UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGIA

Efecto del tricloruro de vanadio sobre los niveles de
expresion de las proteinas p21y p53 en linfocitos

humanos tratados in vitro

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA

PRESENTA:

Brenda Abigail Garcia Sosa

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. Rodrigo Anibal Mateos Nava

ASESOR:
Dr. Juan José Rodriguez Mercado
ASESORA:
Dra. Lucila Alvarez Barrera

Ciudad de México, marzo 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UGEN ,

f ~

Esta tesis se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular y Toxicologia de Metales
de la Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, a cargo del Dr.
Juan José Rodriguez Mercado, de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza,
UNAM.

Este trabajo se desarrollo gracias al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion
e Innovacion Tecnoldgica, UNAM-PAPIIT proyecto IN-229220.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORE S ZARAGOZA
UNIDAD DE ADMINISTRACION | SCOLAR
CARRERA DE BIOLOGIA
FORMATO |

OFICIO DE FECHA DE EXAMEN

QFB GRACIELA ROJAS VAZQUEZ
JEFA DE LA UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR

Presente

Le comunico que al alumno GARCIA SOSA BRENDA ABIGAIL con numero de cuenta 314117447 de la
carrera BIOLOGIA se le ha fijado el dia 24 de Marzo de 2023 a las 09:00 hrs.. para presentar la réplica
oral de su examen profesional, que tendré lugar en esta facultad, ante el siguiente jurado

CARGO NOMBRE FIRMA

PRESIDENTE MTRA  ALVARADO DOMINGUEZ MARIA CRISTINA ‘ A ,L/'l 12

VOCAL DR MATEOS NAVA RODRIGO ANIBAL , %
ALVAREZ BARRERA LUCILA Alvorez asctea e

SECRETARIO DRA

A /
SUPLENTE DR RODRIGUEZ MERCADO JUAN JOSE /.,. ./;' //}, /e

¥

SUPLENTE  MTRO ALCANTARA MEJIA VICTOR ALAN -

£l titulo del trabajo escrito que se presenta es: )
Efecto del tricloruro de vanadio sobre los niveles de expresion de las proteinas p21y p53

en linfocitos humanos tratados in vilro.

En la modaldad de TESIS

ATENTAMENTE
“"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

CDMX, a 21 de Febero de 2025/

" DR. VICEATE JESY
DIRPCTOR DE

SuU




AGRADEGIMIENTOS

Estoy agradecida por haber fenido la oportunidad de esfar acompanada de
profesores y compoaneros gque brindaron tfodo su apoyo durante esta efapa.

Al Dr. Rodrigo Anibal Mateos Nava gque me aceptd como alumna y Tesista, por fodas sus
ensenanzas desde el dia uno de la carrera, por el conocimiento gue he adoguirido, su
paciencia, amistad y confianza que ha tenido en mi hasta el momento.

Al Dr. Juon José Rodriguez Mercado y a la Dro. Lucila Alvarez Barrera por sus
aporfaciones a este Trabajo, asi como sus afenciones y amabilidad que hicieron ameno
el frabajo en el laboratorio.

Al mis sinodales, Mfro. Victor Alan Alcantara Megjia y Mfra. Maria Cristina Alvarado
Dominguez por sus observaciones y consejos.

A los miembros del laboratoric 9-FB de lo UMIEZ (o Dro. Isabel Soto Cruz, al Dr. Arfuro
Valle Mendiola y al Mfro. Ocfavio Alberfo Zerecero Carredn, por su ayuda en (o
estandarizacion de la técnica Western blof.

A lo Bidl. Guadalupe 6omez Garcia por su asistencia técnica en la adguisicion de dafos
del cifdmefro de flujo.

A todos mis comporeros del laboratorio 5-PA de la UMIEZ por l0s buenos rafos, y
animos para confinuar, en especial a Pauling, por su apoyo y compaiia en las jornadas
de frabgjo en labo. Gracias por tu amistad y ayuda en fodo esfe proceso.



Le doy las gracias a mis padres, que fueron el pilar en todo [0 que he hecho y Me han
apoyado en Todo. Quiero comparfir esfe logro con usfedes porgue También ha sido
frufo de su esfuerzo.

A mi mama, Anfonia Sosa Torres, porgue desde gque me das Tu bendicién cada dia me
convenzo a mi misma de gue puedo con fodo. Gracias por ensefarme a dar (0 mejor
de mi para ser una buena profesionista Yy nunca olvidar mis valores.

A mi papa, Ricardo Garcia Herndndez, por siempre sentirfe orgullose de mi, cuidarme
en fodo momento y confiar en gue puedo lograr |0 gque sea.

A mi hermano Juan Garlos, porgue siempre has estado pendiente de mi, por el amor
que me das Yy nunca dejarme sola. A mi hermana Karen Magali, que me ha ayudado
mucho para que salga adelante.

Le dedico este frabajo a mis hermanas Nayeli Alejandra y a Erika Julissa, gue siempre
me desean (0 mejor Y guieren verme siempre bien. Igualmente estan presentes mis
sobrinas Gorina y Emily a guienes guiero mucho.

Hago mencidh especial a una peguena alma gue me acompafic durante esta efapa,
dandome mucho amor y gue sienfo presente en fodo momento, Yoko.

Claro gque no pueden faltar aquellas personas gque han llegado a mi vida y han sido
parfe de esfa experiencio. Estoy agradecida por las amisfades gque estan y las gque no,
porgue todas han aportado sus buenos deseos Yy me regalaron momentos de felicidad.
Todos han confiado en mi y gue se sienfan orgullosos de mis logros es un obsequio.
Gracias especialmente a Grecia, Gloria, Memo, Levi, Victor, Rosa, Rodrigo, Isdi, Jordy y
Mike.

Gracias a Norberto, mi mejor amigo, por estar conmigo en las buenas y en las malas,
por escucharme, darme consejos y creer siempre en mi.

A mi mgjor amiga Karla, Tu amistad me ha hecho mucho bien, me has dado dnimos en
todo y por eso y mas siempre serds una hermana para mi.

Por ser parte de este vigje, por fodo el amor Yy por no dejar que Me rinda gracias,
Qliver.

Finalmente agradezco a la Dra. Aida Gabriela Guzman Lépez por ser guien me inspird
para elegir Biologia como carrera, me has ensefado y apoyade mucho; y al Dr. Juan
Garlos Bdez Rodriguez, por sus consejos y compartir su conocimiento.



INDICE

L RESUMEN L.ttt e e ettt e e e e et e e e et r e e e e aba e e e eeban e eeas 1
I INTRODUGCCION ..ottt ettt ettt ettt et e te ettt e eteeteete et e neesteeneanee e 2
2.1, MEtaleS PESAUOS .....ceiiiiiiiiiieeeee ettt 2
2.0 0 VANAMIO. ..ttt 2
2.1.2. Vias de exposiCiOn al VaNAQIio ..........cc.uuuiiiiiieeeiiiiiiieieee e 4
2.1.3. ToxiCidad del VANAIO ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 4
2.1.4. Efectos del vanadio en el Ciclo CelUlar. ..o 5
2.1.5. Tricloruro de vanadio (VCl3) ........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii s 6

2.2, CICIO CRIUIAN .....ceiiiiiiiieee e 6
2.2.1. Regulacion del CiClo CEIUIAT ...........ooi i 7
W o 0] (=Y [ 4 F= U o1 TG TP PR 8
P T o 0] (=Y [ 4 = U o 23 KO PP PR 9

2.3. Andlisis y separacion de ProteiNAS ...........ceuiiiiiiiiiiiieee et 9
DA VAV F TS (T 1 = o P 10
2.5, Citometria de fIUJO ..vvuee e 10
2.6. Linfocitos humanos como modelo de eStudiO .............coeiiiiiiiiiiiiiiieeie e 11
NI JUSTIFICACION ...ttt ettt e ete et eae e ns e 12
IV, HIPOTESIS ..ottt ettt et ettt et et e et e e teate et et eeaeeaeenseee s 12
V. OBIETIVOS et e et ettt e e e e e e e e e bbb e e e e e e 13
5.1 GBINEIAL ...t e e 13
5.2, PAITICUIAIES ...t e e e 13
VI. MATERIALES Y METODOS.......ocoiiteitieeeete ettt ettt et ete et st eae e 14
6.1, REACTIVOS. ...ttt ettt e e e et e e e e s e e 14
6.2. Separacion y cultivo de lINfOCIIOS ...........cuuiiiiii e 14
6.3, TTALAMIEITOS ....eiiiiiiiiiiiitt ettt ettt e e e e e e r e e e e e e s st r e e e eeeeans 15
6.4, VIabDIlIA ... e 15
6.5. Analisis del contenido de ADN...........ouuiiiiiiiiiiiiiie e 15
6.6. ObtenciOn de 1as ProteINAS ......uuiii i 16
6.7. Separacion y deteccCion de ProteiNas.......ccceei i e e 16
6.8. ANAIISIS STAAISTICO ... 17
VI RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e e e ettt e e ettt e e e aa e e eenaanns 18
7.1 Efecto del VCIs sobre la viabilidad celular.................ccccooiiiiiiiii e 18

7.2 Efecto del VCl; sobre las fases del CIClo CelUlar.........vvevieieeie e 18



7.3 Efecto del VCI; sobre los niveles de expresion de las proteinas p21 y p53................ 20

VL DISCUSION. ..ottt ettt e ettt et e et e te et et e st e etesveentesteeteareaneeees 23
8.1 Efecto del VClz sobre la viabilidad ..............cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 23
8.2 Efecto del VClz sobre el contenido de ADN ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 23
8.3 Efecto del VClz sobre los niveles de p21 y P53......ovviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 25

IX. CONCLUSIONES ... et e et e et e e et eeeba e 28
9.1 PEISPECHIVAS .....cciiiiiiiiiiii ettt ettt 28

X. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccoeitieeeecte ettt ettt 29

XE ANEXOS ettt e e s 36



. RESUMEN

El vanadio (V) es un metal que se encuentra presente en la naturaleza y las
actividades humanas han incrementado sus cantidades en el ambiente. Los seres
humanos estan expuestos por la ingesta de alimentos, el aire que respiran y la
absorcion dérmica, lo que puede llevar al desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas. Estudios in vitro e in vivo, muestran que el V interactia con las
diferentes moléculas bioldgicas e induce efectos genotdxicos y citotoxicos. En
linfocitos humanos tratados in vitro, se ha observado que los 6xidos afectan los niveles
de expresién de las proteinas involucradas en el control del ciclo celular.

Con respecto al tricloruro de V (VCls) se tiene poca informacion relacionada con su
toxicidad a nivel celular, por lo que en este estudio se evalud su efecto sobre p53 y
p21 en cultivos de linfocitos humanos.

Los cultivos fueron expuestos en concentraciones de 2, 4, 8 o 16 pg/mL de VCls
durante 24 y 48 h. Después de los tratamientos se determino la viabilidad celular con
colorantes fluorescentes y el contenido de ADN por citometria de flujo. Al mismo
tiempo se analizaron los niveles de expresion de las proteinas p53y p21 con la técnica
de “Wester blot”.

La administracion de VCIs no modificé la viabilidad y a diferencia de los 6xidos de V,
este compuesto no retrasa el ciclo en alguna fase en especifico. Con relacién a las
proteinas, p21 incremento en los tratamientos de 2, 4y 16 pg/mL a las 24 h, mientras
p53 en 4, 8y 16 ug/mL a las 48 h. Es posible que el VCl3 esté afectando otra via en

la cual p21 participa y no en el bloqueo de la progresion del ciclo celular.



Il. INTRODUCCION

2.1. Metales pesados

Los metales pesados son elementos quimicos cuya densidad es cinco veces mas alta
gue la del agua. De manera natural se encuentran en el ambiente en concentraciones
gue, por lo general, no perjudican las diferentes formas de vida, siendo algunos
considerados micronutrientes que constituyen parte esencial de los sistemas
biolégicos. En las células catalizan reacciones, son mediadores en el metabolismo, el
transporte de oxigeno, estabilizan macromoléculas y estan involucrados en la
traduccion de sefiales. Sin embargo, aun en concentraciones bajas, pueden inducir
efectos genotdxicos y carcindbgenos (Calva y Torres, 2003; Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006; Londofio-Franco et al., 2016).

Se consideran toxicos por la capacidad de bioacumularse a concentraciones altas y
mas importante aun, por el tipo de compuesto o metabolito que forman. En el mundo
industrializado actual las fuentes de exposicién a ellos se hallan tanto en el campo
laboral como a partir de agua, alimentos o en ambientes contaminados (Ferrer, 2003).
Ejemplos de estos son el cadmio (Cd), el arsénico (As), el mercurio (Hg), el plomo
(Pb) o el vanadio (V).

2.1.1. Vanadio

El V es el elemento quimico de nimero atdbmico 23 situado en el grupo 5, periodo 4
de la tabla perioddica de los elementos quimicos. Puede tener estados de oxidacion
gue van desde -1 a +5, siendo +3, +4 y +5 los que han demostrado tener actividad
biologica (Contreras et al., 2014). Su masa molar es de 50.9414 g/mol, densidad de
6.11 g/cm?, punto de fusion y ebullicion de 1919 °C y 3400 °C, respectivamente. Es
un metal blanco brillante, suave y dactil (ATSDR, 2012; Baran, 2017).

En la corteza terrestre ocupa el lugar numero 22 en abundancia con respecto a los
otros metales, aproximadamente del 0.013 al 0.2 %. Suele presentarse en la
naturaleza en forma de anion vanadato (VO4*), en formas iénicas combinadas con
oxigeno (VO?*, VO2*) que actllan como agentes oxidantes o en combinacién con
azufre, VS, VS?*, VSSH* (Castillo et al., 2005; Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006). La presencia natural de V en el aire es en forma de polvo continental,

aerosoles marinos y emisiones volcanicas (ATSDR, 2012). En las aguas marinas, la



concentracion media es de 30 nM, constituyéndose en el segundo elemento de
transicion mas abundante en entornos marinos (Barén, 2017).

Se encuentra ademas en muchos sistemas biolégicos, es micronutriente para varias
especies marinas, en la sintesis de clorofila en plantas, hongos y en algunos
mamiferos es un elemento esencial en el metabolismo (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006; Contreras et al., 2014; Imtiaz et al., 2015). Su requerimiento
en los humanos no ha sido confirmado, pero debido a sus multiples mecanismos de
accion se ha estimado que en el caso de ser necesario la ingesta aproximada seria
de 15 pg por dia (Rodriguez-Mercado y Altamirano Lozano, 2006).

Sus compuestos son Utiles en la fabricacién de automdviles, astilleros, fertilizantes,
aceros para herramientas, catalizadores, ceramica y acumuladores. También esta
presente en varios suplementos nutricionales comerciales y multivitaminas (ATSDR,
2012; Hernandez-Pérez, 2017). En la atmoésfera esta presente en forma de oxidos,
tridxido, tetradxido y pentoxido de V (V203, V204y V20s, respectivamente), siendo
este ultimo la mas comuan. Es un residuo de las particulas suspendidas liberadas por
las emisiones de plantas generadoras de electricidad, la combustion de aceites y
gasolinas derivados del petroleo, ademas de los vehiculos automotores (Falcon-
Rodriguez, 2008).

De esta forma la presencia de V en el ambiente es ocasionada principalmente por la
actividad humana. Se estima que en el aire de zonas urbanas hay mayor cantidad
que en las rurales, con concentraciones que van de 0.15 a 1.4 yg/m3 (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Los suelos que estan directamente bajo el uso
de seres humanos contienen cantidades mas altas (1510 a 3600 mg/kg) y las areas
mineras de 738 mg/kg hasta 3505 mg/kg (Imtiaz et al., 2015). Se han determinado en
rios cercanos a minas y mantos acuiferos ubicados cerca de zonas industriales que
van de 49.2 a 70 pg/L (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Debido a la presencia de V en suelos y agua se puede encontrar este metal en
algunos alimentos, por ejemplo, en la pimienta, los cereales, los aceites vegetales,
las setas, el perejil, los huevos, la carne bovina, los peces, las aves y los mariscos,
entre otras. Asimismo, en el agua potable estd por debajo de los 10 pg/L, con un
promedio de 4.3 ug/L (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Contreras et
al., 2014).



2.1.2. Vias de exposicion al vanadio

Las principales vias de exposicion del ser humano al V son por medio de la ingesta
de alimentos, la inhalacion y en menor cantidad la absorcion a través de la piel. El V
puede ingresar a las vias respiratorias por medio del humo del cigarro, el aire de
lugares de trabajo, como es en las plantas generadoras de energia, igualmente
dependera de qué tan contaminada esta el area donde viven las personas. Esto lo
demostré Fortoul et al., (2002) quien trabajé con autopsias de tejido pulmonar de
habitantes de la Ciudad de México de los afios 1960 y 1990 y observé que las
concentraciones medias de V aumentaron significativamente. Asi mismo, ingresa al
organismo mediante la piel en personas que emplean diariamente herramientas
hechas con V, también las que utilizan proétesis elaboradas con aleaciones de V
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; ATSDR, 2012; Engelhart y Segal,
2017).

Una vez dentro del cuerpo se presenta en estado de oxidacion V3" V4 o V°*, se
distribuye a través de la sangre unido a la proteina transferrina principalmente,
formando el complejo transferrina-vanadica. Se acumula en 6érganos, entre ellos el
higado, los rifiones, los pulmones y los huesos. Para ingresar a la célula, se sabe que
el V> utiliza el mecanismo de transporte aniénico a través de los canales de fosfato,
sin embargo, para el V¥ y V# todavia no es bien comprendido, se estima que sea
similar a la del cation (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Rodriguez-
Mercado et al., 2011). Estudios han demostrado que los compuestos de V interactdan
con las diferentes biomoléculas del organismo, principalmente proteinas y acidos
nucleicos, ya que tienden a unirse a grupos fosfato, carboxilo y amino (Crans et al.,
1989; Valko et al., 2006; Li et al., 2008).

2.1.3. Toxicidad del vanadio

La toxicidad del V, al igual que la de otros metales, depende de la estructura quimica
del compuesto, de la solubilidad, del estado de oxidacion y de la biotransformacion
gue ocurra por el metabolismo (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Los
estudios in vivo demuestran que el tracto respiratorio es sensible a la exposiciéon por
inhalacion al V, provocando sintomas como tos, irritacion en nariz, sibilancias y dolor
de garganta. En el caso de la ingesta, el cual afecta el sistema gastrointestinal, se

presentan diarreas, movimientos intestinales y dafio renal. La absorcion por la piel es



minima, aunque estudios demuestran que la exposicién aguda a polvos de este metal
en concentraciones de 0.2 a 1 mg/m3 provoca dermatitis (ATSDR, 2012). Existen
casos clinicos donde pacientes presentan alergias en la piel, pruritos o eccemas
provocadas por la mala aleacion de las protesis elaboradas con compuestos de V
(Engelhart y Segal, 2017).

2.1.4. Efectos del vanadio en el ciclo celular

En estudios realizados con diferentes lineas celulares, se ha demostrado que los
compuestos de V tienen preferencia por los grupos fosfato, carboxilo y amino de las
biomoléculas (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Méndez et al., 2014).
De esta forma, pueden presentar comportamiento antagonico, ya sea al detener o
estimular la proliferacion celular. Por ejemplo, al administrar metavanadato de sodio
(NaVvOs) en concentraciones de 10 a 100 uM en células de epidermis de raton JB6+,
aumento el factor de transcripcion p53 e indujo a la muerte celular programada,
apoptosis, esto mediante la generacion de peroxido de hidrégeno, H>O> (Huang et al.,
2000). Sin embargo, este compuesto también promueve la entrada a la fase S
activando a la cinasa Akt que regula al factor de transcripciéon E2F e incrementando
los niveles de ciclina E y D en células C141 (Zhang, 2004).

En otro estudio, en el que se evalud el papel apoptogénico del metavanadato de
amonio (NH4VO3) en concentraciones de 100, 175 y 250 yM en lineas celulares de
cancer de mama humano MCF7, se encontrd6 detencion del ciclo celular y la
condensacion cromosoémica e indujo la muerte celular por apoptosis (Ray et al., 2006).
Al mismo tiempo, mediante andlisis inmunohistoquimico in vivo, empleando un
modelo definido de carcinogénesis mamaria en ratas, encontraron disminucion en la
proliferacion celular (cercana al 25 %) y aumento de células apoptdticas con la prueba
de TUNEL, ademas de expresion de p53 y Bax, con la regulacidon negativa de las
proteinas Bcl2.

Markopoulou et al. (2009), describieron que el tratamiento de queratinocitos humanos
HaCaT con sulfato de vanadilo (VOSO4) en concentraciones de 25 a 1000 yM inhiben
la proliferacion celular, ya que incrementa la expresion de las proteinas p53 y p21y
reducen la supervivencia de manera dependiente de la dosis.

En ensayos realizados en el laboratorio se ha observado que los 6xidos de vanadio

inducen efectos genotoxicos y citotdxicos en leucocitos humanos, evidenciados por



rompimiento de las cadenas de ADN (Rodriguez-Mercado et al., 2011), separacion
prematura de las crométidas (Mateos-Nava et al., 2017), incremento en la frecuencia
de los intercambios de las cromatidas hermanas (ICH) (Rodriguez-Mercado et al.,
2003), disminucion de los indices mitotico y de replicacion (Roldan y Altamirano, 1990;
Mateos-Nava et al., 2017) lo que lleva al retraso del ciclo celular (Mateos-Nava et al.,
2017).

Sin embargo, se tiene poca informacion de sales de V, como el tricloruro (VClz) sobre
los efectos que induce a nivel celular. En un estudio previo, en el laboratorio donde
se realiz6 esta tesis, utilizando cultivos de linfocitos humanos tratados con 2, 4, 8 y
16 ug/mL, se observo reduccién del indice mitético y de manera dependiente de la
concentracion, pero no se encontraron cambios en la frecuencia de los ICH
(Rodriguez-Mercado, 1996). Por otro lado, Caicedo et al. (2007) al administrar de 0.5
a 5 mM del mismo compuesto a cultivos de células Jurkat por 48 h, observaron que
en concentraciones de 1 a 5 mM disminuyo la proliferacion y la viabilidad celular e
incrementd el dafio al ADN y la muerte celular por apoptosis.

2.1.5. Tricloruro de vanadio (VCls)

El VClz es un compuesto inorganico con una masa molar de 157.3 g/mol,
higroscopico, sensible a la oxidacion y en condiciones normales tiene aspecto de
cristales color purpura oscuro. Presenta punto de fusion de 300 °C, temperatura a la
gue se descompone. Su densidad es de 3 g/cm? a 20 °C. Se utiliza como catalizador
y precursor para la sintesis de otros compuestos basados en V (Gangolli, 1999;
Garcia-Nufez et al., 2018; TODINI, 2020), es agente reductor en la determinacion de
nitritos y nitratos presentes en muestras de agua, también se emplea en la fabricacion
de baterias, en el fujo redox que tiene su solucion electrolitica, lo que lleva a que tenga

alto almacenamiento de energia (VANITEC, 2022).

2.2. Ciclo celular

Las células eucariotas pasan por una secuencia ordenada de eventos que conduce
al crecimiento y maduracién para que se lleve a cabo la division celular. En el caso
de las somaticas, durante la proliferacion se produce un par de células con la

informacion genética idéntica. Este proceso es conocido como ciclo celular, el cual se



conforma de dos etapas: a) la interfase, que comprende las fases G1, Sy G2; y b) la
etapa de division nuclear o fase M. Durante la fase Gi los organelos se replican,
también otras moléculas y estructuras citoplasméticas aumentan de numero, en
consecuencia, la célula aumenta de tamafo. En la fase S o sintesis se duplica el ADN
nuclear, se transcriben muchos genes incluidos los que sintetizan proteinas histonas
(H1, H2a, H2b, H3 y H4). La preparacion para la mitosis se realiza en la fase G2 y
finalmente en la fase M en la que el material genético duplicado se separa para
constituir dos células nuevas (Galvan-Huerta y Bojorquez-Castro, 2002; Lomanto,
2003; Megias et al., 2017).

Para que transcurra de una fase a la otra se han establecido diferentes puntos de
control: uno en la transicién de la fase G: y la entrada a la fase S, otro durante el

transcurso de la fase G2/M y durante la mitosis (Peralta et al. 1997).

2.2.1. Regulacion del ciclo celular

La proliferacion celular esta controlada por la maquinaria de regulacion del ciclo
celular, la cual contiene puntos de control donde se examina el estado nutricional de
la célula, el incremento de la masa celular, los procesos de crecimiento aunado a
factores ambientales, entre otros elementos necesarios para el ciclo celular tipico
normal, asimismo evitar la presencia de ADN dafiado, en caso de que este existiera
dando tiempo a que se produzca la reparacion de esta molécula y se prevengan
alteraciones genéticas capaces de propagarse en las generaciones posteriores
(Lomanto et al., 2003).

Para esto existen un conjunto de proteinas con actividad reguladora y catalitica,
conformadas principalmente por la familia de cinasas dependientes de ciclina (Cdk,
por sus siglas en inglés) y las ciclinas (Galvan-Huerta y Bojorquez-Castro, 2002;
Lagunas et al., 2014).

Las ciclinas son subunidades reguladoras criticas de las Cdk. Cuando los niveles de
las primeras aumentan, forman complejos heterodiméricos estables con Cdk
enzimaticamente activos, pero una vez que disminuyen las Cdk pierden actividad
catalitica (Miele, 2004). Se conocen 20 diferentes Cdk en mamiferosy sélola 1, 2, 4
y 6 estan claramente asociados con el control del ciclo celular. En cambio, hay 15
familias de ciclinas, donde la ciclina A, B, D y E son las mas relacionadas (Rodriguez-
Fragoso et al., 2004; Malumbres, 2011).



Los primeros eventos en el compromiso de la division incluyen la induccién de las
ciclinas tipo D en respuesta a factores de crecimiento y la subsiguiente fosforilacion
de la proteina del retinoblastoma (pRb) por complejos ciclina D/Cdk4,6. pRb
hiperfosforilada libera al factor de transcripcion E2F que promueve la transcripcion de
los genes necesarios para la sintesis de ADN en la fase S (Shackelford et al., 1999;
Rodriguez-Fragoso et al., 2004).

Otro complejo que actia en la progresion de la fase Gi1 a S es ciclina E/Cdk2, el cual
fosforila la histona H1 que conduce al reacomodo de la cromatina y mantiene activo
a E2F. Este induce la expresion de la ciclina A que forma un complejo con Cdk2 y se
encargan de la replicacion del ADN para continuar con el ciclo y entrar a la fase G2/M.
La regulacion negativa de los complejos ciclina/Cdk involucra inhibidores de Cdk
(CKIs) y existen dos familias: Cip/Kip que incluye p21, p27 y p57, estas inactivan a
Cdk 2, Cdk4 y Cdk6, mientras que la familia INK4 conformada por pl15, p16, p1l8y
p19 inhiben Cdk 4 y Cdk 6 (Morisaki et al., 1999; Sherr y Roberts, 1999).

2.2.2. Proteina p53

Los puntos de control son regulados molecularmente. La p53 es conocida como
proteina supresora de tumores, cuya propiedad mas predominante es su
transactivacion en respuesta al dafio al ADN, contrarrestando la propagacion de
alteraciones genéticas a células hijas bajo condiciones que provoquen mutagénesis.
En distintos eventos de estrés celular, los niveles de p53 aumentan, deteniendo el
ciclo celular e induciendo apoptosis. Ademas, controla la eficiencia de la reparacion y
recombinacion del ADN (Blattner, 2008).

En células en reposo, p53 esta presente en forma latente y en poca cantidad,
principalmente debido a la actividad antagonista de Mdm2 (murine doble minute 2,
por sus siglas en inglés) y MdmX. Sus niveles son bajos debido a la ubiquitinacion
mediada por Mdm2 y la degradacion a través de la via del proteasoma. Asi mismo,
regula su actividad facilitando la exportacion nuclear. MdmX, en cambio, no puede
dirigir a p53 a la destruccion proteosomal. Tras el dafio en el ADN, p53 es fosforilada
en los sitios Serl5 y Ser20 por ATM (ataxia-telangiectasia mutado) y ATR (ataxia
telangiectasia y proteina relacionada con Rad3), respectivamente, o que inhibe su
interaccibn con Mdm2, aumentando su presencia en la célula. El objetivo

transcripcional clave de p53 es p2l1 que inhibe la actividad de ciclina E/Cdk2,



deteniendo el ciclo en la transicion G1/S. La proteina p21, se une al complejo ciclina
D/Cdk4 y evita que fosforile pRb, suprimiendo asi la via pRb/E2F. Sin embargo, esta
respuesta del punto de control es independiente de ATM—p53 (Niida y Nakanishi,
2006; Blattner, 2008).

La pérdida de las funciones de p53, mas comunmente a través de mutaciones
puntuales, ocurre en aproximadamente mas de la mitad de los canceres principales y
el papel esencial que desempenia en la supresion tumoral se ilustra por la alta tasa de
neoplasias malignas en ratones que carecen de este en estado funcional (Bates y
Vousden, 1996).

2.2.3. Proteina p21

Es una proteina producto del gen WAF-1/CIP1 perteneciente a la familia Cip/Kip que
a altas concentraciones inhibe las Cdk. Su expresion esta controlada por p53, aunque
no siempre. Se une a los complejos ciclina Cdk2 y Cdkl, impidiendo la accion
fosforilante de estos sobre pRb y evita que el factor de transcripcion E2F se libere
para mediar la expresion de Ciclina B y CDC2, que no permiten el paso por el punto
de restriccion antes del limite G1/S (Macleod et al., 1995; Lagunas, 2014).

La expresion de p21 se puede inducir de forma independiente de p53 en
determinadas condiciones, como durante la diferenciacion celular. Asi mismo, se
asocia con la proliferacion de antigenos nucleares y se ha sugerido que inhibe
directamente la replicacion del ADN.

A pesar de su inhibicion del ciclo, puede proteger a las células contra la apoptosis.
Esta capacidad se basa en gran medida en la regulacion transcripcional del gen a
través de la interaccion proteina-proteina o la actividad de reparacion del ADN de p21
(Karimian et al., 2016). La mitad del extremo N-terminal de p21 comparte homologia
con las proteinas inhibidoras de Cdk p27 y p57, estos inhibidores interactian con Cdk

en respuesta a otras sefiales (Shackelford et al., 1999).

2.3. Anadlisis y separacion de proteinas
Antes de estudiar la estructura y el mecanismo de accion de una proteina, éstas se
deben separar utilizando sus propiedades fisicoquimicas. El método mas empleado

para su purificacion es la electroforesis en geles de poliacrilamida, PAGE por sus



siglas en inglés (Koolman y Heinrich, 2003; Lodish et.al., 2016). La electroforesis es
la migracién de solutos i6nicos bajo la influencia de un campo eléctrico. Estas
particulas migran hacia el catodo o anodo, en dependencia de una combinacion de
su carga, peso molecular y estructura tridimensional (Garcia-Pérez, 2000).

La PAGE en su forma més utilizada se lleva a cabo en presencia del detergente
duodecil sulfato de sodio (SDS), el cual desnaturaliza e imparte carga negativa y
uniforme a cada proteina. Por lo tanto, cuando pasan por un gel utilizando una
corriente eléctrica en presencia de SDS (SDS-PAGE), se separan en funcion del peso
molecular. El rango de pesos moleculares que se pueden separar depende del
tamafo de poro en el gel utilizado y esto normalmente se controla mediante la
concentracion de acrilamida y el agente de reticulacién utilizado en la formacion del
gel de poliacrilamida. Las proteinas separadas en SDS-PAGE se visualizan usando
tincion general, tal como el colorante azul de Coomassie 0, mas sensiblemente,
tincion de plata. Sin embargo, se tifien todas y a menudo es deseable poder identificar
algunas en especifico, esto se logra mediante la inmunoelectrotransferencia o
“‘western blot” (King, 1998).

2.4. Western Blot

Es una técnica utilizada para detectar una proteina especifica de la mezcla compleja
extraida de la muestra de células (Mahmudy, 2012). EI método implica el uso de
electroforesis en gel para separarlas, después se transfieren a la superficie de la
membrana sélida para la inmunodeteccion selectiva del antigeno (NIH, 2020). Este
método depende de la especificidad de la interaccidon antigeno-anticuerpo y es util
para la identificacion cualitativa y semicuantitativa de proteinas especificas y su peso
molecular. Finalmente, estas se observan como bandas en la membrana, se detectan
y cuantifican empleando métodos quimioluminiscentes, cromogénicos 0 con

marcadores fluorescentes (MacPhee, 2010).

2.5. Citometria de flujo

La citometria de flujo permite determinar y cuantificar caracteristicas fisicas y
guimicas como el tamafio, forma, organulos y componentes estructurales de las

células, principalmente por medios tanto Opticos y electrénicos (Givan, 2001).
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Se prepara una suspension celular y se pasa a través de una camara mediante un
flujo continuo. Las células son excitadas de una en una por un haz luminoso. La
informacion producida puede agruparse en dos tipos: a) la generada por dispersion
de laluz y b) la emitida por fluorocromos. En esta Ultima se usan sondas fluorescentes
para analizar elementos intracelulares, por ejemplo la cantidad de ADN en cada una
de las fases del ciclo (Nunez, 2001; Barrera et al., 2004).

2.6. Linfocitos humanos como modelo de estudio

Los linfocitos son células efectoras de la respuesta del sistema inmunitario a
patdgenos nocivas y sustancias dafinas (Ross y Pawlina, 2015).

Debido a que la sangre es el tejido mas accesible, el cultivo de células sanguineas ha
sido ampliamente utilizado en investigacion. Son idoéneos para diversos estudios ya
gue proporcionan una estimacion a algun agente quimico, fisico o bioldgico (Tucker y
Preston, 1996). Los linfocitos pueden cultivarse en medios con una composicion
guimica definida (solucién salina, azucares, aminoacidos, vitaminas, antimicoéticos y
antimicrobianos, entre otros nutrientes) (Molina-Alvarez y Frias-Vazquez, 2008;
Vargas-Anaya, 2012). Una vez aislados pueden responder facilmente a estimulos
mitogénicos; de los mas utilizados es la fitohemaglutinina (PHA), mucoproteina
extraida de Phaseolus vulgaris que estimula la proliferacion policlonal, principalmente
de linfocitos T durante las primeras 24 horas del cultivo (Molina-Alvarez y Frias-
Vazquez, 2008). Una vez estimulados producen una variedad de linfocinas,
incluyendo el factor de crecimiento de células T (TCGF, por sus siglas en inglés),
también conocido como interleucina 2 (IL-2). En respuesta a la PHA obtienen la
habilidad de proliferar por la expresion de receptores para TCFG en su superficie
(Hernandez y Leavitt, 1984).
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lIl. JUSTIFICACION

Se sabe que los diferentes compuestos de V pueden interactuar con moléculas
biolégicas, incluyendo a la proteina supresora de tumores p53 y p2l, que estan
implicadas en el control del ciclo celular. En estudios realizados en el laboratorio se
ha demostrado que el V induce retraso en la proliferacion celular de linfocitos
humanos, principalmente en los estados de oxidacién +3, +4 y +5; sin embargo, los
efectos del V3* son los menos estudiados y es importante determinar su papel sobre
los niveles de expresion de estas proteinas, asi como el mecanismo mediante el cual

interviene en el progreso normal del ciclo celular.

IV. HIPOTESIS

Se ha comprobado que los compuestos de V (V°*y V#4*) tienen afinidad por los grupos
fosfato de proteinas implicadas en el control de la proliferacion celular, asi como con
el ADN, induciendo retraso en el ciclo celular. No obstante, los mecanismos del V3*
Nno se conoce y se requieren explorar, por lo tanto, si se administra VClz a cultivos de
linfocitos humanos se modificardn los niveles de expresion de las proteinas

involucradas en el control del ciclo celular, p53 y p21.
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V. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar el efecto del VClz sobre los niveles de expresion de las proteinas p53 y p21

en linfocitos humanos tratados in vitro.

5.2. Particulares

Evaluar la viabilidad celular de los cultivos de linfocitos tratados con 2, 4, 8 0 16 pg/mL

de VClza 24 y 48 h de exposicion, utilizando la tincion dual con fluorocromos.

Determinar el contenido de ADN en los linfocitos humanos tratados con VCIz en
concentraciones de 2, 4, 8, 0 16 pg/mL, expuestos por 24 y 48 h, con la finalidad de
conocer si existe retraso en alguna fase en especifico del ciclo mediante la técnica de

citometria de flujo.
Evaluar los niveles de expresion de las proteinas p21 y p53 de linfocitos humanos

tratados con VCls a concentraciones de 2, 4, 8 o 16 yg/mL expuestos a diferentes

tiempos, 24 y 48 h, mediante la técnica de “Western blot”.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Reactivos

Para realizar los diferentes métodos se utilizaron los siguientes reactivos: tricloruro de
vanadio (VCl3) CAS namero 7718-98-1y 97 % de pureza, Histopaque® -1077, medio
de cultivo RPMI 1640, 5(6)-diacetato de carboxifluorosceina (CFDA) mezcla de
isbmeros, solucién amortiguadora de fosfatos salina (PBS por sus siglas en inglés),
ribonucleasa A (RNasa), solucidn de tincion (0.1 % de Triton X-100 en PBS més 200
pMg/mL de RNasa y 50 pg/mL de ioduro de propidio), fosfato de sodio monobasico
(NaH2POQ,), fosfato de sodio dibasico (Na2HPOgs), acido etileno diamino tetracético
(EDTA por sus siglas en inglés), nonidet P-40, bromuro de etidio (Br-Et), ioduro de
propidio de la marca Sigma-Aldrich, Inc., MO EUA; medio de cultivo PB-MAX
Karyotyping, de GIBCO, Invitrogen Corporation, NY EUA, acrilamida, duodecilsulfato
de sodio, N,N’-,metileno-bis-acrilamida, N,N,N,N-tetra-metil-etilenodiamina (TEMED),
tris (hidroximetil)-aminometano (tris), persulfato de amonio, de la marca Bio-Rad
Laboratories, CA EUA; albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés)
inhibidores de proteasas, aprotininay leupeptina, anticuerpo anti-p21 (sc-51689), anti-
p53 (sc-99), anti-actina (sc-8432) anticuerpo secundario m-IgG Fc BP-HRP anti raton
de cabra, Tween-20 de Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA EUA y Clarity Max ECL

Substrate de Bio-Rad Laboratories Inc.

6.2. Separacion y cultivo de linfocitos

Se extrajeron 10 mL de sangre periférica de tres donadores por puncidén venosa con
sistema Vacutainer, de la cual se separaron los linfocitos, afiadiéndola en proporcién
1:1 al reactivo Histopaque-1077 que se encontraba en tubos cénicos de centrifuga sin
mezclarse. Se centrifugaron a 1800 rpm durante 32 min a temperatura ambiente para
obtener cuatro fases, de las cuales se aisl6 la fase opaca que corresponde a los
linfocitos. Estos se colectaron y se lavaron tres veces con 10 mL de PBS, entre cada
lavado se centrifugé a 1500 rpm durante 10 min, finalmente se determiné la densidad
celular utilizando la camara de Neubauer.

Por cada tratamiento y tiempo de exposicidn se sembraron aproximadamente ocho

millones de células en siete mL de medio de cultivo PB-Max Karyotyping, el cual
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contenia PHA para estimular la mitosis progresiva en los linfocitos y se incubaron a
37 °C por 24 h.

6.3. Tratamientos

Se preparo la solucion de trabajo de VCls, el cual se disolvié en agua inyectable. A
continuacion, se les administré a los cultivos el tratamiento en concentraciones de 2,
4, 8,0 16 yg/mL y se incubaron por 24 y 48 h mas, también se contd con un grupo sin
tratamiento al cual no se le administré V. Cada uno de los tratamientos se realizé por

duplicado, contando con 6 experimentos independientes.

6.4. Viabilidad

Para evaluar la viabilidad se preparo una solucion de tincion (1:1) de Br-Et (0.025
pMg/mL) y CFDA (0.125 pg/mL), de esta se mezclaron 10 yL con 10 uL de la
suspension celular que contenia a los linfocitos y se incubaron a 37 °C por 15 min,
posteriormente, se hicieron tres lavados con 1 mL de PBS, centrifugando entre cada
uno a 4000 rpm por 3 min. El botén celular se colocé en un portaobjetos para ser
analizado en microscopio de fluorescencia (marca Nikon ECLIPSE). Se clasificaron
100 células en total tomando en cuenta el nimero de células viables que presentan

fluorescencia verde y las no viables con el ndcleo rojo.

6.5. Anédlisis del contenido de ADN

Para saber en qué fase del ciclo celular se detiene la proliferacién se determiné el
contenido de ADN mediante citometria de flujo utilizando la técnica de tincion con
ioduro de propidio. Al término del tiempo de incubacién, las células se fijaron con
alcohol etilico al 70 % frio por 24 h y se retirdé para después incubar en solucion de
tincion (0.1 % de Triton X-100 en PBS mas 200 pg/mL de RNasa y 50 ug/mL de ioduro
de propidio), por 30 min en oscuridad.

Se adquirieron 10 000 nucleos por muestra en el citometro BD FACSAria™ Il (Becton
Dickinson and Company, San José CA EUA). Con los datos se realizaron los

histogramas en el programa para computadora Flowing Software version 2.5.1 de la
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Universidad de Turku y Universidad Abo Akademiy y se determiné el porcentaje de

nucleos en cada fase.

6.6. Obtencién de las proteinas

Para obtener las proteinas de los linfocitos se colocaron los cultivos en la centrifuga
a 1 800 rpm durante 8 min, el botdn celular se lavé con 5 mL de PBS y se centrifugd
nuevamente. Se resuspendié en 160 pL de solucion amortiguadora de lisis RIPA fria
(150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Nonidet P-40, 0.1 % SDS, 1 mM NaVvOs, 5 mM
Na,HPO4, 10 mM NaH2PO.) y se dejo en ella toda la noche en refrigeracion. Pasado
este tiempo los tubos se centrifugaron a 12500 rpm por 12 min a 4 °C. Las proteinas
se encontraron en el sobrenadante. La concentracion de estas se determino utilizando

el reactivo Protein Assay de Bio-Rad que sigue el método de Bradford (1976).

6.7. Separacion y detecciéon de proteinas

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Primero se desnaturalizaron mezclando 50 ug con
solucion amortiguadora de muestra 6X que contiene SDS y la adicion de B-
mercaptoetanol que rompe los enlaces disulfuro, lo cual permitié su desnaturalizacion
y le quita la carga intrinseca, a continuacion, se calentaron a 92 °C por 5 min y se
cargaron en los pozos formados en el gel, de esta manera se procedio a la separaciéon
aplicando corriente constante de 100 voltios. Posteriormente se transfirieron a la
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de Bio-Rad por electroblotting con
corriente constante de 145 miliamperios (mA) por 1.5 h. La membrana se incub6 en
solucion de bloqueo (5 % de leche sin grasa con amortiguador tris salino mas 0.5 %
de Tween-20, TTBS) por 1.5 h. Después se incub6 con alguno de los anticuerpos
primarios 1:2000, anti-p21, anti-p53 o0 anti-actina como marcador de carga, durante
toda la noche con agitacién constante a 4 °C. Al finalizar el periodo de incubacién se
realizaron tres lavados con TTBS de 10 min cada uno y se agrego el anticuerpo
secundario 1:10000 (m-1gG Fc BP-HRP anti ratén de cabra) incubando por 1.5 h, se
lavdo de nuevo tres veces con TTBS. Las proteinas se visualizaron mediante

guimioluminiscencia utilizando el sustrato Clarity Max ECL sobre la membrana para
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provocar la sefial luminiscente, esta se fotodocumentd con el equipo ChemiDoc de
Bio-Rad.

Las proteinas en especifico se observaron como bandas en la membrana, la
intensidad de cada una se obtuvo con el programa para computadora ImageJ 1.53K
del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (http://imagej.nih.gov/ij) que es
de libre acceso. La intensidad relativa de la proteina en cada tratamiento se calculé
realizando la relacion de intensidad de la banda entre la intensidad de su respectiva

actina.

6.8. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos se calculd la media + el error estandar de la media (EEM).
Para saber si habia diferencia entre los grupos tratados y sin tratamiento se realizo el
analisis de varianza (ANOVA) seguida de la prueba de Tukey considerando un valor
de p<0.05 como estadisticamente significativo.
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VII. RESULTADOS

7.1 Efecto del VCl3 sobre la viabilidad celular

En el Cuadro | se presenta el porcentaje de viabilidad de cada tratamiento, el cual se

obtuvo cuantificando 100 células por experimento. Se observa que la administraciéon

del VClz no induce cambios significativos en ningan tiempo de exposicion comparando

con el grupo sin tratamiento.

Cuadro I. Porcentaje de viabilidad de los cultivos de linfocitos humanos tratados con VCls

por 24 y 48 h. Se presenta la media £ EEM de seis experimentos independientes.

Porcentaje de viabilidad
VCls en pg/mL
24 h 48 h
0 98.3+0.3 98.0+0.5
2 96.6 +0.8 98.0+0.4
4 97.3+0.6 97.0+1.6
8 98.6 +0.3 98.1+0.4
16 98.6 +0.3 976 £0.8

7.2 Efecto del VCIl; sobre las fases del ciclo celular

Los resultados del contenido de ADN en las distintas fases del ciclo celular se

muestran en las Figuras 1 y 2. No se presentd cambio significativo en ninguna

concentracion con respecto al grupo sin tratamiento a cualquier tiempo de exposicion.
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Figura 1. Porcentaje del contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo
celular de linfocitos humanos tratados in vitro con las concentraciones de VCls
por 24 h, se muestra la media + EEM de seis experimentos independientes.
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Figura 2. Porcentaje del contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo
celular de linfocitos humanos tratados in vitro con las concentraciones de VCls;
por 48 h, se presenta la media + EEM de seis experimentos independientes.



7.3 Efecto del VCI; sobre los niveles de expresién de las proteinas p21y p53

La exposicion de los linfocitos humanos al VCIz por 24 h aumento los niveles de

expresion de la proteina p21 y de manera significativa en la concentracion de 2, 4y

16 pg/mL con relacion al grupo sin tratamiento, O pug/mL (Figura 3y 4). Por otra parte,

la proteina p53 incremento significativamente en 16 pg/mL (Figura 3y 5).
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Figura 3. Fotografias representativas de las bandas de las proteinas p21, p53
y actina de los cultivos de linfocitos tratados con VCls por 24 h.
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Figura 4. Intensidad relativa de la proteina p21 de linfocitos humanos tratados
con diferentes concentraciones de VCl; por 24 h. Se muestra la media £+ EEM
de seis experimentos independientes.

*. p < 0.05 vs sin tratamiento (ANOVA seguido de Tukey).
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Figura 5. Intensidad relativa de la proteina p53 de linfocitos humanos tratados
con diferentes concentraciones de VCIs por 24 h. Se muestra la media = E.E.M
de seis experimentos independientes.

*. p < 0.05 vs sin tratamiento (ANOVA seguido de Tukey).

A diferencia de los tratamientos de 24 h, en la administracion de VClIs por 48 h no se
observé cambio en los niveles expresion de la proteina p21 en ninguna de las
concentraciones (Figura 6 y 7) En cuanto p53, se observo incremento dependiente
de la concentracion, con diferencias estadisticas en 4, 8 y 16 pg/mL (Figura 6 y 8).

0 2 4 8 16 pg/mL

pS3

actina

Figura 6. Fotografias representativas de las bandas de las proteinas p21, p53
y actina de los cultivos de linfocitos tratados con VCls por 48 h.
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Figura 7. Intensidad relativa de la proteina p21 de linfocitos humanos tratados
con diferentes concentraciones de VCl; por 48 h. Se muestra la media £+ EEM
de seis experimentos independientes.
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Figura 8. Intensidad relativa de la proteina p53 de linfocitos humanos tratados
con diferentes concentraciones de VCl; por 48 h. Se muestra la media £+ EEM
de seis experimentos independientes.

*. p < 0.05 vs sin tratamiento (ANOVA seguido de Tukey).
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VIil. DISCUSION

El V es un metal que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza lo que
propicia el contacto constante con los diferentes componentes del cuerpo. En
mamiferos, incluyendo al humano, el V ingresa por los alimentos que se consumen y
el aire que se respira. Dentro del organismo interactia con las moléculas biolégicas
por lo que puede inducir alteraciones en su funcién y en algunos casos llevar al
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas (Crans et al., 1989; Li et al., 2008;
Imtiaz et al., 2015).

8.1 Efecto del VCl; sobre la viabilidad

La administracion del VCls a los cultivos de linfocitos humanos no mostré6 cambios en
el porcentaje de viabilidad celular, ya que fue superior al 96 % en todos los
tratamientos y tiempos de exposicion. Este efecto también se observo en otro estudio
donde administraron V203, el V trabaja en estado de oxidacion +3, utilizando el mismo
modelo biolégico con las mismas concentraciones y tiempos de exposicion
(Alcantara-Mejia, 2017).

Resultados similares se encontraron probando con otros compuestos de V en estados
+4 y +5, por ejemplo, el tratamiento con V204 y V2Os en concentraciones de 2, 4, 8y
16 pg/mL a linfocitos humanos con los mismos tiempos de exposicion (Mateos-Nava,
2017; Frias-Jiménez, 2017). En leucocitos humanos con tratamientos de 1, 2, 4y 8
pHg/mL por 2, 4 y 6 h tampoco encontraron disminucion en la viabilidad (Rodriguez-
Mercado, 2006; Rodriguez-Mercado et al., 2011).

De igual manera Rojas et al. 1996, utilizando la prueba de azul de tripano observaron
gue en concentraciones de 0.3, 30 y 3000 puM de V205 administrados a leucocitos
humanos por 2 h el porcentaje de células viables fue mayor a 95 %. Con base en lo
anterior, se puede mencionar que el VClz en esas concentraciones no tiene efectos

sobre la viabilidad celular.

8.2 Efecto del VCI; sobre el contenido de ADN

Se ha comprobado que el VCIs puede alterar la proliferacion celular al disminuir el
indice mitotico (Rodriguez-Mercado, 1996), por lo que se estudié su efecto sobre el

contenido de ADN, asi como en los niveles de las proteinas que controlan el ciclo.
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En el andlisis del contenido de ADN mediante citometria de flujo se observo que el
tratamiento con VCls a linfocitos humanos no induce cambios significativos en las
fases del ciclo con respecto al grupo sin tratamiento. Mateos-Nava, 2017, obtuvo
resultados semejantes al utilizar el V203 a las concentraciones utilizadas en el
presente estudio.

En diversos trabajos utilizando lineas celulares, se ha demostrado que los
compuestos de V son capaces de retrasar la proliferacion; por ejemplo, en células del
carcinoma escamoso de esé6fago (EC109) tratadas con 0.1 a 50 uM de NaVOs, (V*°),
por 24 h, detiene el ciclo en fase S e induce apoptosis (Yang et al., 2016). Asimismo,
en células de cancer pancreatico humano AsPC-1 a 100 uM detiene el ciclo en G2/M
de forma dependiente a p21 (Wu et al., 2016).

De igual manera, hubo retraso en esta fase en lineas celulares de carcinoma
hepatocelular humano HepG2, Hep3B y Sk-Hep-1 cuando se trataron con 15y 30 uM
de ortovanadato de sodio (NazVOas) (Wu et al., 2014).

Mirjalili et al. 2020, al momento de administrar el complejo de 6xido de [N,N'-bis(3-
metoxi-salicilideno)-1,2-fenilendiaminajvanadio(lV) a células de cancer gastrico
MKNA45 detiene el ciclo en la fase G2/M a la concentracion de 1 pg/mL cuando se
exponen por 48 h, lo cual era atribuible al aumento de la proteina p53. Se ha
demostrado que otros complejos de oxidovanadio (VI) sintetizados con los ligandos
2-metilnitrolotriacetato, N-(2-carbamoiletil) iminodiacetato y N-(fosfonometil)-
iminodiacetato también detienen el ciclo en G2/M en concentraciones de 10 a 25 pM
a 48 h, siendo citotoxicos en células de cancer de pancreas (PANC-1 y MIA PaCa2)
con activacion simultanea de la via p53/p21 (Kowalski et.al., 2019).

Respecto al VCl3, se sabe que inhibe la proliferacion de cultivos de células Jurkat en
concentraciones de 0.1 a5 mM a las 48 h de tratamiento, lo cual esta relacionado con
el incremento en el dafio al ADN (Caicedo et al., 2007).

Por otra parte, en un estudio in vivo donde administraron NH4VO3 a pollos, en dosis
de 45y 60 mg/kg de peso corporal en su dieta, demostraron que existia detencion de
los hepatocitos en la fase G (Liu et al., 2011). Lo que demuestra que los compuestos
de V son capaces de detener el ciclo celular y que depende del tipo de célula, la
especie quimica, la concentracion y la interaccion con las moléculas encargadas de

las sefales de proliferacion.
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8.3 Efecto del VCl; sobre los niveles de p21 y p53

Anteriormente se mencioné que las células tienen la capacidad de mantener la
integridad gendmica para su supervivencia y proliferacion. En la regulacion de la
progresion del ciclo estan implicados mecanismos moleculares donde participan
distintas proteinas que llevan a cabo su funcion bajo ciertos estimulos, entre ellos la
reparacion del dafio al ADN provocado de manera endégena o exdgena, muerte
celular programada, procesos de transcripcidén, entre otros (Shackelford, 1999;
Sancar, 2004). En este trabajo se observo que el VClz modifica los niveles de las
proteinas p21 y p53 las cuales intervienen en los puntos de control.

Se conoce que la proteina p21 puede detener el ciclo celular en la fase G1/S 'y G2/M
inhibiendo los complejos ciclina D/Cdk4 o Cdk6 y ciclina E/Cdk2, respectivamente. Su
actividad esta regulada por mecanismos dependientes e independientes de p53. Por
otro lado, se ha observado que p21 eleva la resilencia celular. Estudios demuestran
gue el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1, por sus siglas en inglés) podria
aumentar la permanencia de los mioblastos C3 mediante la regulacion positiva de p21
a traveés del proceso dependiente de Akt (Pinzon et al., 2009).

Ademas, tiene funcion importante en la expresion de genes implicados en la
progresion del ciclo celular, la reparacion del ADN vy la regulacion de la apoptosis,
estos incluyen a las familias de los factores de transcripcion E2F, NFkB, c-myc, STAT
y p300/CPB. Igualmente, la via MAPK (proteinas cinasas activadas por mitdgenos)
juega un papel importante en procesos como embriogénesis, proliferacion y
diferenciacion. Es estimulada por factores de crecimiento a través de las vias Ras,
RAf y MAPKK, en consecuencia, mejora la transcripcion de p21. (Karimian et al.,
2016).

Se conoce poco acerca del efecto del V3* sobre p21 y p53, sin embargo, compuestos
V4*y V®* han demostrado interaccién con diferentes moléculas bioldgicas, entre ellas,
las proteinas. Se ha demostrado que el NasVVO4 en concentraciones de 25 a 350 uM
en células de cancer de mama MCF7 incremento la expresion de las proteinas p21y
p53 de manera dependiente de la concentracién, lo que llevé a la detencion de la
proliferacion celular (Ray et al., 2006). Klein et al. 2008, utilizaron este compuesto con
lineas celulares de cancer de epitelio humano A549, HTB44, DU145 y queratinocitos

HaCaT en concentraciones de 2 a 50 uM por 24 h y comprobaron que hay inhibicion
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de la proliferacion. Asi mismo, estudios con linfocitos humanos tratados con V203,
V204 y V205 a 8 y 16 pg/mL por 24 h dieron como resultado aumento en los niveles
de expresién de estas proteinas (Mateos-Nava et al., 2021).

Ensayos con V4" han demostrado que incrementa los niveles de expresion de p21,
por ejemplo, en células de higado humano HepG2 tratadas con el bisacetilacetonato
de vanadio [VO(aca):] en concentraciones de 0 a 800 uM llevo a la detencidn del ciclo
(Fu et al.,, 2008). Asimismo, este compuesto en células humanas de céncer
pancreético AsPC-1 en la concentracion de 100 uM detiene la proliferacion en G2/M
de manera dependiente a p21 (Wu et al., 2016). Sin embargo, en células HaCat a las
gue se les administr6 VOSO4 presentan disminucion de p21 a partir de 100 y hasta
1000 puM a las 24 h de tratamiento (Markopoulou et al., 2009).

Por lo que se refiere a el efecto del V en las células, se sabe que el vanadato en
concentraciones micromolares incrementa la actividad mitogénica en fibroblastos
humanos, esto mediante la incorporacion de timidina a la molécula de ADN
(Carpenter, 1981).

Con base en lo anterior, en este trabajo se sugiere que el aumento de la expresion de
p21 alas 24 h se deba a que el V estimula la division celular, ya que en el analisis de
contenido de ADN se presento tendencia a incrementar el nimero de ndcleos en la
fase S.

Cuando existe dafio al ADN, la proteina p53 coordina la respuesta celular para la
reparacion del mismo o eliminacion de la célula, provocando la detencion del ciclo o
estimulando la apoptosis (Blattner, 2008).

En estudios con el complejo de oOxido de [N,N'-bis(3-metoxi-salicilideno)-1,2-
fenilendiaminal]vanadio(IV) en células humanas de céancer gastrico MKN45 a
concentraciones de 1 ug/mL incrementa la expresion de p53 y detiene el ciclo en la
fase Go/M a las 48 h de tratamiento (Mirjalili et al., 2020). El aumento de esta proteina
se observé al administrar metavanadato de sodio (NaVO3s) en concentraciones de 10
a 100 uM en células de epidermis de raton JB6+, lo cual indujo a la muerte celular
programada mediante la generacion de peroxido de hidrogeno, H2O2 (Huang et al.,
2000).

Por consiguiente, la tendencia a la detencion del ciclo celular en la fase S alas 48 h
de tratamiento indica que el V esta causando dafio al ADN, lo que incrementa la

expresion de p53.
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En este estudio se administr6 VClz a cultivos de linfocitos y se observdé que no
modifica la viabilidad celular y tampoco se observan cambios en alguna fase del ciclo
en especifico, pero si incremento los niveles de expresion de las proteinas p21 a las
24 h'y de p53 a las 48 h, lo cual puede estar relacionado con dafio al ADN.
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IX. CONCLUSIONES
e Laadministracién de VCls a linfocitos humanos no modifica la viabilidad celular
e EI VCI3 no cambia el contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo de los
linfocitos humanos, expuestos a diferentes horas de tratamiento.
e El compuesto no altera la estructura de las células, sin embargo, al modificar
los niveles de expresion de las proteinas p21 y p53 indica que si cambia su
funcion, lo cual implica la alteracién de la proliferacion celular, posiblemente

por la induccion de dafio al ADN.

9.1 Perspectivas

Entre los mecanismos de la actividad antitumoral de compuestos de V, que adn
requieren mas estudios, se sugiere la generacion intensificada de especies reactivas
de oxigeno (ERO). Se sabe que la produccion de ERO provoca alteraciones en el
metabolismo celular y dafios en lisosomas y las mitocondrias (criticos para mantener
la homeostasis celular), o que resulta en la activacion de caspasas y apoptosis

mediada por p21y p53.
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EFECTO DEL TRICLORURO DE VANADIO SOBRE LOS NIVELES DE
EXPRESION DE LAS PROTEINAS P21 Y P53 EN LINFOCITOS HUMANOS
] TRATADOS IN VITRO
Garcia-Sosa B.A., Alvarez-Barrera L., Rodriguez-Mercado J.]., Mateos-

Nava R.A.*
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, UMIEZ, Laboratorio 5
primer piso. Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, Campus II, UNAM. CP 09230,
Cd. Mx. México. rodrigo.mateos@zaragoza.unam.mx; aby_gsosa@comunidad.unam.mx

El vanadio es un metal que se encuentra presente en la naturaleza y las
actividades humanas han incrementado sus cantidades en el medio
ambiente. Los seres vivos estan expuestos a él por la ingesta de alimentos,
el aire que respira y la absorcion dérmica, lo que puede llevar al desarrollo
de enfermedades croénico-degenerativas. Estudios in vitro e in vivo,
muestran que el vanadio interactda con las diferentes moléculas biolégicas
e induce efectos genotodxicos y citotdxicos. En el laboratorio, en trabajos
con linfocitos humanos in vitro, se ha observado que los éxidos de vanadio
afectan los niveles de expresion de las proteinas involucradas en el control
del ciclo celular.

Con respecto al tricloruro de vanadio (VCl3) se tiene poca informacion
relacionada con su toxicidad a nivel celular, por lo que en este estudio se
evaluo el efecto del VCls sobre los niveles de expresion de las proteinas p53
y p21 en cultivos de linfocitos humanos.

Los cultivos fueron expuestos durante 24 y 48 h a concentraciones de 2, 4,
8 o 16 pg/mL de VCls. Después de los tratamientos se determind la
viabilidad celular con colorantes fluorescentes y el contenido de ADN por
citometria de flujo. Al mismo tiempo se analizaron los niveles de expresion
de las proteinas p53 y p21 con la técnica de “Wester blot”.

La administracién de VCls no modificé la viabilidad y a diferencia de los
oxidos de vanadio el VCl3 no retrasa el ciclo en alguna fase en especifico.
Con relacién a las proteinas, p21 incrementd en los tratamientos de 4y 16
Hg/mL a las 24 h, mientras p53 en 8 pg/mL a las 48 h. Es posible que el
VCl3 esté afectando otra via en la cual p21 participa y no en el bloqueo de
la progresion del ciclo celular.

Trabajo realizado con el apoyo del proyecto DGAPA-UNAM PAPIIT
IN229220.
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