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1. Resumen  

El vanadio (V) se encuentra ampliamente distribuido en la Tierra y es liberado al 

ambiente a través de procesos naturales y antropogénicos. Dentro de los 

compuestos de este metal que se liberan a la atmósfera se encuentra el pentóxido 

de vanadio (V2O5). En estudios in vitro se ha observado que el V retrasa la 

proliferación celular ya que interactúa con diferentes moléculas biológicas, 

principalmente las que dependen del ion fosfato. Sus compuestos son inhibidores 

de algunas enzimas como cinasas y fosfatasas; muchas de estas proteínas tienen 

la función de regular la estructura del genoma.  

Cuando se presentan daños en el ADN a causa de agentes genotóxicos, se activan 

mecanismos que los detectan para repararlo. Esto se lleva a cabo por diversas 

proteínas que activan cascadas de señalización para reparar el daño, regular la 

progresión del ciclo celular o, si el daño es demasiado severo, activar los 

mecanismos de muerte celular por apoptosis o senescencia; esto se logra en parte 

por la activación de las cinasas ATM, ATR, CHK1 y CHK2. Por este motivo, el 

objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del V2O5 sobre los niveles de expresión 

de las proteínas ATM, ATR, CHK1 y CHK2 en linfocitos humanos tratados in vitro. 

Por consiguiente, se obtuvieron muestras de sangre de tres donadores, se 

separaron los linfocitos con Histopaque-1077, se cultivaron las células y se dieron 

los tratamientos con el V2O5. Después de los tratamientos con 8, 16 y 32 µg/mL 

durante 3, 24, 48 y 72 h, se determinó la viabilidad celular mediante fluorocromos. 

El contenido de ADN se evaluó también por citometría de flujo y finalmente se 

analizaron los niveles de expresión de las proteínas con la técnica de “western blot”.  

Los resultados mostraron que la administración de V2O5 modificó la viabilidad de las 

células a las 72 h en contraste con el grupo sin tratamiento. Con respecto al 

contenido de ADN, se observó que a las 48 h hubo un incremento con 8 µg/mL en 

G1 y una disminución en esta misma concentración para la fase S. En los 

tratamientos de 72 h se evidenció un aumento significativo en G1 para todas las 

concentraciones y una reducción en S y G2.  
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En relación con los niveles de expresión de las proteínas, se observó que el 

tratamiento de 3 h indujo una disminución en la expresión de ATM, CHK1 y CHK2 

con 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 y ATR aumentó significativamente con las mismas 

concentraciones en comparación con el grupo sin tratamiento (0 µg/mL de V2O5). A 

las 24 h, se observó aumento en la expresión de todas las proteínas; sin embargo, 

para ATR este aumento fue significativo con la concentración de 32 µg/mL. En los 

tiempos de exposición de 48 y 72 h, todas las proteínas tendieron a aumentar de la 

misma manera en que ocurrió con el periodo de exposición anterior.  

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que la administración de 

V2O5 a cultivos de linfocitos humanos in vitro disminuye la viabilidad celular y 

promueve la detención del ciclo celular en la fase G1 tras exposiciones de 48 y 72 

h, lo cual concuerda con la tendencia al aumento de la expresión de las proteínas a 

esos tiempos. Estos efectos, posiblemente son consecuencia de la generación de 

rompimientos de cadena sencilla y doble que, a su vez, llevan al aumento de la 

expresión de las proteínas ATM, ATR, CHK1 y CHK2 y con esto a la detención del 

ciclo celular. 
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2. Abstract 

Vanadium (V) is widely distributed on Earth and is released to the environment 

through natural and anthropogenic processes. Amongst the compounds of this metal 

that are released into the atmosphere is vanadium pentoxide (V2O5). In vitro studies 

have shown that V delays cell proliferation because of its interaction with different 

biological molecules, mainly those dependent on ion phosphate. Its compounds 

inhibit enzymes such as kinases and phosphatases, and many of these proteins 

function as genome structure regulators.  

When DNA is damaged by genotoxic agents, detection mechanisms are activated in 

order to do reparations. This is carried out by diverse proteins that activate signaling 

cascades to repair the damage, regulate the progression of the cell cycle or, if the 

ham is too severe, to activate the mechanisms of cell death by apoptosis or 

senescence; which is accomplished partly due to the activation of the ATM, ATR, 

CHK1 and CHK2 kinases. Hence, the objective of this study was to evaluate the 

effects of V2O5 on the expression levels of the ATM, ATR, CHK1 and CHK2 proteins 

in human lymphocytes treated in vitro. Thus, blood samples from three doners were 

obtained, the lymphocytes were separated with Histopaque-1077, the cells were 

cultivated and treated with V2O5. After cells were treated with 8, 16 and 32 µg/mL for 

3, 24, 48 and 72 h, cell viability was determined through fluorochrome. DNA content 

was evaluated by flow cytometry as well and ultimately, the expression levels of the 

proteins were analyzed by western blot. 

Results revealed that administering V2O5 modified cell viability after 72h compared 

to the control group which received no treatment. Regarding DNA content, after 48h, 

an increase with 8 µg/mL during G1 and a decrease with the same concentration 

levels at phase S were observed. Within 72h treatments, a significative increase 

during G1 was evidenced in all concentrations and then a decrease during S and G2. 

Concerning the expression levels of the proteins, the 3h treatment decreased the 

expression levels of ATM, CHK1 and CHK2 with 8, 16 and 32 µg/mL of V2O5 and 

ATR increased significantly at the same concentration levels in comparison to the 
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control group (0 µg/mL of V2O5). After 24h, the expression levels of all of the proteins 

analyzed increased; nevertheless, for ATR this increase was more significant at a 

concentration of 32 µg/mL. With time exposures of 48 and 72h, all of the proteins 

had a tendency to increase as had happened with the previous period of time 

exposure. 

Based on the above results, it can be concluded that the administration of V2O5 to 

human lymphocytes decreases cell viability and promotes the arrest of the cell cycle 

during the G1 phase at 48 and 72 h, which is consistent with the trend of increased 

expression levels of the proteins at 48 and 72 h, possibly due to the generation of 

single and double chain breaks that, in turn, lead to an increase of the expressions 

of the ATM, ATR, CHK1 and CHK2 proteins and thus, the arrest of the cell cycle. 
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3. Introducción 

3.1.1. Metales 

La exposición de los seres vivos a los metales y metaloides se ha incrementado 

resultado de las actividades antropogénicas, principalmente por el procesamiento 

de minerales o el uso de combustibles fósiles, lo que ha llevado a observar 

correlación entre la presencia de sus partículas en el aire con la incidencia de 

enfermedades crónico-degenerativas en residentes de áreas metropolitanas; un 

ejemplo son los compuestos de vanadio (Ramírez et al., 1997). Ya sea por procesos 

naturales o causados por el hombre, su emisión a la atmósfera ha provocado 

aumento en la contaminación ambiental, induciendo deterioro ambiental y en la 

salud humana. El problema radica en que los metales no son degradados por los 

seres vivos tendiendo a acumularse en ellos (Duruibe et al., 2007; Mateos-Nava 

2012). 

En la corteza terrestre se encuentran ampliamente distribuidos y algunos son 

considerados micronutrientes esenciales tal es el caso  del calcio (Ca), el níquel 

(Ni), el zinc (Zn), el  magnesio (Mg), el cobre (Cu), debido a que participan en el 

metabolismo celular;  sin embargo, otros como el arsénico (As), el cadmio (Cd), el 

mercurio (Hg), el vanadio (V) o el  plomo (Pb) no son esenciales para el ser humano 

y su consumo, no  importando que sea en muy bajas concentraciones, puede 

resultar tóxico (Duruibe et  al., 2007; Nagajyoti et al., 2010). 

3.1.2. Vanadio 

El vanadio, con el símbolo V, es uno de los elementos químicos situados en el grupo 

cinco de la tabla periódica de los elementos (VB). Tiene el número atómico 23, peso 

atómico 50.95, puntos de fusión 1950 °C y ebullición 3600 °C, con densidad de 6.11 

g/m3, es caracterizado por ser dúctil y blando (IUPAC, 2018), presenta estados de 

oxidación que van desde -3 a +5, siendo los de +3, +4 y +5 los más estudiados 

(Contreras-Cadena et al., 2014). 
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Se distribuye ampliamente en la Tierra, con abundancia de 0.02 % en la corteza 

terrestre, siendo el vigésimo segundo elemento más abundante ya que se puede 

encontrar en 68 minerales diferentes, en el agua de mar su concentración oscila 

alrededor de los 35 nM. Se ha demostrado que la liberación del V al ambiente se 

debe a procesos naturales como las erupciones volcánicas, los aerosoles marinos 

e intemperismo de rocas, además de manera antropogénica por la quema de 

combustibles fósiles (García, 2006; Imtiaz et al., 2015). Se han observado altas 

concentraciones en la atmósfera de ciudades industrializadas en comparación con 

algunas zonas rurales, siendo los óxidos de este metal los que están presentes 

(Tzu-Hsuen et al., 2016). 

En la biosfera la mayor proporción se encuentra en la flora y fauna marina, aunque 

alcanza una importante concentración en hongos y otras especies terrestres, 

también aparece en bajas concentraciones en los alimentos, como, por ejemplo: de 

0.005 a 10.03 mg/kg en granos, carnes, productos lácteos y mariscos; de 0.431 a 

0.987 mg/kg en pimienta negra y semillas de eneldo; en algunos frutos, verduras y 

pescados pueden tener concentraciones mayores a 40 mg/kg y en hongos 400 

veces más (Imtiaz et al., 2015). Sin embargo, para los seres humanos no es un 

elemento esencial a diferencia de otros organismos, tal es el caso de las ratas y los 

pollos en los cuales es necesario para su crecimiento (Guevara-García, 1996). En 

México y Alemania, el consumo de V se encuentra entre 10 y 20 µg/día para las 

mujeres y >20 µg/día para los hombres; diferencias debidas a la composición de la 

dieta que prefiere cada sexo (WHO, 2001). 

3.1.3. Vías de exposición al V 

La entrada de este elemento al organismo es principalmente por los alimentos que 

se consumen, el aire que se respira y en menor cantidad por el contacto con la piel. 

Se distribuye en el cuerpo a través de la sangre unido a la proteína transferrina y es 

capaz de acumularse en el hígado, los riñones, los huesos, los pulmones, el bazo, 

entre otros, su eliminación se da principalmente en la orina y muy poco en las heces 

(Heinemann et al., 2003; Mukherjee et al., 2004; Rehder, 2013). En estudios 

realizados in vivo e in vitro se ha observado que el V ingresa a la célula por medio 
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de mecanismos de transporte aniónicos y en el citoplasma por procesos de óxido 

reducción por el glutatión y otros sustratos a los que se mantiene unido (Sabbioni et 

al., 1991; Shi y Dalal, 1993; Sakurai, 1994). En estado fisiológico las especies de V 

presentes son el vanadilo (VO2+) y vanadato (VO43-), siendo este último 

estructuralmente análogo al anión fosfato, razón por la cual, diversas enzimas lo 

reconocen como tal y lo introducen en procesos metabólicos (Crans et al., 2004). 

3.1.4. Toxicidad  

La toxicidad del V está estrechamente relacionada con su forma química, la 

solubilidad y la biotransformación que ocurra por el metabolismo de los seres vivos, 

la cual aumenta a medida que incrementa el estado de oxidación siendo los 

compuestos con el estado +5 los más tóxicos para los mamíferos. Se ha observado 

que personas laboralmente expuestas e intoxicadas con V presentan coloración 

verde en la lengua, irritación del tracto respiratorio y garganta, tos, conjuntivitis, 

dermatitis, congestión pulmonar, daño al epitelio alveolar, bronquitis, rinitis, 

faringitis, y que la exposición prolongada puede inducir el desarrollo de 

enfermedades crónico-degenerativas, entre ellas el cáncer (Rodríguez-Mercado y 

Altamirano-Lozano, 2006). La administración de los compuestos de V causa una 

amplia gama de efectos tóxicos, entre los que se encuentran, alteraciones 

bioquímicas y hematológicas, aumento de los niveles séricos de urea y alanina 

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

sistema inmune, remodelación de las neuronas piramidales del bulbo olfatorio, 

nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, inmunotoxicidad, mutagenicidad, embriotoxicidad y 

teratogenicidad (Domingo, 1996; NTP, 2002; Li et al., 2013; Sumanta et al., 2015; 

Ahmadi et al., 2016). 

A nivel celular se ha demostrado que puede alterar las actividades de diferentes 

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

con los ácidos nucleicos (Roldán y Altamirano, 1990; Mukherjee et al., 2004; Goc, 

2006; Rehder, 2016).  

 



 

8 
 

3.1.5. Pentóxido de vanadio (V2O5) 

La forma comercialmente representativa del V es el V2O5, que en estado sólido 

forma sales de color amarillo-rojizo, presenta puntos de ebullición y fusión de 690 

°C y 1750 °C. Dado sus características, químicamente reacciona con las bases y 

da como resultado vanadatos (WHO, 1990).  

Las aleaciones que forma con diversos metales como el hierro, son usadas para la 

fabricación de autopartes, motores y aeronaves, ya que incrementa su resistencia. 

También se emplea en diversas industrias: electrónica, metalúrgica, vidriera, pintura 

y esmalte. Se emplea como agente catalítico para la obtención de ácido sulfúrico, 

ftálico, acetaldehído y antraquinona (IARC, 2006; Fortoul et al., 2014). 

Sus numerosas aplicaciones y su amplia presencia ambiental han provocado que el 

ser humano este constantemente en interacción con el V y sus compuestos, razón 

por la cual el Programa Nacional de Toxicología (NTP) en 2002 evaluó los efectos 

carcinogénicos del V2O5 sobre ratones y ratas de las cepas B6C3F1 y F344/N, 

encontrando aumento mayor al 50 % en la incidencia de neoplasias alveolares y 

bronquiales en ratones, y también en ratas macho. Por otra parte, la Asociación 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC, 2006) lo clasificó dentro del 

grupo 2B (posible carcinógeno para el humano). 

En otro estudio llevado a cabo sobre ratones de las cepas BALB y B6 se encontró 

que promueve la aparición de tumores pulmonares activando vías de señalización 

dependientes del estrés oxidante (Rondini et al., 2010), ya que el V2O5 puede 

provocar la formación de especies reactivas de oxígeno e interferir con la síntesis y 

reparación del ADN (Zhang et al., 2001; IARC, 2006), inducir rompimientos de 

cadena sencilla (SSB por sus siglas en ingles) y producir efectos citotóxicos 

(Altamirano-Lozano., 1996; Rojas et al., 1996), causar oxidación de bases, 

aumentar la presencia de MN en células sanguíneas (Ehrlich et al., 2008). 

Asimismo, modifican la proliferación celular evidenciado por la disminución del 

índice mitótico y de replicación (Rodríguez-Mercado et al., 2011). Sin embargo, los 

mecanismos por los cuales ejerce esta disminución aun no son bien comprendidos. 
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3.2. Ciclo Celular 

Las células somáticas pasan por un proceso de crecimiento y maduración 

denominado ciclo celular, el cual se divide en cuatro fases: G1, S, G2 y M, las tres 

primeras comprenden la interfase y la última la división mitótica o nuclear. El tiempo 

que necesita la célula para llevar a cabo un ciclo puede estar determinado por 

diferentes factores: temperatura, nutrientes o el tipo celular, entre otros (Alberts et 

al., 2014).   

En la fase G1, los cromosomas están constituidos por una cromátida, en ésta se 

presenta alta actividad química donde hay incremento del tamaño celular con la 

síntesis de ARN y proteínas; orgánulos como la mitocondria, los centriolos y los 

cloroplastos se duplican. En la fase S se lleva a cabo la duplicación del ADN, síntesis 

de histonas y de proteínas que se asocian al ADN, al final de esta fase el núcleo 

cuenta con el doble de ADN, es decir, cada cromosoma con dos cromátidas y 

proteínas nucleares. La fase G2 proporciona el tiempo necesario para garantizar que 

la replicación del ADN se haya llevado correctamente, además del término de la 

duplicación de los centriolos y finalmente en la fase M los cromosomas duplicados 

son segregados hacia núcleos diferentes y ocurre la citocinesis originándose dos 

células nuevas (Jiménez y Merchant, 2006; Alberts et al., 2014). 

El ciclo celular contiene diferentes puntos de control, dos de ellos, ubicados en las 

transiciones G1/S y G2/M que permiten a las células prevenir cualquier modificación 

de su contenido de ADN. Esto garantiza la fidelidad de la replicación genómica y 

divisiones celulares para evitar cualquier transmisión de errores a las células hijas. 

El fallo en estos produce inestabilidad genómica y se ha relacionado con la 

carcinogénesis (Shackelford et al., 1999, 2000; Schönthal,2004). 

Este ciclo es regulado por proteínas cinasas y fosfatasas que aseguran la correcta 

transición de una fase a otra (Malumbres, 2011). Las primeras constituyen 

complejos catalíticos-reguladores de ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas 

(Cdk por sus siglas en inglés); las ciclinas se sintetizan y degradan en una fase 

específica, están encargadas de unirse y activar a las Cdk. Los complejos así 
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formados fosforilan diferentes sustratos a intervalos específicos dentro del ciclo, 

llevando su progresión de manera ordenada (Morgan, 1997). 

En células de mamíferos, se ha demostrado que las ciclinas D se unen con Cdk 4 y 

6 en la etapa temprana de la fase G1, mientras que la ciclina E con Cdk 2 lo hace 

posteriormente y se encarga de enviar el mensaje para la síntesis de proteínas 

necesarias para la transición de la fase G1 a la S. Las D son las primeras en 

sintetizarse (dentro de G1) en presencia de un factor de crecimiento o estímulo 

mitógeno, razón por la cual su síntesis no es oscilante, más bien es controlada a 

diferencia de las demás ciclinas. El sustrato en este caso es la pRB (proteína del 

retinoblastoma) el cual es indispensable en el punto de restricción dentro de G1 

cuando se presenta daño al ADN. En estado hipofosforilado de la pRB se encuentra 

unido a E2F (familia de factores transcripcionales llamados así por la capacidad de 

unirse al promotor del gen E2 en adenovirus) inhibiendo la transcripción de genes 

necesarios para la síntesis de ADN y ciclina E.  

Este mecanismo de bloqueo se interrumpe primero por la fosforilación de ciclina D-

Cdk 4/6 y después por ciclina E-Cdk 2 como respuesta a una señal para que el ciclo 

continúe (Shackelford et al., 1999, 2000). 

Con E2F libre, la síntesis de ciclina E inicia durante la progresión en G1, se une a 

Cdk 2 manteniendo a pRB fosforilada y asegurando que E2F esté activo. Durante 

la transición de S nuevamente E2F comienza la transcripción de ciclina A que junto 

a Cdk 2 favorece este paso (Morgan, 1995; Cmielová y Rezacová, 2011). 

El último complejo en aparecer es el formado por la ciclina B-Cdk1 el cual contribuye 

a que las células puedan pasar la transición G2/M y regula la entrada a mitosis 

(Karlsson-Rosenthal y Millar, 2006). 

3.2.1. Respuesta al daño en el ADN 

El mantenimiento de la estabilidad genómica es de suma importancia para las 

células dado que las alteraciones en la estructura del ADN pueden conducir a 

errores en la proliferación o incluso llevar a la muerte celular. Día a día, el genoma 
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muestra gran variedad de alteraciones causadas tanto por agentes endógenos o 

exógenos, como la luz UV o la generación de radicales libres por el metabolismo, 

que generan diversos tipos de lesiones; entre estas últimas, se pueden citar los DSB 

o rompimientos de cadena doble (DSB por sus siglas en inglés), desajustes y 

aductos. Las células han desarrollado sistemas de vigilancia para garantizar la 

segregación adecuada de la información genética, acompañados por mecanismos 

de reparación, los cuales evitan que las lesiones se conviertan en mutaciones 

hereditarias. En este caso están los puntos de control que se activan cuando se 

presentan daños en el ADN e inducen la detención de la progresión del ciclo celular 

dando el tiempo necesario para que la maquinaria de reparación realice su función, 

evitando así que se transmita información incorrecta a la progenie (Houtgraaf et al., 

2006).  

Sin embargo, si la reparación falla, el ciclo celular se ve interrumpido de manera 

indefinida lo que lleva a un estado senescente o puede inducirse la muerte celular 

programada, Figura 1. 

Las respuestas celulares al estrés genotóxico pueden ser entendidas a modo de 

cascadas de señalización en donde las lesiones ocurridas sobre el ADN despliegan 

marcadores iniciales detectados por los sensores que son grupos de proteínas 

encargadas de reconocer los daños transmitiendo una respuesta a través de los 

transductores en cargados de amplificar ésta, culminando con los efectores que 

inducen diversas funciones, Figura 2 (Lazzaro et al., 2009). 

Los miembros de la superfamilia de fosfatidilinositol-3-cinasa (PI-3k) se activan en 

etapas tempranas, además son sensores iniciadores de respuesta al daño celular, 

ATM (ataxia-telangiectasia mutada) y ATR (ataxia-telangiectasia y Rad3-

relacionada) son ejemplos de éstos, que a su vez reclutan a CHK1 (cinasa de punto 

de control 1) y CHK2 (cinasa de punto de control 2) para mediar su función (Lazzaro 

et al., 2009; Smith et al., 2010; Maréchal y Zou, 2019). 
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Figura 1. Diagrama de flujo que representa la respuesta celular a cualquier tipo de daño 

en el ADN. En células proliferativas, los puntos de control se activarán, lo que llevará a la 

detención del ciclo celular para dar tiempo a la maquinaria de reparación de corregirr el 

daño ocurrido en el material génico. En células diferenciadas, la reparación inicia 

directamente. Cuando se completa la reparación, la célula seguirá su ciclo, pero si el daño 

no puede repararse o es demasiado, entonces el ciclo celular se bloqueará de manera 

permanente, lo que lleva a un estado senescente o a que se induzca la muerte celular por 

apoptosis. En caso de que los daños permanezcan, esta situación conducirá a 

mutaciones generando inestabilidad genómica, inclusive la inducción de alguna 

enfermedad crónico-degenerativa (Houtgraaf et al., 2006). 

3.2.2. Señalización ATM-CHK2 y ATR-CHK1  

ATM y CHK2 se activan principalmente por agentes genotóxicos que inducen DSB, 

y posiblemente en procesos que bloquean la replicación. Se ha propuesto que, en 

células sin daño ATM existe en forma de homodímeros inactivos. En respuesta a 

los DSB, rápidamente tienden a autofosforilarse, resultando en su disociación para 

formar monómeros parcialmente activos. Estos se reclutan hacia los sitios de DSB 

por medio de interacciones con el complejo de sensores MRN, estimulando su 

activación completa y proporcionando un medio que permite a ATM actuar sobre 
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múltiples moléculas en el lugar del daño. Las proteínas a las que se dirige ATM 

incluyen la variante histónica H2AX, que forma la marca de histonas γ-H2AX 

asociada a daño, el propio complejo MRN, la cohesina SMC1 y la CHK2 (cinasa 

efectora). ATM fosforila a CHK2 en el residuo especifico de treonina T68, induciendo 

la autofosforilación del bucle de activación. Se cree que, al encontrarse activa, 

CHK2 se disocia de los sitios de daño y dispersa en forma de monómero por todo 

el núcleo actuando sobre diversos sustratos involucrados en la progresión del ciclo 

celular, la apoptosis y la transcripción de genes, ejemplos de estos son p53, los 

miembros de la familia de fosfatasa Cdc25, BRCA1 y algunos factores de 

transcripción como FOXM1 y E2F1 (Maréchal y Zou, 2019). 

 
4.2.2. Señalización 
ATM-CHK2 y ATR-CH 
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Figura 2. Representación de la 

respuesta generada por los puntos 

de control inducida después del 

daño en el ADN. Al momento que 

se da la detección de la lesión por 

las proteínas sensor, esta señal se 

transduce a las proteínas efectoras 

CHK1 y CHK2 a través de las 

proteínas transductores ATM y 

ATR. Dependiendo de la fase del 

ciclo celular en la que se encuentre 

la célula, esto puede conducir a la 

activación de p53 e inactivación de 

Cdc25C, lo que eventualmente 

detiene la proliferación. Las 

proteínas mediadoras se pueden 

asociar con sensores de daño, 

transductores de señal o efectores 
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(Houtgraaf et al., 2006; Lazzaro et 

al., 2009).   
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horquilla de replicación generando segmentos de ADN monocatenario (ssDNA por 

sus siglas en inglés) que rápidamente son cubiertos por el complejo de proteínas de 

unión RPA. La ATR se recluta y se activa en dichos segmentos asociándose con su 

proteína censora, ATRIP, que interactúa directamente con el ssDNA en unión con 

RPA (Branzei y Foiani, 2008; Smith et al., 2010).  

El bloqueo de la horquilla de replicación genera ssDNA directamente; sin embargo, 

esta lesión puede surgir a través de la reparación por escisión de nucleótidos (NER 

por sus siglas en inglés). Es importante considerar que esta ruta también se activa 

en respuesta a los DSB al generarse ssDNA, resultado del acortamiento de las 

cadenas para lograr la complementariedad. De manera inversa, se pueden generar 

DSB sí las polimerasas replicativas se encuentran con muescas o sitios abásicos. 

De este modo, las vías ATM-CHK2 y ATR-CHK1 con frecuencia se activan 

simultáneamente en células expuestas a diversos agentes genotóxicos (Branzei y 

Foiani, 2008).  

Los sustratos importantes de CHK1 que participan en el control del ciclo celular 

incluyen reguladores positivos. La fosforilación mediada por CHK1 inhibe la 

actividad de Cdc25A y Cdc25C en condiciones de estrés genotóxico, aunque por 

diferentes mecanismos; Cdc25A se dirige al proteosoma para ser degradado, 

mientras que Cdc25C se excluye del núcleo de manera inactiva por su asociación 

con la proteína 14-3-3. En contraste la actividad de la cinasa Wee1 es estimulada 

por la fosforilación mediada por CHK1, la cual detiene el ciclo celular (Bartek y 

Lukas, 2001; Smith et al., 2010). 

 

3.3. Efectos del vanadio en el ciclo celular  

En estudios realizados en líneas celulares a las cuales se les administró 

compuestos de V5+ se ha demostrado que estos alteran la proliferación celular al 

modificar la función o los niveles de las proteínas que se encargan de su regulación. 

Por ejemplo, en células de la epidermis de ratón JB6+ (C141) la administración de 
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metavanadato de sodio (NaVO3) en concentraciones de 10 a 100 µM induce retraso 

en la fase S  mediante la activación de p53 y el aumento en la expresión de p21; 

este mismo compuesto en la línea celular epitelial de alveolos humanos tipo II, A549, 

en concentraciones de 10 a 200 µM generó la formación de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) lo cual provocó la detención del ciclo en la fase G2/M por el incremento de 

p21, CHK1 y la disminución de Cdc25C, así como el bloqueo de ciclina B-Cdk1 

(Zhang et al., 2001; Zhang et al., 2002a); Huang et al., (2000) en células JB6+ 

observaron que el NaVO3 en concentraciones de 50 a 400 µM indujo la producción 

de H2O2 e incrementó los niveles de p53, lo que llevó a la muerte por apoptosis. En 

otro estudio utilizando células A549 la administración del NaVO3 en concentraciones 

de 10 a 200 µM indujo la fosforilación de p53 (en la serina 15) dependiente de ATM 

causando arresto en G2/M y la fragmentación del ADN; además, en células de 

cáncer de próstata PC-1 detuvo la proliferación en la transición de G2/M mediante 

la degradación de Cdc25C en concentraciones de 50 a 200 µM (Suzuki et al., 2007; 

Tong-Tong et al., 2012).  

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 en el mismo modelo de 

prueba (Mateos-Nava, 2012) 

3.4. Separación y detección de proteínas  

Cualquier molécula biológica ya sea proteína, carbohidrato o ácido nucleico puede 

separarse de otra aprovechando sus propiedades fisicoquímicas, para el caso de 

las proteínas las más empleadas son el tamaño y la afinidad de unión a ligandos 

(Lodish et al., 2004). Hoy en día las técnicas que se emplean aprovechan también 

la forma y carga de las macromoléculas denominándose separaciones 

electrocinéticas, entre las más utilizadas se encuentra la electroforesis en geles, 

particularmente de poliacrilamida y agarosa. La electroforesis es un método en el 

que las biomoléculas se separan en virtud de su carga eléctrica al migrar a través 

de un campo eléctrico cuando se aplica una corriente eléctrica, en el caso de las 

proteínas, muchas de ellas tienen relaciones carga:masa similares, al usar 
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poliacrilamida y el detergente duodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE por sus siglas 

en inglés) con el que después de ser solubilizadas dicha relación queda constante 

permitiendo que la separación ocurra solo por sus pesos moleculares (Kent et al., 

2000; García-Pérez, 2000; Lomonte, 2007). Al utilizarse en conjunto con el ensayo 

de inmunoelectro-transferencia o “western blot“, permite detectar a una proteína en 

particular, para lo que se requiere de un anticuerpo primario específico que la 

reconozca, al cual se acopla el anticuerpo secundario unido a una enzima que en 

presencia del sustrato adecuado genera una respuesta lumínica que se puede 

evaluar visualmente o por quimioluminiscencia (Alegria-Schaffer et al., 2009). 

3.5. Linfocitos como medio de estudio  

Entre los diferentes tipos celulares, los linfocitos son un tipo adecuado para la 

experimentación in vitro, debido a que son células no transformadas (Tucker y 

Preston, 1993). En el caso de los mamíferos, se usan principalmente los linfocitos 

de sangre periférica dado a su fácil obtención, las factibles condiciones de cultivo y 

la facilidad en el manejo de muestra (Tucker y Preston, 1996; López-Ortiz y 

Márquez-Fernández, 2002). Presentan la ventaja de circular por todo el cuerpo y 

por ello son aptos para diversos estudios clínicos y científicos, ya que proporcionan 

una estimación de la exposición a agentes químicos, físicos o biológicos (Tucker y 

Preston, 1996). 

El ciclo celular de las células hematopoyéticas se ha estudiado mucho debido a que 

durante su diferenciación se encuentran detenidas en G0. En el caso de los linfocitos 

T y B su ciclo puede ser estimulado en respuesta a antígenos específicos, in vitro, 

se pude hacer con las lectinas de origen vegetal. Estas son inmunomoduladores al 

activar glucoproteínas de superficie celular que inducen la linfoproliferación por 

múltiples vías de señales intracelulares entre las que están la proteína cinasa 

activada por mitógeno (MAPK) que aumenta la expresión de cúmulo de 

diferenciación 25 (CD25) y cúmulo de diferenciación 69 (CD69) que inducen la 

liberación de interleucina 2 (IL-2) (Tamma et al., 2003; Suviolahti et al., 2012; Cui et 

al., 2017).   
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4. Justificación   

En el ámbito científico es conocido que el V se encuentra ampliamente distribuido 

en el ambiente, por lo que los seres vivos están expuestos de manera permanente, 

principalmente a sus óxidos, los cuales se relacionados con efectos adversos sobre 

la salud. En estudios in vitro e in vivo, se ha demostrado que estos compuestos 

inducen daño sobre el material genético y alteran la proliferación celular ya que 

pueden producir cambios en la función de las proteínas encargadas de su 

regulación. 
En nuestro laboratorio se ha observado que la administración de V2O5 a cultivos de 

linfocitos humanos retrasa la proliferación induciendo la sobreexpresión de las 

proteínas ciclina E y Cdk2. Asimismo, disminuye la expresión de la ciclina D1 y de 

Cdk4; sin embargo, se desconoce si modifica los niveles de las proteínas 

encargadas de dar respuesta al daño ocasionado sobre el ADN y su reparación, por 

lo que resulta importante estudiar los niveles las cinasas de punto de control ATM, 

ATR, CHK1 y CHK2 tras la exposición al V2O5 y de esta manera vincular el retraso 

del ciclo celular con estas proteínas. 

 

5. Hipótesis 

El V2O5 es capaz de modificar la progresión del ciclo celular por el aumento de los 

niveles de las proteínas encargadas de la activación de los puntos de control como 

son ATM, ATR, CHK1 y CHK2.  
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6. Objetivos 

6.1. General 

Evaluar el efecto del V2O5 sobre los niveles de expresión de las proteínas 

ATM, ATR, CHK1 y CHK2 de los linfocitos humanos tratados in vitro. 

6.2. Particulares   

• Determinar la viabilidad celular en los cultivos de linfocitos después 

del tratamiento con V2O5 en concentraciones de 8, 16 y 32 µg/mL y 

tiempos de exposición de 3, 24, 48 y 72 h. 

• Analizar las fases del ciclo celular de los linfocitos tratados con las 

concentraciones de V2O5 durante los distintos tiempos de exposición. 

• Evaluar los niveles de expresión de las proteínas que controlan el ciclo 

celular ATM, ATR, CHK1, CHK2 en los linfocitos tratados con las 

concentraciones de V2O5 durante los diferentes tiempos de 

exposición.  
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7. Material y métodos  

7.1. Reactivos 

Para el desarrollo de los diferentes métodos se utilizaron los siguientes reactivos: 

Histopaque®-1077, pentóxido de vanadio (V2O5) CAS No. 1314-62-1, 5(6)-diacetato 

de carboxifluorosceina (CFDA) mezcla de isómeros, fosfato de sodio monobásico 

(NaH2PO4), fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4), ácido etileno diamino tetracético 

(EDTA por sus siglas en inglés), Ioduro de propidio (IP) y nonidet P-40, de la marca 

Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis MO EUA; medio de cultivo PB-MAX Karyotyping, 

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

de etidio (Br- Et) de GIBCO, Invitrogen Corporation, NY EUA; acrilamida, 

duodecilsulfato de sodio, N,N´-metileno-bis-acrilamida, N,N,N,N-tetra-metil-

etilenodiamina (TEMED), tris (hidroximetil)-aminometano (tris), persulfato de 

amonio, substrato Clarity Max Western ECL, de la marca Bio-Rad Laboratories, CA 

EUA; albumina de suero bovino (BSA por sus siglas en ingles), inhibidores de 

proteasas, aprotinina y leupeptina, anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa 

de rábano, anticuerpos: anti-ATM (sc-377293), anti-ATR (sc-515173), anti-CHK1 

(sc-56288), anti-CHK2 (sc-136251), Tween-20 adquiridos de Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., CA EUA. 

7.2. Separación y cultivo de linfocitos 

Se obtuvo sangre de tres donadores (varones de entre 26 y 30 años de edad) por 

punción venosa utilizando el sistema Vacutainer® con heparina de sodio y se 

separaron los linfocitos con ayuda de Histopaque-1077 en una proporción 1:1 

(Histopaque-sangre) centrifugando a 1800 rpm por 35 min, se realizaron tres 

lavados con 10 mL de PBS (entre cada uno se centrifugó a 1500 rpm por 10 min), 

el botón celular se resuspendió con un mL de PBS y se determinó la densidad 

celular utilizando la cámara de Neubauer. Se sembraron alrededor de ocho millones 

de células en 5 mL de medio de cultivo PB-Max Karyotyping (el cual contiene 

fitohemaglutinina que estimula la proliferación) por cada tratamiento y tiempo de 

exposición, éstos se incubaron a 37 °C. Después 24 h de iniciados los cultivos se 
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les administró una de las siguientes concentraciones de V2O5: 0, 8, 16 y 32 µg/mL, 

se tuvo también un grupo sin tratamiento, esto se realizó por triplicado, y se dejaron 

incubar a los diferentes tiempos de exposición: 3, 24, 48 y 72 h. Cabe mencionar 

que las concentraciones y los tiempos de exposición fueron determinados con base 

en estudios previos realizados en el laboratorio. 

7.3. Viabilidad  

Al final de cada tiempo de exposición al compuesto químico, se realizó el análisis 

de viabilidad siguiendo la técnica CFDA-BrEt (Mateos-Nava, 2017). Se tomaron 10 

µL de muestra y se incorporó con 10 μL de mezcla de colorantes 1:1 (0.125 µg/µL 

de CFDA más 0.025 µg/µL de Br-Et) incubándose en la oscuridad a 37 °C por 15 

min. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS y al final se colocó la 

muestra en un portaobjetos para evaluarse en el microscopio de fluorescencia 

(Nikon Optiphot-2). La viabilidad se obtuvo clasificando 100 células considerando 

como viables aquellas que presentaron su citoplasma con fluorescencia verde y no 

viable las que mostraron su núcleo de color rojo. Los tratamientos se realizaron por 

triplicado  

La viabilidad celular determinada por la adición de los fluorocromos CFDA y BrEt 

permite distinguir las células viables de las no viables debido a que la CFDA es 

permeable en la membrana celular y puede reaccionar con esterasas 

citoplasmáticas generando una fluorescencia de color verde, mientras que el BrEt 

solo ingresa a la célula si la membrana se encuentra dañada logrando así 

intercalarse con los ácidos nucleicos generando fluorescencia roja (Strauss, 1991).  

7.4. Fases del ciclo celular por contenido de ADN 

Para conocer el efecto de los tratamientos del V2O5 sobre las fases del ciclo celular 

se determinó el contenido de ADN de las células en cultivo. Se retiró el medio de 

cultivo y las células se fijaron con alcohol etílico al 70 % frío. Posteriormente, se 

retiró el alcohol, se agregó la solución de tinción (0.1 % Tritón X-100, 200 μg/mL 

RNAsa A, 20 μg/mL de IP en PBS) y se incubó durante 30 min a 37 °C en 
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obscuridad. A continuación, se realizó el análisis por citometría de flujo adquiriendo 

al menos 10 000 células por muestra usando el citómetro BD FACSARIA™ II 

(Becton Dickinson and Company, San José CA EUA). Los respectivos histogramas 

se obtuvieron con el programa para computadora WIN MDI versión 2.9 desarrollado 

por J. Trotter y para calcular el porcentaje de células en cada fase se utilizó el 

programa CYLCHRED desarrollado por la Universidad de Cardiff, ambos de libre 

acceso. 

7.5. Obtención de las proteínas  

A cada tiempo de exposición, los cultivos se centrifugaron a 1800 rpm durante 8 

min, el botón celular se lavó con PBS centrifugándolo nuevamente. Se retiró el 

sobrenadante y el botón fue resuspendido con 120 μL de solución amortiguadora 

de lisis (1 % Tritón X-100, 0.1 % SDS, 0.5 % desoxicolato de sodio, 150 mM NaCl, 

5mM EDTA, 5 mM Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, más inhibidores de proteasas, 1 

µg/mL aprotinina, 1 µg/mL leupeptina, 10 µg/mL PMSF en PBS pH 7.4) y se pasó a 

tubos eppendorf dejándose en refrigeración a 4 °C por 1.5 h, al finalizar se 

centrifugaron los tubos a 12500 revoluciones por 15 min a 4 °C para obtener las 

proteínas, y se determinó su concentración de acuerdo al método de Bradford 

(1976) con la ayuda del reactivo “Proteín Assay” (Bio-Rad) empleando una curva 

patrón de 1 mg/mL de BSA como parámetro. 

7.6. Detección de las proteínas ATM, ATR, CHK1 y CHK2 

Para conocer los niveles de expresión de ATM, ATR, CHK1 y CHK2 las proteínas 

obtenidas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 %, 

colocando 50 μg de muestra la cual se mezcló con solución amortiguadora de 

muestra 6x (30 % glicerol, 10 % SDS, 0.012 % azul de bromofenol, 0.6 % de 2-

betamercaptoetanol) a 100 voltios, posteriormente fueron transferidas a una 

membrana sólida de fluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) 

marca Bio-Rad por 1.5 h a 150 miliamperios. A continuación, la membrana se lavó 

con solución amortiguadora tris salina (TBS) y se incubo por 1.5 h con solución 

amortiguadora de bloqueo (TBS más 0.5 % Tween-20 (TTBS) con 7 % de leche sin 
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grasa) después se incubaron con el respectivo anticuerpo primario, anti-ATM, anti-

ATR, anti-chk1, anti-chk2 (1:2500) o el marcador de carga actina (1:2500) en TTBS, 

toda la noche a 4 °C con agitación. Transcurrido este tiempo la membrana se lavó 

3 veces con agua y por 5 min con TTBS para incubarse con el anticuerpo secundario 

goat anti-mouse IgG-HRP (0.5:10000) por 1.5 h. Al término de este lapso se 

realizaron tres lavados uno tras otro con agua y uno de 5 min con TTBS. Para el 

revelado de las bandas correspondientes a cada proteína se utilizó el “kit” Clarity 

Max™ Western ECL substrate de la marca Bio-Rad Labotatories, Inc. La proteína 

de interés fue detectada por quimioluminiscencia en el fotodocumentador 

ChemiDoc™ Touch Imaging System de Bio-Rad Laboratories, Inc. como una banda. 

La intensidad relativa fue analizada utilizando el software ImageJ 1.45s del National 

Institutes of Health de EUA, de libre acceso, haciendo una relación con su respectivo 

marcador de carga (actina). 

7.7. Análisis estadístico  

Los datos presentados en los cuadros y las figuras están expresados como la media 

± el error estándar de la media (EEM). Para el análisis se usó el paquete estadístico 

SPSS versión 20 elaborado por IBM. Se usó la prueba ANOVA-Tukey y las 

diferencias significativas se consideraron con p<0.05.  
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8. Resultados y Discusión  

8.1. Efecto del V2O5 sobre la viabilidad de linfocitos tratados in vitro 

En el Cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos para la viabilidad celular de 

los linfocitos tratados con V2O5 evaluada con la prueba CFDA-BrEt. Los datos se 

presentan como el promedio de tres experimentos con su repetición de cada 

donador. Los datos obtenidos a las 3, 24 y 48 h concuerdan con los resultados en 

la literatura y con ensayos realizados en el laboratorio, sin embargo, en este trabajo 

se observaron cambios en la viabilidad a las 72 h en los tratamientos con 16 y 32 

µg de V2O5; lo que muestra que a tiempos largos el V2O5 es citotóxico.  

Estudios previos en los que administraron este compuesto a cultivos de leucocitos 

humanos en concentraciones de 1, 2, 4 y 8 µg/mL con diferentes tiempos de 

exposición: 2, 4 y 6 h y no observaron cambios (Rodríguez-Mercado et al., 2011). 

Resultados similares se observaron en cultivos de linfocitos humanos a las mismas 

concentraciones y 48 h de tratamiento (Mateos Nava, 2012). De igual forma, Rojas 

et al., (1996), obtuvieron viabilidades superiores al 95% al tratar leucocitos humanos 

con 0.3, 30 y 300 µM de V2O5 (0.3, 30 y 300 µM de V2O5 equivalen a 0.05, 5 y 48 

µg/mL) durante 2 y 24 h utilizando el ensayo azul de tripano. 

 

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

con V2O5 por 3, 24, 48 y 72 h. 

Tratamientos con 
V2O5 

Porcentajes de viabilidad celular  

3h 24h 48h 72h 

0 µg/mL 99 ± 1 99 ± 1 98 ± 1 98 ± 1 

8 µg/mL 98 ± 1 99 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 

16 µg/mL 99 ± 1 99 ± 1 95 ± 2 93 ± 4 a 

32 µg/mL 99 ± 1 97 ± 1 95 ± 2 91 ± 3 a 

 Los datos están representados como la media ± EEM de tres experimentos independientes 
con su duplicado. ap < 0.05 vs grupo sin tratamiento (ANOVA-Tukey). 
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En estudios realizados con otros métodos que evalúan la citotoxicidad, se ha 

observado que la administración de 50 a 400 µM por 48 h de V2O5 (50 a 400 µM de 

V2O5 equivalente a 8 a 64 µg/mL) en la línea celular NK-92MI (células NK humanas) 

induce efectos antiproliferativos y apoptóticos de manera dependiente de la 

concentración. Otro compuesto en estado de oxidación +5, el NaVO3 administrado 

en concentraciones de 50 a 200 µM (50 a 200 µM de NaVO3 equivalente a 6 a 24 

µg/mL) por 4 a 48 h a células EC109 (línea celular de carcinoma escamoso de 

esófago humano) indujo el mismo efecto (Yang et al., 2016; Gallardo-Vera et al., 

2016). Lo que indica que las líneas celulares son más sensibles a la toxicidad 

inducida por el V que los cultivos primarios. Cabe hacer mención que las 

concentraciones utilizadas en el presente trabajo están entre los 50 y 200 µM.  

Algunos trabajos han demostrado que los compuestos de V modulan la actividad de 

las proteínas p53 y p21 modificando por un lado la transición de una fase a otra del 

ciclo celular y, por el otro intervenir con la activación de otros procesos tal como la 

senescencia y la muerte celular programada (Ben-Porath y Weinberg, 2005; 

Campo-Trapero et al., 2008). De este modo, la disminución significativa en la 

viabilidad a las 72 h puede deberse a que las células estén entrando en este proceso 

celular posiblemente por una severa acumulación de daños celulares y genéticos 

generados después del tratamiento con V2O5. 

Se conoce que el V2O5 no modifica la viabilidad en cultivos de células sanguíneas 

humanas en tiempos cortos de exposición (menores o iguales a 48 h), sin embargo, 

in vitro se ha observado que altera la proliferación celular, efecto evidenciado por la 

disminución de varios indicies como el mitótico (IM) y de replicación (IR), así como 

induce cambios en el tiempo promedio generacional (TPG) (Roldan y Altamirano, 

1990; Rodríguez-Mercado et al., 2011; Mateos-Nava, 2012). El IM, proporciona el 

porcentaje de células que entran a división mitótica y es un indicador del grado de 

proliferación, en tanto que el IR refleja el numero promedio de divisiones por las que 

ha pasado y TPG indica el tiempo promedio necesario para que la población celular 

complete un ciclo celular (Lazutka, 1991; Rojas et al., 1992), que para el caso del 
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V2O5 aumenta el tiempo que requiere la célula para dividirse, es decir aumenta el 

TPG (Roldan y Altamirano, 1990). 

Por lo anterior y con el interés de conocer los mecanismos por los cuales se modifica 

el proceso de división celular, en la presente tesis se estudiaron sus efectos sobre 

el contenido de ADN y sobre los niveles de las proteínas que controlan el ciclo 

celular. 

8.2. Efecto del V2O5 sobre las fases del ciclo celular evaluado por el contenido 
de ADN. 

En las figuras 3, 4, 5 y 6 se muestran los resultados obtenidos de las fases del ciclo 

celular de linfocitos después de los tratamientos con V2O5. Se observa que a las 3 

h se presentó disminución significativa en la fase G1 comparado con el grupo sin 

tratamiento (0µg/mL) con la concentración 8 µg/mL (de 38 a 26). Posteriormente, se 

evidenció aumento significativo para la fase S en la concentración 32 µg/mL (de 70 

a 75) a 24 h. En el caso de 48 h se mostró incremento significativo en la fase de G1 

para la concentración de 8 µg/mL comparado con el testigo (de 30 a 47% 

respectivamente), al mismo tiempo que disminuye la fase S (de 60 a 47% 

respectivamente). Mientras que, a las 72 h se observó aumento significativo en la 

fase G1 para todas las concentraciones de V2O5 evaluadas; 8, 16 y 32 µg/mL (de 28 

a 48, de 28 a 46 y de 28 a 43%, respectivamente) comparado con el grupo sin 

tratamiento (0µg/mL) y disminución en la fase S (de 61 a 47, de 61 a 47 y de 61 a 

51%) y en la fase G2/M (de 11 a 5, de 11 a 7 y de 11 a 6%, respectivamente).  
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Figura 4. Seguimiento de las fases del ciclo celular de linfocitos humanos tratados 
con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 24 h, se muestra la media ± EEM de tres 
experimentos independientes cada uno por triplicado. *Diferencias significativas en 
S en el tratamiento de 32 µg/mL con respecto al grupo sin tratamiento (0 µg/mL de 
V2O5) con p< 0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 
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Figura 3. Seguimiento de las fases del ciclo celular de linfocitos humanos tratados 
con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 3 h, se muestra la media ± EEM de tres 
experimentos independientes cada uno por triplicado. *Diferencias significativas en 
G1 en el tratamiento de 8 µg/mL con respecto al grupo sin tratamiento (0 µg/mL de 
V2O5) con p< 0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 
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Figura 5. Seguimiento de las fases del ciclo celular de linfocitos humanos tratados 
con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 48 h, se muestra la media ± EEM de tres 
experimentos independientes cada uno por triplicado. *Diferencias significativas 
en G1 y S en el tratamiento de 8 µg/mL con respecto al grupo sin tratamiento (0 
µg/mL de V2O5) con p< 0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 

 

Figura 6. Seguimiento de las fases del ciclo celular de linfocitos humanos tratados 
con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 3 h, se muestra la media ± EEM de tres 
experimentos independientes cada uno por triplicado. *Diferencias significativas 
en G1, S y G2 en el tratamiento de 8, 16 y 32 µg/mL con respecto al grupo sin 
tratamiento (0 µg/mL de V2O5) con p< 0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 
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Los compuestos de V se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente y de 

esta manera pueden ejercer efectos tóxicos o carcinogénicos. De acuerdo con la 

evidencia científica se sabe que pueden regular vías de transducción de señales 

mediadas por factores de crecimiento y de esta manera promover su toxicidad 

(Zhang et al., 2002b, 2003).  

Normalmente, cuando la célula presenta lesiones en el ADN por agentes externos, 

responde a éstas mediante la activación de las vías de transducción de señales que 

controlan la modulación de los factores de transcripción y la regulación de la 

expresión génica, al tiempo que interrumpe de manera transitoria la progresión del 

ciclo celular para permitir la reparación del ADN (Shackelford et al., 1999). 

De esta manera, la proliferación puede ser interrumpida temporalmente en la 

transición G1/S o G2/M para evitar que los daños inducidos sobre el ADN pasen a 

las siguientes generaciones. Cuando el daño es severo, las células pueden entrar 

en un estado de reposo conocido como G0 o desencadenar procesos de muerte 

como apoptosis.  

La regulación de la progresión del ciclo celular se logra mediante eventos que 

incluyen la acumulación y degradación de ciclinas; fosforilación de Cdks y otras 

proteínas, así como de la dimerización de complejos ciclina-Cdk; y la unión de 

proteínas inhibidoras de Cdk (como p21) (Morgan, 1995; Shackelford et al., 2000). 

Los resultados muestran que cuando se administra V2O5 a los cultivos de linfocitos 

humanos se incrementa la fase S a las 24 h, sin embargo, a las 48 h y principalmente 

a las 72 h éste aumento se da en la fase G1.  

Este efecto puede deberse por la presencia de algún tipo de daño causado en el 

ADN durante la exposición de los linfocitos en cultivos al V2O5, el cual posiblemente 

causa que proteínas reguladoras del ciclo como p53 y p21 inhiban la función de los 

complejos ciclina-Cdk que intervienen en las fases G1 y S, o que el mismo 

compuesto este alterando las vías de señalización que se encargan de regular este 

proceso (Wu et al., 2016).  
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Se sabe que el V2O5 induce daño primario a la molécula de ADN cuando se emplean 

concentraciones de 1 a 8 µg/mL durante tiempos de exposición que van de 2 hasta 

6 h en leucocitos humanos, el cual, disminuye si se retira el compuesto del medio, 

tardando en promedio 90 min en recuperarse y reparar en gran medida el daño al 

ADN; evaluado con el ensayo cometa (Rojas et al.,1996; Rodríguez-Mercado et al., 

2011). Además, se ha observado que induce 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 en el mismo modelo de prueba (Mateos-Nava, 2012; Mateos-

Nava et al., 2021).  

Efectos similares se observan cuando se administran otros compuestos de V5+ a 

líneas celulares; por ejemplo, en células de cáncer de mama humano MCF7 el 

metavanadato de amonio (NH4VO3) a concentraciones de 250 μM por 36 h (250 µM 

de NH4VO3 equivalente a 29 µg/mL) indujo retraso del ciclo en la transición G1/S 

(Ray et al., 2006), mismo resultado observado en células de cáncer de hígado 

HepG2 al administrar bisacetilacetonato de vanadilo [VO(acac)2], de manera dosis 

y tiempo dependiente (100 a 800 μM y 8 a 24 h) (100 a 800 µM de [VO(acac)2] 

equivalente a 27 a 212 µg/mL) (Fu et al., 2008). De manera análoga, en células de 

epidermis de ratón JB6P+ C141 y células de cáncer del epitelio alveolar de pulmón 

humano A549 el NaVO3 a concentraciones de 10 a 200 μM por 24 h (10 a 200 µM 

de NaVO3 equivalente a 1 a 24 µg/mL), aumento el porcentaje de la fase S y G2/M 

conforme se incrementa la concentración (Zhang et al., 2002, 2003). Asimismo, el 

ortovanadato de sodio (Na3VO4), causó la baja del porcentaje de células en fase G1 

por la disminución de expresión de ciclina D1 y el aumento de p21(Gonçalves et al., 

2011). También, en células C141 expuestas a NaVO3 a concentraciones de 50 μM 

por 24 h (50 μM de NaVO3 equivale a 6 μg/mL), aumentó del porcentaje de células 

en fase S y la expresión de la ciclina E y A, efecto que se debe al aumento en la 

actividad de la cinasa Akt (Zhang et al., 2004).  

Cabe mencionar que, tras la generación de daños en el ADN, la célula activa una 

cascada de eventos conocidos como respuesta a este daño (DDR por sus siglas en 

inglés) que pausa momentáneamente la progresión del ciclo celular con la intención 
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de reparar los daños producidos en el ADN. Si el daño permanece sin reparar, las 

células pueden entrar en procesos de muerte celular o ingresar a un estado 

permanente de senescencia celular mantenida por la presencia de un DDR 

permanente. Este evento se conoce que es producido por el acortamiento de los 

telómeros y que, además, puede suceder por la acción de agentes genotóxicos 

(Lagunas-Cruz et al., 2014).   

Es así como la detención del ciclo celular en la fase G1 a las 48 y 72 h puede estar 

asociado al mantenimiento de la actividad de p53 y a la posible activación de 

procesos de senescencia celular.  

La proliferación se encuentra conectada con los diferentes procesos de reparación 

celular. Esta conexión se ve garantizada por la actividad de diversas proteínas que 

actúan de manera coordinada en las fases G1, S y G2, entre estas, ATM y ATR son 

importantes. La literatura marca que ATR actúa sobre todo en S y G2, mientras que 

ATM en G1 (Campo-Trapero et al., 2008., Smith et al., 2010, Zannini et al., 2014).  

De este modo, el incremento en la fase S a las 24 h posiblemente está estaría 

asociado con el aumento de ATR presumiblemente por la generación de daño 

primario o por la actividad combinada de ATM y ATR por la inducción de 

rompimientos en la cadena de ADN. 

Posteriormente, el aumento en la fase G1 en 48 y 72 h puede relacionarse con el 

incremento de rompimientos de cadena doble, aunque no se puede descartar que 

estén ocurriendo simultáneamente otro tipo de alteraciones que mantengan 

elevadas a las proteínas mencionadas.  

Con base en los resultados y los estudios previos, se puede mencionar que los 

compuestos de V inducen retraso en la proliferación dependiendo del tipo de célula, 

del compuesto, la concentración y el tiempo de exposición, por lo que resultó 

importante estudiar sus efectos sobre las cinasas ATM, ATR, CHK1 y CHK2, las 

cuales una vez activas se encargan de controlar la transición de una fase a la 

siguiente del ciclo celular regulando la acción de p53 y p21. 
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8.3. Efecto del V2O5 sobre los niveles de las proteínas ATM, ATR, CHK1 y CHK2 

En la Figura 7, se presentan las imágenes de las bandas de proteínas de ATM, ATR, 

CHK1 y CHK2 obtenidas por western blot de los diferentes tratamientos con V2O5, 

en tanto que en las Figuras de la 8 a la 11 se presentan las de intensidades relativas; 

los datos fueron normalizados con respecto al testigo y se muestran como la media 

± el error estándar. 

Cuando se analizaron las membranas obtenidas a partir del western blot, se observó 

que el V2O5 en los tratamientos de 3 h disminuye significativamente la expresión de 

la proteína ATM (Figura 8A), mientras que ATR (Figura 8B) muestra aumento (P < 

0.05) en todas las concentraciones probadas. Por otro lado, la expresión de CHK1 

y CHK2 evidenciaron incremento, aunque este no fue significativo (Figura 8Cy 8D, 

respectivamente).  

En los tratamientos a 24 h, la expresión de todas las proteínas tiende a aumentar, 

en el caso de ATR es significativo en la concentración de 32 µg/mL (Figura 9B). En 

los tiempos de exposición de 48 y 72 h, la expresión de todas las proteínas 

analizadas tiende a elevarse, pero no significativamente (Figura 10B y 11B) 
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Figura 7. Detección por western blot de actina, ATM, ATR, CHK1 y CHK2 de 
linfocitos tratados con diferentes concentraciones de V2O5 por 3 (A), 24 (B), 48 (C) 
o 72 h (D). 
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Figura 8. Intensidad relativa de las proteínas ATM (A), ATR (B), CHK1 (C) y CHK2 
(D) de linfocitos humanos tratados con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 3 h. Se 
muestra la media ± EEM de tres experimentos independientes cada uno por 
triplicado (𝑛 = 9). * Diferencias significativas en ATM y ATR en el tratamiento de 
8, 16 y 32 µg/mL con respecto al grupo sin tratamiento (0 µg/mL de V2O5) con p< 
0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 
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Figura 9. Intensidad relativa de las proteínas ATM (A), ATR (B), CHK1 (C) y CHK2 (D) 
de linfocitos humanos tratados con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 24 h. Se muestra 
la media ± EEM de tres experimentos independientes cada uno por triplicado (𝑛 = 9). 
* Diferencias significativas en ATR en el tratamiento de 32 µg/mL con respecto al grupo 
sin tratamiento (0 µg/mL de V2O5) con p< 0.05 (ANOVA seguida de Tukey). 
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Figura 10. Intensidad relativa de las proteínas ATM (A), ATR (B), CHK1 (C) 
y CHK2 (D) de linfocitos humanos tratados con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 
por 48 h. Se muestra la media ± EEM de tres experimentos independientes 
cada uno por triplicado (𝑛 = 9) (ANOVA seguida de Tukey). 
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Figura 11. Intensidad relativa de las proteínas ATM (A), ATR (B), CHK1 (C) y CHK2 (D) 
de linfocitos humanos tratados con 0, 8, 16 y 32 µg/mL de V2O5 por 3 h. Se muestra la 
media ± EEM de tres experimentos independientes cada uno por triplicado (𝑛 = 9) 
(ANOVA seguida de Tukey). 
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En diferentes estudios se ha demostrado que los compuestos de V pueden 

interactuar con moléculas biológicas, particularmente aquellas que dependen de 

iones fosfato, como las moléculas que controlan la proliferación celular como lo son 

ATM, ATR, p53 y p21, entre otras (Zhang et al., 2002a; Mateos-Nava, 2017). 

En estudios realizados en el laboratorio, se demuestra que el V2O5 tiene efectos 

genotóxicos y citotóxicos sobre leucocitos humanos de sangre periférica, ya que es 

capaz de generar daño primario al ADN, de inducir aberraciones cromosómicas 

numéricas y modificar la proliferación celular (Altamirano-Lozano et al., 1996; Rojas 

et al., 1996). Además, el V en fibroblastos humanos induce SSB, y la exposición 

combinada de V con otros agentes genotóxicos produce DSB (Ivancsits et al., 2002). 

Al respecto, se ha descrito que una vez que se genera daño sobre el material 

genético, se detectan las lesiones y se estimulan los mecanismos de reparación. En 

el caso de los rompimientos de cadena sencilla (detectados por ATR) o los de doble 

cadena (detectados por ATM), las células activan un programa general conocido 

como respuesta al daño del ADN (DDR, por sus siglas en ingles), el cual promueve 

rutas de señalización y reparación (Smith et al., 2010). Una vez que fue reconocido 

el daño, la señal es amplificada desde las proteínas sensor ATM y ATR hasta llegar 

al efector p53 con lo que se logra conectar la regulación de la estructura de la 

cromatina (alrededor de la lesión) con el control de las fases del ciclo celular y de 

esta manera activar las proteínas asociadas con la reparación, senescencia o 

muerte celular (Lazzaro et al., 2009). 

Por lo tanto, el daño causado sobre el ADN por la exposición a V posiblemente 

acciona las vías de señalización que conducen a la activación de ATM y ATR. 

Además, se conoce que la proteína ATM detecta no solo los DSB sino también los 

eventos que no dañan el ADN, como el choque térmico, la disminución en la 

concentración de glucosa y el tratamiento con insulina (Lazzaro et al., 2009). 

Tomado esto junto con los procesos miméticos de insulina que presenta el V 

(Barceloux, 1999), los efectos no derivados del daño al genoma podrían contribuir 

aún más a la activación de la vía ATM en los linfocitos humanos cultivados y 

expuestos al V2O5.  
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Se propone que, además de los DBS, el daño oxidante puede generar la expresión 

de ATM y dado que se plantea para algunos metales de transición, incluido el V, 

que su toxicidad está mediada por la generación de radicales libres como el radical 

•OH a través de reacciones tipo Fenton, su presencia puede ser otro factor que 

contribuya a los aumentos presentes en las proteínas debido a que su formación 

puede dañar el esqueleto de azúcar-fosfato y oxidar bases con lo cual se puede 

provocar en el ADN rompimientos de cadena sencilla o doble (Kawanishi et al., 

1989; Lu et al., 1998). 

Otros metales como el dióxido de titanio (TiO2) activan la respuesta al daño en el 

ADN mediado por las proteínas ATM-CHK2 y fosforilación de la histona ᵧH2AX en 

fibroblastos dérmicos humanos cuando se aplica 10 µg/mL por 24 h, de igual 

manera en células A549 su implementación promueve estrés oxidante, formación 

de roturas de cadena doble y activación de ATM-CHK2 en concentraciones de 25 a 

100 µg/mL por 24 h. De manera similar, el cromo (VI) en la línea celular epitelial de 

pulmón H460 genera la formación de focos a ᵧH2AX con la respectiva generación 

de rompimientos de cadena doble y la activación de ATR en tratamientos de 5 a 10 

µM (5 a 10 µM de cromo (IV) equivalente a 0.26 a 0.52 µg/mL) por 6 h (Kansara et 

al., 2015; DeLoughery et al., 2015). 

Los ensayos acerca del V2O5, y de otros compuestos de V en estado de oxidación 

+5, sobre la función de estas proteínas son escasos. Por ejemplo, Zhang et al. 

(2002b), estudiaron el efecto de la administración de NaVO3 en la línea celular 

epitelial de alveolos humanos tipo II A549 y observaron aumento de los niveles de 

peróxido de hidrógeno (H2O2), detención del ciclo en la fase G2/M, incremento de la 

expresión de p21 y CHK1, así como disminución de Cdc25C, bloqueo de ciclina B-

Cdk1, al usar concentraciones de 10 a 200 µM (10 a 200 µM de NaVO3 equivalente 

a 1 a 24 µg/mL). En otro estudio utilizando el mismo modelo biológico y las mismas 

concentraciones, se encontró fragmentación del ADN y fosforilación de p53 en la 

serina 15, la cual es dependiente de ATM, lo que causó arrestos en G2/M (Suzuki 

et al., 2007).  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kansara+K&cauthor_id=25524809
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=DeLoughery+Z&cauthor_id=25288669
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Como se mencionó, uno de los daños asociados con la activación de ATM es la 

presencia de DSB y para ATR los SSB, de esta manera, la disminución de expresión 

de ATM a las 3 h se puede deber la falta de su señal de activación a diferencia del 

par ATR-CHK1 que se cree están activas en niveles basales aún sin la presencia 

de algún desencadenante que genere su fosforilación para garantizar la correcta 

división celular (Smith et al., 2010, Zannini et al., 2014).  

Con respecto al incremento de las demás proteínas a las 3 h, es posible que en este 

tiempo el compuesto esté generando daño primario al ADN como se ha reportado 

previamente por Rodríguez-Mercado et al. 2011, lo cual pueda estar provocando la 

activación de las proteínas sensor, con lo que, aumenta su expresión. 

Dado que los SSB son un tipo de daño que se repara rápidamente, puede ser que 

la mayoría de éstos se estén reparando en los cultivos celulares a las 3 h, pero en 

las siguientes horas se sigan generando SSB y sean el detonante para que, algunos 

de éstos, cuando la célula entre en la fase S provoquen rompimientos dobles, lo que 

induzca el aumento de ATM, ATR, CHK1 y CHK2 a las 24, 48 y 72 h. 

Otros estudios que ayudan a explicar el aumento de las proteínas evaluadas, es la 

actividad que tienen los compuestos de V sobre p53 y p21. Diferentes 

investigadores, han demostrado que la administración de Na3VO4 (10 a 50 µM) (10 

a 50 µM equivalente a 2 a 9 µg/mL) a células papilares TPC-1 derivadas de un 

carcinoma de tiroides o de NH4VO3 (25 a 350 µM) (25 a 350 µM de NH4VO3 

equivalente a 3 a 41 µg/mL) a la línea celular de cáncer de mama humano MCF7, 

durante 36 h, aumentan los niveles de expresión de las proteínas p21 y p53 de 

manera dependiente de la concentración, lo que conduce a la detención de la 

proliferación celular (Ray et al., 2006; Gonçalves et al., 2011). Para el caso del V2O5, 

se ha observado, en cultivos de linfocitos humanos aplicado en concentraciones 

semejantes a las del presente estudio (de 2 a 16 µg/mL), aumento en los niveles de 

las proteínas p53 y p21 (Mateos-Nava et al., 2021). Los resultados anteriores junto 

con los obtenidos en este trabajo indican que lo más probable es que los efectos en 

el sistema de linfocitos humanos pueden ser resultado de la inducción de daño al 
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ADN, consecuentemente activar las señales de la maquinaria de reparación que 

conducen finalmente a afectar las fases del ciclo celular.    

No se ha descrito si el V interactúa directamente con el ADN celular; sin embargo, 

en un estudio bioquímico realizado por Ouameur et al. (2006) se demuestra que el 

catión vanadilo (VO2+, V4+) puede unirse a los átomos N-7 de la guanina y adenina 

y grupos PO2 de la cadena azúcar-fosfato, mientras el anión vanadato (VO3-, V5+) 

muestra una unión más débil con la timina, adenina y guanina. Si esto sucede en 

los cultivos de linfocitos humanos tratados con V2O5, se puede producir un aumento 

en los rompimientos de enlaces fosfodiéster cuando estas lesiones anormales son 

detectadas y removidas por los mecanismos de reparación, lo que conduce a 

rompimientos en la cadena de ADN.  

Otro probable mecanismo de inducción de rompimientos de cadena doble por el V 

es la posibilidad de interactuar con enzimas implicadas en el metabolismo de los 

ácidos nucleicos. Campbell y Jackson en 1979 proponen que los iones metálicos 

inducen a que las ADNasa corten ambas hebras del ADN en el mismo punto o cerca 

de él. De este modo es factible que los iones de transición, como el V, interactúen 

localmente con el sustrato, produciendo un cambio conformacional que promueva 

que la ADNasa induzca rompimientos de doble hebra (Sabbioni et al., 1983; Roldan 

y Altamirano, 1990; Domingo, 2002). Por tanto, es posible que el V interactúe con 

el sustrato o con la proteína induciendo la escisión del enlace fosfodiéster. 

Ahora bien, en la literatura se menciona que cuando la célula es sometida a daño 

en su ADN, favorece la reparación de la mayoría de éstos, para mantener un nivel 

basal de lesiones que le permitan no interferir con la proliferación celular (Zannini et 

al., 2014). Con base en esto, es posible que este daño, se vea intensificado después 

de la administración del compuesto y sea la causa del aumento de las proteínas y 

al mismo tiempo favorezca la detención del ciclo celular en G1/S que se encontró en 

este mismo estudio a las 48 y 72 horas. 

Finalmente, a partir de estos resultados se podrían plantear estudios con V2O5 y 

cultivos primarios para conocer los mecanismos por los cuales se ponga en 
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evidencia que se están activando proteínas sensor de daño en el ADN como ATM 

y ATR ya sea por la generación de estrés oxidante o por otros mecanismos que 

contribuyan con su activación.  

 

9. Conclusiones  

Los tratamientos aplicados a linfocitos humanos con V2O5 en concentraciones de 8, 

16 y 32 µg/mL y en tiempos de exposición de 3, 24, 48 y 72 h: 

• Induce cambios en la viabilidad celular en las concentraciones de 16 y 32 

µg/mL a las 72 h después de la exposición. 

• Produce cambios visibles desde las 3 h de exposición en las diferentes fases 

del ciclo celular y provoca la detención del ciclo celular en la fase G1 a 72 h. 

• Lo anterior coincide con el aumento en los niveles de las proteínas que 

censan el daño al ADN como lo son ATM, ATR, CHK1 y CHK2, 

probablemente por la generación de rompimientos de cadena sencilla, 

cadena doble o ambos. 

De manera general el V2O5 produce citotoxicidad a las 72 h, provoca la detención 

del ciclo celular en la fase G1 y aumento de las cinasas que controlan la progresión 

del ciclo celular (ATM, ATR, CHK1 y CHK2), posiblemente por daño al ADN. 
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