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INTRODUCCIÓN 

 Metales en la Contaminación 

Desde la época de la Revolución Industrial las actividades antropogénicas han ido en 

aumento a lo largo del mundo. Esto, aunado a fenómenos naturales como las erupciones 

volcánicas o los incendios forestales, ocasiona la liberación de diversos compuestos dañinos 

no solo para el medio ambiente, sino también para los seres vivos. 

 

Uno de los problemas que ha tomado mayor interés en los últimos años es la contaminación 

ambiental, ya que en ella existe la presencia de sustancias o elementos tóxicos en cantidades 

superiores a los limites tolerados por el ser humano, de tal modo que causan desequilibrio 

ecológico y afectaciones a la salud de los organismos (Araujo, 2010).  

 

Entre las partículas contaminantes más abundantes están los metales pesados, que son 

aquellos elementos químicos que presentan densidad igual o superior a 5 g/cm3 con respecto 

al agua. Provienen de manera natural de los minerales y en general se encuentran en la 

superficie terrestre a la concentración aproximada de 100 mg/kg de sustrato (Reyes et al., 

2016; Delgado et al., 2019).  Debido a sus propiedades tóxicas y su capacidad para 

bioacumularse en los organismos vivos, los convierte en una preocupación importante para 

la salud humana y el medio ambiente. Se transportan a través del viento, son depositados en 

el suelo o el agua y en consecuencia pueden ser inhalados o ingeridos (Sabath y Robles-

Osorio, 2012; WHO 2014; Aguilera et al., 2020). Algunos ejemplos son el cadmio (Cd), el 

cromo (Cr), el hierro (Fe), el titanio (Ti), el vanadio (V), entre otros.  

 

 Vanadio 

Es un metal de transición ubicado en la familia 5 (VB) de la tabla periódica de los elementos 

químicos con el símbolo V, de color grisáceo, su número atómico es 23, masa molar de 

50.942 g/mol, densidad 6.09 g/cm3, punto de fusión 1890 °C y de ebullición 3380 °C 

(IUPAC, 2022). Está distribuido universalmente en el suelo y tiene una abundancia de 0.02 

% en la corteza terrestre, mientras que el agua de mar posee una concentración cercana a 35 

nM (Rehder, 2012).  



 

2 
 

Presenta estados de oxidación que van desde -3 a +5, siendo +3, +4 y +5 los que se han 

estudiado más ya que tienen actividad biológica (Michibata, 2012). Comúnmente se 

encuentra en forma de anión vanadato (VO4
3-) y en formas iónicas combinadas con oxígeno, 

como el ion vanadilo (VO2
+) que actúan igual que agentes oxidantes o en combinación con 

azufre, por ejemplo, el catión ditionato de vanadio +2 o el hidrogenosulfuro de vanadio +2: 

VS2+ y VSSH+ respectivamente (Castillo et al., 2005; Rodríguez-Mercado y Altamirano-

Lozano, 2006).  

 

En vertebrados entra al organismo a través del tracto digestivo y respiratorio mediante la 

ingesta de alimentos y la inhalación de aire que lo contenga, sin embargo, en cantidades muy 

pequeñas se absorbe a través de la piel. Se acumula en los tejidos de seres humanos, 

principalmente en huesos, hígado, riñón, pulmones y cerebro. A nivel intracelular se ha 

reportado la concentración de 0.3 μM (Rehder, 2008, 2015).  

 

Una vez dentro, el V4+ se encuentra como VO2+. Puede formar complejos penta o 

hexacoordinados y es inestable a pH menores a 3, lo que hace que se oxide a VO4
3-. Para 

distribuirse en todo el organismo, el V usa el transporte de hierro en el plasma sanguíneo y 

se presenta en forma del complejo transferrina-vanádica o ferritina-vanádica (Contreras et 

al., 2014). 

 

En el caso del V5+ existe principalmente en forma de VO4
3-, el cual se asimila en los 

organismos mediante el transporte de aniones fósforo, por lo que diversas enzimas pueden 

reconocerlo e introducirlo a procesos metabólicos que dependan del grupo fosfato 

principalmente (Goodno, 1979).  

 

Para el V3+ no se conoce bien la biocinética, pero debido a la presencia de oxígeno en la 

sangre es posible que pueda oxidarse a V4+ o V5+ y parte permanecer unido a diferentes 

ligandos (Rodríguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). 

 

La esencialidad de este elemento no ha sido probada en los seres humanos, pero sí en ciertas 

especies, por ejemplo, en los pollos su deficiencia produce retardo del crecimiento, 
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problemas de reproducción y alteraciones del metabolismo lipídico; en las ratas regula los 

niveles de hormona tiroidea en sangre y afectan el metabolismo de la glucosa y los lípidos; 

además inhiben la actividad de la Na+/K+ATPasa en riñón, cerebro y corazón; en los 

tunicados se encuentran altas concentraciones de V, este es absorbido del agua de mar en 

forma de H2VO4
- y almacenado en unas células sanguíneas llamadas vanadocitos, en forma 

de V3+. Se cree que su función es la de intervenir en la síntesis de la túnica, la cual actúa para 

ahuyentar a posibles depredadores (Nriagu, 1998; Rehder, 1999; Ochiai, 2008). 

 

De forma natural se encuentra a bajas concentraciones en alimentos, entre ellos, la pimienta, 

los cereales, las setas, el perejil, los aceites vegetales, los huevos, la carne bovina, los peces, 

las aves, los mariscos, entre otros. Se calcula que los humanos consumen aproximadamente 

de 10 a 30 μg de vanadio al día; aunque cerca del 96 % se excreta por las heces y el 4 % por 

la orina; aunque, se ha visto que en mujeres lactantes este porcentaje cambia, pues suelen 

excretar el 79 % mediante vía fecal y el 17 % en la leche materna (Anke, 2004; Willsky et 

al., 2011; Korbecki et al., 2012).  

 

En procesos antropogénicos, se emplea en la fabricación de algunos colorantes que son 

utilizados en la elaboración de tintas, aceleradores en el secado de pinturas y barnices, en 

insecticidas, productos químicos fotográficos y en la elaboración de vidrio (Earnshaw et al., 

1981). En aleación con hierro para crear herramientas, partes de automóviles y dentro de la 

industria aeroespacial y eléctrica (Vanitec, 2022). 

 

Los complejos de V poseen amplia gama de características que les permiten ser desde 

micronutrientes esenciales hasta agentes tóxicos; no obstante, sus propiedades dependen, 

entre otras cosas, de la naturaleza de los ligantes a los que se encuentre coordinado, el estado 

de oxidación y la concentración a la cual esté presente (Contreras-Cadena et al., 2014).  

 

Debido a la susceptibilidad de oxidarse y su alta tendencia a hidrolizar en el estado de 

oxidación +3 no se tiene mucha información acerca de los mecanismos en los que podría 

intervenir dentro de la célula, no obstante, estudios con trióxido de vanadio (V2O3) indican 

que induce aberraciones cromosómicas numéricas, separación prematura del centrómero, 
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rompimientos de cadena sencilla en el ADN, aumento en el tiempo promedio de 

proliferación, disminución del índice mitótico y del índice de replicación (Owusu-Yaw,1990; 

Rodríguez-Mercado et al., 2010, 2011; Mateos Nava, 2017). También se ha demostrado que 

los óxidos de vanadio como el trióxido de vanadio y el pentóxido de vanadio (V2O3 y V2O5, 

respectivamente) en cultivos de linfocitos humanos modifican los niveles de expresión de las 

proteínas p53, p21, ciclina D, E, Cdk2 y Cdk4, lo que induce la detención del ciclo celular 

en la transición de la fase G1 a S (Mateos-Nava, 2012; Alcántara-Mejía, 2017; Mateos-Nava 

et al., 2017). 

 

Tricloruro de Vanadio  

El tricloruro de vanadio (VCl3) es un compuesto inorgánico con masa molar de 157.3 g/mol, 

higroscópico, sensible a la oxidación y en condiciones normales tiene aspecto de cristales 

color púrpura oscuro. Presenta punto de fusión de 300 °C, temperatura a la que se 

descompone, su densidad es de 3 g/cm3 a 20 °C, se utiliza como catalizador y precursor para 

la síntesis de otros compuestos basados en V (Gangolli,1999; García-Núñez et al., 2018; 

TODINI, 2020), es agente reductor en la determinación de nitritos y nitratos presentes en 

muestras de agua, también se emplea en la fabricación de baterías, en el flujo redox que tiene 

su solución electrolítica, lo que lleva a que tenga alto almacenamiento de energía, en la 

fabricación de algunas herramientas (VANITEC, 2022). Sin embargo, se conoce poco acerca 

de los efectos que pueda inducir a nivel celular, ya que los seres vivos están expuestos a este 

compuesto, es por eso que se emplea en el presente trabajo. 

 

Ciclo Celular 

Es un proceso en el cual la célula se desarrolla y se divide para crear una copia de sí misma, 

permitiendo crecer y reemplazarlas a medida que se desgastan. En los animales, toma 

alrededor de 24 h de principio a fin para los diferentes tipos de células, aunque hay algunas 

excepciones, como las de la piel o las tumorales, que realizan esto constantemente, mientras 

que otras, rara vez se dividen o incluso no lo hacen. Esta transformación desempeña un papel 

importante en la vida de los organismos, ya que se involucra durante la renovación y 

reparación, sustituyendo las células que mueren (Lagunas et al., 2014).   
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Se divide en cuatro etapas: G1, S, G2 y M. En la fase G1 las células se preparan para la 

replicación del ADN, es aquí cuando se integran las señales mitogénicas e inhibidoras del 

crecimiento y toman la decisión de continuar, pausar o salir del ciclo. La duplicación del 

ADN nuclear se da en la S y en la G2 la célula está lista para la división nuclear. Por último, 

en la fase M de mitosis, los cromosomas replicados se segregan de manera equitativa hacia 

dos núcleos separados y se produce la citocinesis lo que lleva a la formación de dos células 

nuevas. Existe una fase que no se considera propia del ciclo, denominada G0, en donde la 

célula se puede encontrar en cuatro diferentes procesos: un estado de quiescencia, que estén 

diferenciadas, senescentes o en apoptosis (Johnson y Walker, 1999).  

 

La progresión del ciclo celular se asocia con la expresión de genes específicos que codifican 

a diferentes proteínas encargadas de los puntos de control. En presencia de daño al ADN, 

estas evitan que el ciclo continue, dando tiempo para que la reparación se produzca y se 

prevengan alteraciones genéticas capaces de propagarse a generaciones posteriores (Lagunas 

et al., 2014). 

 

ATM  

La proteína ATM es una serina-treonina cinasa, su peso molecular es de 350 kDa y está 

formada por 3056 aminoácidos. Se encuentra en dímero inactivo en condiciones normales y 

tras producirse daño en el ADN se desencadenan diferentes procesos que conducen a su 

activación. Su papel principal es detectar y transducir el daño en la recombinación homóloga 

(Lee y Paull, 2007; Sun et al., 2007; Kozlov et al., 2011). 

 

γ-H2AX 

Las histonas son un grupo de proteínas que constituyen a los cromosomas y les proporcionan 

una unión estable con la doble hélice del ADN. Entre las principales tenemos a H2A 

(Passarge, 2001). Esta posee una variante denominada H2AX que se expresa 

constitutivamente y es incorporada al azar dentro de los nucleosomas, representando entre el 

10-15 % del total de H2A celular (Pusarla y Bhargava, 2005). Cuando hay roturas de doble 

cadena de la molécula de ADN (DSB, por sus siglas en inglés), la cola C-terminal se fosforila 

en serina 139, por diversas cinasas como ATM, proteínas cinasas C (PKC, por sus siglas en 
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ingles) y ATR. Las dos primeras participan principalmente tras la radiación ionizante, 

mientras que ATR lo hace en respuesta al daño en el ADN que retrasa o paraliza las horquillas 

de replicación (Bonner et al., 2008). De modo que, γ-H2AX está involucrada en la detección 

y reparación, su activación se produce en los sitios de alteración, por lo que se ha considerado 

como marcador de daño al ADN (Rogakou et al., 1998; Kinner et al., 2008).  

 

El Papel de las Proteínas ATM, ATR y γ-H2AX en el Ciclo Celular 

Durante el ciclo celular, existen diferentes complejos enzimáticos de transducción de la señal 

que actúan en respuesta a daño en el ADN. Una de las principales familias que participa en 

esto es la PIKK (cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol-3-cinasa) de la cual provienen las 

cinasas ATM y ATR (Su, 2006). Ambas transmiten el mensaje por la vía más clásica de 

señalización, la fosforilación de proteínas. 

 

Se ha observado que estas dos están involucradas en la respuesta al daño en el ADN. Por una 

parte, ATM y ATR actúan como sensores iniciadores, que a su vez reclutan a las cinasas de 

puntos de control 1 y 2, Chk1 y Chk2 respectivamente, para mediar su función (Lazzaro et 

al., 2009; Smith et al., 2010; Maréchal y Zou, 2019). La ATM y Chk2 se activan 

principalmente por agentes genotóxicos que inducen rupturas de doble cadena y 

posiblemente en procesos que bloquean la replicación, γ-H2AX se localiza en la cromatina 

presente en el sitio, lo que provoca la movilización de las proteínas de señalización que llevan 

a cabo la reparación. Se ha reportado que ATM es la principal enzima encargada de la 

fosforilación de H2AX cuando el daño es inducido por radiaciones ionizantes, mientras que 

ATR participa cuando se producen alteraciones inducidas por rayos ultravioleta (Hanasoge 

y Ljungman, 2007) o al estrés en la replicación (Ward y Chen, 2001).  

 

Efecto del vanadio sobre proteínas que controlan el ciclo celular 

El vanadio presenta diversos efectos en el ciclo celular dependiendo de su concentración, el 

compuesto y la forma de exposición. En general, se ha observado que interfiere con la 

división celular y la replicación del ADN, lo que puede llevar a cambios en su regulación y, 

en algunos casos, a la apoptosis (Butler y Carrano, 1991). 
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En 2008, Fu y colaboradores propusieron que el V se relaciona con moléculas que controlan 

la progresión del ciclo celular. Se ha demostrado que alteran la actividad de diferentes 

ATPasas, proteínas cinasas, ribonucleasas, fosfatasas y enzimas que interactúan con los 

ácidos nucleicos, asimismo, induce efectos genotóxicos y mutagénicos (Zhong et al., 1994; 

Valko et al., 2005; Fu et al., 2008).  

 

Existen estudios sobre el metavanadato de sodio (NaVO3), en donde demuestran que en 

células epidérmicas JB6 P+ (C141) de ratón tratadas con 0 a 100 µM, durante 0, 6, 12, 24 y 

48 h a partir de los 50 µM a 24 h, promovieron la entrada a la fase S, debido a la activación 

de la cinasa Akt, induciendo la fosforilación de la proteína pRB y provocando la liberación 

del factor de transcripción E2F, lo que aumentó los niveles de ciclina E y A (Zhang et al., 

2004). Por otro lado, se ha demostrado que en células de epitelio pulmonar humano A549 

este mismo compuesto a concentraciones de 10 - 200 µM promueve la formación de peróxido 

de hidrogeno (H2O2), lo que detiene a las células en el punto de control G2/M debido al 

aumento en los niveles de proteínas p21 y Chk1 e inactiva el complejo de ciclinas B/Cdc2. 

En otros ensayos, se observó aumento en los niveles de p53 y p21, lo que indujo la detención 

de las células en la fase S. Además, la producción de H2O2 por parte del V en el mismo tipo 

de células conduce a la activación de p53 y provoca la muerte celular por apoptosis (Huang 

et al., 2000; Zhang et al., 2002).  

 

En cultivos de linfocitos humanos, se ha observado que el V2O5 induce la sobreexpresión de 

ciclina E y Cdk2, disminución de ciclina D1 y Cdk4 y aumento en p53 y p21 en 

concentraciones de 2 a 16 μg/mL por 24 h (Mateos-Nava, 2012). 

 

Sobre el V en estado de oxidación +3, hay pocos estudios que evalúen su efecto sobre las 

moléculas en relación con el control del ciclo celular. No obstante, se sabe que la 

administración de 0.1 mM de VCl3 a la línea celular de linfoma T Helper (Jurkat) modifica 

la proliferación, lo que se puede relacionar con el daño al ADN y el desarrollo de la apoptosis 

(Caicedo et al., 2008). En la Unidad donde se realizó este trabajo (UNIGEN, FES Zaragoza), 

se ha demostrado que los tratamientos con 8 y 16 μg/mL de VCl3 a cultivos de linfocitos 
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humanos induce la expresión de las proteínas p21, p53, ciclina D, Cdk2 y Cdk4, lo que lleva 

al retraso del ciclo en la fase S (García-Sosa, 2023; Díaz-Sandoval, 2024). 

 

Western Blot 

Es una herramienta que se emplea con frecuencia en la investigación para separar y distinguir 

proteínas según su peso molecular. Hace uso de la electroforesis en gel, la cual implica la 

separación de partículas cargadas que atraviesan un campo eléctrico cuando se les hace pasar 

la corriente eléctrica. Las proteínas son transferidas a una membrana sólida, incubada con 

anticuerpos específicos a la proteína de interés y finalmente revelada. La densidad de la banda 

resultante, indica la cantidad de proteína presente en la muestra. Actualmente, sus 

aplicaciones son muy numerosas, sobre todo en el campo de la biología experimental, la 

biomedicina y áreas afines (de la Fuente et al., 2007; Mahmood y Ping-Chang, 2012). 

 

Citometría de Flujo 

Es una técnica que permite analizar y cuantificar de manera simultánea múltiples 

características celulares a medida que son transportadas en un fluido e incididas por un haz 

de luz. El citómetro de flujo mide el tamaño y la granularidad de la célula, así como, la 

fluorescencia relativa de la misma. Estas características se determinan usando un sistema 

óptico acoplado a un procedimiento electrónico que graba la manera en que la célula dispersa 

el haz de luz y emite fluorescencia (Marti et al., 2001). 

 

Esta herramienta permite estudiar distintas funciones celulares como la proliferación, la 

fagocitosis y la apoptosis, por mencionar algunas. Lo anterior es posible gracias al marcaje 

con moléculas fluorescentes específicas que se incorporan cuando las células realizan este 

tipo de funciones (Quah y Parish, 2010). 

 

Linfocitos como modelo de estudio 

Los linfocitos son células que participan de forma esencial en la respuesta inmune y están 

representados por dos tipos, B y T. Los primeros se originan en la médula ósea de los 

mamíferos y son responsables de la inmunidad humoral; mientras que los T son originados 
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en la médula, pero se diferencian en el timo y son responsables de la inmunidad celular y 

regulan la producción de anticuerpos de las células B (González et al., 2005).  

 

Las células periféricas son las más examinadas, ya que son fáciles de obtener, crecen con 

facilidad en cultivo tisular, tienen una vida relativamente larga y pueden extraerse grandes 

cantidades en metafase. También presentan la ventaja para el análisis de la exposición a algún 

agente interno o externo, ya que circulan por todo el cuerpo y pueden proporcionar la 

estimación de la exposición media de todo el organismo. Dentro de la experimentación in 

vitro son una buena opción, ya que son células humanas no transformadas, fáciles de obtener 

y de estimular su proliferación (Tucker y Preston, 1996).  

 

Han sido ampliamente utilizados en la evaluación del potencial genotóxico de diferentes 

compuestos in vitro, en los que se encuentran los metales de transición, agentes alquilantes, 

fármacos y herbicidas (Hartmann, 1994; Soloneski, 1997; Eisenbrand et al., 2002). Su uso 

en estudios de genética toxicológica se debe a que son metabólicamente eficientes, ya que se 

ha demostrado que los linfocitos humanos poseen niveles detectables de ARNm de la enzima 

CYP2E1, la cual está involucrada en el metabolismo oxidativo de xenobióticos de bajo peso 

molecular (Hukkannen y Krovat, 2000). 
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JUSTIFICACIÓN  

 

En los últimos años, la exposición de los seres vivos a metales ha ido en aumento debido al 

incremento de la actividad industrial. El V es un metal que se encuentra presente en nuestra 

vida diaria, desde los alimentos que consumimos hasta el aire que respiramos. Dentro del 

organismo puede inducir cambios a nivel celular y poner en riesgo el material genético. Se 

ha observado que la toxicidad de los compuestos de V aumenta conforme su estado de 

oxidación, siendo los de estado +4 y +5 los más tóxicos, en linfocitos humanos retrasa la 

proliferación e induce la sobreexpresión de las proteínas ciclina E y Cdk2, asimismo, 

disminuye la expresión de la ciclina D1 y de Cdk4; sin embargo, del estado de oxidación +3 

aún se desconoce su efecto en algunas proteínas que participan durante el ciclo celular. Por 

esto, la presente investigación busca elucidar el efecto de uno de los compuestos de V en 

estado de oxidación +3, el VCl3, en la expresión de ATM y γ-H2AX que son moléculas 

presentes en la reparación de daño al ADN.   
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HIPÓTESIS 

En estudios in vitro se ha observado que los compuestos de V inducen daño al ADN y 

modifican la expresión de diversas proteínas involucradas en el control del ciclo celular, por 

lo que, si se administra VCl3 a cultivos de linfocitos humanos, se detendrá la proliferación y 

modificará la expresión de ATM y γ-H2AX. 

 

 

OBJETIVOS 

 Objetivo general: 

Evaluar in vitro la expresión de las proteínas ATM y γ-H2AX en linfocitos humanos 

expuestos a 2, 4, 8 o 16 μg/mL de VCl3 durante 24 y 48 h. 

 

 Objetivos particulares: 

Determinar la viabilidad de los linfocitos tratados con VCl3 utilizando la tinción de colorantes 

fluorescentes. 

 

Evaluar el contenido de ADN en linfocitos humanos tratados con VCl3 mediante citometría 

de flujo. 

 

Analizar la expresión de proteínas como ATM y γ-H2AX en linfocitos humanos tratados con 

VCl3 utilizando Western blot.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos 

Para llevar a cabo la metodología se utilizaron los siguientes reactivos: tricloruro de vanadio 

(VCl3) CAS 7718-98-1 pureza del 97 % disuelto en agua inyectable y preparado cada vez 

que se iba a utilizar, Histopaque®-1077, 5(6)-diacetato de carboxifluoresceína mezcla  de 

isómeros (CFDA, por sus siglas en inglés), solución amortiguadora de fosfatos salina (PBS 

por sus siglas en inglés), ribonucleasa A (RNasa), solución de tinción (0.1 % de Tritón X-

100 en PBS más 200 μg/mL de RNasa y 50 μg/mL de ioduro de propidio), ácido  etileno 

diamino tetracético (EDTA por sus siglas en inglés), 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;  albúmina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés) inhibidores 

de proteasas, aprotinina y leupeptina, anticuerpo anti-ATM (sc-53173), anti-p-H2AX (sc-

517348), anti-actina (sc-8432) y anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 

picante (HRP) de ratón IgGκ-proteína de unión (sc-516102), Tween-20 de Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., CA EUA; Clarity Max ECL Substrate, Protein Assay de Bio-Rad 

Laboratories Inc., CA EUA.  

 

 Obtención de linfocitos 

Se obtuvo sangre periférica de donadores (sin antecedentes de toxicomanía o enfermedades 

recientes; con previo consentimiento escrito) por venopunción con sistema Vacutainer® y se 

agregó sobre Histopaque®-1077 en un tubo de centrifuga cónico en relación 1:1; teniendo 

las dos fases sin mezclarse, se centrifugaron a 1800 rpm durante 33 min, al final se obtuvieron 

cuatros fases, una fase opaca en la cual están presentes los linfocitos. Estos fueron 

transferidos a un tubo limpio y se lavaron en tres ocasiones con solución amortiguadora de 

fosfatos salina (PBS por sus siglas en inglés), entre cada lavado se centrifugaron a 1500 rpm 

durante 10 min, posteriormente se obtuvo la densidad celular utilizando la cámara de 

Neubauer, Propper Manufacturing Co. Inc. 
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 Tratamientos  

Se cultivaron 8 millones de células por tratamiento en medio de cultivo PB-Max 

Karyotyping, transcurridas 24 h se les administró una de las diferentes concentraciones de 

VCl3: 2, 4, 8 o 16 μg/mL y se incubaron por 24 y 48 h más; cabe mencionar que se contó con 

un grupo sin tratamiento (0 μg/mL). En total se tuvieron seis experimentos independientes. 

 

Viabilidad por tinción de colorantes fluorescentes 

La viabilidad celular se evaluó al inicio y al final de cada tratamiento, para realizarla se siguió 

el método propuesto por Strauss en 1991 con ligeras modificaciones. Se preparó una solución 

de tinción (1:1) de bromuro de etidio (0.025 μg/μL) y diacetato de carboxifluoresceína (0.125 

μg/μL), de aquí se mezclaron 10 μL de los colorantes con 10 μL de la suspensión celular y 

se incubaron a 37 °C por 15 min. Posteriormente se hicieron tres lavados con un mL de PBS 

centrifugándolos a 4000 rpm por 6 min cada uno, el botón celular se colocó en un 

portaobjetos para determinar la viabilidad en el microscopio de fluorescencia con un filtro de 

excitación de 515-560 nm, clasificando 100 células en total tomando en cuenta el número de 

viables, las cuales se observaron de color verde debido a la integridad de su membrana y a la 

presencia de actividad enzimática, pues el diacetato de carboxifluoresceína reacciona con las 

esterasas induciendo la fluorescencia, de las no viables que presentaron fluorescencia roja, 

ya que al perder la integridad de la membrana el bromuro de etidio puede intercalarse en la 

estructura del ADN. 

 

Análisis del contenido de ADN 

Para conocer si alguna fase del ciclo celular se ve modificada por los tratamientos se procedió 

a evaluar el contenido de ADN por citometría de flujo utilizando la técnica de tinción con 

ioduro de propidio. Al término del tiempo de incubación, las células se fijaron con alcohol 

etílico al 70 % frío por 24 h, después se retiró e incubó en solución de tinción por 30 min a 

37 °C en oscuridad. Posteriormente, se adquirieron 20000 eventos por tratamiento en el 

citómetro BD FACSAria™II (Becton Dickinson and Company, CA EUA). Con los datos se 

realizaron los histogramas en el programa para computadora https://floreada.io/analysis que 

es de libre acceso, en el cual se determinó el porcentaje de núcleos en cada fase. 

https://floreada.io/analysis
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Obtención de proteínas 

Al final del tratamiento los cultivos se centrifugaron y el botón celular se lavó con 5 mL de 

PBS frio, se centrifugó a 1800 rpm por 8  min,  se desechó el  sobrenadante  y  se  le  agregó  

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

0.1 % SDS, 1 mM NaVO4, 5  mM  Na2HPO4,  10  mM  NaH2PO4)  resuspendiéndolo  21  

veces  a  través de una aguja 21G con ayuda de una jeringa y se traspasó a un microtubo, el 

cual se dejó en refrigeración por toda la noche, a continuación se centrifugaron a 12500 rpm 

por 12 min a 4 °C, se recuperó el sobrenadante con una pipeta y se determinó la concentración 

de proteínas presente  en  cada  cultivo  mediante  el  reactivo  Protein Assay  de  Bio-Rad 

empleando el lector de placas Epoch™ BioTek Instruments, Inc. a 595 nm de longitud de 

onda. 

 

Separación y detección de proteínas 

Las proteínas se separaron en geles de poliacrilamida mediante electroforesis, primero fueron 

desnaturalizadas mezclando 50 μg con solución amortiguadora de muestra 6X que contenía 

SDS y se añadió β-mercaptoetanol, a continuación se calentaron las muestras a 92 °C durante 

5 min y se colocaron en los pozos del gel, la separación se llevó a cabo al aplicar corriente 

constante de 100 voltios, posteriormente se transfirieron a una membrana de fluoruro de 

polivinilideno (PVDF) de Bio-Rad por electroblotting con corriente constante de 145 

miliamperios (mA) por 1.5 h. La membrana fue incubada en solución de bloqueo (5 % de 

leche sin grasa con amortiguador tris salino más 0.05 % de Tween-20 (TTBS)) por 1.5 h; a 

continuación, se incubaron con cada anticuerpo primario, anti-ATM, anti-p-H2AX y anti-

actina 1:2500 durante la noche en agitación constante a 4 °C. Se hicieron tres lavados  con 

TTBS  de  10  min  cada  uno  y  se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado con 

peroxidasa de rábano picante (HRP) de ratón IgGκ-proteína de unión (1:5000), por 1.5 h,  al  

final  se  lavaron  las  membrana tres veces  con TTBS  para  realizar  la  detección  y 

determinación  de  las  proteínas  de  interés,  la cual se presentaba como una banda, la 

detección fue llevada a cabo en el fotodocumentador ChemiDoc™ Touch Imaging System 

de Bio-Rad Laboratories, Inc. La intensidad relativa de las bandas resultantes, fue analizada 

mediante el software ImageJ del National Institutes of Health de EUA que es de libre acceso, 

para hacer una relación con su respectivo marcador de carga (actina).  
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Análisis estadístico 

Se obtuvo la media y el error estándar de la media (EEM) de los seis experimentos 

independientes. Se utilizó el análisis de varianza (ANOVA) seguida de la prueba de Tukey, 

dependiendo de la homogeneidad de las varianzas, para comparar diferencias entre cada 

grupo tratado contra el grupo sin tratamiento, considerando el valor de p < 0.05 como 

diferencia significativa.  
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RESULTADOS 

Efecto del VCl3 en la viabilidad de los linfocitos tratados 

En el Cuadro I se presenta el porcentaje de viabilidad de cada tratamiento, en donde se 

observó que la administración del VCl3 no indujo cambios significativos en ningún tiempo 

de exposición comparado con el grupo sin tratamiento. 

 

Cuadro I. Porcentaje de viabilidad de los linfocitos humanos tratados in vitro con VCl3 a 24 

y 48 h, donde se muestra la media ± el EEM. 

 

Tratamientos (µg/mL) 
Tiempo de exposición  

24 h 48 h 

0 98.5 ± 0.3 98.3 ± 0.3 

2 98.3 ± 0.4 98.0 ± 0.4 

4 97.6 ± 0.2 97.0 ± 1.6 

8 98.8 ± 0.4 98.1 ± 0.4 

16 98.1 ± 0.4 97.6 ± 0.8 

 

Efecto del VCl3 sobre las fases del ciclo celular evaluado por el contenido de 

ADN 

En la Figura 1, se muestra el análisis del contenido de ADN en las diferentes fases del ciclo 

celular de los linfocitos tratados con VCl3. A las 24 h del tratamiento, se observó aumento en 

la fase S conforme incrementó la concentración, siendo significativo en 8 y 16 µg/mL. Pero 

a las 48 h (Figura 2) hubo cambios significativos en todos los tratamientos, por un lado, hay 

reducción en la fase S mientras que en G1 aumentó, lo que indica la detención en esta última.  
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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 VCl3 durante 24 h, se 

muestra la media ± EEM de seis experimentos independientes. *: p < 0.05 vs. grupo sin 

tratamiento (ANOVA-Tukey). 
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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 VCl3 durante 48 h, se 

muestra la media ± EEM de seis experimentos independientes. *: p < 0.05  vs. grupo sin 

tratamiento (ANOVA-Tukey). 

 

Efecto del VCl3 en la expresión de las proteínas ATM y γ-H2AX 

Como puede observarse en la Figura 4 la intensidad relativa de la proteína ATM a 24 h 

disminuyó con respecto al control, siendo significativo a la concentración de 16 µg/mL, 

mientras que a las 48 h (Figura 6) se mantuvo sin cambios. 
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Figura 3. Fotografías representativas de las bandas de las proteínas ATM y actina de los 

cultivos de linfocitos tratados con VCl3 por 24 h. 

 

 

 

Figura 4. Intensidad relativa de la proteína ATM en linfocitos humanos tratados in vitro 

con VCl3 durante 24 h. Se muestra la media ± EEM de seis experimentos independientes. *: 

p < 0.05  vs. grupo sin tratamiento (ANOVA-Tukey). 
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Figura 5. Fotografías representativas de las bandas de las proteínas ATM y actina de los 

cultivos de linfocitos tratados con VCl3 por 48 h. 

 

 

 

Figura 6. Intensidad relativa de la proteína ATM en linfocitos humanos tratados in vitro 

con VCl3 durante 48 h. Se muestra la media ± EEM de seis experimentos independientes.  
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Mientras que γ-H2AX a 24 h incrementó significativamente a concentraciones de 2, 4 y 8 

µg/mL (Figura 8) y a 48 h solo se presentó en 8 y 16 µg/mL, Figura 10. 

 

Figura 7. Fotografías representativas de las bandas de las proteínas γ-H2AX y actina de los 

cultivos de linfocitos tratados con VCl3 por 24 h. 

 

 

 

Figura 8. Intensidad relativa de la proteína γ-H2AX en linfocitos humanos tratados in vitro 

con VCl3 durante 24 h. Se muestra la media ± EEM de seis experimentos independientes. *: 

p < 0.05  vs. grupo sin tratamiento (ANOVA-Tukey). 
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Figura 9. Fotografías representativas de las bandas de las proteínas γ-H2AX y actina de los 

cultivos de linfocitos tratados con VCl3 por 48 h. 

 

 

 

 Figura 10. Intensidad relativa de la proteína γ-H2AX en linfocitos humanos tratados in 

vitro con VCl3 durante 48 h. Se muestra la media ± EEM de seis experimentos 

independientes. *: p < 0.05  vs. grupo sin tratamiento (ANOVA-Tukey). 
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DISCUSIÓN 

Efecto del VCl3 sobre la viabilidad celular. 

En este trabajo se observó que la administración de VCl3 a cultivos de linfocitos humanos 

durante 24 y 48 h de exposición no afecta la viabilidad celular. Diversos estudios han 

obtenido resultados similares, tal como la administración de diferentes óxidos de vanadio 

(V2O3, V2O4 o V2O5) en linfocitos humanos a las mismas concentraciones utilizadas en este 

trabajo, que no presentaron cambios en la viabilidad celular a ningún tiempo de exposición 

(Alcántara-Mejía, 2017; Mateos-Nava et al., 2021; García-Sosa, 2023; Díaz-Sandoval, 

2024). De igual manera, se tiene registro de que el V2O5 a 300, 30 y 0.3 µM en leucocitos 

humanos durante 2 h, tampoco induce cambios significativos en la viabilidad celular (Rojas 

et al., 1996). 

El mismo efecto fue observado in vivo, en un estudio realizado en ratones CD-1 machos 

expuestos por inhalación a dosis de 0.01 M a 0.02 M de vanadio (V) por 1 h dos veces por 

semana, durante un mes; la viabilidad celular no se vio afectada en ningún tiempo evaluado 

(día 0, 1,7,14, 21 y 28), ya que en todos los grupos fue mayor al 85 % (Ramírez, 2021).  

 

Efecto del VCl3 sobre el contenido de ADN 

Con base al análisis del contenido de ADN mediante citometría de flujo, los tratamientos con 

VCl3 a linfocitos humanos durante 24 h retrasan el ciclo celular, esto debido al incremento 

en el número de núcleos en fase S en las concentraciones de 8 y 16 µg/mL, y al aumento de 

núcleos en G1 en todas las concentraciones a 48 h, lo cual sugiere que el compuesto induce 

la detención en la progresión del ciclo celular en esta última fase. Algo parecido encontraron 

Caicedo et al., 2008, quienes demostraron en cultivos de células Jurkat, que la administración 

de VCl3 a concentraciones de 0.1 a 5 mM por 48 h inhibe la proliferación; efecto que 

relacionaron con sus determinaciones de daño en el ADN. 

En otras líneas celulares se han obtenido diferentes resultados; por ejemplo, en células del 

carcinoma escamoso de esófago (EC109) tratadas con 0.1 a 50 μM de NaVO3, (V
5+), por 24 

h, se detiene el ciclo en fase S además de que se induce apoptosis (Yang et al., 2016). 
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Asimismo, en células de cáncer pancreático humano AsPC-1 en concentraciones de 100 μM 

detiene el ciclo en G2/M (Wu et al., 2016).  

En el laboratorio de la UNIGEN, se ha observado que el V2O5 a concentraciones de 2, 4 y 6 

µg/mL en el mismo modelo utilizado en este estudio, causa disminución del índice mitótico 

(IM) y produce retraso en la duración del ciclo celular (Roldan y Altamirano, 1990), así 

como, detención del ciclo celular en la fase G1 a 72 h a concentraciones de 8, 16 y 32 μg/mL 

(Frías, 2022) y en el caso del V3+ aplicado como V2O3 induce cambios en el porcentaje de 

núcleos en fase S en 24 h de exposición (Alcántara, 2017).  

Lo anterior indica que el V y sus compuestos detienen el ciclo celular, y su efecto depende 

del tipo de célula, la especie química, la concentración y la interacción con las moléculas 

encargadas de las señales de proliferación.  

 

Efecto del VCl3 sobre los niveles de expresión de las proteínas ATM y γ-H2AX 

Como ya se mencionó, las proteínas desempeñan un papel fundamental en el ciclo celular, 

ya que regulan cuidadosamente cada etapa para garantizar que se lleve de manera secuencial 

y ordenada. En conjunto, ATM y γ-H2AX son componentes muy importantes cuando se 

produce daño en el ADN, ya que se aseguran de retrasar o detener la división, para que la 

célula pueda reparar dicho daño y mantener la integridad genómica.  

En este estudio, ATM sólo presentó aumento significativo a 16 µg/mL en 24 h, mientras que 

en experimentos previos realizados con V2O5 en la UNIGEN observaron que a partir de las 

3 h la expresión de esta misma proteína disminuye (en concentraciones de 8, 16 y 32 µg/mL) 

y tiende a incrementarse en tiempos mayores de exposición, a 24, 48 y 72 h (Frías, 2022). 

Por lo anterior, el efecto del V sobre la expresión de proteínas que regulan el ciclo depende 

del estado de oxidación en el que se encuentre el metal y del tiempo de exposición.  

Por otro lado, se sabe que una vez que hay daño en el material genético, este es detectado y 

empieza una serie de mecanismos para su reparación. En el caso de ser rompimientos de 

doble cadena, ATM inicia la respuesta hasta llegar a la proteína efectora para conectar la 

regulación de la estructura de la cromatina (alrededor de la lesión) con el control de las fases 
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del ciclo celular y de esta manera activar a las proteínas asociadas con la reparación, 

senescencia o muerte celular (Lazzaro et al., 2009).  

Aunque no podemos concluir que sean rompimientos de cadena sencilla o doble, el 

incremento de γ-H2AX evidencia el daño al ADN ocasionado por la administración de VCl3 

a linfocitos humanos, en ambos tiempos de exposición. Este fenómeno ya había sido 

observado en otros compuestos de vanadio, por ejemplo, en 2002, realizaron un estudio con 

trabajadores que estaban expuestos a V2O5 y se dieron cuenta que induce roturas de la cadena 

de ADN en células de fibroblastos humanos a partir de concentraciones mayores a 5 µM 

tanto de forma in vivo como in vitro (Sabine et al., 2002). Fortoul et al., en el 2011, 

confirmaron la inducción de roturas de cadena sencilla, no solo en modelos de ratón, sino 

también en leucocitos de sangre, en linfocitos humanos y en células testiculares con este 

mismo compuesto. 

En el laboratorio se ha observado que los óxidos de vanadio (V2O3, V2O4 y V2O5) inducen 

daño al ADN evidenciado por roturas de cadena sencilla e incremento de la frecuencia de 

aberraciones cromosómicas (Rodríguez-Mercado et al., 2010, 2011), lo cual puede estar 

relacionado con lo observado en el presente trabajo, que el VCl3 induce daño al ADN, esto 

hace que el ciclo celular se detenga para repararlo sin que haya muerte celular. 
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CONCLUSIONES 

En los linfocitos humanos tratados con 2, 4, 8 o 16 μg/mL de VCl3 durante 24 y 48 h: 

• No modifica la viabilidad celular.  

• Induce la detención del ciclo en la fase S a las 24 h de tratamiento en concentraciones 

de 8 y 16 µg/ml, y en la fase G0/G1 a las 48 h en todas las concentraciones.  

• No hubo cambios significativos en ATM; sin embargo, incrementa la expresión de la 

proteína γ-H2AX.  

Por lo anterior, se propone que el VCl3 tiene efectos citostáticos, debido a que retrasa la 

proliferación sin que altere la viabilidad, también genotóxicos, ya que induce cambios en la 

proteína que censa daño al ADN.  
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