2a – T2b N2 M0 

T3 N1 M0 
T4 N0-N1 M0 

 
Estadio IIIB 

T1a – T1c N3 M0 
T2a – T2b N3 M0 

T3 – T4  N2 M0 
Estadio IIIC T3 – T4 N3 M0 
Estadio IVA Cualquier T Cualquier N M1a – M1b 
Estadio IVB Cualquier T Cualquier N M1c 

 
 
1.2.2. Tratamiento 
 
Una vez que se establece la clasificación y estadio clínico del tumor pulmonar se 

procede a seleccionar el tratamiento más adecuado para el paciente. Dentro de las 

modalidades terapéuticas que se puede seleccionar están:  

 

Cirugía: Es el procedimiento recomendado cuando el cáncer de pulmón se detecta 

en los estadios clínicos I y II, en este procedimiento deberá extirparse todo tejido que 

contenga al tumor y los nódulos linfáticos adyacentes. En la intervención quirúrgica 

se puede quitar una parte del tejido pulmonar o todo un pulmón [30, 33]. 

 

Radioterapia: Es el uso de energía ionizante en dosis de 50-60 Gray, que permite 

destruir células cancerosas y reducir el tamaño de algunos tumores en estadio III, 

puede considerarse un tratamiento radical, adyuvante o paliativo [34-36]. 
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Quimioterapia: Este método se considera como la primera línea de tratamiento en 

estadios III y IV del cáncer de pulmón, los fármacos se administran vía oral o 

intravenosa en ciclos (de tratamiento–descanso). A pesar de conocer un amplio 

espectro de agentes antineoplásicos generalmente se utilizan esquemas basados en 

compuestos derivados del platino, tales como el carboplatino, el oxaliplatino y el cis-

diaminodicloroplatino II, conocido con el nombre de cisplatino [37-40].  

 
 
1.3. COMPUESTOS PLATINADOS 
 
Los compuestos platinados constituyen la clase de medicamentos con más uso en el 

tratamiento contra el cáncer; cerca del 50% de los pacientes diagnosticados con esta 

enfermedad que reciben quimioterapia son tratados con cisplatino, carboplatino u 

oxaliplatino. Estos tres fármacos se caracterizan por poseer un átomo de platino (Pt) 

al centro, dos grupos amino (NH2) o amoníaco (NH3) y dos ligandos aniónicos (en los 

cuales difieren) formando una estructura química plana y cuadrada (Figura 1) [39, 

41], compartiendo un mecanismo de acción generalizado.  

 

Figura 1. Estructura química de los compuestos platinados. 
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1.3.1. Mecanismo de acción de los compuestos anticancerígenos platinados  
 
El mecanismo clásico de acción de los agentes platinados implica cuatro pasos 

clave: atracción celular, activación, unión al DNA y apoptosis, los cuales se describen 

a continuación [39, 42, 43]. 

 

i. Atracción celular: Para acceder a la célula puede realizarlo a través de difusión 

pasiva o por transporte activo. La captación de cisplatino se vincula con los niveles 

de expresión de transportadores de cationes orgánicos (OCT) [44-46].  

 

ii. Activación/Hidrólisis: Una vez dentro de la célula el compuesto platinado 

sustituye sus ligandos aniónicos por moléculas de agua (H2O) adquiriendo carga 

positiva, la cual lo vuelve un compuesto electrofílico que se puede unir a las bases de 

DNA, generando aductos intracatenarios o intercatenarios [39, 47, 48]. 

 

iii. Unión al DNA: Las moléculas platinadas se unen al DNA en el sitio más 

nucleófílico de la guanina que es la posición N7. Las células cuyo DNA se ha dañado 

por la presencia de los compuestos de platino tienen la capacidad de detener el ciclo 

celular en la fase G2/M e intentar reparar el daño mediante la maquinaria de 

reparación de escisión de nucleótidos [49-51]. 

 

iv. Apoptosis: Si la célula es incapaz de reparar el daño, ésta incrementa la 

expresión de proteínas que se relacionan con la muerte celular [37, 39, 52]. Entre los 

mecanismos moleculares (Figura 2) implicados en la inducción de apoptosis, se 

encuentran la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno 

(RNS), modulación de las señales de calcio, activación de caspasas, inhibición de 

proteínas antiapoptóticas y glutatión (GSH), activación de p53 a través de las vías 

ATM y ATR, cambios en la regulación de las vías de las cinasas (PKC, ERK, MAPK, 

JNK, AKT, c-Abl), ineficiencia de mecanismos de reparación de daño al DNA y 

modulación de la expresión de genes [37, 38, 42, 43]. Sin embargo, estos efectos 

también se llevan a cabo en las células que no se han transformado, por lo que el 

tratamiento con los compuestos platinados se asocia con la inducción de 
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cardiotoxicidad, gastrotoxicidad, hemotoxicidad, hepatotoxicidad, mielosupresión, 

nefrotoxicidad, neurotoxicidad, ototoxicidad y reprotoxicidad [37, 40, 53-55].  

 

Si bien los compuestos platinados son los antineoplásicos más efectivos y con más 

amplio uso para combatir diferentes tipos de cáncer principalmente de origen 

epitelial, se deben considerar los efectos adversos que genera, por lo que es 

necesario el desarrollo y empleo de nuevos compuestos que, en combinación con los 

agentes quimioterapéuticos actuales o por sí solos, constituyan una estrategia más 

eficiente y menos tóxica para erradicar el cáncer. 
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Figura 2. Mecanismo clásico de acción de los quimioterapéuticos platinados. i) atracción celular,                   
ii) activación/hidrólisis, iii) unión al DNA y iv) inducción de apoptosis a través de diferentes mecanismos 
moleculares. 
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1.4. COMPUESTOS MÉTALICOS EN EL TRATAMIENTO DE CÁNCER 
 
En la actualidad diversos grupos de investigación se han enfocado en el desarrollo 

de nuevos agentes antineoplásicos de origen metálico. Estos compuestos tienen 

distintas características como el estado de oxidación, número y tipo de ligandos, 

estructura geométrica, carga eléctrica, entre otros [3, 56, 57]. Se ha demostrado en 

modelos in vitro e in vivo la actividad antitumoral que ejercen los compuestos 

derivados de elementos tales como antimonio, arsénico, bismuto, cobalto, cobre, 

estroncio, galio, hierro, iridio, manganeso, molibdeno, níquel, oro, osmio, plata, 

platino, rodio, rutenio, titanio, zinc y vanadio. Entre los diferentes mecanismos de 

acción inducidos por los compuestos metálicos destacan la formación de aductos y la 

fragmentación de DNA, inhibición de PARP-1, de las tirosinas y de la tiorredoxina 

reductasa, arresto del ciclo celular, inducción de ROS y apoptosis [3, 4, 56-60]. 

Algunos de estos mecanismos se han observado en un gran número de estudios 

donde se emplean diversos compuestos de vanadio [5]. 

 
1.5. VANADIO 
 
1.5.1. Generalidades 
 
El vanadio (V), es un elemento de transición que pertenece al grupo VB de la tabla 

periódica, se encuentra distribuido de forma abundante en la corteza terrestre, se 

caracteriza por presentar seis estados de oxidación (-1 al +5), pasa de un estado a 

otro a través de reacciones de óxido-reducción; los tres estados de oxidación con 

funciones biológicas reconocidas son +3, +4 y +5 [61-63]. El vanadio tiene la 

capacidad de presentarse como anión o catión; en condiciones fisiológicas el vanadio 

predomina como anión vanadato (VO4
3-) y como catión vanadilo (VO2+) [7, 64, 65].  

 

Los compuestos de vanadio con estado de oxidación +5 entran a la célula mediante 

canales aniónicos, mientras que los compuestos con estado de oxidación +4 tienen 

la habilidad de atravesar la membrana celular [62, 65]. En el interior de la célula 

realizan una serie de reacciones con proteínas que forman parte de la maquinaria 

antioxidante, los compuestos con valencia +4 se oxidan por el oxígeno molecular 
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(O2) a vanadio +5 acompañado de la liberación del anión superóxido (O2
�-), una 

posterior reducción con NADPH produce peróxido de hidrógeno (H2O2) (Figura 3). 

Otra forma de realizar la oxidación de +4 a +5 de los compuestos de vanadio es 

mediante la generación del radical hidroxilo (OH�) vía la reacción de Fenton [66-69].  

 

Algunos vanadatos poseen una estructura similar a los aniones fosfato, característica 

por la cual, los vanadatos podrían mimetizar a los fosfatos al reemplazarlos en los 

centro activos de estos, permitiendo la activación o inhibición de diversos sistemas 

enzimáticos que contienen fosfatos [7, 70-72] como adenilato ciclasa, ATPasas, ATP 

fosfohidrolasas, cinasas, DNA polimerasas, fosfatasa alcalina, gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa, glucógeno sintasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 

lipoprototeína lipasa, peroxidasas y tirosina fosfatasa [5, 62, 67, 68, 70], entre otras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proceso de oxidación del vanadio en el citoplasma celular. 
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En los últimos 15 años los compuestos de vanadio han adquirido importancia en 

cuanto a su potencial farmacológico. Las sales de vanadio, metavanadato de 

amonio, metavanadato de sodio, ortovanadato de sodio y el vanadil sulfato, así como 

productos sintéticos que utilizan el vanadio como base, se han probado como 

agentes antibacterianos, antivirales, antiparasitarios, insulino-miméticos y 

anticarcinogénicos [5, 73-76].  

 
1.5.2. Propiedades anticarcinogénicas de los compuestos de vanadio 
 
Entre los principales mecanismos de acción relacionados con los efectos 

antitumorales del vanadio que se observa en estudios realizados in vitro e in vivo, 

son la disrupción del metabolismo celular mediante la generación de ROS y RNS, 

alteración de organelos celulares como la mitocondria, los lisosomas, el núcleo, 

proteínas del citoesqueleto (actina y tubulina), modificación en vías de transducción 

de señales, ciclinas y caspasas que son fundamentales en el arresto del ciclo celular 

y la apoptosis [5, 69]. 

 

Vanadoceno 
Se ha descrito que en líneas celulares humanas procedentes de cáncer de hígado 

(HepG2), testículo (NTera-2), mama (BT-20, MCF-7), neuroblastoma (SH-SY5Y, SK-

N-SH), pancreático (AsPC-1), colorrectal (HCT-8), leucemia linfoblástica aguda 

(MOLT-4) y de glioblastoma (U373), bajo el estímulo de los compuestos 

acetilacetona de vanadoceno, dicloruro de vanadoceno, ditiocianato de vanadoceno 

y dioxicanato de vanadoceno, se induce el arresto del ciclo celular en las fases G1/S 

asociado con la disminución de los niveles de fosforilación de pRb, y en algunos 

casos también arresto en la fase G2/M, lo que inicia la apoptosis mediante activación 

de c-Fos sin involucrar a p53 o GADD45 e induce la transcripción controlada de NF-

κB [77-85].  
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Peroxovanadato 
Los peroxovanadatos pueden inhibir las proteínas tirosina fosfatasas [86] en cultivos 

celulares murinos de glioma (C6), neuroblastoma (NB41), hepatocarcinoma (H4-II-E-

C3) y leucemia (L1210) [87, 88] y en líneas celulares humanas de osteosarcoma 

(MG-63), adenocarcinoma pulmonar (A-549) y cáncer colorrectal (SW-620). En 

células de cáncer humano se observó la inhibición de cdc25 y el bloqueo del ciclo 

celular en la fase G2/M, la inhibición de la metástasis por el descenso en la expresión 

de MMP-2, apoptosis dependiente de la generación de ROS y reducción del 

potencial mitocondrial, así como la obstrucción de la transición epitelio-mesénquima 

mediada por TGF-β [89-91].  

 

Oxovanadato 
El efecto del arresto en el ciclo celular y la apoptosis también se observa en estudios 

realizados en células de melanoma maligno (A-375, CN-mel) y de adenocarcinoma 

pulmonar (A-549) al exponerlas a compuestos de oxidovanadio con piridoxal y 

piridinonato [92, 93]. En células de feocromocitoma (PC-12) [94-96], insulinoma de 

rata (RINm5F) [97], leucemia mieloide aguda (HL-60) [98] y adenocarcinoma de 

ovario (OVCAR-3) [96], ante el estímulo con el compuestos potasio bisperoxo (1,10-

fenantrolina) oxovanadato (+5), se induce la fosforilación de manera dependiente de 

la concentración y del tiempo de proteínas de la vía de las MAPK, tal como ERK que 

participa en la proliferación celular y la exocitosis entre otras funciones. Del mismo 

modo el estímulo induce la activación de JNK y p38 que contribuyen a la muerte 

celular, esta última no se encontró relacionada con la activación de Caspasa-3, 

aunque se observa el incremento de Caspasa-1 que es una proteína indispensable 

en la inducción de la vía de muerte por piroptosis en líneas celulares de cáncer 

humano (HepG2, HeLa) y fibroblastos de origen embrionario de ratón; incluso el 

tratamiento con este oxovanadato provocó la inhibición de PTEN, lo cual permite el 

inicio de la autofagia por medio de PI3K [99].  
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Oxovanadio 
Respecto del compuesto bis (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) sulfatooxovanadio (+4) o 

Metvan, se ha reportado que éste disminuye el tamaño de tumores sólidos de 

hígado, nasofaríngeos, ovario, próstata, testículo e íleon. Además tiene la capacidad 

de inducir muerte celular al activar caspasas que participan en la vía intrínseca de la 

apoptosis [100, 101]. En líneas celulares de leucemia linfoblástica aguda (MOLT-3, 

NALM-6), leucemia mieloide aguda (HL-60), mieloma múltiple (ARH-77, U266B1, HS-

Sultan), de neuroblastoma (SH-SY5Y, SK-N-SH), cáncer de mama (MCF-7), cáncer 

gástrico (AGS), se observó que diferentes compuestos de oxovanadio generan 

inhibición de la viabilidad e inhibición del crecimiento celular, producen ROS, la 

disminución de GSH, adicionalmente bloquea la expresión de vitronectina, 

fibronectina, MMP-2 y MMP-9, aunado a la pérdida del potencial de membrana lo que 

conduce hacia la muerte celular conocida como anoikis [102-110].  

 

La actividad antitumoral in vitro de bis (maltolato) oxovanadio (+4) en células que 

derivan de rabdomiosarcoma y de neuroblastoma (SH-SY5Y, SK-N-SH) se observó 

como la capacidad de inhibir la proliferación y activar la muerte celular [111, 112], 

mientras que in vivo se observó la inhibición del crecimiento tumoral en ratones 

DBA/2j a los cuales se les indujo un crecimiento tumoral con células de linfoma 

(MDAY-D2) [113]. En células de hepatocarcinoma (BEL-7402, HepG2) que se 

estimularon con compuestos sintéticos de oxovanadio en combinación con 

polisacáridos [114, 115], al igual que la combinación de estos compuestos con 

quinolina y piridinona en células de sarcoma histiocítico (U937), se observó la 

inhibición de la proliferación celular de manera dependiente de la concentración y la 

promoción de la apoptosis independiente de caspasas [116, 117].  

 

Pentóxido de vanadio 
La síntesis de productos a partir de la mezcla de pentóxido de vanadio (V2O5), (1,10-

fenantrolina) y ácido oxálico, son capaces de inducir el arresto del ciclo celular en las 

fases S y G2/M, así como la translocación de la fosfatidilserina hacia la membrana 

externa de células de hepatocarcinomas de manera dependiente de la concentración 
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(SMMC-7721 [0.5-4 µM], HepG2 [5-40 µM]) [118]. En ratones de la cepa CD-1, a los 

cuales se les administró uretano para generar adenomas pulmonares y 

posteriormente se expusieron por inhalación al V2O5, se observó que el número y 

tamaño de los tumores disminuyó, del mismo modo que los niveles de expresión de 

las proteínas Bcl-2 y mientras que la expresión de Bax incremento [119]. 

 

Polioxovanadato 
El vanadio como polioxometalato, que forma agregados inorgánicos aniónicos de 

oxígeno y metales de transición, muestra prometedoras actividades biológicas con 

amplio potencial para inhibir de diversos tipos de tumores [120-122]. La evaluación 

de la actividad anticancerígena del decavanadato (V10O28
6-), que es el más 

representativo de los polioxovanadatos, inhibe la proliferación celular y activa la 

apoptosis en líneas celulares derivadas de cáncer humano tales como: ovario (SK-

OV-3), hígado (SMMC-7721), mama (MCF-7), pulmón (A-549) e incluso en leucemia 

murina (P388), en estudios in vitro, mientras que en ensayos in vivo inhibe el 

crecimiento de tumores hepáticos en ratones [123-125].  

 

Oxodovanadio 
Los compuestos de oxodovanadio con oxodiacetato conocidos como VO(oda), 

activan la expresión de la fosfatasa alcalina, afectan al DNA, a la actina, el 

metabolismo lisosomal y mitocondrial, propician la producción de ROS y promueven 

la actividad antiproliferativa mediante la fosforilación de la vía de ERK en líneas 

celulares de osteosarcoma (MG-63, UMR-106) y adenocarcinoma pancreático ductal 

(PANC-1) [126-130]; la fosforilación de la vía de ERK también se observa ante el 

estímulo del polímero potasio-dioxidovanadio (+5) en células procedentes de 

carcinomas humanos de pulmón (A-549), mama (MCF-7) y colorrectal (HCT-116) 

[131].  
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Otros compuestos de vanadio  
Con la finalidad de incrementar el potencial anticarcinogénico del vanadio se han 

sintetizado compuestos de vanadio con monosacáridos, antiinflamatorios 

(naproxeno) [132], antifúngicos (clioquinol) [133], dipicolinato [134], aminoácidos 

esenciales (metionina y valina) [135], flavonoides tales como crisina [136-138], 

baicaleína [139], hesperidina [140], naringenina [141], quercetina [142] o silibina [136, 

143, 144], que en diversos ensayos in vitro inhiben la viabilidad y la proliferación, 

propician el arresto celular en fase G1 o G2/M, la liberación de ROS y RNS, modifican 

el potencial de membrana mitocondrial, disminuyen la resistencia eléctrica 

transepitelial y reducen la activación de NF-κB en líneas celulares de 

adenocarcinoma colorrectal (Caco-2, HT-29), cáncer de mama (MDA-MB-231, SK-

BR-3), osteosarcoma (MG-63, UMR-106) y adenocarcinoma pulmonar (A-549). 

Inclusive estos compuestos conllevan a las células hacia la apoptosis mediante la 

activación de la Caspasa-3 y Caspasa-7 y fragmentación de DNA.  

 

Los compuestos de vanadio con luteolina disminuyen las metástasis en células de 

cáncer de colon (CT-26) y mama (MDA-MB-231) [145, 146] y el compuesto de 

vanadio-crisina afecta la viabilidad de células de osteosarcoma (MG-63) en un 

modelo tridimensional de “esferoides” afectando el tamaño y la forma de los mismos, 

mientras que en modelos in vivo con xenoinjertos tumorales en ratones N:NIH (S) 

Fox1nu, el compuesto inhibió el desarrollo y redujo el tamaño de los tumores [147].  

 

La mezcla de compuestos de vanadio con ligandos azo, polipiridil o salicilaldimina 

generan efectos antiproliferativos en células de adenocarcinoma colorrectal (HT-29) y 

cáncer cérvico uterino (HeLa), [148], tienen la capacidad de disminuir la viabilidad y 

reducir la migración de células cancerígenas de mama (MCF-7, MDA-MB-231), 

leucemia mieloide aguda (HL-60), osteosarcoma (UMR-106), próstata (PC-3) y ovario 

(A2780). Incluso estos compuestos dañan la membrana celular lo que provoca 

diferentes tipos de muerte, efectos que son comparables con los inducidos por el 

cisplatino [149-152]. 
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Metavanadato de amonio 
En el modelo de rata Sprague-Dawley tratadas con diferentes inductores de cáncer 

de mama, colorrectal y hepático como el 7,12-dimetilbenzantraceno [75, 153], el 2-

acetilaminofluoreno [154, 155], la dietilnitrosamina [156-158] y la dimetilhidrazina 

respectivamente [159-161] y que posteriormente se expusieron vía oral en agua de 

bebida a metavanadato de amonio (NH4VO3), se observó que reduce la incidencia 

tumoral, el número y tamaño de los tumores e induce apoptosis a través de la 

disminución en la expresión de las proteínas PCNA, Bcl-2 y el incremento de Bax. En 

estudios in vitro, la exposición de células de cáncer de mama MCF-7 a estos 

compuestos disminuye la viabilidad e induce la muerte celular por apoptosis [75, 

162]. 

 

Ortovanadato de sodio 
Diferentes células derivadas de cáncer humano al ser estimuladas con ortovanadato 

de sodio (Na3VO4) manifiestan disminución en el porcentaje de células viables, 

arresto del ciclo celular en las fases G2/M y S de manera similar a otros compuestos 

de vanadio (+5), induce la activación de p38, JNK y COX-2 dependiente de la 

concentración, interfiere con la vía PI3K/AKT/mTOR, disminuye el potencial de la 

membrana mitocondrial e inhiben la expresión de la proteína Bcl-2 y activa la 

expresión de Bax, lo cual conduce a las células hacia la inminente apoptosis [163-

171].  

 

Metavanadato de sodio 
El metavanadato de sodio (NaVO3) genera ROS en células de adenocarcinoma 

pulmonar (A-549), lo que induce la fosforilación de p53 dependiente de ATM [172] y 

ATR [173], aunado al incremento y descenso de la expresión de p21 y cdc25 

respectivamente, lo cual inactiva al complejo ciclina B-cdc2 que en consecuencia 

frena el ciclo celular en la fase G2/M dependiente de la concentración de NaVO3 

[172-175]. Por otra parte decrece la expresión proteica de ciclina D1 y eleva la 

expresión de Caspasa-3 en cáncer de esófago (EC109) en relación con el tiempo y 

concentración del estímulo [176]. 



VOSO4 y NaVO3  

	

	
	

18	

Vanadil sulfato 
El vanadil sulfato (VOSO4) inhibe la proliferación e incrementa el porcentaje de 

células apoptóticas y necróticas [177] en células de rabdomiosarcoma, 

adenocarcinoma pulmonar (A-549), cáncer de próstata (DU145), carcinoma de riñón 

(A-498) [111, 163] y en células de hepatocarcinoma de rata (H35-19) [65]. En células 

de cáncer cérvico uterino (HeLa) el tratamiento con VOSO4 suscita la ruptura sencilla 

o de doble cadena del DNA [178].  

 

Como se mencionó a lo largo de este apartado, los diversos compuestos químicos de 

vanadio con diferentes estados de oxidación promueven diferentes efectos 

antineoplásicos dirigidos hacia la inducción o inhibición de diversas proteínas que 

participan en los mecanismos de muerte celular como la apoptosis, autofagia, 

necroptosis, anoikis y piroptosis. De manera particular la exposición a los 

compuestos VOSO4 y NaVO3 en cultivos celulares provenientes de neoplasias 

humanas, indican como características de muerte celular el incremento del 

porcentaje de células en apoptosis, así como la expresión de Caspasa-3. Sin 

embargo, no se ha dilucidado cual es el mecanismo mediante el cual lo realizan, es 

importante mencionar que estos compuesto se han empleado en el tratamiento de 

otras patologías ya que poseen características como hipoglucemiantes, 

antiparasitarios, antivirales o antibacterianos.  
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1.6. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR  
 
La muerte celular es un evento importante en un gran número de procesos 

fisiológicos como el metabolismo, el desarrollo de los linfocitos y la respuesta al daño 

del DNA, entre otros. El que una célula se mantenga con vida o muera, es un 

proceso que se asocia a diversas enfermedades incluyendo el cáncer, por lo que el 

conocer los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de muerte celular 

resultan relevantes. Las principales formas de muerte caracterizadas son la 

apoptosis y la necroptosis, no obstante se han descrito otras formas como: anoikis, 

catástrofe mitótica, entosis, ferroptosis, muerte celular dependiente de lisosomas, 

muerte celular inmunogénica, NETosis, paraptosis, parthanatos y piroptosis, que son 

menos frecuentes [179, 180]. 

 

A continuación, se describen los cuatro mecanismos moleculares de muerte celular 

que han sido relacionados con los compuestos de vanadio. 

 
1.6.1. Apoptosis 
 
La apoptosis, también conocida como muerte celular programada, es un proceso 

organizado en el cual los eventos bioquímicos conducen a alteraciones celulares 

características. Los cambios morfológicos iniciales de la apoptosis incluyen la 

contracción y pérdida de la simetría de la membrana celular, así como la 

condensación de la cromatina, la formación de los cuerpos apoptóticos y la 

fragmentación celular. Todas estas alteraciones se regulan por la activación sucesiva 

de vías específicas. La apoptosis se clasifica en extrínseca (mediada por receptores 

de muerte) e intrínseca (mediada por mitocondrias) [179-183].  

 

1.6.1.1. Apoptosis Extrínseca 
 
La vía extrínseca (Figura 4A) ocurre por la activación de los receptores de muerte 

que pertenecen a la familia de los receptores del TNF, de los cuales los más 

conocidos son Fas y TNF-R1, así como sus respectivos ligandos de Fas (FasL) y 

TNF-α. Los receptores de muerte reclutan proteínas adaptadoras como TRADD 



VOSO4 y NaVO3  

	

	
	

20	

(dominio de muerte asociado a TNF) o FADD (dominio de muerte asociado a Fas), 

dependiendo del receptor, y RIPK1 (proteína cinasa de interacción con el receptor 1) 

y procaspasa-8 para así formar el complejo de señalización inductor de muerte que 

sirve como base para activar Caspasa-8. Esto desencadena el proceso apoptótico 

mediante la activación de caspasas efectoras como las Caspasa-3 y -7 [179, 180, 

184]. 

 

1.6.1.2. Apoptosis Intrínseca 
 
La vía intrínseca (Figura 4B) puede activarse por diferentes estímulos y mecanismos 

internos como estrés celular, daño al DNA, hipoxia, modificación en la concentración 

de iones, entre otros. Todos ellos tienen como resultado la liberación del citocromo c 

y proteínas proapoptóticas de la mitocondria. La liberación del citocromo c se asocia 

con la permeabilización de la membrana externa mitocondrial (MOMP) y la pérdida 

del potencial de membrana, resultado de la oligomerización de las proteínas Bak-Bax 

en la membrana mitocondrial [179, 183, 185].  

 

Una vez que el citocromo c se libera al espacio citosólico formará un complejo 

conocido como “apoptosoma” el cual también está conformado por el factor activador 

de proteasas apoptóticas-1 (Apaf-1) y procaspasa-9. Este complejo permite la 

activación de Caspasa-9 que más tarde activará a las caspasas efectoras punto 

donde convergen ambas vías apoptóticas [186-188].  

 

Esta vía se regula por la familia de proteínas Bcl-2, la cual se divide en tres 

subfamilias; a) Antiapoptóticas: Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bcl-2A1, quienes 

previenen la activación de proteínas proapoptóticas; b) Proapoptóticas multidominio: 

Bak y Bax y c) Proapoptóticas que únicamente poseen el dominio BH3: Bad, Bid, Bik, 

Bim, Bmf, Hrk, Noxa y Puma. Los cambios en las concentraciones de los miembros 

de la familia Bcl-2 es lo que determina que una célula continúe viva o inicie apoptosis 

[189, 190]. 
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Figura 4. Vías clásicas de muerte celular.  

 

1.6.2. Necroptosis 
 
La necroptosis es una forma de muerte celular que se inicia al perturbar el 

microambiente intra o extracelular, lo cual es detectado por receptores de muerte o 

receptores de reconocimiento de patógenos. Este tipo de muerte es mediador de 

funciones adaptativas en caso de respuestas ineficientes a estrés, además participa 

en la protección de sistemas del desarrollo y el mantenimiento homeostático de las 

células T [179, 191].  

 

Se caracteriza por la pérdida acelerada del potencial de membrana celular, lo que 

conduce a la dilatación del citoplasma y la ruptura de la membrana plasmática, 

dando paso a la citólisis. Existe una secuencia de eventos sinérgicos que conduce a 

la activación de necroptosis que incluye la disfunción mitocondrial por la producción 
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de ROS, el abatimiento de ATP, una falla en el sistema homeostático, la activación 

de proteasas, específicamente calpaínas y catepsinas y la ruptura de lisosomas y de 

la membrana celular [179, 192]. 

 

El inicio de la necroptosis puede desencadenarse por el estímulo de diferentes 

receptores tales como: receptores de muerte (Fas y TNF), receptores de tipo toll 3 y 

4, así como los receptores de interferones. Sin embargo, la vía de necroptosis mejor 

caracterizada es la inducida por TNF. Tras el estímulo de TNF, TNF-R1 activado 

interactúa con RIPK1 para reclutar a las proteínas 1 y 2 de inhibición celular de la 

apoptosis (cIAP1 y cIAP2) y formar un complejo asociado a la membrana plasmática, 

permitiendo la poliubiquitinación de RIPK1. Si se inhiben las proteínas cIAPs se 

induce la desubiquitinación de RIPK1, a través de enzimas como cilindromatosis 

(CYLD), lo que conlleva a la disociación de RIPK1 de la membrana plasmática y su 

transformación de proteína de sobrevivencia en proteína promotora de muerte. La 

unión de RIPK1 a FADD recluta a procaspasa-8 para activarla e inducir apoptosis e 

inhibir la necroptosis. Si la Caspasa-8 se inhibe, entonces RIPK1 se une a RIPK3 

mediante un mecanismo físico entre sus dominios homotípicos con motivos de 

interacción con RIP (RHIM), para formar el necroptosoma promoviendo la 

autofosforilación de RIPK3 y el reclutamiento de las pseudocinasas (MLKL) para 

promover la fosforilación de MLKL. Esto desestabiliza su estructura monomérica 

generando su oligomerización y posterior inserción en la membrana plasmática, 

afectando su integridad y por lo tanto la muerte de la célula (Figura 4C) [179, 192-

195]. 

 

1.6.3. Anoikis 
 
Este tipo de muerte celular es dependiente de caspasas y se caracteriza por la 

pérdida o la inadecuada adhesión de las células a la matriz extracelular (ECM). La 

correcta adhesión de las proteínas es necesaria para determinar si una célula está 

anclada de manera adecuada a la ECM, lo cual es ineludible en la sobrevivencia 

celular y el mantenimiento del tejido, por lo que las células con una localización 

incorrecta se eliminan mediante anoikis evitando que se reincorporen o generen un 
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crecimiento displásico [196-199]. La anoikis es un proceso fisiológico importante en 

el desarrollo, la homeostasis tisular, la diferenciación y la migración, eventos que en 

el caso de enfermedades como el cáncer se encuentran desregulados [102, 103, 

200] .  

 

El inicio de la anoikis ocurre cuando se modifica la expresión de las proteínas 

llamadas integrinas y E-cadherinas, las cuales median la interacción celular con la 

ECM y las células vecinas. Las integrinas son receptores que se conforman por 

subunidades α y β. En tanto las E-cadherinas son proteínas transmembranales con 

un dominio citoplasmático unido a β-catenina que posteriormente se unirá a la α- y γ-
catenina [201]. La ejecución del proceso de anoikis puede ser mediada por diferentes 

vías que convergen en la activación de endonucleasas, fragmentación de DNA, así 

como la activación y proteólisis de las caspasas efectoras. El fenómeno de anoikis 

ocurre mediante la activación de ambas vías de apoptosis “extrínseca e intrínseca”, 

donde la familia Bcl-2 juega un papel determinante activando a las proteínas Bid y 

Bim, con el objetivo de inducir el desprendimiento de las células con su ECM. Este 

evento favorece la oligomerización de Bak-Bax en la membrana mitocondrial, así 

como el bloqueo de la proteína antiapoptótica Bcl-2 a través de los dominios 

sensibilizadores proapoptóticos BH-3 (Figura 5) [102, 103, 189, 202].  
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Figura 5. Vías de activación de anoikis. 

1.6.4. Piroptosis 
 
La piroptosis es una forma de muerte celular que se desencadena por la perturbación 

de la homeostasis extra o intracelular relacionada con la inmunidad innata, con 

características morfológicas específicas como la condensación de la cromatina 

diferente a la que ocurre en la apoptosis y la permeabilización de la membrana 

plasmática inducida por la inflamación. Este tipo de muerte es dependiente o no de la 

Caspasa-1 [179, 203-205]. La piroptosis dependiente de Caspasa-1 (Figura 6A) 

requiere de la activación de inflamosomas canónicos [204, 206] en la siguiente 

cascada de eventos: 

• La proteína ausente en melanoma 2 (AIM2) se activa después de la unión 

directa a dsDNA citoplasmático derivado de patógeno. 
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• Mientras que la Pirina responde a las modificaciones inducidas por toxinas 

bacterianas de las Rho GTPasas que requieren del ensamblaje de 

microtúbulos para activarse. 

• En tanto que la proteína 4 que contiene el dominio de reclutamiento y 

activación de caspasa de la familia NLR (NLRC4) se activa por la subunidad 

en forma de filamento del sistema de secreción tipo 3 (T3SS) además de su 

interacción con la proteína inhibidora de apoptosis neuronal (NAIP).  

• En esta vía, los patrones asociados a patógenos (PAMPs) o patrones 

moleculares asociados con peligros (DAMPs) activan a sus respectivos 

sensores, las proteínas de receptores similares a dominios de oligomerización 

de unión a nucleótidos (NLR), en específico a los que contienen un dominio de 

pirina 3 (NLRP3) que adicionalmente requiere de la cinasa NEK7.  

 

Para continuar con la construcción del inflamosoma se requiere de la proteína tipo 

punto asociada con la apoptosis (ASC), del mismo modo que a la procaspasa-1 lo 

que permite la activación de esta última. Posteriormente la Caspasa-1 promueve  la 

activación de las citocinas inflamatorias interleucina (IL) -1β e IL-18, así mismo 

escinde directamente a la gasdermina D, lo que culmina el proceso [205, 207, 208]. 

 

La piroptosis independiente de Caspasa-1 (Figura 6B) ocurre a través de la 

activación de un inflamosoma no canónico, donde Caspasa-4 y Caspasa-5 son los 

activadores mediante sus dominios de reclutamiento y activación de caspasas que 

reconocen directamente el lipopolisacárido (LPS) de las bacterias gram negativas en 

el citoplasma de la célula hospedera. Estas caspasas inflamatorias escinden 

directamente a gasdermina D e inician la vía de piroptosis que de manera indirecta 

también activa al inflamosoma NLRP3 [179, 204, 206, 207].  
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Figura 6. Vías de activación de piroptosis. Vía canónica: dependiente de Caspasa-1 y los diferentes tipos 
de inflamosomas (A). Vía no canónica: que requiere de las Caspasas-4 y -5 para activar a la gasdermina D 
(B).  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
El cáncer de pulmón es una de las principales causas de muerte a nivel mundial y su 

incidencia se ha incrementado en las últimas décadas, por lo que es importante 

buscar nuevos compuestos que a la par del efecto antineoplásico tengan menos 

efectos colaterales en los pacientes comparados con los tratamientos de uso actual. 

En esta búsqueda, se ha reportado por otros autores y en nuestro laboratorio, que 

algunos compuestos de vanadio tienen efecto antineoplásico en modelos in vitro e in 

vivo, tal es el caso de los compuestos VOSO4 y NaVO3 que han mostrado actividad 

apoptótica aunque se desconocen los mecanismos mediante los cuales se lleva a 

cabo, por lo que es importante dilucidar los mecanismos subyacentes que llevan a la 

muerte celular, con la finalidad de investigar si pueden ser utilizados en el tratamiento 

del cáncer. 
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3. HIPÓTESIS 
 
Los compuestos de vanadio VOSO4 y NaVO3 favorecerán la muerte celular por 
apoptosis en la línea celular A-549 derivada de adenocarcinoma pulmonar humano. 
 
 
 
 
 
4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo general 
 
� Determinar la vía de muerte celular que inducen los compuestos de vanadio: 
VOSO4 y NaVO3 en la línea celular de adenocarcinoma pulmonar humano A-549. 
 
 
4.2. Objetivos particulares 
	
En la línea celular A-549 : 
 
� Evaluar el efecto de los compuestos de vanadio en la viabilidad celular en 
diferentes concentraciones y tiempos. 
 
 
� Determinar la translocación de la fosfatidilserina inducida por los compuestos de 
vanadio. 
 
 
� Analizar la actividad de los compuestos de vanadio sobre la expresión de proteínas 
que participan en diferentes mecanismos de muerte celular. 
 
 
�Evaluar el efecto de los compuestos de vanadio en la producción de especies 
reactivas de oxígeno y nitrógeno. 
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5. MÉTODOS 
 

5.1. Cultivo celular 
 
La línea celular A-549 derivada de carcinoma pulmonar humano se obtuvo de 

American Type Culture Collection (ATCC® CCL-185™), se colocaron en cajas de  

Petri p-100 con medio RPMI-1640 (American Type Culture Collection®, Manassas, 

VA, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de antibiótico-

antimicótico (Biowest, Nuaillé, France) a 37˚ C en una atmósfera húmeda con 5% de 

CO2 en aire. 

 

5.2. Preparación de los compuestos de vanadio y exposición de la línea A-549 
	
Se preparó una solución inicial de vanadil sulfato (VOSO4) o metavanadato de sodio 

(NaVO3) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) a una concentración de 50 mM en 

agua Milli-Q estéril. De la solución 50 mM se generaron las diluciones en 

concentración µM utilizadas en los experimentos. El Cisplatino (Sigma-Aldrich®, St. 

Louis, MO, USA) se preparó en una concentración final de 24 µM (control positivo) en 

dimetil sulfóxido (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). Las células A-549 se 

expusieron a diferentes concentraciones (0, 5, 10, 25, 50, 100 µM) de VOSO4 o 

NaVO3 durante 24 y 48 h. 

 

5.3. Ensayo de viabilidad celular 
 
El análisis de la viabilidad celular se realizó con el fluorocromo SYTOX® Green 

(Excitación/Emisión: 504/523 nm, Invitrogen™, Life Technologies Corp, Carlsbad, 

CA, USA) el cual se une con alta afinidad a los ácidos nucleicos y penetra fácilmente 

en las células donde la membrana plasmática está comprometida. Después del 

tiempo de exposición a VOSO4 o NaVO3, las células se lavaron 2 veces con PBS 1X 

frío, se tripsinizaron (Tripsina 1X, Gibco®, Life Technologies Corp, Carlsbad, CA, 

USA) y centrifugaron a 1,500 rpm (Universal Centrifuge 320R, Andreas Hettich 

GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Germany) durante 5 min, posteriormente el botón de 

células se resuspendió en 400 µL de PBS 1X con SYTOX® Green 5 nM y se 
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incubaron por 15 min a 4˚ C. Las células se evaluaron mediante citometría de flujo 

utilizando el citómetro de enfoque acústico Attune™ Nxt–4 láseres (Thermo Fisher 

Scientific, Meridian, Rockford, IL, USA). Se adquirieron 20,000 eventos totales por 

muestra y los datos se analizaron con el software FlowJo® versión 10.0.7 (Tree Star, 

Inc., Ashland, OR, USA). 

 

5.4. Cuantificación de apoptosis 
 
La apoptosis celular se detectó por citometría de flujo usando dos fluorocromos: 

Anexina V acoplada a aloficocianina (APC) (Excitación/Emisión: 633/660 nm, BD 

Pharmingen™, San Jose, CA, USA) y SYTOX® Green, que permiten identificar a las 

células en procesos de apoptosis y necrosis. Las células A-549 se expusieron a 

diferentes concentraciones de VOSO4 o NaVO3 (10, 25, 50, 100 µM) durante 24 y 48 

h. Las células se lavaron 2 veces con PBS 1X frío, se tripsinizaron, se centrifugaron a 

1500 rpm durante 5 min y se resuspendieron en solución de unión 1X (0.1 M HEPES 

a pH 7.4, 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2, BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA) a una 

densidad de 1X106 células/mL. Se transfirieron 100 µL de la suspensión celular 

(1X105 células) a tubos para citometría, se agregaron 5 µL de Anexina V-APC y se 

incubaron por 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se 

adicionaron 400 µL de solución de unión 1X con 5 nM SYTOX® Green, se incubaron 

por 10 min y se cuantificaron los niveles de apoptosis mediante citometría de flujo 

utilizando el citómetro de enfoque acústico Attune™ Nxt–4 láseres. Se adquirieron 

20,000 eventos totales por muestra y los datos se analizaron con el software FlowJo® 

versión 10.0.7 (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). 

 

5.5. Extracción total de proteínas 
 
Las células A-549 se sembraron en cajas de Petri p-100 a confluencia del 80%, se 

expusieron a diferentes concentraciones de VOSO4 o NaVO3 (25, 50 y 100 µM) 

durante 24 y 48 h. Al finalizar los tiempos de exposición, se retiró el sobrenadante, 

las células se lavaron con PBS 1X frío y se resuspendieron en 1 mL de solución de 

lisis con inhibidores de proteasas y fosfatasas (10 µg/mL aprotinina bovina, 10 µL/mL 

cóctel inhibidor de fosfatasas I y II, 1 mg/mL inhibidor de tripsina, 20 µg/mL 
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leupeptina, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) a 4˚ C. Las suspensiones celulares 

se sonicaron (Ultrasonic processors, Vibra-Cell™ VCX 130PB, VWR International, 

Radnor, PA, USA) a 25% de amplitud durante 60 s y se centrifugaron a 15,000 rpm 

(40,240 rcf) por 30 min a 4˚ C. El sobrenadante se colocó en tubos Eppendorf de 1.5 

mL previamente marcados y colocados en hielo. Finalmente, de cada sobrenadante 

se requirió de una alícuota de 100 µL para cuantificar la proteína, misma que se 

realizó por el método colorimétrico de Bradford (Protein Assay Dye Reagent 

Concentrate, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Se utilizó albúmina de 

suero bovino (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) como proteína de referencia y se 

determinó la absorbancia en un espectrómetro de placas (ELx808 absorbance 

reader, Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 595 nm. 

 
5.6. Western Blot  
 
La identificación de proteínas se realizó en condiciones desnaturalizantes al cargar 

50 µg de proteína por cada muestra en geles de poliacrilamida al 12%, 13% o 15%. 

La electroforesis se realizó a 50 mA/gel por 1.5 h. Posteriormente se transfirieron en 

un sistema semi-húmedo a membranas de nitrocelulosa (Merck Millipore, Tullagreen, 

Co, Cork) en una cámara Trans-Blot® SD (Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) por 1 h a 120 mA. Las membranas se 

bloquearon con leche libre de grasa al 5% en TBS 1X a temperatura ambiente y con 

agitación suave durante 1.5 h, posteriormente se incubaron de manera independiente 

con los anticuerpos primarios Bax (1:200) y Caspasa-9 (1:500) (Abcam, Cambridge, 

UK), FasL (1:200, BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA), Bcl-2 (1:1000), Caspasa-

7 (1:500) y Caspasa-8 (1:500) (Cell Signaling Technology ® Inc., Beverly, MA, USA), 

Caspasa-1 (1:100) y Caspasa-3 (1:250) (Santa Cruz Biotechnology® Inc., Dallas, 

Texas, USA) y α-Actina (1:500, cortesía del CINVESTAV) en TTBS durante toda la 

noche a 4˚ C con agitación suave. Al día siguiente se realizaron 3 lavados de 10 min 

cada uno con TTBS y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario 

correspondiente acoplado a HRP: rabbit anti-mouse IgG H&L (1:1000, Abcam, 

Cambridge, UK), goat anti-rabbit IgG H&L (1:1000, GeneTex, Inc., Irvine, CA, USA), 

rabbit anti-goat IgG H&L (1:500, Thermo Fisher Scientific, Meridian, Road Rockford, 
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IL, USA) en TTBS durante 1 h a temperatura ambiente y con agitación suave. Para 

finalizar se realizaron 3 lavados con TTBS y un lavado con TBS 1X de 10 min cada 

uno. La detección de las proteínas se llevó a cabo mediante el ensayo de 

quimioluminiscencia con los reactivos del kit SuperSignal™ (Thermo Fisher Scientific, 

Meridian, Road Rockford, IL, USA), como sustrato de la reacción con HRP. La 

densitometría se realizó con el software GelQuant versión 2.7.0 (DNR Bio-Imaging 

Systems Limited, Jerusalén, ISR) y los valores numéricos se expresaron en dots per 

point (dpp). 

 

5.7. Ensayo de Griess 
 
El nitrito (NO2

-) es un producto estable de la degradación primaria del óxido nítrico 

(NO). El sistema reactivo de Griess (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA) se basa en 

la reacción química que utiliza la sulfanilamida y el dihidrocloruro N-1-naftiléndiamina 

en condiciones acidas (ácido fosfórico) que compiten por el NO2
- en la reacción. Se 

sembraron las células A-549 (5X103 células/pozo) en placas de 96 pozos, se 

expusieron a diferentes concentraciones de VOSO4 o NaVO3 (25, 50 y 100 µM) 

durante 24 y 48 h. Al finalizar los tiempos de exposición, se transfirieron 50 µL de 

sobrenadante a un pozo limpio en el cual se adicionaron 50 µL del reactivo de 

Griess, se incubó durante 15 min a temperatura ambiente y protegido de la luz. Se 

determinó la absorbancia en un espectrómetro de placas (ELx808 absorbance 

reader, Biotek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 595 nm. La concentración µM 

de NO2
- se cuantificó utilizando como referencia la curva estándar generada con 

nitrito de sodio (NaNO3 0-100 µM, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA). 

 

5.8. Determinación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 
 
Los niveles intracelulares de ROS se determinaron usando el kit OxiSelect™ In Vitro 

ROS/RNS (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, USA), el ensayo cuantifica la actividad 

total de radicales libres mediante el uso de diclorodihidrofluoresceína (DCFH), la cual 

se une a los compuestos reactivos que emiten fluorescencia relativa de forma 

específica basada en la similitud química del 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína (DCF). 

Se sembraron las células A-549 (5X104 células/pozo) en placas de 12 pozos y se 
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expusieron a diferentes concentraciones de VOSO4 o NaVO3 (25, 50 y 100 µM) 

durante 24 y 48 h. Al concluir el tiempo de exposición, se colectaron los 

sobrenadantes y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min para eliminar restos 

celulares, posteriormente se transfirió el sobrenadante de cada muestra a un tubo 

Eppendorf de 1.5 mL previamente marcados y se colocaron en hielo. En una placa 

negra de 96 pozos se transfirieron 50 µL de sobrenadante por muestra, se 

adicionaron 50 µL de solución catalizadora 1X y se incubaron a temperatura 

ambiente por 5 min. Finalmente se agregaron 100 µL de la solución DCFH, se incubó 

durante 15 min a temperatura ambiente y protegido de la luz. La fluorescencia 

relativa se determinó en un espectrofluorómetro (POLARstar Omega, BMG Labtech, 

Weston Parkway Cary, NC, USA) a una excitación de 480 nm con emisión de 530 

nm. La concentración de ROS en las muestras se determinó mediante la curva 

estándar de DCF (0-10,000 nM). 

 

5.9. Análisis estadístico  
 
Los resultados de los experimentos se expresaron como la media ± error estándar 

(EE). Las diferencias estadísticas se determinaron mediante un análisis de varianza 

de una vía (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Dunnett con el software 

GraphPad Prism® versión 6 (La Jolla, CA, USA). Valores de p < 0.05 y p < 0.01 se 

consideraron estadísticamente significativos. 
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6. RESULTADOS 
 
6.1. Efecto de VOSO4 y NaVO3 en la viabilidad celular 
 
Con la finalidad de estudiar los mecanismos de muerte celular que inducen los 

compuestos de vanadio VOSO4 y NaVO3, se administraron inicialmente diferentes 

concentraciones de estos compuestos a las células A-549, para observar sus efectos 

sobre la viabilidad celular  

 

Se observó que la exposición a VOSO4 por un periodo de 24 h no afectó 

significativamente la viabilidad de las células A-549, la cual solo disminuyó alrededor 

del 10% en la concentración de 100 µM (Figura 7A). Sin embargo, después de 48 h 

de tratamiento, la viabilidad celular se comprometió significativamente a partir de la 

concentración de 25 µM y hasta 100 µM (Figura 7B), en comparación con las células 

que no fueron expuestas a VOSO4. 

 

La exposición a NaVO3 durante 24 h mostró una disminución de la viabilidad celular 

de la línea A-549 de manera dosis dependiente. La tasa de viabilidad disminuyó 10 y 

20% con las concentraciones de 50 y 100 µM de NaVO3, respectivamente, lo cual 

resultó estadísticamente significativo en relación con las células que no se 

expusieron a NaVO3 (Figura 7C). El efecto sobre la inhibición de la viabilidad fue más 

evidente después de 48 h con la exposición en las concentraciones de 25 a 100 µM 

de NaVO3 (Figura 7D). 

 

 

 

 

 

 

 

  



Guerrero Palomo Gabriela 

	

	 35	

 
Figura 7. Efecto de VOSO4 (A y B) y NaVO3 (C y D) en la viabilidad celular de A-549. Las células se 
expusieron a concentraciones crecientes (5 a 100 µM) de los compuestos de vanadio durante 24 y 48 h. Las 
células se tiñeron con SYTOX® Green. Los datos se expresan en porcentaje de células viables y representan la 
media ± error estándar (EE) de tres experimentos por triplicado. Diferencia significativa respecto del control 
*p<0.05 y **p<0.01, ANOVA-Dunnett. 
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6.2. Determinación de la translocación de la fosfatidilserina en presencia de 
VOSO4 y NaVO3 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios de viabilidad, donde se 

observó que el porcentaje de células viables disminuyó con las diferentes 

concentraciones de los compuestos de vanadio, se decidió explorar si este efecto se 

relacionaba con la inducción de apoptosis. Por lo cual se analizó como marcador de 

apoptosis, la translocación de la fosfatidilserina (PS) a la parte externa de la 

membrana plasmática. 

 
Las células A-549 expuestas a VOSO4 durante 24 h mostraron un incremento del 

porcentaje de apoptosis en comparación con el grupo control, únicamente con la 

concentración de 100 µM. Sin embargo el efecto que ejercen las diferentes 

concentraciones de VOSO4 fue similar o incluso ligeramente menor respecto al 

porcentaje de apoptosis generado en el grupo expuesto a cisplatino (Figura 8A). El 

efecto del VOSO4 por 48 h, con todas las concentraciones probadas (10 a 100 µM), 

incrementó de 2 a 3 veces la apoptosis al compararlo con el grupo control. Sin 

embargo, dicho efecto fue menor respecto del que ejerce el cisplatino sobre las 

células A-549 (Figura 8B). 

 

La exposición a NaVO3 por 24 h indujo la translocación de la PS a la membrana 

celular desde la concentración de 10 µM, observándose la máxima expresión de 

aproximadamente el 40%, desde la concentración de 25 µM y hasta 100 µM de 

NaVO3. Estos resultados son estadísticamente significativos (p <0.05) y el efecto fue 

similar al que mostró el cisplatino (Figura 8C).  

 

Por otra parte, a las 48 h de tratamiento con NaVO3, la inducción de la translocación 

de la PS incrementó significativamente al compararlo con el grupo control. El valor 

máximo de apoptosis que se alcanzó con la concentración de 100 µM (50%), fue 

idéntico al inducido por el tratamiento con cisplatino (Figura 8D).  
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Figura 8. Externalización de la fosfatidilserina inducida por VOSO4 (A y B) y NaVO3 (C y D) en las células 
A-549. Las células se expusieron concentraciones crecientes (10 a 100 µM) de los compuestos de vanadio 
durante 24 h y 48 h. Las células en apoptosis se cuantificaron por la tinción de Anexina V-APC. Los datos se 
expresan en porcentaje de apoptosis total y representan la media ± EE de tres experimentos por triplicado. 
Diferencia significativa  respecto del control *p<0.05, ANOVA-Dunnett. 
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6.3. Efecto del VOSO4 y NaVO3 en la expresión de proteínas que participan en 
diversos mecanismos de muerte celular  

 

Con el objetivo de dilucidar la vía implicada en la apoptosis inducida por los 

compuestos de vanadio, se evaluaron las proteínas Bcl-2, Bax y Caspasa-9 que 

participan en la vía intrínseca, así como las proteínas FasL y Caspasa-8 de la vía 

extrínseca. Además, se evaluaron la Caspasa-3 y Caspasa-7 que son puntos de 

convergencia entre las vías de la apoptosis. Mientras que la evaluación de la 

Caspasa-1 se determinó por su participación en el mecanismo de muerte por 

piroptosis. 

 

La exposición a VOSO4 por 24 h disminuyó significativamente la expresión de Bax, 

Caspasa-3p18, Caspasa-3p11 y Caspasa-9 al compararlo con el grupo control 

(Figura 9A y 9B). Con relación al tratamiento y la exposición de NaVO3, indujo un 

patrón similar en la expresión de estas proteínas, excepto en Caspasa-9, la cual no 

se modificó. Las proteínas Bcl-2 y Caspasa-3 total no mostraron cambios en 

presencia de los compuestos de vanadio.  

 

Cuando se realizó el análisis de la expresión de las proteínas previamente 

mencionadas se observó una modificación significativa después de 48 h de 

exposición a VOSO4 o NaVO3 (Figura 10). La expresión de Bax disminuyó en las 

concentraciones de 25 y 50 µM de VOSO4, situación que fue opuesta ante la 

exposición a NaVO3, ya que este último incrementó la expresión de la proteína. En 

cuanto a la expresión de Caspasa-9 se observó un incremento significativo al 

compararlo con el grupo control en la concentración de 25 µM de NaVO3, a diferencia 

de la concentración de 100 µM donde la expresión fue totalmente abatida, igual que 

con las concentraciones de 50 y 100 µM de VOSO4. Con relación a Bcl-2, Caspasa-3 

total y Caspasa-3p18, la expresión de estas proteínas mostró una tendencia 

significativa a la disminución (Figura 10A y 10B). La expresión de Caspasa-7 solo se 

observó en las células que se expusieron a cisplatino a las 24 y 48 h (Figura 9 y 10). 
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Figura 9. Efecto de VOSO4 y NaVO3 por 24 h en la expresión de proteínas que participan en la vía 
intrínseca de la apoptosis en las células A-549. A) Análisis de Western blot de la expresión de las proteínas: 
Bcl-2, Bax, Caspasa-9, Caspasa-7 y Caspasa-3. Las células se expusieron a concentraciones crecientes (25 a 
100 µM) de los compuestos de vanadio. Se utilizó α-Actina como control de carga. B) Representación gráfica de 
los datos numéricos obtenidos por densitometría. Los valores se expresan como dpp (dots per point) y 
representan la media ± EE de tres experimentos por triplicado. Diferencia significativa respecto del control 
*p<0.05, ANOVA-Dunnett.	

c. 
C. 

"C 

A 

B 

10000 

20000 

¡ 
u 

o 24 h 
e 

~ ro VOS0 4 NaV0 3 e a. 
O I/J 

Ü Ü 25¡,tM 50¡,tM 100¡,tM 25¡,tM 50¡,tM 100¡,tM 

Bcl-2 l la, & ¡ II J 
-26 kDa 

Bax 

Caspasa-9 

Caspasa-7 

Caspasa-3 

{

P18 
Caspasa-3 p11 

a-Actina 

100000 

80000 

% 
60000 

40000 

20000 

~ 

Bcl-2 

~ ~ iil ¡ 
u t--------=t 

vaso. 

~ ~ ~ iil 
t--------=-i 

NaVa, 

Caspasa 9 

% 

100000 

80000 

60000 

¡ 
u 

Caspasa 3 
Total 

~ ~ ~ 
iil g 

~ ~ l iil 
t--------=t 

vaso. 

~ ~ ~ 
iil g 

t--------=t t--------=-i 
vaso. NaVa, 

~ ~ ~ iil 
t--------=-i 

NaVa, 

c. 
c. 

"C 

% 

Caspasa 3 

100000 p18 

80000 

60000 

40000 

20000 

¡ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
iil g iil g 

u t--------=t t--------=-i 
vaso. NaVa, 

26 kDa 

46 kDa 

18 kDa 

-32 kDa 

-18 kDa 
-11 kDa 

45 kDa 

Bax 

100000 

80000 

60000 

40000 

20000 

¡ ~ ~ ~ ~ ~ ~ iil iil 
u t--------=t t--------=-i 

vaso. NaVa, 

Caspasa 7 

100000 

80000 

% 
60000 

40000 

20000 

¡ ~ ~ l ~ ~ ~ iil iil 
u t--------=t t--------=-i 

vaso. NaVa, 

Caspasa 3 

10000 p11 

80000 

60000 c. 
c. 

"C 
40000 

20000 

¡ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 
iil g iil g 

u t--------=t t--------=-i 
vaso. NaVa, 



VOSO4 y NaVO3  

	

	
	

40	

Figura 10. Efecto de VOSO4 y NaVO3 por 48 h en la expresión de proteínas que participan en la vía 
intrínseca de la apoptosis en las células A-549. A) Análisis de Western blot de la expresión de las proteínas: 
Bcl-2, Bax, Caspasa-9, Caspasa-7 y Caspasa-3. Las células se expusieron a concentraciones crecientes (25 a 
100 µM) de los compuestos de vanadio. Se utilizó α-Actina como control de carga. B) Representación gráfica de 
los datos numéricos obtenidos por densitometría. Los valores se expresan como dpp (dots per point) y 
representan la media ± EE de tres experimentos por triplicado. Diferencia significativa respecto del control 
*p<0.05, ANOVA-Dunnett.	
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Además, en la expresión de las proteínas que participan en la vía extrínseca de la 

apoptosis, se observó que FasL disminuyó cerca del 60% después de 24 y 48 h de 

exposición (Figura 11A y 11B) al comparar con el grupo control, esto es 

independiente del compuesto y la concentración empleada.  

 

Cabe mencionar que ninguno de los compuestos de vanadio utilizados durante 24 h 

indujo la expresión de Caspasa-8, la cual únicamente se expresó en el grupo tratado 

con cisplatino (Figura 11A). Sin embargo, los tratamientos por 48 h con 25 µM de 

VOSO4, indujeron la expresión de Caspasa-8 y el tratamiento con 50 y 100 µM de 

NaVO3,  indujo la expresión de Caspasa-8 a niveles basales (Figura 11B).  

 

Con lo que respecta a la expresión de la proteína Caspasa-1, la cual participa en el 

proceso de muerte celular por piroptosis (Figura 12), no se observaron diferencias 

con las células control después de 24 h de exposición con cualquiera de los 

compuestos de vanadio. No obstante, a las 48 h de tratamiento, la expresión de la 

Caspasa-1 disminuyó significativamente (p< 0.05). 
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Figura 11. Efecto de VOSO4 y NaVO3 en la expresión de proteínas que participan en la vía extrínseca de la 
apoptosis en las células A-549. Análisis de Western blot de la expresión de las proteínas: FasL y Caspasa-8 se 
determinaron a A) 24 h y B) 48 h de exposición a los compuestos de vanadio a concentraciones crecientes (25 a 
100 µM). Se utilizó α-Actina como control de carga. C) Representación gráfica de los datos numéricos obtenidos 
por densitometría. Los valores se expresan como dpp (dots per point) y representan la media ± EE de tres 
experimentos por triplicado. Diferencia significativa respecto del control *p<0.05 y **<0.01, ANOVA-Dunnett. 
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Figura 12. Efecto de VOSO4 y NaVO3 en la expresión de la proteína Caspasa-1 en las células A-549. Análisis 
de Western blot de la expresión de la Caspasa-1 fue determinada después de A) 24 h y B) 48 h de exposición a 
los compuestos de vanadio a concentraciones crecientes (25 a 100 µM). Se utilizó α -Actina como control de 
carga. C) Representación gráfica de los datos numéricos obtenidos por densitometría. Los valores se expresan 
como dpp (dots per point) y representan la media ± EE de tres experimentos por triplicado. Diferencia significativa 
respecto del control *p<0.05, ANOVA-Dunnett. 
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6.4. Efecto del VOSO4 y NaVO3 en la producción de NO y ROS  
 
Se consideró que los niveles de expresión de proteínas clave en los mecanismos de 

muerte celular que se evaluaron no se modificaron de manera significativa y, que los 

efectos biológicos de los compuestos de vanadio son consecuencia del estado de 

oxidación en relación con la permeabilidad de la membrana celular y la capacidad de 

generar RNS y ROS para inducir muerte celular, se evaluó la liberación de las RNS y 

las ROS en los sobrenadantes de los cultivos celulares. 

 

La producción de óxido nítrico (NO) no tuvo ninguna variación en todos los 

tratamientos a los compuestos de vanadio a 24 h (Figura 13A) o a 48 h de exposición 

(Figura 13B). Sin embargo, es interesante resaltar que la generación de ROS 

incrementó de forma drástica con ambos compuestos, observando la mayor 

inducción a la concentración de 100 µM de VOSO4 (Figura 14). 

 

 

 
Figura 13. Producción de NO en células A-549 estimuladas con VOSO4 y NaVO3. La concentración de NO2

- 

se determinó mediante el ensayo de Griess después de A) 24 h y B) 48 h de exposición a los compuestos de 
vanadio a concentraciones crecientes (25 a 100 µM). Los datos representan la media ± EE de tres experimentos 
por triplicado. Diferencia significativa respecto del control *p<0.05. 
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                                          Figura 14. G
eneración de R

O
S en células A

-549 estim
uladas con VO
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4  y N

aVO
3 . Las gráficas indican la 

concentración de 2´,7´-diclorodihidrofluoresceína (D
C

F) “radicales libres totales” a las A
) 24 h y B

) 48 h de 
exposición a los com

puestos de vanadio a concentraciones crecientes (25 a 100 µM
). Los datos representan la 

m
edia ± E

E
 de tres experim

entos por triplicado. D
iferencia significativa respecto del control *p<0.05 y **p<0.01. 

 
 

Ol » 
DCF [nM] DCF [n M] 

..... ~ ..... ..... ,.." 
UI o UI o 
o o o o 

o o o o o 
1=; 

, , , , 
Control Control 

Cisplatino Cisplatino 

2SJ.lM * 2SJ.lM'" ....... * 

< < 
O SOJ.lM * .¡::.. O 50~M] r ,. N en 00 en .¡::.. 
~O 

100J.lM * :::r ~O 
100J.lM 1-1* :::r 

* 

2SJ.lM * 1 25~M 
z 

~ SOJ.lM'" 1» SOJ.lM * H * < 
O O w 

* 
w 

1100J.lM ... 100J.lM .....-t* 
* 



VOSO4 y NaVO3  

	

	
	

46	

7. DISCUSIÓN 
 
La búsqueda de nuevas moléculas que complementen o sustituyan a los 

procedimientos actuales que se emplean en el tratamiento del cáncer se ha 

convertido en una prioridad, ya que dichos tratamientos inducen efectos tóxicos 

severos [209]. En años recientes se ha reportado que diferentes compuestos 

metálicos de transición poseen actividad antineoplásica en estudios in vitro e in vivo 

[82, 210]. Entre estos compuestos destacan los derivados del vanadio [69]. 

 

El vanadio es un elemento de transición que se encuentra tanto en forma aniónica 

como catiónica, con diferentes estados de oxidación [58]. Diversos estudios reportan 

que algunos compuestos de vanadio previenen e inhiben el crecimiento de varios 

tipos de cáncer en ensayos tanto in vitro como in vivo [92, 130, 136]. 

 

Se ha demostrado que los compuestos VOSO4 y NaVO3 tienen la capacidad de 

inhibir el crecimiento de las células de rabdomiosarcoma a concentraciones similares 

a las que utilizamos en nuestro estudio [111]. Otro compuesto de vanadio con 

valencia +4 induce arresto del ciclo celular, activación de las caspasas efectoras 3 y 

7 que participan en la muerte celular por apoptosis y disminuye el potencial de 

membrana mitocondrial en líneas celulares de cáncer de pulmón y de mama [141]. 

 

También se ha descrito que la exposición a ortovanadato de sodio (NaVO4) inhibe la 

proliferación de líneas celulares cancerígenas de colon, próstata, pulmón, riñón y de 

células escamosas de cavidad oral, así como la activación de la apoptosis en 

concentraciones semejantes a las que reportamos del NaVO3 [163, 165, 166]. No 

obstante estos estudios solo sugieren que dicha actividad se debe a la interferencia 

entre diferentes fosfoproteínas de señalización, posiblemente p53 a través de la vía 

de ATM [172]. Su efecto sobre las vías de señalización celular que participan en el 

ciclo celular y la apoptosis parecen ser dependientes del estado de oxidación, a 

pesar de ello el mecanismo citotóxico de los compuestos de vanadio aún no es claro 

[82, 103, 165, 169, 211, 212].  
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Algunos compuestos de vanadio (+4) enriquecidos con luteolina también inducen 

apoptosis en modelos in vivo e in vitro de cáncer de colon y de mama, mediante la 

activación de p53, Bax y Caspasa-3, así como la regulación negativa de Bcl-2, las 

cuales son proteínas clave de la vía intrínseca [145, 213-215]. 

 

En nuestro estudio los compuestos VOSO4 (+4) y NaVO3 (+5) representan las 

valencias biológicamente importantes del vanadio y de los cuales analizamos los 

posibles mecanismos responsables de la actividad citotóxica [65, 216-218].  

 

Como ya se mencionó la apoptosis es uno de los mecanismos citotóxicos que 

desencadena la exposición a algún xenobiótico, sin embargo existen otros tipos de 

muerte celular que pueden activarse tales como autofagia, anoikis y piroptosis [203, 

219-221]. La piroptosis es una forma de muerte celular programada que requiere de 

la actividad específica de la Caspasa-1, la cual no participa en las vías apoptóticas 

clásicas [222, 223]. Anoikis se describe como la muerte provocada por la inapropiada 

o la perdida de la adhesión celular, es un evento regulador en la renovación de los 

epitelios y se caracteriza por la activación de Caspasa-3 [102, 103, 180, 202, 224].  

 

Nuestros resultados de la exposición de las células A-549 a NaVO3 mostraron que, 

independientemente del tiempo de exposición, las moléculas evaluadas de la vía 

intrínseca y extrínseca no se modificaron significativamente, así como los productos 

finales donde ambas vías convergen (Caspasa-3 y -7). Se obtuvieron resultados 

semejantes en las células expuestas a VOSO4, por lo que consideramos que la 

muerte celular programada no fue el mecanismo responsable de la actividad 

citotóxica de ambos compuestos. Dado que no se modificó la expresión de Caspasa-

3, la muerte celular por anoikis también se descartó como la responsable del efecto 

citotóxico de los compuestos de vanadio que utilizamos; es posible que la inhibición 

de anoikis se deba a la estabilización de proteínas antiapoptóticas o a la activación 

de proteínas que participan en la vía de las MAPK [5, 73, 102, 103, 136, 225, 226].  
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En este trabajo observamos que la expresión de la Caspasa-1 disminuyó, por lo que 

la piroptosis difícilmente puede considerarse como responsable de la muerte celular 

en la línea A-549, esto aunado a que se ha descrito que la Caspasa-1 puede inducir 

la activación de Caspasa-7, la cual no observamos en presencia de NaVO3 o VOSO4 

[205, 222, 227]. 

 

La muerte celular regulada requiere de estrés oxidante e incremento de la 

concentración de Ca2+ citosólico, lo cual implica el incremento en la producción de 

ROS [137, 228, 229]. Nuestros resultados mostraron que la generación de ROS 

incrementó de manera notable en las células tratadas con VOSO4 

independientemente del tiempo de exposición. La exposición a NaVO3 también 

aumentó la expresión de ROS, con una diferencia aproximada del 14% en 

comparación con VOSO4. Además nuestros resultados no mostraron que los 

compuestos de vanadio afectaran las determinaciones de NO a pesar de que este 

último representa la especie reactiva de nitrógeno más frecuente [230].  

 

Los compuestos de vanadio con valencia +4 se oxidan a +5 por la acción del oxígeno 

molecular, acompañado por la emisión del radical superóxido, peróxido de hidrógeno 

y el radical hidroxilo [68]. En líneas celulares los compuestos de vanadio son 

reducidos de +5 a +4 mediante antioxidantes intracelulares [7, 66]. A pesar de que 

otros autores describen que la toxicidad de los compuestos de vanadio incrementa 

en relación a su estado de oxidación y que el incremento de ROS se asocia con la 

inducción de muerte celular por apoptosis [61, 137, 231, 232], lo observado nuestros 

resultados no concuerda con dichos reportes. 

 

Nuestros resultados sugieren que la citotoxicidad de VOSO4 y NaVO3 en las células 

A-549 es probablemente mediada por un mecanismo similar al observado en las 

células de adenocarcinoma ductal de páncreas, el cual consiste en un conjunto de 

procesos de muerte: apoptosis, necroptosis y catástrofe mitótica [130]. 
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Sin embargo, es importante recordar que se ha establecido claramente que la 

necroptosis es dependiente de TNF-α solo en situaciones donde se inhiben las 

caspasas [233-235]. Por lo tanto, solo está claro que la muerte celular inducida por 

VOSO4 y NaVO3 se asocia con una mayor producción de ROS, pero no es probable 

que sea mediante TNF-α. Información reciente indica que, en ciudades altamente 

contaminadas, el material particulado en el ambiente induce necroptosis mediada por 

el gen de respuesta a crecimiento temprano-1 dependiente de ROS mitocondrial 

[236]; aunque es un enigma el mecanismo que desencadena esta forma particular de 

necroptosis. Además, se ha observado que la disfunción de los lisosomas inducida 

por los compuestos de vanadio [218, 237] podría sensibilizar a las células hacia la 

necroptosis, al promover la expresión de RIPK1 y RIPK3 que son las proteínas  que 

conforman el necroptosoma [238-240]. Algunos autores [241] sugieren que los 

mecanismos no apoptóticos representan otra vía de muerte celular de interés, por lo 

que es importante dilucidar como es que se llevan a cabo su activación en diferentes 

tipos celulares. Futuros estudios sobre los diferentes mecanismos de muerte celular 

inducidos por los compuestos de vanadio serían de relevancia terapéutica para dar 

soporte al uso de éstos en diversos tratamientos para erradicar el cáncer de pulmón. 
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8. CONCLUSIONES  
 

El tratamiento con VOSO4 y NaVO3 en la línea celular A-549 derivada de cáncer de 

pulmón, indujo muerte celular a través de un mecanismo no identificado, ya que no 

se observó que la concentración de Bax incrementara y  que la de Bcl-2 disminuyera; 

la expresión de las Caspasas (-1, -3, -7, -8 y -9), de FasL y la producción de óxido 

nítrico no se modificaron, pero la generación de ROS aumentó de forma 

considerable, en especial en las células que se trataron con VOSO4, esto debido 

posiblemente a mecanismos diferentes a los descritos hasta el momento (Figura 15). 

Nuestros resultados sugieren que la apoptosis, anoikis y piroptosis no participan en 

la muerte celular inducida por los compuestos de vanadio estudiados en la línea A-

549, aunque no podemos descartar la necroptosis. 

 

Figura 15. Actividad de los compuesto de vanadio sobre los mecanismo de muerte celular en células de 
cáncer de pulmón. VOSO4 (� ) inducen el incremento (é) de la expresión de Caspasa-8 y la disminución 

(ê) de Bax (componentes proapotótico) y Caspasa-3. NaVO3 (� ) induce el incremento de la expresión de 
Caspasa-9, y ambos compuesto de vanadio reducen la expresión de Bcl-2 (componente antiapoptótico) e inducen 
el incremento de los niveles de secreción de ROS ★ . 
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9. PERSPECTIVAS 
 

• Evaluar el efecto de los compuestos de vanadio en la expresión de proteínas 

necroptóticas: RIPK1, RIPK3 y MLKL. 

 

• Investigar si los compuestos de vanadio pueden inducir la resistencia a anoikis 

al evaluar la expresión de las proteínas NF-κB, Twist, PI3K, AKT, MEK y ERK. 

 

• Evaluar el efecto de los compuestos de vanadio en la expresión de proteínas 

que participan en el mecanismo de autofagía: LC3, p62 y Beclina-1.  
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ANEXO I. REACTIVOS 
 

American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA 
 
 No. Catálogo 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) – 1640 ATCC® 30-2001™ 
 
 

BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA 
 
	 No. Catálogo	
APC Annexin V	 550475	
Annexin V Binding Buffer 10X concentrate	 556454	
 
 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA 
 
	 No. Catálogo	
Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 	          1610729	
Acrilamida	          1610103	
Dodecilsulfato de sodio (SDS)	          1610302	
Glicina	          1610724	
Laemmli 2X	          1610737	
Metilenbisacrilamida	          1610201	
Persulfato de amonio	          1610700	
Protein Assay Dye Reagent Concentrate          5000006	
 

Biowest, Nuaillé , France 
 
 No. Catálogo 
Antibiótico-antimicótico 100X L0010-100 
Suero fetal bovino S1810-500 
 

Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, USA 
 

 No. Catálogo 
OxiSelect™In Vitro ROS/RNS assay kit (Green fluorescence) STA-347 
 
 

Gibco®, Life Technologies Corp, Carlsbad, CA, USA 
 
 No. Catálogo 
Tripsina 10X 15090-046 
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Invitrogen™, Life Technologies Corp, Carlsbad, CA, USA 
 
 No. Catálogo 
SYTOX® Green nucleic acid stain S7020 
 

Merck Millipore, Tullagreen, Co, Cork 
 

 No. Catálogo 
Membrana de nitrocelulosa HATF00010 
 

Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA 
 

 No. Catálogo 
Ácido etilenglicoltetraacético (EGTA) E4378 
Aprotinina bovina A6103 
Cóctel inhibidor de fosfatasas II P5726 
Cóctel inhibidor de fosfatasas III P0044 
Desoxicolato de sodio D6750 
Dimetil sulfóxido D8414 
Inhibidor de tripsina tipo II-O T9253 
Leupeptina L2884 
Mercaptoetanol M7154 
Polisorbato 20 (Tween® 20) P1379 
Reactivo de Griess [modificado] G4410 
Tetrametiletilendiamina (TEMED) T8133 
Tris(hidroximetil)aminometano (Trizma® base) T1503 
Albúmina de suero bovino-Fracción V 85040C 
Cisplatino 479306 
Metavanadato de sodio (NaVO3) 590088 
Nitrito de sodio (NaNO3) 563218 
Vanadil sulfato (VOSO4) 204862 
 

 
Thermo Fisher Scientific, Meridian, Road Rockford, IL, USA 

 
 No. Catálogo 

Cloruro de sodio (NaCl) 362401 
Fosfato de sodio, dibásico, anhidro (NaH2PO4)  382801 
Fosfato de sodio, monobásico, monohidratado (NaH2PO4�H2O) 381801 
Kit SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate 34076 
Metanol, anhidro 904903 
 

USB Corporation Cleaveland, OH, USA 
 

 No. Catálogo 
Octilfenoxipolietoxietanol ultrapuro (Igepal™) 19628 
 



Guerrero Palomo Gabriela 

	

	 69	

 
Anticuerpos primarios 

 
 No. Catálogo 
Bax rabbit polyclonal antibody  
Abcam, Cambridge, UK 
 

 
ab7977 

Caspasa-9 (E23) rabbit monoclonal antibody 
Abcam, Cambridge, UK 
 

 
ab32539 

Ligando de Fas mouse monoclonal antibody 
BD Pharmingen™, San Jose, CA, USA 
 

 
556372 

Bcl-2 (124) mouse monoclonal antibody 
Cell Signaling Technology ® Inc., Beverly, MA, USA 
 

 
15071 

Caspasa-7 (Asp198) (D6H1) rabbit monoclonal antibody 
Cell Signaling Technology ® Inc., Beverly, MA, USA 
 

 
8438 

Caspasa-8 (Asp391) (18C8) rabbit monoclonal antibody 
Cell Signaling Technology ® Inc., Beverly, MA, USA 
 

 
9496 

Caspasa-1 (14F468) mouse monoclonal antibody 
Santa Cruz Biotechnology® Inc., Dallas, Texas, USA 
 

 
sc-56036 

Caspasa-3 p11 (K-19) goat polyclonal antibody  
Santa Cruz Biotechnology® Inc., Dallas, Texas, USA 
 

 
sc-1224 

Anticuerpo α-actina hecho en ratón 
Donado por el Dr. José Manuel Hernández, CINVESTAV-México 
 

 

 
Anticuerpos secundarios 

 
 No. Catálogo 
Rabbit anti-mouse IgG H&L (HRP) 
Abcam, Cambridge, UK 
 

 
ab6728 

Goat anti-rabbit IgG H&L (HRP)  
GeneTex, Inc., Irvine, CA, USA 
 

 
GTX85304 

Rabbit anti-goat IgG H&L (HRP) 
Thermo Fisher Scientific, Meridian, Road Rockford, IL, USA 
 

 
31402 
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ANEXO II. SOLUCIONES 
 
 
Acrilamida 30%:0.8%  (100 mL) 
 
 
 
 
 
Amortiguadora de electroforesis 10X  (1L)  

pH= 8.3 
 
 
 
 
 
 
 
Amortiguadora de transferencia  (1L)  
 
 
 
 
 
 
PBS 10X  (1L) 

pH= 7.2 
 
 
 
 
 
TBS 10X  (1L) 

pH= 7.6 
 
 
 
 
 
TTBS   (1L) 
 
 
 
 
 
 
  

Acrilamida     30.00 gr 
Metilenbisacrilamida       0.80 gr 

Trizma® base 30.325 gr 
Glicina 144.125 gr 
SDS  10.000 gr 

Trizma® base 3.03 gr 
Glicina 14.40 gr 
Metanol 200 mL 

NaCl 79.00 gr 
NaH2PO4 15.00 gr 
NaH2PO4�H2O 6.00 gr 

Trizma® base 24.23 gr 
NaCl  80.00 gr 

TBS 1X            1 L 
Tween® 20  1 mL 
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1 I INTRODUCTION 

I Erika P. Rendón-Huerta I Luis F. Montaña I 

Abstract 
Non-small lung cell carcinoma has a high morbidity and mortality rates, The elective 

treatment for stage 111 and IV is cisplatinum that conveys serious toxic side effects. 

Vanadium compounds are metal molecules with proven antitumor activity that 

depends on its valence, Therefore, a better understanding of the mechanism of action 

of vanadium compounds is required, The aim of our study was to investigate the 

mechanisms of cell death induced by sodium metavanadate (NaV03 [V(+5)]) and 

vanadyl sulfate (VOS04 [(+4)]), both of which have reported apoptotic-inducing activ

ity, We exposed the A549 cellline to various concentrations (0-100 J..lM) and to dif

ferent exposure times to each compound and determined the cell viability and 

expression of caspases, reactive oxygen species (ROS) production, Bcl2, Bax, FasL 

and NO. Our results showed that neither compounds modified the basal expression 

of caspases or pro- and anti-apoptotic proteins. The only change observed was the 

12- and 14-fold significant increase in ROS production induced by NaV03 and 

VOS04 , respectively, at 100 J..lM concentrations after 48 hours. Our results suggest 

that classical apoptotic mechanisms are not related to the cell death induced by the 

vanadium compounds evaluated here, and showed that the higher ROS production 

was induced by the [(+4)] valence compound. It is possible that the difference will 

be secondary to its higher oxidative status and thus higher ROS production, which 

leads to higher cell damage. In conclusion, our resu lts suggest that the efficacy of 

the cell death mechanisms induced by vanadium compounds differ depending on 

the valence of the compound. 

KEYWORDS 

A549, caspases, lung cancer, NSCLC, ROS, sodium metavanadate, vanadyl sulfate 

Lung cancer has the highest morbidity and mortality rates (Ferlay et al., 

2015). Histologically it is elass ified as small-cell and non·small celllung 

carcinoma (NSCLC); the latter comprises 80% of all lung cancer cases 

(lnamura, 2017). For stage II NSCLC, surgery is the treatment of choice, 

w hereas platinum-based chemotherapy, w hich frequently ineludes 

cisplatinum, is the elective choice for stage 111 and IV NSCLC (Fennell 

et al., 2016). Cisplatinum induces DNA damage, oxidative stress, cell 

cyele arrest and apoptosis (Hu et al., 2016; Sarin et al., 2017) but is al so 

associated with notorious toxic si de effects (Karasawa & Steyger, 2015; 

Wi lmes et al., 2015). These toxic effects occur in both normal and can

cer cells: therefore, the development of new molecules, which would 

overcome these disadvantages, is a priority (Ediriweera, Tennekoon, & 

Samarakoon, 2018). Several metal compounds with proven in vitro 

antitumor activity have been considered (Leon, Cadavid-Vargas, Di 

Virgilio, & Etcheverry, 2017; Liang et al., 2017; Markowska, Kasprzak, 

Jaszclynska-Nowinka, Lubin, & Markowska, 2015; ROllO et al. , 2017). 

J Appl Toxico/. 2018;1 - 13. wileyonlinelibrary.com/jou rnal/jat © 2018 John W iley & Sonso Ltd. I 
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Vanadium is a metal chemically elassified as an ultra-trace and 

transition element that can be found in both cationic and anionic 

forms w ith six oxidation sta tes (Tsiani & Fantus, 1997). The most 

important biological valences are 111, IV and V (Barceloux, 1999). How

ever, the majority of them exhibit insulin-like effects (Niu et al., 2016), 

but most signi f icantly, several vanadium compounds prevent and 

inhibit the growth of various types of cancer in multiple in vitro and 

in vivo assays (Kowalski, Hac, Wyrzykowski, Zauszkiewicz-Pawlak, & 

Inkielewicz-Stepniak, 2017; Leon et al., 2015). Their cytotoxic effect 

(Rivadeneira et al. , 2010; Zwolak, 2015), disruption of cellular signa l 

transduction pathways, cell cyele arrest and apoptosis effect is appar

ently mediated by the generation of reactive oxygen species (ROS); 

however, these effects are valence dependent (Liao et al., 2013; Rozzo 

et al., 2017; Wu et al., 2014). Therefore, a better understanding of the 

mechanism of action of vanadium compounds is required. 

Sodium metavanadate (NaV03 [V(+5)]) and bis(acetylacetonate)

oxidovanadium [V(+4)] have apoptotic-inducing activity and enter 

the cell through facilitated diffusion and ionic channels depending on 

their oxidative status (lmtiaz et al., 2015), but in biological media vana

dium compounds mainly exist in the +4 and/or +5 oxidative status 

(Figure 1) (AI -Majed, 2007; Crans et al., 2010; Deo, Pages, Ang, Gor

don, & Aldrich-Wright, 2016; Leon et al., 2015; Mutlu, Cristy, Graves, 

Hooth, & Waidyanatha, 2017). 

The aim of this study was to investigate the mechanisms of cell 

death induced by vanadyl sulfate and sodium metavanadate in the 

human lung carcinoma cellline A549. 

2 MATERIALS ANO METHOOS 

2.1 I Reagents 

Cis-Diammineplatinum (111) dichloride, cisplatinum (cal. no. 479306), 

Griess reagent (cal. no. G4410), vanadyl sulfate (VOSO.) (cal. no. 

204862) and sodium metavanadate anhydrous (NaV03) (cal. no. 

59008-8), was from Sigma-Aldrich® (SI. Louis, MO, USA). SYTOX® 

Green nueleic acid stain (cal. no. 57020), was from Invi t rogen'" (Life 

Technologies Corp .. Carlsbad, CA, USA). APC Annexin V (cal. no. 

550475), Annexin V Binding Buffer 10x concentrate (cal. no. 

556454) and purified mouse antihuman CD178 (Fas Ligand) (cat. no. 

556372) were from BD Pharmingen'" (San Jose, CA, USA). Anti-cas

pase-9 antibody (E23) (cal. no. ab32539), anti-Bax antibody (cal. no. 

ab7977) and horseradish peroxidase (HRP)-Iabeled rabbit antimouse 

(A) 

Vanadyl sulphate 
(VOSO.) 

(B) 

0, /0:. 
~ ..... 

V ····Na+ 
11 

° 
Sodium metavanadate 

(NaV03) 

FIGURE 1 A, Structure of vanadyl sulfate. B, Structure of sodium 
metavanadate 

IgG H&L (cat. no. ab6728) were Irom Abcam (Cambridge, UK). Cleaved 

caspase-7 (Asp198) (D6H1) ra bbit (cat. no. 8438), eleaved caspase-8 

(Asp391) (18C8) rabbit (cal. no. 9496) and Bcl·2 (124) mouse (cal. 

no. 15071) were from Cell Signaling Technology® Inc. (Beverly, MA, 

USA). Anti-actin antibody was kindly donated by Dr. José Manuel 

Hernández, CINVESTAV-México. HRP-Iabeled goat antirabbit IgG 

H&L (cal. no. GTX85304), was from GeneTex, Inc. (Irvine, CA, USA). 

Caspase-l (14F468) (cal. no. sc-56036) and caspase-3 pll (K-19) 

(cal. no. sc-1224) were from Santa Cruz Biotechnology® Inc. (Dalias, 

TX, USA). HRP-Iabeled rabbit antigoat IgG H&L (cat. no. 31402) was 

from Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA). Fetal bovine serum 

(cal. no. 51650-500) and streptomycin-penicillin solution (cat. no. 

L0010-100) were from Biowest (Nuaille, France). Bovine serum albu

min fraction V (cat. no. 84961434) was Irom Boehringer Ingelheim 

(lngelheim am Rhein, Germany). Reactive oxygen species were deter

mined using OxiSelect'" In vitro ROS/reactive nitrogen species (RNS) 

assay kit (Green Fluorescence) (cal. no. STA-347) Cell Biolabs, Inc. 

(San Diego, CA. USA). 

2.2 I Cell line and culture 

The human lung adenocarcinoma cellline A549 was obtained from the 

American Type Culture Collection (ATCC® CCL·185'" , Manassas, VA, 

USA). Cells were cultured in Petri· 100 dishes in RPMI-1640 culture 

media (ATCC® 30-2001'") supplemented with 10% fetal bovine serum 

and 1% streptomycin-penici llin so lution at 37°C in a humidified atmo

sphere containing 5% CO2, until they reached confluence. This project 

was approved by the Research and Ethical Committee from the School 

of Medicine (FMED/CI/RGG/098/2017) (Comisión de Investigación y 

Ética, División de Investigación, Torre de Investigación, Circuito Exte

rior, Facultad de Medicina, Ciudad Universitaria, Ciudad de México. 

Zip Code 04510). 

2.3 I Preparation of vanadium compounds, 
cisplatinum and exposure to A549 cells 

A 50 mM stock solution 01 VOSO. or NaV03 in Milli -Q water was pre

pared. These stocks solutions were then used to generate >1M final 

concentrations of the agents used in the experiments, Cisplatinum 

(positive control) was dissolved in dimethyl sulfoxide at a final working 

concentration of 24 IlM (Hu et al., 2016). A549 cells were treated to 

different concentrations (O, 5, 10, 25, 50, 100 IlM) of vaso. or 

NaV03 for 24 and 48 hours. 

2.4 Oose selection 

The range of NaV03 and VOSO. concentrations were selected based 

on previous reports by different authors all of which used the same 

concentrations of vanadium compounds with valence (+4) and (+5) 

on the A549 lung cancer cell line (A549) and/or MCF7, MCF10, 

HTB44, DU145, Ca127, SKBR3 and RMS (Chien, Mak, & Huang, 

2006; Dabros, Adamczyk, Ciurkot, & Kordowiak, 2011: Islas et al., 

2015; Khalil & Jameson, 2017; Klein, Holko, Ligeza, & Kordowiak, 

2008; Petanidis, Kioseoglou, Hadzopoulou-Cladaras, & Salifoglou, 
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2013; Suzuki, Inageda, Nishitai, & Matsuoka, 2007). In previous unre

ported experiments, we observed that vanadium concentrations 

higher than 100 ¡'¡M induced a 60% or higher deerease in cel! viability. 

2.5 I Cell viability assay 

Viability analyses were conducted using SYTOX'" Green staining. After 

the time of exposure to VOSO. or NaV03 the cells were then washed 

twice w ith cold phosphate-buffered saline (PBS), detached by 

trypsinization, centrifuged, suspended with 400 ¡.¡L PBS/5 nM 

SYTOX® Creen and ineubated for 15 minutes at 4°C and the cells then 

underwent flow cytometric analysis using Attune'M Nxt Flow Acoustic 

Focusing Cytometer 4 lasers (lnvitrogenrn , Life Technologies Corp.). A 

total of 20 000 ungated events were acquired and the data were 

analyzed with FlowJo® software (v 10.0.7; Tree Star, Inc., Ashland, 

OR, USA). 

2.6 I Quantification of apoptosis 

Apoptosis was measured by flow cytometry, using APC Annexin V 

and SYTOX® Green. Briefly, VOSO.- or NaV03-treated A549 cells 

were washed twice with cold PBS, detached by trypsinization, centri

fuged and suspended at 106 cells/mL in lx Binding Buffer. One 

(A) 24h 
100 

~ 
:a 
'" :> 
~ 

voso4 

(C) 24h 
100 

80 

~ 60 :s 
'" :> 40 
~ 

20 

O 

NaV03 

hundred ¡.¡L of cell suspension were ineubated with 5 ¡.¡L of APC 

Annexin V for 15 minutes at room temperature in the dark. Thereaf

ter, 400 ¡.¡L of lx Binding Buffer/S nM SYTOX'" Green was added for 

10 minutes befo re quantifying it by flow eytometry using Attune'M 

Nxt Flow Acoustie Foeusing Cytometer 4 lasers (lnvitrogen'M, Life 

Teehnologies Corp.). A total of 20 000 aequired events per experi

ment and the data obtained were analyzed using FlowJo'" v 10.0.7 

software (Tree Star, Ine.). 

2.7 I Protein extraction 

Cells were scraped from the pi ates with 1 mL cold Iysis buffer (50 mM 

Tris, 150 mM NaCI, 0.1% sodium dodecyl sulfate, 0.1% sodium 

deoxycholate, 1% IGEPAL, 1 mM EGTA and 1 mM EDTA) supple

mented with phosphatase inhibitor cocktail 11 and 111, 1 mg/mL trypsin 

inhibitor, 2 ¡.¡g/mL leupeptin and 2 ¡.¡g/mL aprotinin (Sigma-Aldrich®). 

The eells were sonicated for 1 minute at 25% amplitude and centri

fuged for 30 minutes at 21 380 g at 4°C in a Rotofix 32A centrifuge 

(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany). The supernatants were 

recovered, and the protein concentration was determined with a 

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (cat. no. 500-0006; 

Bio-Rad, Hercules, CA, USA); albumin V was used as a positive control. 

(B) 48h 
100 

~ :s 
'" :> 
~ 

vaso. 

(D) 48h 
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~ :es 
.!l! 
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NaV03 

FIGURE 2 A,B, VOSO •. C,D, NaV03. VOSO. and NaV03 influence on A549 cell viability. Cells were treated with increasing concentrations (5-
100 ¡'¡M) of vanadium compounds for 24 and 48 h determined by SYTOX® Green staining. Data are expressed as the pereentage of viable cells and 
represent the mean ± SEM of three independent experiments in triplieate. 'P < 0.05 and "P < 0.01 as compared to the basal group 
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2.8 I Western blot 

Fifty ¡,tg of protein extracts were boiled with Laemmli buffer and 5% 13-
mereaptoethanol for 5 minutes resolved on sodium dodeeyl sulfate

polyaerylamide gel eleetrophoresis gels (12%-17%) and transferred to 

nitroeellulose membranes (eat. no. HATFOOOlO; Merek Millipore, 

Tu llagreen, Cork. Ireland) in a Bio-Rad semi-dry blotting system for 

1 hour at 120 mA. Membranes were bloeked w ith 5% non-fat dry milk 

in Tris-buffered saline (TBS) for 1 hour, washed twiee with TBS and 

incubated with primary antibodies: easpase-l (1:100), Bax and Fas 

Ligand (1 :200), easpase-3 (1:250), a-Actin, easpase-7, easpase-8 and 

easpase-9 (1:500), BcI-2 (1:1000) in Tween-20/TBS (TTBS) overnight 

at 4°C. Membranes were then washed with TTBS and incubated with 

HRP-Iabeled secondary antibodies: goat antirabbit IgG (1:400-1:1000), 

rabbit antigoat (1:500) or rabbit antimouse IgG (1:1000) diluted in 

TTBS for 1 hour at room temperature. Membranes were then washed 

three times with TTBS and once with TBS before antibody binding was 

deteeted by ehemilumineseence using the SuperSignal'M West Dura 

Extended Duration Substrate kit (cat. no. 34076; Thermo Fisher Scien

tifie). The quantitative analysis of the western blot bands was per

formed using GelQuant v. 2.7.0 software that calculates the intensity 

of the band by measuring the amount of pixels/sq.in. Results are 

expressed as dots per point (dpp). 
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2.9 I Nitrite analysis 

Nitrie oxide (NO) was determined aeeording to the Griess method. 

Briefly, modified Griess reagent (1% sulfanilamide and 0.1% 

naphthylethylenediamine dihydrochloride in 2% phosphoric acid) was 

mixed 1:1 with the culture supernatant of the samples. The absor

bance of the resulting ehromophore is read at 595 nm with an 

enzyme-linked immunosorbent assay microplate reader (Elx808 absor

bance reader; Biotek Instruments, Ine.. Winooski, VT, USA). Nitrite 

concentration was quantified by comparing the results with the absor

bance readings of a standard curve generated with sodium nitrite (0 -

100 ¡,tM). 

2.10 I Reactive oxygen species determination 

Intracellular ROS levels were determined using the OxiSelect'M In 

vitro ROS/RNS assay kit. The assay measures total ROS/RNS free 

radical activity through the use of the specific ROS/RNS fluorogenic 

pro be, dichlorodihydrofluorescein. Culture supernatants were cleared 

by centrifugation at 1500 rpm (2138 g) for 5 minutes at room 

temperature, afterwards 50 ¡,tL of the supernatant and 50 ¡,tL of the 

catalyst were pipetted into the 96-well black microplate, mixed and 
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FIGURE 3 A.B. VOS04 . C,D, NaV03 . VOS04 and NaV03 induced phosphatidylserine externalization on A549 cells. Cells were treated with 
inereasing eoneentrations (10-100 ¡,tM) of vanadium compounds for 24 and 48 h. Apoptosis cells were quantified by Annexin-APC staining. 
Data are expressed as the pereentage of total apoptosis eells and represent the mean ± SEM of three independent experiments in triplieate. 
*P < 0.05 as compared to the basal group 
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incubated at room temperature for 5 minutes. After plate incubation, 

the prepared dichlorodihydrofluorescein probe (100 ~L) was added to 

each well and incubated for an additional 15 minutes at room temper

ature in the dark. Fluorescence was measured with a fluorescent 

microplate reader (POLARstar Omega; BMG Labtech, Cary, NC, 

USA) at 480 nm excitation/530 nm emission. Concentration of ROS 

in samples was determined using a dichlorofluorescein standard curve 

(0-10 000 nM). 
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2.11 Statistical analysis 

Results are expressed as the mean ± standard error of the mean. The 

results were evaluated by one-way analysis of variance, followed by 

post hoc Dunnett's test. P < 0.05 and P < 0.01 were considered statis

tically significant. The experiments were performed thrice and assayed 

in triplicate. GraphPad Prism 6 software was used for all statistical 

procedures (La Jolla, CA. USA). 
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FIGURE 4 Effects of VOS04 and NaV03 on the expression of proteins involved in mitochondrial apoptotic pathway in A549 cells. A, Western 
biot analysis of Bcl-2, Bax, caspase-9, caspase-7 and caspase-3 proteins were determined after 24 h with concentrations of each vanadium 
compound (25-100 ~M). We used a-actin as the loading control. B, Graphics representation is shown for the numerical data obtained. Values are 
expressed as dpp and represent the mean ± SEM of three independent experiments in triplicate. 'P < 0.05 as compared to the basal. dpp, dots per 
point 
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3 I RESULTS 

3.1 Effect of VOS04 and NaV03 on cell viability 

VOS04 treatment for a 24 hour period did not seriously affect cell via

bility, as there was only a 10% decrease at 100 ~M concentrations 

(Figure 2A). Interestingly, viability was affected when concentrations 

of 25-100 ~M VOS04 were used for 48 hours compared to untreated 

ce lis (P < 0.05), but when compared to cisplatinum-treated cells, even 

at 100 ~M concentration, the latler did not exert such a strong inhib

itory effect (Figure 2B). 
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Cell viability after 24 hours' exposure to NaV03 showed a 

10% and 20% decrease in the 50 and 100 ~M NaV03-treated cells 

that was significant (P < 0.05 and P < 0.01) in relation to 

untreated cells but compared to cisplatinum-treated cel ls (positive 

control, that reduced cell viability by 40%), the only significant 

decrease was observed in the 100 ~M NaV03-treated cel ls 

(P < 0.05) (Figure 2C). 

The effect was striking in 25-100 ~M NaV03-treated cells after 

48 hours of exposure, as significant cell viability inhibition (P < 0.05 

and P < 0.01) was observed in comparison to contro l untreated 

cel ls. Similarly to the 24 hour treated cells, t he on ly highly 
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FIGURE 5 Effects of VOS04 and NaV03 on the expression of proteins involved in mitochondrial apoptotic pathway in A549 ce lis. A, Western 
blot analysis of BcI-2, Bax, caspase-9, caspase-7 and caspase-3 proteins were determined after 48 h with concentrations of each vanadium 
compound (25-100 ~M). We used a-actin as the loading control. B, Graphics representation is shown for the numerica l data obtained. Values are 
expressed as dpp and represent the mean ± SEM of three independent experiments in triplicate. ' P < 0.05 as compared to the basal. dpp, dots per 
point 
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significant decrease in cell viability compared to the cisplatinum

treated cells was observed in the 100 ~M NaV0 3 -t reated cells 

(P < 0.05) (Figure 2D). 

3.2 I Phosphatidylserine translocation 

The effect of 24 hours' exposure to NaV03 enhanced the cell 

membrane phosphatidylserine expression that reached its maximal 

value (approximately 40%) at low concentrations (25 ~M); higher 

concentrations did not enhance further translocation. The difference 

was statistically significant compared to untreated control cells 

(P < 0.05) but not when it was compared to cisplatinum-treated cells 

(Figure 3C). 

Phosphatidylserine expression on ce lls treated w ith vaso. after 

24 hours' exposure was similar or slightly lower than the effect 

induced by cisplatinum (Figu re 3A); however, the expression was 

much lower than the cisplatinum-treated cells when they were incu

bated for 48 hours w ith 25, 50 and 100 ~M concentrations of VOS04 

(Figure 3B). 

Interestingly, the results were completely different after 48 hours 

of treatment. Trans location of phosphatidylserine in cells treated for 

48 hours was slightly enhanced in comparison to control cells with a 

low concentration exposure (20%, 30% and 25% at 10, 25 and 

50 ~M respectively), but it reached a 50% value with 100 ~M concen

trations. The latter was identical to that induced by cisplatinum treat

ment (Figure 3D). 

FIGURE 6 Effects of vaso. and NaV03 on 
the expression of proteins involved in the 
extrinsic apoptotic pathway in A549 cells. A, 
24 h. B, 48 h. Western blot analysis of the Fas 
Ligand and caspase-8 were determined after 
24 and 48 h with concentrations of each 
vanadium compound (25-100 ~M) . We used 
a-actin as the loading control. C, Graphics 
representation is shown for the numerical 
data obtained. Values are expressed as dpp 
and represent the mean ± SEM of three 
independent experiments in triplicate. 
*P < 0.05 and "P < 0.01 as compared to the 
basal group. dpp, dots per point 
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3.3 I Caspase expression in VOS04 - and NaV03 -

treated cells 

Treatment with VOS04 for 24 hours at concentrations ranging from 

25 to 100 I-lM decreased the expression of Sax, caspase-3p18, 

caspase-3p11 and caspase-9 ; the decrease was statistically significant 

for all (P < 0.05) compared to the untreated cells (Figure 4A and 4S). 

ScI -2 and tota l caspase-3 was unaltered by the vanadium compound. 

Interestingly, NaV03 at identical concentrations induced a similar pat

tern in treated cells, the only difference being unchanged caspase-9 

expression. 

The expression of the above-mentioned molecules changed sig

nificantly after 48 hours' exposure. Bax expression also diminished at 

25-50 I-lM VOS04 , but NaV03 at 50-100 I-lM induced an increase in 

its express ion. Caspase-9 expression increased at 25 I-lM NaV03 , but 

at 50-100 I-lM concentrations of VOS04 and NaV03 it was undetect

able. BcI -2, caspase-3p18 and total caspase-3 showed a decreased 

tendency. The differences in expression of all these molecules were 

statistically significant (Figure 5A and SS). 
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Caspase-7 was only expressed in cisplatinum-treated cells at 24 

and 48 hours (Figures 4 and 5). 

The expression of FasL afler 24 and 48 hours' treatment, indepen

dently of the concentration used, showed a 66% decrease in comparison 

to the non-treated cells (Figure 6A and 6C). Interestingly, caspase-8 

express ion was identical to FasL expression in cells treated for 24 hours 

with either component, but when cells were treated for 48 hours w ith 

251-lM VOS04 its expression was significantlyenhanced (P < 0.01). Expres

sion was also enhanced, with 50 and 100 I-lM NaV03 treatment, but it was 

not greater than the expression in untreated cells (Figure 6B and C). 

Caspase- l expression remained unchanged in comparison to 

untreated ce lis afler 24 hours' treatment with either compound, but 

in cells treated for 48 hours, the expression diminished significantly 

(P < 0.05) compared to untreated cells (Figure 7). 

NO expression remained unaltered in all the treatments with both 

compounds (Figure 8). It was very interesting to observe that ROS 

expression was greatly enhanced with both compounds although the 

high VOS04 concentration induced a statistically significant higher 

expression (P < 0.01) (Figure 9). 
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FIGURE 7 Effects of VOS04 and NaV03 on the expression of protein involved in the pyroptotic pathway in the A549 cells. A, 24 h. S, 48 h. 
W estern blot analysis of caspase- l was determined after 24 and 48 h with concentrations of each vanadium compound (25-100 I-lM). We used 
a-actin as the loading control. C, Graphics representation is shown for the numerica l data obtained. Values are expressed as dpp and represent the 
mean ± SEM of three independent experiments in triplicate. *P < 0.05 as compared to the basal group. dpp, dots ~er point 
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FIGURE 8 NO release lrom VOS04 - and NaV03 -treated A549 cells. 
A, 24 h. B, 48 h. Then, N02 - level in the culture supernatant was 
measured by the Griess method was determined alter 24 and 48 h 
with concentrations 01 each vanadium compound (25-100 IlM). Data 
represent mean ± SEM 01 three independent experiments in t riplicate. 
'P < 0.05 as compared to the basal group 

4 DISCUSSION 

The search for new molecules that complement or substitute cisplatinum, 

currently used in severa I cancer treatments, is a priority as it induces 

serious toxic effects in treated patients (Bishayee, Waghray, Patel, & 

Chatterjee, 2010). Among many possibilities, several transition metal com

pounds with proven in vitro antitumor activity have been considered 

(Markowska et al., 2015; Wu, Hong, & Yang, 2016). 

Vanadium is a transition metal that can be found in both cationic 

and anionic lorms with six oxidation states (Deo et al., 2016). Most sig

nil icantly, several 01 these vanadium compounds prevent and inhibit 

the growth 01 various types 01 cancer in mu ltiple in vit ro and in vivo 

assays (Kowalski et al., 2017; Leon et al., 2015; Rozzo et al., 2017). 

VOS04 and NaV03 have been shown to inhibit rhabdomyosarcoma cell 

growth at similar concentrations that the ones we used (Dabros et al., 

2011). Another +4 valence vanadium compound induce cell cycle 
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FIGURE 9 Reactive oxygen species generation in VOS04 - and 
NaV03 -treated A549 cells. A, 24 h. B, 48 h. Graphs indicate DCF 
(total Iree radicals) levels in the culture supernatant at 24 and 48 h 
alter t reatment with vanadium compounds concentration (25-
100 IlM). Data represent mean ± SEM 01 three independent 
experiments in triplicate. ' P < 0.05 and " P < 0.01 as compared to the 
basal group. DCF, dichlorolluorescein 

arrest, caspase-3/7 activation. mitochondrial potential on lung and 

breast cancer cell lines (Islas et al., 2015). Sodium orthovanadate also 

inhibits oral squamous, colon and kidney cancer cell proliferation and 

triggers apoptosis with similar concentrations as the one we report 

(Khalil & Jameson, 2017; Klein et al., 2008) in a manner similar to 

sOQium metavanadate; nevertheless, these reports only mention as 

possible cause the crosstalk between different signaling phosphopro

teins, possibly p53 through the ATM pathway (Suzuki et al., 2007). 

Their effect on disruption 01 cell signaling transduction pathways, cell 

cyele arrest and apoptosis seem to be valence dependent 

(Paulpandiyan & Raman, 2017; Tian et al., 2016; Wu et al., 2014; Wu 

et al., 2016; Zwolak, 2015) but the precise cytotoxic mechanism 01 

vanadium compounds remains undetermined (Taddei, Giannoni, 

Fiaschi, & Chiarugi, 2012). Therefore, we investigated the mechanisms 

responsible lor NaV03 and VOS04 cytotoxic activity as each one is rep

resentative 01 biologically important valences 01 vanadium (AI-Majed, 



Guerrero Palomo Gabriela 

	

	

	

~WI LEY-App\i~dToxicology,--------------=Gu=ER=R=ER",-o-,-,-PA=LO:.:...:M..:::...O.::.:.=ET AL. 

2007; Duprez, W irawan, Vanden Berghe, & Vandenabeele, 2009; 

Kordowiak, Klein, Goc, & Dabros, 2007; Zwolak, 2016), 

The mechanisms triggered by a cytotoxic compound are necrosis 

and consequently cell death and/or activation of controlled cell death 

also known as apoptosis; however, there are other mechanisms (Fink 

& Cookson, 2005), Pyroptosis is a form of programmed cell death of 

infected immune cells mediated by caspase-1 activation in an 

inflammasome milieu (Rosenblatt, Raff, & Cramer, 2001), Anoikis is 

the cell death triggered by a lack of attachment to the extracel lu lar 

matrix (Malagobadan & Nagoor, 2015) and it is a regulatory mecha

nism important in the epithelial cell renewal (Ivankovic, Music, Gotic, 

& Ljubesic, 2006), 

Among vanadium compounds V20 S is highly toxic (Naso et al., 

2016) but the oxidovanadium/luteolin complex (Roy & Chakraborty, 

2018) or vanadium/luteolin complex (Pfeffer & Singh, 2018) are also 

inducers of apoptosis via activation of p53, Bax and caspase-3, key 

proteins involved in the intrinsic pathway (Weigel et al., 2014), Our 

results with NaV03 showed that none of the intrinsic or extrinsic mol

ecules was significantly modified, as the final pathways products, 

caspase-3 and/or caspase-7, remained unaltered independently of 

the treatment time, The same result was obtained w ith VOS04 -

treated cells, Therefore, we believe that programmed cell death is 

not the mechanism responsib le for the cytotoxic activity of both com

pounds, As the caspase-3 expression was not modified it is unlikely that 

anoikis nor intrinsic or extrinsic apoptosis are responsible for the cell death 

induced by both compounds; it is possible that this is the consequence of 

MCL1 stabilization as both compounds exert an insulin mimetic effect 

mediated by the secretion of insulin growth factor (Galluzzi, Lopez-Soto, 

Kumar, & Kroemer, 2016; Lean et al., 2015; Niu et al., 2016; Pessoa, 

Etcheverry, & Gambino, 2015), Interestingly, caspase-1 expression 

decreased in all the experimental design, so pyroptosis can hardly be 

considered as responsible for the A549 cell death, 

Regulated cell death (Vanden Berghe, Linkermann, Jouan

Lanhouet, Walczak, & Vandenabeele, 2014) requires severe oxidative 

stress and cytosolic Ca2• overload (Soumya et al., 2014); this implies 

an increase in ROS production, Our results showed that ROS expres

sion was greatly enhanced in the VOSO.-treated cells independently 

of the exposure time, NaV03 al so increased ROS expression but there 

was a 14% difference compared with the first compound, Interest

ingly, vanadyl sulfate (VOS04 [V (+4)]) does not induce cell cyele arrest 

but increases ROS concentration in H9c2 cardiac embryonic cells 

(Cuesta, Frances, & Garcia, 2011), Our results did not show that the 

vanadium compounds affected NO determinations despite that the 

latter represents the most frequent RNS (Salisbury & Bronas, 2015), 

Tumor necrosis factor (TNF)a is known to decrease A549 cell via 

bi lity increasing cell apoptosis and ROS activity (Yang et al., 2018), 

Toxicity of vanadium compounds increases as the valence does 

(Barceloux, 1999), and the main difference between vanadyl sulfate 

and sodium metavanadate is their valence (Mukherjee et al., 2004), 

Although vanadate induces TNFa secretion (Ye et al., 1999), VOS04 

and NaV03 did not, simi larly to the non-inducing effect of vanadium 

pentoxide on the NK-92Ml-treated cells (Gallardo-Vera et al., 2018), 

Our results suggest that VOS04 and NaV03 cytotoxicity in A549 

cells is probably mediated by a mechanism similar to that observed in 

FIGURE 10 Schematic illustration of the activity of vanadium compounds on different cell death mechanisms, VOSO. (blue circles) induces 
increase (green arrows) of the expression of caspase-8 and the reduction (red arrows) of Bax (pro-apoptotic component) and caspase-3, NaV03 

(purple cireles) induce increase of the express ion of caspase-9, and both vanadium compounds reduce the expression of BeI -2 (anti-apoptotic 
component) and induces the increase in ROS level. ROS, reactive oxygen species 
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pancreatic ductal adenocarcinoma cells that consist 01 a mixture 01 

alternative type 01 ceH deaths such as apoptosis. necroptosis and 

mitotic catastrophe processes (Kowalskí et al" 2017). Nevertheless, it 

has been elearly established that necroptosis is a TNFa-dependent 

pathway (Degterev et al., 2005) only in situations where caspases 

are inhibited (Kang, Jeong, Yang, Kovalenko, & Wallach, 2018; 

Vercammen, Vandenabeele, Beyaert, Declercq, & Fiers, 1997); our 

results showed that all evaluated caspases were inhibited. Therelore 

it is only elear that the cell death induced by VOS04 and NaV03 

was associated to increased ROS production but not via TNFa. It has 

recently been shown that urban particulate maller induces 

necroptosis v ia a mitochondrial ROS-dependent early growth 

response gene 1 (Xu et al., 2018), and the enigma is to identify the 

mechanism that triggers this partícular form 01 necroptosis. The role 

of Iysosomes in the toxic mechanism induced by VOS04 and NaV03 

has recently been highlighted (Zwolak, 2016). Lysosome dyslunction 

sensitize cells to necroptosis by promoting RIPK1 and RIPK3 accumu

lation (Uu et al., 2018), but it is well known that Iysosomes induce ROS 

production (de la Mata et al., 2016). As Tait et al. suggested (Tait, 

Ichim, & Green, 2014), non-apoptotic mechanisms 01 cell death repre

sent another way of dying. 

In conelusion, there are mechanisms 01 cell death that are differ

ent to those described lor vanadium compounds, and have not been 

elearly elucidated. Our results showed that VOS04 and NaV03 

induced cell death through an unidentilied mechanism, as we did not 

observe an increase in Bax and a decrease in Bcl-2 con centra tion s; 

caspase- l, -3, -7, -8 and -9, NO and FasL expression remained unmod

ilied, but ROS expression was greatly enhanced particularly in vanadyl 

sullate-treated cells triggered by mechanisms different to those 

described so lar (Figure 10). These results suggest that apoptosis, 

anoikis and pyroptosis do not participate in vanadium-induced cell 

death although necroptosis cannot be ruled out. 
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ANEXO IV. PRESENTACIONES EN EVENTOS ACADÉMICOS 
 
El vanadio como antineoplásico en el adenocarcinoma pulmonar. Estudio in 
vitro. Póster.  
 
XXXIX Congreso Nacional de Farmacología con el Congreso Estudiantil de 
Farmacología "Dr. Marte Lorenzana Jiménez" y el XV Congreso de Investigación en 
Medicina de la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional. 
Ciudad de México del 29 al 31 de mayo de 2017.  
 
Gabriela Guerrero Palomo, Erika Patricia Rendón Huerta, Luis Felipe Montaño y 
Teresa Imelda Fortoul van der Goes. 
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ANEXO V. CAPITULOS DE LIBRO 
 
Capitulo 6. Mecanismos de daño a la salud por los contaminantes atmosféricos. 
Marcela Rojas Lemus, Gabriela Guerrero Palomo, Silvana Cervantes Yépez y 
Teresa I. Fortoul van der Goes. Efectos de la contaminación atmosférica en la 
salud. 2017. Samuel Ponce de León Rosales, Teresa Fortoul van der Goes y 
Rogelio Pérez Padilla. Universidad Nacional Autónoma de México. México. ISBN 
978-607-8341-57-3. 
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