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ALTERACIONES MORFOLOGICAS SECUNDARIAS A LA INHALACION 
AGUDA, SUBCRONICA y CRONICA DE VANADIO EN MEDULA OSEA, TIMO 
Y SANGRE PERIFERICA. MODELO EN RATON. 

INTRODUCCION. El Vanadio (V) es un metaloide que ha adquirido importancia 
debido a que sus concentraciones han aumentado en el ambiente y en tejido 
pulmonar de residentes de la ciudad de México. Entre las fuentes de 
contaminación por V la más importante es la combustión del petróleo, en 
particular del mexicano. El compuesto más abundante y tóxico es el V205 y su 
principal vía de absorción es la respiratoria. Debido a que su toxicidad 
hematológica e inmunológica no está claramente establecida, se realizó este 
estudio para determinar su efecto mediante hemograma y estudio morfológico de 
sangre, médula ósea y timo. METODO. Se utilizaron ratones CD1 que se 
expusieron a inhalación de V20 5 al O.02M por una hora dos veces a la semana, 
durante 3 meses. Se tomaron muestras de sangre a las 24 horas y posteriormente 
cada semana, las cuales se utilizaron para realizar frotis de sangre con tinción de 
Wright y hemograma. También se tomaron muestras de médula ósea y timo para 
procesarlas para microscopía de luz y electrónica de transmisión. RESULTADOS. 
Los leucocitos totales tuvieron un aumento significativo en la sexta y octava 
semana de exposlclon. Los neutrófilos y monocitos aumentaron 
significativamente en la sexta semana de tratamiento. Las plaquetas tuvieron un 
aumento significativo en la séptima y octava semana. Desde el punto de vista 
morfológico, se encontraron alteraciones en tamaño y forma de los eritrocitos 
(anisocitosis y poiquilocitosis), micronúcleos, así como células eritroides 
inmaduras. Se encontraron linfocitos binucleados y algunos de ellos, con 
características atípicas. Se encontraron también plaquetas gigantes en el frotis. 
En timo se observó necrosis de linfocitos e infiltrado inflamatorio a partir de la 
primera semana de exposición, pérdida de la relación corteza-médula con nódulos 
linfoides con células plasmáticas, además de linfocitos binucleados y algunos 
linfocitos con invaginaciones nucleares, eucromatina abundante y nucleolos 
múltiples pareciqos a células neoplásicas o muy activadas. En médula ósea se 
observaron megacariocitos gigantes, poliploides, lo que se correlaciona con el 
aumento plaquetario observado en sangre periférica. Además se encontró daño 
endotelial. DISCUSION y CONCLUSIONES. Los cambios morfológicos en 
eritrocitos sugieren hemólisis, quizá relacionada con alteración en la Na-K ATPasa 
que induce desequilibrio osmótico. Este compuesto produce alteraciones en 
citoesqueleto y es genotóxico, lo que podría explicar los micronúcleos en . 
eritrocitos, así como la binucleación de linfocitos. La leucocitosis, neutrofilia y 
monocitosis probablemente sean inespecíficas. La trombocitosis probablemente 
es de origen clonal, con presencia de plaquetas gigantes (que son más 
inmaduras y activas) y megacariocitos gigantes y poliploides. Esto, aunado al 
daño endotelial encontrado, puede ser un factor de riesgo para la presencia de 
fenómenos trombóticos como el infarto agudo al miocardio, tromboembolia 
pulmonar, etcétera, que aunque no se han observado en nuestro modelo pudieran 
observarse en una exposición a más largo plazo. 
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MORPHOlOGICAl CHANGES AFTER ACUTE, SUBCHRONIC ANO CRONIC 
INHAlATION OF VANADIUM IN BONE MARROW, THYMUS ANO BlOOD. 

MICE MODEL. 

INTRODUCTION. Vanadium (V) is an important element since its concentrations 
have been increased as a consequence of its increase in the atmosphere. The 
general population is exposed to vanadium via the respiratory route primarily from 
petroleum combustion. The most toxic and abundant compound of V is vanadium 
pentoxide (V20 S). Reports about V inhalation toxicity on the hematological or 
inmunological system are limited, so we decided to evaluate the effects of this 
element on these systems using morphological methods. METHOD. CD-1 male 
mice inhaled V20 S O.02M one hour, twice a week during three months. Blood 
samples were obtained by direct heart puncture. Wright stained smears were used 
for blood analysis. Tissue samples were collected to microscopic analysis. 
RESUlTS. Total leucocytes count raised at 6th and 8th weeks after exposure. 
Neutrophiles and Monocytes raised at 6th week. Platelets raised at i h and 8th 

weeks of treatment. Morphologically, changes in erythrocyte size and shape, 
micronucleous and immature erythroid cells were found, as well as binucleated 
and atypical Iymphocytes. There were giant platelets in blood smears. We found 
necrosis and inflamation in thymus after 1st week of treatment and lost of 
cortexlmedulla relation. Plasma cells, binucleated and atypical Iymphocytes with 
nuclear invaginations and multiple nucleoulous remaining neoplasic cells were 
evident. We found in bone marrow giant and poliploid megacariocytes related with 
thrombocytosis in blood smears. Endothelial damage was also observed. 
DISCUSSION ANO CONClUSIONS. Erythrocytes changes suggest hemolysis 
that might be related to an osmotic unbalance due the impaired function of Na-K 
ATPase. This compound is genotoxic and induces citoskeletal changes that could 
explain the micronucleous and binucleated Iymphocytes. Leucocytosis, 
neutrophilia and monocytosis probably are non-specific. Thrombocytosis is 
probably clonal beca use of giant platelets and giant and poliploid megacariocytes. 
The endothelial damage and clonal thrombocytosis could be a risk factor for 
hypercoagulability and thromboembolic diseases. We have not found thrombosis 
but probably we may found it in a larger exposure treatment. 
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2. INTRODUCCION 

2.1 CONTAMINACION AMBIENTAL 

Debido a que el Vanadio (V) es un contaminante ambiental, se iniciará esta 

introducción con algunos conceptos relacionados. Se entiende como 

contaminación, la presencia en el ambiente de sustancias o factores físicos, 

químicos o biológicos que perjudiquen o dañen la vida, la salud y el bienestar 

humano, la flora y la fauna, o degraden la calidad del aire, agua, suelo, de los 

bienes, de los recursos de la nación en general, o de los particulares. Un 

contaminante es toda materia o sustancia, que al incorporarse o adicionarse al 

ambiente pueda alterar o modificar sus características naturales; también se 

considera contaminante toda forma de energía, como calor, radiactividad y ruido 

que alteren el estado natural del ambiente (Gutiérrez et al, 1997). 

El problema de los contaminantes en los países en desarrollo como el 

nuestro es potenciado porque no se tienen normas para regularlos, aunado a la 

desnutrición de la población más expuesta (aquellos dedicados a la agricultura y 

actividades industriales) y porque una gran parte de la población está infectada 

con parásitos que alteran sus mecanismos de defensa (Ostrosky-Wegman et al, 

1996). 

,Las partículas suspendidas son uno de los más importantes contaminantes 

que se han demostrado como causantes de efectos adversos a la salud humana. 

Se miden como partículas gruesas PM10 (que miden entre 2.5 y 10 micras) y 

partículas finas PM2,5 (que miden menos de 2.5 micras). Las partículas gruesas o 

PM10 proceden de la erosión de los caminos, la industria, la agricultura, 

construcción y demolición, combustibles fósiles y generalmente contienen 

aluminosilicatos y óxidos de otros elementos. Las partículas finas o PM2.5 

proceden fundamentalmente de los vehículos, de combustibles fósiles, de quema 

de vegetación y del procesamiento de metales (Holgate et al, 1999). La 
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importancia de las partículas se debe, entre otras cosas, a .la tendencia de los 

vapores de los metales pesados a condensarse sobre su superficie, con lo que 

aumenta su penetración al sistema respiratorio y posteriormente a la circulación 

sanguínea. 

Las partículas más pequeñas (PM2.S) penetran hasta el espacio alveolar, de 

hecho se ha demostrado que los metales potencialmente tóxicos entran al 

organismo al ser volatilizados en la combustión, al estar a altas temperaturas, 

recondensándose nuevamente en este tipo de partículas y se ha determinado que 

el pulmón es la principal vía de entrada al flujo sanguíneo para estos elementos 

tóxicos (Rivero et al, 1993). 

Los metales cuando son contaminantes, ocasionan graves daños a la 

salud, por lo que se les dedica un apartado especial en esta Introducción. 

2.2 CONTAMINACION POR METALES. 

Los metales se encuentran en la naturaleza, pero el hombre contribuye a 

su distribución en el ambiente y además altera su forma bioquímica. Los metales 

se redistribuyen en el ambiente por ciclos biológicos y geológicos. Las plantas y 

animales tienen concentraciones de estos metales y los incorporan a sus ciclos 

alimenticios. La mayoría de los metales se emiten como partículas, excepto el 

mercurio y selenio que pueden emitirse en forma de gases (Amdur et al, 1991). 

Las fuentes antropogénicas son la mayor causa de emisión de metales 

pesados y la mayoría de las partículas emitidas son PM2.S, generalmente por 

residuos de combustión de petróleo, fuentes de energía, incineradores, 

chimeneas y vehículos. Los metales de origen antropogénico se encuentran en la 

atmósfera como óxidos. El hierro es el metal que se encuentra en mayor 
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concentración, excepto en los residuos de combustión del petróleo, en donde hay 

mayor concentración de vanadio y níquel (Holgate et al, 1997). 

Los metales con más de una valencia estable pueden participar en la 

transferencia de electrones y generan agentes oxidantes que son tóxicos para las 

células, además de que pueden acumularse en el organismo en diversas formas, 

tanto como compuestos inorgánicos como orgánicos, y permanecer en él por 

largos periodos, de ahí la importancia de estudiar los efectos derivados por su 

contaminación (Amdur et al, 1991). 

Desde la antigüedad se sabe que los metales son capaces de afectar la 

salud humana y algunos metales como el arsénico, cromo, níquel y cadmio son 

carcinógenos comprobados (Rivero et al, 1993, Nriagu 1996). 

Las partículas suspendidas con metales como el vanadio, níquel, cromo y 

cobre son responsables, en parte por el daño pulmonar ocasionado por niveles 

altos de contaminación. Prahalad y cols en 1999 realizaron un estudio in vitro 

utilizando partículas suspendidas totales en células humanas de epitelio 

respiratorio encontrando generación de radicales libres en macrófagos y 

neutrófilos lo que pudiera explicar que al inhalar dichas partículas, activan a éstas 

células ocasionando daño pulmonar que se refleja en enfermedades claramente 

relacionadas con contaminación como el asma, bronquitis, neumonía, bronquitis 

crónica, etcétera. 

Desde el punto de vista hematológico, el metal más estudiado es el plomo, 

el cual ocasiona una anemia microcítica hipocrómica con aumento de reticulocitos 

por hemólisis, además de que interfiere la unión del hierro al anillo de 

protoporfirina para formar el grupo hemo (Amdur et al, 1991). 

Por otro lado, los contaminantes ocasionan daño genotóxico, medido por la 

frecuencia de micronúcleos mediante el bloqueo de la citocinesis, como es 
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demostrado por Martelli, et al en el 2000, en el cual encontró un aumento de 1.42 

más micronúcleos en linfocitos binucleados de residentes de una zona urbana 

cercana a fábricas y a una planta metalúrgica comparados con residentes de una 

zona urbana residencial. 

Los residuos de la combustión del petróleo tienen enormes 

concentraciones de vanadio (V), encontrándose al vanadio fundamentalmente 

como vanadilsulfato. Debido a la importancia de éste metal y a que aún existen 

muchos aspectos que estudiar del mismo, se considera en un apartado especial, 

como propósito de esta investigación. 

2.3 VANADIO (V) 

Fue descubierto en México en 1801 por Andrés Manuel del Río. En 1830, 

Sefstróm y Berzelius lo llamaron Vanadium en honor a Vanadis, el dios griego de 

la belleza, inspirados por la gama de colores de este metal en solución. A lo 

largo del siglo XX, ha sido utilizado para el tratamiento de las anemias, 

tuberculosis y diabetes mellitus. Desde 1899 se demostró que disminuía la 

glucosuria en pacientes diabéticos, pero no fue hasta 1970 y principios de 1980s 

que se demostró que las soluciones de vanadato V5
+ producían efectos parecidos 

a la insulina en ratas y adipocitos in vitro (Morinville et al, 1998). 

El V es un metaloide de interés ambiental y científico, dado que tiene 

múltiples aplicaciones industriales y se emite de manera considerable al ambiente 

(71 ,000 toneladas por año), además de que posee estructura química compleja y 

aún no están claramente comprendidos el comportamiento y los efectos de la 

contaminación por éste en muchos ecosistemas (Nriagu, 1998; WHO, 2000). 

La contaminación ambiental por este metal ha ido en aumento y es 

principalmente debida a la utilización de combustibles fósiles, así como a la 
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producción industrial principalmente secundaria a ciertos procesos metalúrgicos 

(Nriagu, 1998). 

Indirectamente se sabe que ha aumentado en el ambiente de la ciudad de 

México debido a que Fortoul y cols en el 2002 reportan un aumento del 23% en 

las concentraciones de V en tejido pulmonar de necropsias de personas que 

vivieron en la década de los 90's comparados con la época de los 60's. 

Por otro lado, en mediciones en la ciudad de México realizadas en 1997 se 

encontraron concentraciones atmosféricas de 23 ± 12 ng/m3
, con mayores 

concentraciones en el área norte más industrializada de la Ciudad (Riveros-Rosas 

et al, 1997). 

2.3.1 Propiedades químicas. 

El vanadio es un elemento del grupo Va en la tabla periódica, número 

atómico 23, es un metaloide que tiene varios estados de oxidación: -1, O, +2, +3, 

+4 Y +5, ampliamente distribuido en la naturaleza, ya que se ha encontrado en 

todo tipo de ambientes, incluyendo rocas, suelo, agua, aire, plantas y tejidos 

animales (Barceloux, 1999). 

La mayoría de sus compuestos tienen valencias +3, +4 (tetravalente) y +5 

(pentavalente) (Nriagu, 1998; Barceloux, 1999). El compuesto más abundante es 

el V20 S (pentóxido de vanadio). Su toxicidad aumenta conforme aumenta la 

valencia, por lo tanto, los compuestos pentavalentes son los más tóxicos 

(Barceloux, 1999). En el plasma se encuentra con valencia +5 pero en los tejidos 

con valencias +3 y +4 (debido a las condiciones reductoras) (WHO, 2000). 
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2.3.2 Fuentes de contaminación. 

Hasta 75% procede de la combustión del petróleo, carbón y aceites 

utilizados en la generación de electricidad y calor, y también en pequeñas 

cantidades en el gas natural, y la mayoría del V es emitida en forma de óxidos de 

vanadio. El resto procede del polvo continental, aerosoles marinos y emisiones 

volcánicas. Las inversiones térmicas en las grandes ciudades aumentan 

considerablemente su concentración en aire (Barceloux, 1999; Nriagu, 1998). 

También es emitido en el proceso de extracción de otros minerales 

(principalmente el hierro), así como los depósitos de petróleo y limpieza de las 

calderas, y en el procesamiento de otros metales como el aluminio, titanio y 

uranio. En especial se ha reportado que el petróleo crudo mexicano y el 

venezolano tienen concentraciones elevadas de este elemento (Nriagu, 1998; 

WHO,2000). 

En el suelo también está presente y se ha demostrado que las rocas 

básicas tienen mayor cantidad de V comparadas con las rocas ácidas. El agua 

también puede tener este metal por las erosiones del suelo, fuentes 

antropogénicas, lo mismo que algunos alimentos, sobre todo se ha detectado en 

hongos, pimienta, crustáceos, espinacas, tabaco, etcétera. Los animales y 

plantas marinos tienen concentraciones más elevadas de V que los terrestres. 

(Barcelux, 1999; Nriagu, 1998). 

2.3.3 Usos del Vanadio. 

Se ha utilizado en la producción de herramientas, es catalítico para la 

producción de ácido sulfúrico, se utiliza en la industria del plástico, realización de 

semiconductores, industria fotográfica, colorantes amarillos y pinturas para 

cerámica. 
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2.3.4 Vías de exposición. 

La vía enteral es la más expuesta al V, debido a que la mayoría de 

alimentos ingeridos por los humanos tienen ciertas concentraciones de este metal, 

pero a pesar de que es la mayor fuente de exposición, en el tracto gastrointestinal 

se absorbe muy poco, en rangos de 0.1 a 1 % de la cantidad ingerida. Se ha 

reportado que un humano consume en la dieta promedio de 11-30 jJg por día y en 

el agua la concentración puede ser de 20 a 70 jJg/litro (WHO, 2000). 

La vía respiratoria es la principal vía de absorción y dependiendo del lugar y 

circunstancias, será el grado de exposición y absorción de V. Se ha calculado un 

promedio de 250 ng diarios que entran diariamente al tracto respiratorio en un 

ambiente con aproximadamente 50 ng/m3
, pero durante la limpieza de calderas se 

han encontrado concentraciones de hasta 500 mg/m3
, yen dichas condiciones, la 

cantidad inhalada debe ser muy superior (Nriagu, 1998). 

2.3.5 Toxicocinética. 

La mayor exposición en los trabajadores ocurre a través de la inhalación de 

polvos y humos. Su distribución en plasma dura aproximadamente de media hora 

a una hora y se encuentran posteriormente las mayores concentraciones en riñón, 

pulmón, hígado y bazo. El 90% se une a transferrina y albúmina. También se han 

encontrado concentraciones importantes en dientes y huesos, además de que 

cruza la barrera hemato-placentaria (Nriagu, 1998). 

Su excreción es por heces (considerando que prácticamente no se absorbe 

en tracto digestivo) y por riñón, con una eliminación bifásica, la primera fase 

rápida en las primeras 10 a 20 horas y otra fase lenta entre los 40 y 50 días. 

Aproximadamente un 40 a 60% del V absorbido es excretado por riñón en los 

primeros 3 días (Barceloux, 1999, Nriagu, 1998). 
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2.3.6 Efectos biológicos a nivel celular. 

Los compuestos de V entran a la célula a través de canales iónicos 

inespecíficos o incluso si son lo suficientemente pequeños e hidrofóbicos, 

mediante difusión pasiva. Generalmente entra en forma de vanadato 

(pentavalente) y ahí es reducido a vanadyl (tetravalente). (Nriagu, 1998; Xiagoai et 

al,2003). 

Este elemento puede inhibir una variedad de enzimas, pero también tiene 

capacidad de estimular otras y participa en la generación de radicales libres. Entre 

las enzimas fuertemente inhibidas por el vanadio se encuentran la Na-K-ATPasa y 

la H-K-ATPasa, aunque también inhibe otras enzimas ATPasas como la Ca­

ATPasa y Ca-Mg ATPasa (Nriagu, 1998). 

De hecho, el V interfiere con enzimas que contienen fosfato. Este es el 

caso de las proteínas tirosina fosfatasas (PTP), ya que actúa como análogo de 

fosfatos y oxida su dominio catalítico con lo que lleva a un aumento en la 

fosforilación celular. El complejo de peroxovanadio es 100 veces más efectivo 

para inhibir esta enzima que el ortovanadato. La inhibición de PTP es muy 

importante en el metabolismo de los carbohidratos ya que los receptores de 

insulina son activados aún en la ausencia de esta hormona, y esto explica parte 

del efecto insulinomimético del V. También la inhibición de las PTPs es 

importante en el ciclo celular y podría explicar algunos de los mecanismos de 

inducción de muerte celular por este metal (Morinville et al, 1999; Samet et al, 

1999 Chen et al, 2001). 

El vanadato de sodio en estudios in vitro (0.3 IJM a 30 IJM) utilizando 

células de linfoma de Surkitt estimuló la fosforilación de residuos tirosina de las 

proteínas p55 y p61 debido a la inhibición de una PTP además de la estimulación 

directa de la actividad de las cinasas (Earp et al, 1983). El grupo de Sarat en el 

2003 estudió el efecto del biperoxovanadio en células T de la línea Jurkat, 
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encontrando efectivamente la inhibición de una PTP con fosforilación de p56 y 

activación del gen de la ciclooxigenasa-2, de manera muy similar a la forma como 

sucede al activarse el receptor de linfocitos T (TeR) en presencia de un antígeno. 

Si sucede esto in vivo indicaría que aún en ausencia de antígeno, habría 

activación de estos linfocitos T. 

En un estudio en ratones hembra utilizando concentraciones de O, 5, 15 Y 

25mg/kg de vanadato se encontró que en los ovocitos hubo una activación 

prematura de anafase y un aumento de la ploidía y separación prematura del 

centrómero en las células de médula ósea, los cuales pueden deberse a que el 

vanadio inhibe PTPs que son indispensables para activar el factor promotor de 

maduración, para el ensamble del huso meiótico y mitótico entre otros eventos 

(Mailhes et al, 2003). 

Se ha reportado que el V estimula a la enzima fosfolipasa e, produciendo 

un aumento en el inositol trifosfato IP3, que se une al retículo endoplásmico y 

estimula la liberación de calcio al citosol, el cual puede ser importante para 

algunos procesos, pero en exceso provoca daño celular en adipocitos, 

hepatocitos, eritrocitos, granulocitos, miocitos y miocardiocitos (Nriagu, 1998). A 

este respecto, en un estudio realizado en cultivo de la línea Jurkat de leucemia de 

linfocitos T utilizando peróxido de vanadio (pervanadato) se determinó que la 

simple presencia de este metal era suficiente para activarlos (por fosforilación de 

la fosfolipasa e gamma 1 secundaria a la inhibición de PTP) y ésta activación se 

determinó por un aumento de la transcripción del gen c-fos y aumento en la 

síntesis de IL-2 (Imbert et al, 1994). 

Otras enzimas que son estimuladas por V son la adenilato ciclasa, 

gliceraldehído ' 3 fosfato deshidrogenasa, NADPH oxidasa, tirosina fosforilasa, 

glucógeno sintetasa, lipoproteinlipasa, glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, tirosina 

cinasa e y citocromo oxidasa (Erdmann et al, 1984; Nechay, 1984; Nechay et al, 

1986). Forma complejos con algunas proteínas como la hemoglobina, transferrina, 
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ferritina, lactoferrina, calcineurina y calmodulina y también se puede unir a 

carbohidratos, por ejemplo forma Glucosa 6 Vanadato debido a su estructura 

similar a los fosfatos (Nriagu, 1998). 

Este metal aumenta la peroxidación lipídica in vivo e in vitro, además de 

que disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como la catalasa y la 

glutatión peroxidasa en varios órganos, incluyendo hígado y riñón (Russanov et al, 

1994). Gran parte de sus efectos tóxicos se han atribuido a su gran poder 

oxidante (Nriagu, 1998). 

En algunos estudios se apoya que el V sea mutagénico o incluso 

carcinogénico y otros estudios lo postulan como un posible antineoplásico. Uno 

de los mecanismos de toxicidad celular propuesto es que el vanadato se reduce 

en las células a vanadyl por un proceso dependiente de NADPH. El vanadyl se 

combina con H202 y forma compuestos de peroxovanadio quizá en mayor 

proporción que los radicales OH producidos por la reacción de Fenton. Esto 

estimula la fosforilación de tirosina, inducción de la proteína Ras que finalmente 

llevaría a muerte celular. Este estudio fue hecho en cultivo de células de riñón 

. por Capella, et al en el 2002. 

Se ha demostrado genotoxicidad por diferentes compuestos de V tanto en 

estudios con linfocitos in vitro (Roldán y Altamirano-Lozano, 1990; Rojas et al, 

1996; Altamirano-Lozano et al, 1993; Altamirano-Lozano et al, 1999; Rodríguez 

Mercado et al, 2003) y con linfocitos y fibroblastos de trabajadores con exposición 

ocupacional al vanadio (Ivancsits et al, 2002). 

En estudios in vitro en eritrocitos de ratones y de humanos se ha 

demostrado una acción hemolítica del V (Nriagu, 1998), que correlaciona con los 

estudios in vivo que muestran una disminución en el número de eritrocitos, con 

aumento de eritrocitos inmaduros lo cual se podría explicar por la generación de 

radicales libres y peroxidación lipídica que ocasiona fragilidad osmótica además 
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de que al disminuir su deformabilidad, éstos se quedan en los capilares del 

sistema reticuloendotelial y son eliminados de la circulación prematuramente 

(Zaporowska and Slotwinska, 1996). 

En un estudio realizado por Di Gioacchino y cols en el 2002 utilizando 

cultivo de células mononucleares de sangre periférica con concentraciones de 10-4 

M (altas) y 10-7 (bajas) de metavanadato de sodio NaV03 se encontró que a las 

concentraciones altas hubo una disminución de 25% en la proliferación inducida 

con fitohemaglutinina (PHA), así como disminución en producción de IFN gamma 

e IL-5 y, por el contrario, a dosis bajas se observó aumento en la producción de 

IL-5 y FNT alfa por lo que se propone que el V ambiental podría ejercer efectos en 

el sistema inmunológico en organismos vivos. 

2.3.7 Efectos en organismos vivos. 

Los efectos respiratorios son los más ampliamente documentados sobre todo 

en humanos con exposición laboral aguda al vanadio, en particular en limpieza de 

calderas y sus manifestaciones se dividen en leves, moderadas y severas. Las 

manifestaciones leves incluyen rinitis, estornudos, epistaxis, conjuntivitis, tos, 

odinofagia y dolor torácico, pero pueden ser tan severas que condicionen 

bronquitis, neumonitis e inclusive hiperreactividad bronquial o crisis asmáticas. En 

estos mismos pacientes, se puede observar la lengua de color verde, refieren 

sabor metálico y pueden presentar dermatitis eczematosa (Barceloux 1998, 

Nriagu 1998). 

El vanadio también ha demostrado efecto en el sistema cardiovascular en 

estudios experimentales demostrándose que disminuye la fuerza de contracción 

ventricular, vasoconstricción, hipertonía muscular y aumento de la tensión arterial, 

además de que se ha visto aumentada la excreción urinaria de potasio (Nriagu, 

1998). En humanos, la intoxicación crónica por vanadio, según la OMS ocasiona 

arritmia sinusal, bradicardia, espasmo coronario y algunos cambios 
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electrocardiográficos como extrasístoles y disminución de la amplitud de la onda p 

y T (WHO, 2000). 

En humanos con intoxicación por exposición laboral, la OMS ha reportado 

signos y síntomas neurológicos inespecíficos como cefalalgia, debilidad, náuseas, 

vómito y tinnitus, además de que presentan alteraciones en los reflejos y 

excitabilidad neuromuscular manifestada con temblor fino de los dedos y manos 

(Nriagu, 1998). 

También ha sido ampliamente documentada la toxicidad al riñón, ya que en 

exposición crónica tiende a acumularse en forma de vanadyl , el cual es un potente 

inhibidor de las ATPasas, afectando la reabsorción de sodio y ocasionando 

acidosis tubular hipokalémica, siendo más tóxico en administración parenteral 

que en la enteral lo cual es comprensible debido a que se absorbe poco por vía 

intestinal. Los cambios histológicos que se han observado en el riñón son 

necrosis, proliferación celular y fibrosis. 

El hígado, después de huesos y riñón es el sitio donde más se acumula este 

metal en exposición crónica, pero aún no hay estudios concluyentes de su efecto 

tóxico, aunque hay estudios en los cuales de manera indirecta se señala 

hepatotoxicidad al encontrar en sangre elevación de enzimas transaminasas 

(Nriagu, 1998). Se han visto alteraciones en la espermatogénesis y en la motilidad 

de los espermatozoides en ratones (WHO, 2000; Altamirano-Lozano et al, 1993; 

Aragón y Altamirano-Lozano, 2001). 

En cuanto a la toxicidad linfohematopoyética existen controversias sobre los 

efectos del vanadio, puesto que hay estudios que muestran cambios en los 

índices hematológicos y otros en los cuales no existen tales cambios. En un 

estudio de 12 semanas administrando metavanadato de amonio y vanadyl sulfato 

por vía enteral a ratas, no se encontraron diferencias· entre las tratadas y no 

tratadas en cuanto a hemoglobina, hematocrito, cuenta eritrocitaria, porcentaje de 
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reticulocitos, cuenta leucocitaria, cuenta plaquetaria o fragilidad osmótica de los 

eritrocitos (Dai y McNeill, 1994). 

Zaporowska en 1992 realizó una revisión de los efectos en los índices 

hematológicos de diferentes compuestos y diferentes dosis de V encontrando 

que, aunque es difícil establecer comparaciones, se ha demostrado que reduce la 

deformabilidad de los eritrocitos y ocasiona peroxidación de la membrana 

haciéndolos más lábiles a la hemólisis, además. de que puede afectar también la 

síntesis del grupo hemo. El grupo de la misma autora en 1992 utilizó ratas Wistar 

de dos meses de edad y las expuso a- metavanadato de amonio oral 0.15 mg 

V/cm3 de agua, encontrando disminución de la hemoglobina y número de 

eritrocitos, con aumento de los reticulocitos y eritrocitos policromatófilos. Además 

hubo un aumento significativo de linfocitos y neutrófilos. Se estudió la capacidad 

fagocítica de los neutrófilos encontrándola disminuída. 

En humanos se realizó un estudio administrando 100 mg de vanadyl sulfato 

diariamente por 3 semanas hubo una disminución significativa de los niveles de 

hemoglobina y hematocrito, pero la cuenta leucocitaria y plaquetaria 

permanecieron sin cambios (eohen, 1995). En otro estudio no hubo cambios en 

índices hematológicos en humanos sanos (Fawcett et al, 1997). 

Se ha demostrado necrosis linfoide en timo, bazo, ganglios linfáticos, médula 

ósea de 1 a 4 días después de inyección subcutánea de metavanadato de amonio 

(15.5 mg/kg) (AI-Bayati et al, 1992). 

En un estudio realizado en ratones, utilizando concentraciones de 4,8, 16 Y 32 

mg/m3 de V20 S inhalado 6 horas al día por 5 días a la semana por 16 días, se 

encontró hiperplasia linfoide en los ganglios mediastinales corroborada 

histológicamente. En ratas utilizando las mismas condiciones, se encontró en el 

estudio hematológico a los 3 meses de exposición un aumento en el número de 

eritrocitos pero con disminución en su tamaño (eritrocitosis microcítica) en 
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hembras y machos. Se realizó este mismo estudio a 2 años de exposlclon, 

utilizando concentraciones de 1, 2 Y 4 mg/m3 de V205 en el cual se observó un 

aumento en la incidencia de neoplasias bronquiales y alveolares tanto en ratas 

como en ratones lo cual apoya que éste metal es potencialmente carcinogénico 

(National Toxicology Program, 2002). 

2.4 SISTEMA HEMATOPOYETICO y SANGRE 

2.4.1 SANGRE 

La sangre es un tejido conectivo especializado el cual se encuentra 

formado tanto por elementos celulares (eritrocitos, leucocitos y plaquetas) como 

por un líquido llamado plasma el cual es rico en proteínas y electrolitos. Las 

principales funciones de la sangre son el transporte de oxígeno y dióxido de 

carbono a través de la hemoglobina, el transporte de nutrientes, hormonas y 

deshechos celulares, interviene en la respuesta inmunitaria tanto celular como 

humoral, participa en la hemostasia normal y mecanismo de coagulación, así 

como contribuye a regular la temperatura, al equilibrio osmótico y ácido básico del 

cuerpo. 

Las células· más abundantes de la sangre, de 3 a 5 millones por mi, son los 

eritrocitos o glóbulos rojos que contiene la hemoglobina esencial para el 

transporte de oxígeno y dióxido de carbono. Los leucocitos se encuentran de 5 a 

10 mil por mi en sangre, su principal función es en la respuesta inmunitaria. Las 

plaquetas son fragmentos celulares anucleados pequeños y en forma de discos 

cuya función principal es la vigilancia de la continuidad de los vasos sanguíneos y, 

en el caso de que exista ruptura del endotelio y la colágena del subendotelio 

quede expuesta, se activan adhiriéndose a ella y agregándose posteriormente 

para formar un tapón hemostático primario el cual será secundario o definitivo con 
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la formación de la fibrina activada por los factores de la coagulación plasmáticos 

(Beutler et al, 2001; Gartner et al, 2002). 

2.4.2 MEDULA OSEA 

La médula ósea es el tejido encargado de la formación de las células 

sanguíneas (hematopoyesis) y su descarga en el sistema circulatorio. Este es un 

tejido que se encuentra en actividad intensa por el reemplazo constantes de 

células. Se encuentra formada por: 

a) el estroma que contiene células adiposas, fibras reticulares y células 

reticulares 

b) el compartimiento vascular (venas, arterias, sinusoides) y 

c) el compartimiento hematopoyético (las células precursoras 

propiamente ). 

Las células madre pluripotenciales son las precursoras universales de 

todas las líneas, se dividen y forman células madre multipotenciales que a su vez 

dan origen a células morfológicamente distintas que maduran dentro de la médula 

ósea para posteriormente salir a la sangre. 

Para que se lleve a cabo la hematopoyesis se necesitan factores de 

crecimiento que pueden producirse dentro o fuera de la médula ósea como son la 

IL-3, IL 1, IL6, IL 11, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos, 

eritropoyetina y trombopoyetina. (Beutler et al, 2001; Gartner, 2002). 

2.4.3 TIMO 

El timo es un órgano linfoide capsulado, con lobulillos en los cuales se 

observa corteza y médula. Las células que se encuentran en su interior son 

linfocitos o timocitos, células reticulares (epiteliales) y algunos macrófagos. La 

corteza a la microscopía de luz se tiñe más basófilamente por la gran cantidad de 
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linfocitos y en la médula hay mayor cantidad de célu'las reticulares, formando unas 

estructuras que son patognomónicas de timo llamadas corpúsculos de Hassall. 

Su principal función es recibir a los linfocitos T procedentes de la médula 

ósea y participar en su maduración. En este órgano se lleva a cabo la regulación 

del reconocimiento de lo propio y lo no propio, con deleción clonal por apoptosis 

de las células no funcionales o que pudieran ser causa de autoinmunidad. En 

humanos este órgano sufre una involución que inicia desde la infancia en la cual 

se adelgaza la corteza y el parénquima se sustituye por tejido adiposo. El estrés, 

radiaciones ionizantes, endotoxinas bacterianas y administración exógena de 

ciertas hormonas aceleran esta involución, lo cual puede repercutir en el 

desarrollo del sistema inmunológico del individuo. (Beutler et al, 2001; Gartner 

2002). 

2.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION. 

Desde tiempos antiguos los metales se han asociado con alteraciones en la 

hematopoyesis y en el sistema inmunológico, sin embargo, aún no existen 

estudios suficientes que apoyen o descarten la toxicidad inmunológica y 

hematológica por este metal. Además, son muy pocos los estudios con pentóxido 

de vanadio administrado por vía respiratoria que es la vía a la que los humanos 

estamos más expuestos. Uno de los trabajos ha reportado que la concentración 

de vanadio aumentó en tejido pulmonar en residentes de la ciudad de México 

(Fortoul, 2002), por lo cual es importante realizar un modelo experimental crónico 

en ratones para determinar cambios en la sangre, en la hematopoyesis y en timo 

para contribuir al conocimiento de la toxicidad por este contaminante tan 

abundante por la utilización de combustibles fósiles, en particular del petróleo 

crudo yen especial, del mexicano. 
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3. HIPOTESIS 

El vanadio inhalado es tóxico para el timo y la médula ósea induciendo 

cambios morfológicos identificados por microscopía de luz y electrónica en estos 

órganos, así como cambios en el frotis sanguíneo yen el hemograma. 

4. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar los cambios inducidos por la inhalación aguda y crónica de 

vanadio en sangre, médula ósea y timo, y las variaciones en el 

hemograma. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Relacionar con el tiempo de exposición, los cambios encontrados por 

microscopía de luz y electrónica en médula ósea y timo. 

Evaluar y cuantificar los cambios en sangre periférica por microscopía de 

luz y mediante hemograma. 

5. METODO 

Se utilizaron ratones machos CD1 de 35g de peso, que se mantuvieron con 

ciclos luz/oscuridad 12:12 y alimentación adCi6itum. Fueron expuestos 88 ratones a 

pentóxido de vanadio (V20 S) al O.02M en una caja de acrílico cerrada conectada a 

un nebulizador en dos ocasiones por semana, cada una de una hora de duración, 

durante 3 meses. Se utilizaron también ratones para el grupo control en las 

mismas condiciones que los expuestos, pero solo se expusieron al nebulizador 

con solución salina. Un grupo de 8 ratones expuestos y controles se sacrificó 

después de la primera inhalación para ver los cambios agudos y posteriormente 

cada semana hasta completar tres meses. Se tomaron muestras de sangre en 

tubos con EDTA para posteriormente realizar frotis sanguíneo y biometría 
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hemática (hemograma). Se tomaron muestras de médula ósea y timo para 

microscopía de luz y microscopía electrónica de transmisión. 

Para microscopía de luz se tomaron fragmentos de timo para realizar 

técnica histológica: fijación, deshidratación, aclaración, inclusión, corte, tinción y 

montaje. Se realizaron frotis de sangre que se fijaron con metanol y se tiñeron 

con Wright. 

Para microscopía electrónica de transmisión, las muestras se fijaron en 

glutaraldehído 0.1 M durante 2 horas, posteriormente se postfijaron con tetraóxido 

de osmio al 1 % por 2 horas. Posteriormente se procedió a deshidratar el tejido 

con alcoholes en concentraciones crecientes del 70 al 100% para finalmente 

incluir los fragmentos en Araldita 6005 (resina epóxica). Se hicieron cortes 

semifinos con ultramicrotomo Reichert-Jung, y posteriormente los cortes finos que 

se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo para su posterior 

observación en un microscopio Zeiss EM-10. 

Se realizó el hemograma y se contaron y midieron los megacariocitos en los 

cortes semifinos de médula ósea. 

Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto de las 

inhalaciones de V20 S sobre las difere,ntes variables (Tabla 1). Los datos de 

densidad fueron transformados como log x +1 debido a que no presentaron una 

distribución normal ni homoscedasticidad (Zar, 1999). Posteriormente los análisis 

de ANOVA que registraron diferencias significativas fueron sometidos a un 

análisis de Tukey para comparar entre tratamientos. Se realizaron gráficas de 

cajas (promedio±E.E.) para ilustrar diferencias entre tratamientos. 
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Ratones machos CD1 de 359 de 
peso. 

Se expusieron a 2 inhalaciones de 
V20 S por semana. 

Cada inhalación consistió en 1 hora 
de exposición a V20 S 

~------~ r-------~ 

SEM SEM SEM SEM SEM 
1 2 3 4 5 

1 Y 2 4 inh 6 inh 8 inh 10 
~h ~h 

.' 

6. RESULTADOS 

6.1 SANGRE PERIFERICA 

6.1.1 HEMOGRAMA 

SEM SEM SEM SEM SEM 
678 9 10 
12 14 16 18 20 
inh inh inh inh inh 

SEM 
11 
22 
inh 

El hemátocrito (Hcto), hemoglobina (Hb), volumen globular medio (VGM), 

concentración media de hemoglobina (CMHC), eritrocitos, linfocitos, basófilos y 

eosinófilos no tuvieron diferencia significativa. Los leucocitos, neutrófilos, 

monocitos y plaquetas tuvieron diferencia significativa, como se muestra en las 

tablas y gráficas 1, 2, 3, 4 Y 5. 

24 

SEM 
12 
24 
inh 



3.0 

2.8 

2.6 

f 2.4 

E - 2.2 o 
~ 

'" 2.0 

..... ~ 9 
¡¡ 
8 1.8 :J 

" ..J 

1.6 " 

1.4 

1.2 
O 

TABLA 1. ANALlSIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA DETERMINAR EL EFECTO DE LA 
INHALACION DE V20 S SOBRE LA DENSIDAD RELATIVA DE LAS SIGUIENTES VARIABLES. 

Variable gl F p 

Leucocitos 7 3.41 *** 
Neutrófilos 7 4.12 *** 
Monocitos 7 2.34 * 
Plaquetas 7 6.10 *** 

I 
Tabla 2. Efecto del tratamiento con V20 S 

en los LEUCOCITOS. 

Tratamiento Media ± e.e P<0.05 
Leucocitos totales Control 5.87 ± 0.61 a 

1 inh (24 horas) 7.63 ± 1.65 ab 

2inh (1 sem) 8.49 ± 1.39 ab 

4inh (2sem) 7.44 ± 0.54 ab 

6inh (3sem) 5.11 ± 0.89 a 

O 
8inh (4sem) 6.57 ± 0.51 ab 

10 inh (5 sem) 9.01 ± 2.21 ab 
... 

12 inh (6 se m) 12.75 ± 1.83 b 

14 inh (7 sem) 7.79 ± 0.87 ab 

16 inh (8 se m) 12.47 ± 1.71 ti 
2 6 8 10 12 14 16 20 24 20 inh (10 se m) 6.66 ± 0.72 ab 

Tratamiento 
24 inh (12 se m) 7.25 ± 1.35 ab 

Los leucocitos totales tuvieron un aumento significativo en la sexta y octava semana (12 y 16 

inhalaciones) con respecto al control. En la tabla, letras diferentes denotan diferencias significativas 

entre grupos. 
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Tabla 3. Efecto del tratamiento con V20s en los 
NEUTROFILOS. 

Tratamiento Media ± e.e P<0.05 
Neutrófilos 

Control 1.55 ± 0.20 a 

1 inh (24 horas) 3.40 ± 1.09 ab 

. . 
: . : . ~ . : @ .... 

: o 
. . 

O .~ •.• ~~ 

2inh (1 sem) 2.07 ± 0.36 a 

4inh (2 sem) 2.01 ± 0.29 a 

6inh (3 sem) 1.26 ± 0.32 a 

8inh (4 sem) 1.67 ± 0.57 a 

10 inh (5 sem) 4.53 ± 2.04 ab 

1 ~. inh (6 se m) 7.01 ± 1.30 b 

14 inh (7 sem) 2.37 ± 0.49 a 

16 inh (8 se m) 4.76 ± 1.20 ab 
o 2 4 6 8 10 12 14 16 20 24 

Tratamiento 
20 inh (10 sem) 2.06 ± 0.61 a 

24 inh (12 sem) 2.17 ± 0.59 a 

Los neutrófilos tuvieron un aumento significativo con respecto al control en la sexta semana (12 

inhalaciones). 

I Tabla 4. Efecto del tratamiento con V20S en los 1 
MONOCITOS. 

Tratamiento Media ± e.e P<0.05 

Control 0.24 ± 0.04 a 
Monocitos 

1 inh (24 horas) 0.34±0.10 ab 

2inh (1 sem) 0.22 ± 0.07 a 

4inh (2 sem) 0.27 ± 0.06 ab 

6inh (3 sem) 0.1 5 ± 0.05 a 

8inh (4 sem) 0.25 ± 0.06 ab 

O ~ . ..•....... 

.... ...... .. .... ~ 
, 

10 inh (5 sem) 0.24 ± 0.09 ab 

12inh (6 sem) 1.05 ± 0.37, b 

14 inh (7 sem) 0.55 ± 0.22 ab 

16 inh (8 sem) 0.51 ± 0.22 ab 

20 inh (10 sem) 0.36±0.10 ab 
o 2 4 6 8 10 12 14 16 20 24 24 inh (12 se m) 0.20 ± 0.07 .. a 

Tratamiento 

Los monocitos tuvieron un aumento significativo en la sexta semana de exposición (12 

inhalaciones). 
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I Tabla 5. Efecto del tratamiento con V20S en las I 
PLAQUETAS. 

Tratamiento Media ± e.e P<0.05 

Plaquetas Control 493.50±31 .13 a 
7.6 ,.---,----_____,_---,------,---,---~--~_____,_--

, -te 1 inh (24 horas) 460.85 ± 61.96 

7.2 

6.8 

6.4 

6.0 

a 

2inh (1 sem) 476.00 ± 24.76 a 

4inh (2 sem) 469.43 ± 36.83 a 

6inh (3 sem) 517.50 ± 92.23 a 

8inh (4 sem) 519.50 ± 82.45 a 

@CiJ~®$~ . . 
10 inh (5 sem) 930.28 ±145.25 ab 

12 inh (6 sem) 959.00 ±127.99 ab 

14 inh (7 se m) 1056.62 ±141.84 b 

16 inh (8 se m) 1337.00±259.96 b 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 20 24 20 inh (10 sem) 697.75 ±114.58 ab 
Tratamiento 24 inh (12 se m) 918.00 ±104.37 ab 

Las plaquetas tuvieron un aumento significativo en la séptima y octava semana de exposición (14 y 

16 inhalaciones). 

6.1.2 MORFOLOGIA DE SANGRE. 

ERITROCITOS. 

Comparados con el control (figura 1), desde la primera inhalación se 

observaron variaciones en la forma (poiquilocitosis), coloración (policromasia) yen 

el tamaño (anisocitosis) de los eritrocitos. Se encontraron formas inmaduras 

como eritroblastos policromatófilos que normalmente no se encuentran presentes 

en sangre periférica y que son comunes en hemólisis (figura 2). Además se 

observaron micronúcleos en los eritrocitos de los animales expuestos (figura 3). 

LINFOCITOS 

Los cambios morfológicos en los linfocitos se observaron desde la primera 

inhalación de V205 encontrándose linfocitos atípicos: linfocitos binucleados, 
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linfocitos con gran cantidad de citoplasma, núcleo con cromatina laxa y nucleolos 

evidentes que podrían ser linfocitos activados o linfoblastos (figuras 5 y 6). 

PLAQUETAS 

El cambio más llamativo en sangre fue el aumento significativo de la 

cantidad de plaquetas en la séptima y octava semana. Además se encontraron 

plaquetas gigantes en sangre periférica (figura 4). 

6.2 TIMO 

MICROSCOPIA DE LUZ 

En el grupo control el timo se encontró con una relación corteza/médula 

muy bien definida, con una relación 1:3 aproximadamente, con escasos 

corpúsculos de Hassall (figura 7). 

En la primera inhalación se encontró una disminución importante de la 

. corteza, con una relación aproximada de 1:6 y con un aumento en los corpúsculos 

de Hassall. 

A partir de la segunda inhalación y en todas las inhalaciones subsecuentes 

fue progresiva la pérdida de la relación corteza/médula (figura 8) con aparición de 

estructuras similiares a nódulos linfoides que normalmente no se encuentran en 

este órgano (figura 9). La presencia de células plasmáticas y nódulos linfoides 

apoya el hecho de que probablemente existen linfocitos B en el timo (figuras 10 Y 

11). En algunos de estos nódulos se encontraron escasos linfocitos binucleados 

como aquellos encontrados en la sangre periférica (figura 12). 

ULTRAESTRUCTURA 

En las figuras 13 y 14 se observan imágenes de apoptosis y mitosis en los 

animales control, las cuales son normales en este órgano. Se encontraron 

cambios progresivos de necrosis de linfocitos, con edema de organelos 

(mitocondrias, retículos, aparato de Golgi) (figuras 15 y 16). Por otro lado, se 
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observó un cambio en la distribución de cromatina en sus núcleos, con cromatina 

muy laxa y nucleolos muy evidentes (figura 18). Se encontraron linfocitos 

binucleados como los encontrados en microscopía de luz (figura 17). A partir de 

la quinta semana de exposición se encontró, además de la presencia de necrosis, 

un infiltrado inflamatorio con macrófagos y neutrófilos y en las semanas 10 y 12 se 

observó que la mayor parte de este infiltrado estaba formado por eosinófilos 

(figuras 19, 20 Y 21). También se encontraron irregularidades en los núcleos de 

los linfocitos como seudoinclusiones nucleares (figura 22). 

Además, algunos núcleos de linfocitos adquirieron características 

diferentes, como irregularidades muy marcadas e invaginaciones muy 

pronunciadas, cromatina laxa y nucleolos cerca de estas invaginaciones que 

semejan a las células neoplásicas (figura 23). 

6.3 MEDULA OSEA 

En el análisis de microscopía de luz se observó aumento en el 

número de megacariocitos, así como aumento en el tamaño y en la lobulación 

nuclear de los mismos (mayor poliploidía) lo que se puede correlacionar con el . 

aumento en el número de plaquetas circulantes en sangre (figuras de la 24 a la 

29). 

En la figura 30 se observa una imagen de un animal control. El análisis 

ultraestructural corroboró los datos obtenidos en microscopía de luz de aumento 

en el número y tamaño de los megacariocitos, núcleos más irregulares, con más 

lóbulos e incluso megacariocitos residuales (figuras de la 33 a la 36). Además se 

encontró daño en el endotelio de los vasos sanguíneos de este órgano (figura 31). 

El diámetro mayor y menor de los megacariocitos, así como el número de 

los mismos tuvieron un aumento estadísticamente significativo a las 24 horas y en 

las semanas 4,8 y 12, como se observa en las gráficas y tablas 7,8,9 Y 10. 
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DIAMETRO MAYOR DE MEGACARIOCITOS 

40~----__ ----__ ------__ ----~------__ --~ 

38 

24L-____ ~ ____________ ~ ____________ ~ __ ~ 

16 24 

TRATAMIENTO (No. de inhalaciones) 

DIAMETRO MENOR DE MEGACARIOCITOS 

~,---------------------------------------, 

32 

----,-

[mm~ __ J 
.. _ .. J .. _ ... 

~.i 
~ 

20~--------------------------------------~ 
16 24 

TRATAMIENTO (No. de inhalaciones) 

NUMERO DE MEGACARIOCITOS 

12~----__ ----~----____ ----__ ----__ ----~ 

TRATAMIENTO (No.de inhalaciones) 

I 
Tabla 7. Efecto del tratamiento con V20S en el 

diámetro mayor de los meQacariocitos. 

Tratamiento Media ± e.e P<0.05 

Control 3.30 ± 0.23 a 

1 inh (24 4.47±0.19 a 
horas) 

8inh (4 sem) 9.50 ±0.49 b 

16 inh(8 sem) 8.30 ± 0.25 be 

24 inh (12 ' 7.30 ± 0.46 e 
sem) . 

Tabla 8. Efecto del tratamiento con V20S en el 
diámetro menor de los megacariocitos. 

Tratamiento Media ± e.e P<O.O 
5 

Control 28.00 ± 0.93 a 

1 inh (2:4 horasl 32.16 ± 0.72 b 

8inh (4 sem) 35.42 ±O.72 be 

16 inh (8 sem) 35.33 ± 1.02 ~ 

24 inh (12 seml 35.83 ±0.68 be 

Tabla 9. Efecto del tratamiento con V20S en 
el número de megacariocitos por campo. 

Tratamiento Media ± e.e P<O.O 
5 

Control 22.75 ± 0.75 a 

1 inh (24 hQfª~l 26.00 ± 0.70 b 

~inh (4 séijil 28.08;1: 0.75 b 

16 inh (8 senil 29.83 ±0.75 be 

24 inh (1~ sem). 29.17 ±0.69 be 
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7. DISCUSION 

El hematocrito, hemoglobina, volumen globular medio, concentración media 

de hemoglobina, eritrocitos, linfocitos y eosinófilos no tuvieron diferencias 

significativas, lo cual concuerda con estudios previos realizados por Dai y Mcneill 

en 1994 en ratas, por Cohen en 1995 en humanos voluntarios, lo mismo que 

Fawcett y cols en 1997 en atletas humanos a quienes se les administró V con 

fines anabólicos, aprovechando su efecto insulinomimético. 

Se encontraron datos de hemólisis (presencia de eritroblastos en el frotis 

de sangre) debido a queJ. al estar posiblemente destruyéndose los eritrocitos, la 

médula ósea responde sacando formas inmaduras a la periferia (Beutler et al, 

2001). Esto ha sido postulado previamente por Zaporowska y cols en 1992 y 

1996 en modelos en ratas y también utilizando compuestos de V in vitro en donde 

se ha observado mayor fragilidad osmótica atribuida a la inhibición de la Na/K 

ATPasa. También aumenta la fragilidad porque se une a proteínas de membrana 

y hace a ésta mucho más frágil (Xiagoai et al, 2003). 

Los leucocitos, neutrófilos, monocitos y plaquetas tuvieron un 

comportamiento similar, con un aumento significativo entre la sexta y octava 

semana de tratamiento, pero con tendencia a la disminución en las siguientes 

semanas, lo que probablemente se deba a que el V ejerce una toxicidad máxima 

a dicha concentración y posteriormente el organismo desarrolle algún sistema 

para adaptarse al daño. La leucocitosis y neutrofilia ya había sido demostrada 

previamente en los estudios de Zaporowska en 1992. Estos parámetros son 

inespecíficos, puesto que pueden estar aumentados en muchas situaciones como 

en las infecciones agudas y crónicas, inflamación crónica pero incluso se han 

relacionado con intoxicaciones por metales como el mercurio (Hg) (Beutler et al, 

2001). Se ha reportado que posterior a la inhalación de partículas contaminantes 

hay leucocitosis secundaria a la inflamación pulmonar (Clarke et al, 2000). 
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El aumento plaquetario o trombocitosis es un hallazgo que no se ha 

reportado previamente con ningún metal y se discute posteriormente. 

La presencia de linfocitos binucleados tanto en sangre periférica como en 

timo, sugiere una alteración en citoesqueleto ocasionada por V, como ha sido 

estudiado por Ramírez y cols en 1997 utilizando V20 5 (0.001 a 0.1 !-1M) en 

cultivos de linfocitos demostrando la inhibición de la polimerización de la tubulina, 

la despolimerización de la misma y la alteración en la formación del huso mitótico 

lo que ocasiona células aneuploides o poliploides. Aunque no ocasionado por V, 

se han estudiado en las células de Clara deficientes de p53 las causas de 

multinucleación celular ya que dichas células muestran un mayor índice de 

binucleación al exponerse a daño a AON. Con ello se trata de explicar el papel de 

p53 en la formación del huso mitótico, regulación del centrosoma y regulación del 

crecimiento celular (Armit et a', 2002), lo cual en un futuro podría investigarse en 

estos linfocitos para determinar si existe relación de daño a p53 con la 

binucleación. 

Existe un trastorno hematológico aparentemente benigno en humanos en 

donde se encuentran linfocitos binucleados en la sangre circulante y aumento en 

la IgM sérica, llamada Linfocitosis Policlonal Persistente de células B, la cual se 

presenta con mayor frecuencia en mujeres, sobre todo en las fumadoras y que, 

aparentemente es un transtorno policlonal de células B de memoria IgO C027. 

Se ha visto una predisposición genética y se cree que una exposición antigénica 

crónica, el hábito de fumar o una probable infección por el virus de Epstein Barr 

pudiera ser la etiología de esta enfermedad (Trousard and Flandrin, 1996; 

Mossafa et al, 1999; Tonelli et al, 2000; Oelage et al, 2001 ; Himmelmann et al, 

2001; Loembé et al, 2001). A este respecto Vignes y cols. en el 2001, hicieron un 

estudio prospectivo en cual determinaron que los pacientes con esta enfermedad 

no solo tenían aumento de IgM, sino una deficiencia de IgA e IgG por lo que 

proponen que es acompañada por un grado de inmunodeficiencia y, además 

hicieron notar que todos sus pacientes eran fumadores y, que los que dejaron de 
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fumar tuvieron una disminución tanto en la leucocitosis como en los niveles de 

IgM. Estos serían los reportes de los transtornos que existen de linfocitos 

binucleados en sangre periférica in vivo y que pudieran ser una de las causas del 

hallazgo encontrado por nosotros, considerando que nuestro modelo consiste en 

la inhalación crónica de un metal, comparable hasta cierto punto con el hábito de 

fumar. 

Por otro lado, varios grupos han reportado poliploidías, aneuploidías, 

formación de micronúcleos y otros tipos de daño genotóxico inducidos por varios 

compuestos de V en linfocitos in vitro (Roldán et al, 1990; Altamirano-Lozano et al, 

1993 y 1999; Ciranni et al, 1995; Rojas et al, 1996; Migliore et al, 1999; Rodríguez 

Mercado et al, 2003). Esto podría explicar los micronúcleos observados en 

eritrocitos y el daño observado en los linfocitos. 

En timo se observó necrosis coexistiendo con apoptosis. Este último es un 

proceso que es encontrado normalmente en este órgano. La necrosis en linfocitos 

del timo ha sido previamente reportado por AI-bayati y cols en 1992 en ratones 

utilizando metavanadato de sodio por vía subcutánea a una dosis de 15.5mg/kg. 

No ha sido previamente reportada la alteración en la relación 

corteza/médula del timo, con presencia de nódulos linfoides con células 

plasmáticas sugiriendo la presencia de linfocitos B que normalmente no se 

encuentran en este órgano y que podrían indicar una desregulación inmunológica. 

Este hallazgo puede ser grave, puesto que indicaría una ruptura de la barrera 

hemato-tímica y producción de anticuerpos en un sitio en el que normalmente se 

reconoce lo propio de lo extraño. De hecho en humanos, la presencia de nódulos 

linfoides en timo se puede observar en la hiperplasia tímica asociada a 

enfermedades autoinmunes, pero en nuestro modelo no hemos encontrado datos 

de autoinmunidad (Robbins et al, 1992). 
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La acción del V es diferente para los linfocitos T y B como ha sido 

demostrado por Ramanadham y Kern en 1983, utilizando ortovanadato de sodio 

encontrando que en timocitos de ratón en cultivo disminuyó su respuesta mitótica 

a la concanavalina A (50% a una dosis 10microM), en cambio en esplenocitos no 

hubo cambio en su respuesta a lipopolisacáridos (LPS). Lo que llamó la atención 

a los autores es que, en ausencia de mitógenosJ. el ortovanadato aumentó la 

mitosis en una subpoblación de timocitos, pero no en los esplenocitos o en 

linfocitos T en ambiente enriquecido con esplenocitos. Existe controversia acerca 

de si el V tiene o no propiedades mitogénicas y aparentemente depende tanto del 

compuesto, dosis empleada como del tipo celular y en nuestro modelo sería 

interesante ver la acción diferencial del Ven ambos tipos de linfocitos. 

En el timo se encontraron células con características neoplásicas 

(invaginaciones nucleares, múltiples nucleolos, eucromatina abundante) lo que 

pudiera ser el inicio de una neoplasia o probablemente la activación excesiva de 

estas células como ha sido demostrado por diversos autores previamente 

mencionados. Está bien estudiada la inhbición de la enzima PTP por V en 

muchos tipos celulares, entre ellos diferentes líneas de linfocitos, los cuales se 

activan por el aumento en la fosforilación proteica de manera similar a si 

estuvieran en contacto con un antígeno (Earp et al, 1983; Imbert et al; 1994; 

Krejsa et al, 1997; Barat y Tremblay, 2003). 

Se ha estudiado la causa de las invaginaciones nucleares y se han 

encontrado cambios en la disposición de actina, observándose en estas 

invaginaciones principalmente monomérica o actina G lo que se ha correlacionado 

con un estado de desdiferenciación celular o células cancerosas y con un estado 

de mucha actividad nuclear (Jhonson et al, 2003). 

La presencia de trombocitosis que correlaciona con el aumento en el 

número y tamaño de los megacariocitos en médula ósea se comenta con más 

detalle a continuación. 
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La proliferación y maduración de los megacariocitos depende de la acción 

sinergística de varios factores de crecimiento como: el factor estimulante de 

colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF), la IL-3, IL-6, IL-11 yeritropoyetina 

(EPO), pero el más importante de todos ellos es la Trombopoyetina (TPO) 

(Gewirtz, 1990; Metcalf el al, 2002). Esta proliferación requiere de la coactivación 

de la proteína cinasa C (PKC) con la consecuente movilización de calcio y 

además de la activación de la adenilato ciclasa (AC) (Long, 1990). 

Para regular la cantidad de plaquetas circulando, el número de plaquetas 

puede inducir cambios compensatorios en el tamaño de los megacariocitos, es 

decir, si hay pocas plaquetas en sangre, generalmente la ploidía y tamaño de los 

megacariocitos aumenta para compensar la trombocitopenia. En el caso de 

trombocitosis reactiva, el tamaño y ploidía de los megacariocitos 

compensatoriamente disminuye, no así en las trombocitosis clonales en donde los 

megacariocitos se vuelven gigantes, poliploides y displásicos (Ebbe, 1990). 

También se sabe que tanto los megacariocitos como las plaquetas tienen el 

receptor c-mpl en su superficie y éste une a la TPO, así en condiciones normales, 

habrá una concentración de TPO determinada, la cual aumentará si hay 

trombocitopenia y disminuirá si hay trombocitosis (Schafer, 2004). 

La trombocitosis puede ser ocasionada por: a) trombocitosis reactiva, b) 

mutaciones familiares y c) trombocitemia esencial o algún otro trastorno 

mieloproliferativo. El problema con estos trastornos es el riesgo de hemorragia y 

trombosis quizá también involucrados con patología endotelial. Además es 

importante hacer el diagnóstico diferencial.. porque los trastornos 

mieloproliferativos se asocian mucho más a complicaciones trombóticas o 

hemorrágicas (Schafer Al, 2001; Schafer Al, 2002). 

Se sabe que en las trombocitosis reactivas el problema es . que en la 

enfermedad subyacente (inflamación, infección o neoplasia) hay una gran 

actividad del sistema inmunológico con producción excesiva de interleucinas, 
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entre ellas la IL-6 que aumenta la expresión genética de la TPO. Hay un aumento 

de la TPO circulante y por lo tanto aumenta la producción de megacariocitos 

(Kaser et al, 2001; Alexandrakis et al, 2003; Schafer, 2004). 

En la inflamación crónica las plaquetas juegan un papel importante debido 

a que pueden internalizar a ciertos microorganismos y contienen algunas 

sustancias que dañan bacterias y hongos, generalmente en sus gránulos alfa, 

además de interleucinas que estimulan la activación del sistema inmunológico 

(Klinger y Jelkmann, 2002). 

En algunos estudios que involucran presencia de V se ha visto aumento de 

interleucinas como en el de Carter y cols en 1997en el cual se expusieron células 

de tejido bronquial humano normal a ROFA (residual oil fly ash) que contenía 

vanadio, níquel y hierro en concentraciones de O, 5, 50, o 200 ¡Jg/ml por 2h y 24h 

encontrando aumentadas la IL-6, IL-8 Y TNFa medidas por ELlSA y también 

RNAm de las mismas citocinas medidas con RT-PCR. Posteriormente en 1998 

Quay y cols utilizaron el mismo modelo para identificar mediante qué vía se 

estimulaba la producción de IL-6 y encontró que es por activación de NF-kappaB. 

La trombocitosis clonal es un transtorno mieloproliferativo asociado con 

mutaciones y aberraciones cromosómicas en donde hay un problema en el 

receptor c-mpl que disminuye su afinidad por la TPO y por lo tanto, también hay 

más TPO circulante, con lo que aumenta la producción de megacariocitos 

(Schafer, 2004). Se encuentran niveles de TPO más elevados en comparación 

con aquellos con trombocitosis reactiva, por lo cual cuantificar TPO puede ser útil 

en el diagnóstico diferencial que suele ser muy difícil (Wang et al, 1998). 
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CLONAL REACTIVA 

Enfermedad sistémica No Sí 

Riesgo de trombosis Sí No 

Riesgo de hemorragia Sí No 

Esplenomegalia Sí No 

Frotis sanguíneo Plaquetas gigantes Plaquetas normales 

Función plaquetaria Puede ser anormal Normal 

Número de megacariocitos en Aumentados Aumentados 

M.O. 

Morfología de megacariocitos Gigantes, poliploides, displásicos Normales 

I Tabla 6. Parámetros enunciados por Schafer para el diagnóstico diferencial de las trombocitosis. I 

Con base en estos parámetros, la trombocitosis encontrada en nuestro 

modelo posiblemente se debe a un trastorno mieloproliferativo de los 

megacariocitos y probablemente el V ocasionó alguna alteración genética o está 

estimulando directamente la proliferación de esta línea celular. 

Se sabe que ciertos contaminantes son hematotóxicos y a este respecto, 

West y cols en el 2000 realizaron un estudio retrospectivo para determinar el 

efecto de los contaminantes y la aparición de síndromes mielodisplásicos en la 

médula ósea y encontraron que, además del benceno y los agentes alquilantes ya 

claramente establecidos como leucemógenos, los metales como el arsénico, 

cobre, níquel y aleaciones de aceros, así como polvos inorgánicos como el 

asbesto y sílice se asociaron a aberraciones en los cromosomas 5 y 7 de estos 

pacientes. 

Aunque en los tres meses de exposición de nuestro modelo no hemos 

encontrado complicaciones trombóticas, existen reportes de que las plaquetas 

gigantes, es decir el aumento de volumen plaquetario se relaciona con el riesgo 

de este tipo de complicaciones (Osselaer, 1997), quizá porque estas plaquetas 

gigantes son plaquetas más inmaduras y por lo tanto son más activas (Rinder.l. 

1998). 
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También encontramos daño endotelial en la médula ósea que puede 

atribuirse a la inhalación de este metal y que pudiera aumentar el riesgo de 

trombosis. Es un hecho conocido que en lugares con altos índices de 

contaminación, las personas tienen mayor riesgo de enfermedades trombóticas. A 

este respecto, hay autores que investigan el papel que juegan las partículas 

contaminantes en la inducción de enfermedades vasculares como Moyer y cols 

que en el 2002 realizaron un estudio de 90 días y otro de 2 años de duración 

exponiendo ratones a 9 compuestos de partículas, entre ellos, uno de V20 S, 

encontrando arteritis coronaria y renal en la exposición crónica a 2 años. También 

Nemmar y cols en el 2003 utilizaron hámsteres expuestos a instilación traqueal 

de partículas derivadas del diesel (5 a 500 Og) Y observaron inflamación pulmonar 

y aumento en la activación plaquetaria, lo que concuerda con el riesgo de 

trombosis debido a la contaminación. 

En un estudio realizado en Inglaterra, se estimó la concentración de 

partículas suspendidas (PM1o Y menores) a las que están expuestas las personas 

y se trató de correlacionar con parámetros hematológicos, encontrando una 

correlación negativa con la hemoglobina, número de eritrocitos, plaquetas y factor 

VII. Esto quizá es debido a que las partículas en los pulmones ocasionan 

inflamación o en las mismas células sanguíneas ocasionan una mayor 

adhesividad y probablemente secuestro en la circulación que puede llevar al gran 

aumento de enfermedades trombóticas en los lugares contaminados (Seaton, 

1999). 

En un estudio en médula ósea de pacientes con Trombocitemia Esencial se 

encontró que a menor expresión del receptor de TPO c-Mpl determinada mediante 

inmunohistoquímica, el riesgo de complicaciones trombóticas era mayor (Teofilli 

et al, 2002). En nuestro modelo se podría utilizar una técnica de 

inmunohistoquímica para identificar este receptor y determinar con mayor 

precisión la causa de la trombocitosis y el riesgo de una probable trombosis. 
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8. CONCLUSIONES 
ESTA TESIS NO SALE 
QE LA BIBUOTECA 

En nuestro modelo, a las dosis empleadas de V20 5 inhalado encontramos: 

• Cambios en eritrocitos debidos probablemente a hemólisis. 

• Eritrocitos con presencia de micronúcleos que pueden estar reflejando 

genotoxicidad por este compuesto. 

• Linfocitos binucleados en sangre periférica y en timo que pudieran estar 

asociados a daño en el citoesqueleto. 

• Leucocitosis, neutrofilia y monocitosis entre la sexta y octava semana de 

exposición probablemente inespecíficas o quizá relacionadas con la 

inflamación pulmonar debida a la inhalación de V. 

• Necrosis de linfocitos e infiltrado inflamatorio en timo. 

• Pérdida de la relación corteza-médula tímica con nódulos linfoides que 

pudieran hablar de una desregulación inmunológica. 

• Presencia de linfocitos muy activados e incluso con características de 

células neoplásicas con invaginaciones nucleares, múltiples nucleolos y 

abundante eucromatina. 

• Trombocitosis probablemente secundaria a un trastorno mieloproliferativo o 

clonal debido a las características morfológicas de las plaquetas (plaquetas 

gigantes) y de los megacariocitos (gigantes, poliploides) lo que aumentaría 

el riesgo de complicaciones trombohemorrágicas en estos ratones, aunque 

hasta el tiempo de exposición estudiado, no se observaron éstas. 

• Daño endotelial en médula ósea que pudiera aumentar el riesgo de estos 

ratones a tener complicaciones trombóticas. 
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SANGRE 

Fig. 1. Un neutrófilo (N) y un linfocito(l) en 
un control. lOOOx. 

Fig. 3.Eritrocito con un micronúcleo (Mn). 
lOOOx. 

Fig. 5. Linfocitos activados parecidosa linfo­
blastos (l). lOOOx 

Fig. 2. Eritroblasto policromatófilo(EP) y gran 
cantidad de plaquetas en un expuesto. lOOOx 

. 
Fig. 4.Gran cantidad de plaquetas. Plaqueta 
gigante en el centro del campo. lOOOx. 

Fig. 6. Linfocito binucleado (lB). lOOOx 



TIMO 

Fig. 7. Relación corteza/médula conservadas 
en un control. 100x. 

Fig. 9. Se observan nódulos linfoides. 8 se­
manas (16 inhalaciones). 10Ox. 

Fig. 11. Células plasmáticas (CP). 
1000x. 

Fig. 8. Pérdida de la relación corteza/médula. 
1 semana (2 inhalaciones). 100x 

Fig. 10. Nódulo linfoide. 8 semanas 
(16 inhalaciones). 400x. 

Fig. 12. Linfocito binucleado (flecha). 1000x. 



TIMO 

Fig. 13. Ultraestructura conservada y una imágen 
de mitosis en un control. 5000x. 

Fig. 15. Necrosis en el centro e imágen de mitosis 
en la parte inferior. 4 semanas (8 inhalaciones). 
500Ox. 

Fig. 14. Apoptosis, la cual es normal en este 
órgano (A). 5000x. 

Fig. 16. Necrosis y edema de organelos. 4 semana: 
(8 inhalaciones). 5000x. 



TIMO 

Fig. 17. Linfocito binucleado. 4 semanas 
(8 inhalaciones). 5000x. 

Fig. 19. Infiltrado infla,matorio principalmente por 
neutrófilos (N). Se observan células plasmáticas(CP). 
8 semanas (16 inhalaciones). 5000x. 

Fig. 18. Apoptosis y linfocitos con cromatina laxa. 
8 semanas (16 inhalaciones). 5000x. 

Fig. 20. Macrófago en el infiltrado inflamatorio. 
12 semanas (24 inhalaciones). 5000x. 



Fig. 21. Célula plasmática. 8 semanas 
(16 inhalaciones). SOOOx. 

TIMO 

Fig. 22. Necrosis, eosinófilos (E) y en el centro 
una célula de características neoplásicas. ' 
8 semanas (16 inhalaciones). SOOOx. 

Fig. 23. Seudoinclusión nuclear. 8 semanas 
(16 inhalaciones). 800Ox. 



MEDULA OSEA 

Fig. 24. Megacariocito en el centro del cam­
po en un control. 400x. 

Fig. 26. Megacariocitos en un control. 1000x. 

Fig. 28. Megacariocito de mayor tamaño. 
8 semanas (16 inhalaciones). 1000x. 

Fig. 25. Se observan 6 megacariocitos, algu­
nos de mayor tamaño y más poliploides. 
8 semanas (16 inhalaciones). 400x. 

Fig. 27. Megacariocito con núcleo más lobu­
lado (mayor ploidía). 4 semanas (8 inhalacio­
nes). 1000x. 

Fig. 29. Megacariocito grande y poliploide. 
12 semanas (24 inhalaciones). 1000x. 



MEDULA OSEA 

Fig. 30. Se observa una imágen de mitosis en el 
centro y varias células de la serie granulocítica 
en un control. SOOOX. 

Fig. 31. Vaso sanguíneo con células endoteliales 
dañadas y en el centro, una plaqueta (P). 4 sema­
nas (8 inhalaciones). SOOOx. 

Fig. 32. En el centro se observa una zona hiper­
densa que corresponde a necrosis. 4 semanas 
(8 inhalaciones). SOOOx. 



MEDULA OSEA 

Fig. 33. Megacariocito normal. 500Ox. 

Fig. 35. Megacariocito grande y poliploide. 
8 semanas (16 inhalaciones). 500Ox. 

Fig. 34. Megacariocito de mayor tamaño y más 
lobulación nuclear. 4 semanas (8 inhalaciones). 
5000x. 

Fig. 36. Megacariocito residual. Se observa el nú­
cleo grande y multilobulado. 12 semanas (24 
inhalaciones). 5000x. 
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