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1.0. RESUMEN

El vanadio es un metal cuyas concentraciones en la atmdsfera se han
incrementado.en las Ultimas décadas debido a la quema de combustibles
fésiles, principalmente en las grandes ciudades. Recientemente se realizé
un estudio para evaluar la toxicidad de este metal en el sistema
hematopoyético, usando un modelo murino de exposicion por inhalaciény se
observd que la inhalacion de V,05 (0.02M) una hora dos veces a la semana
producia trombocitosis en ratones CD-1. Usando este mismo modelo,
decidimos caracterizar a la trombocitosis para identificar si su origen era
reactivo o clonal. Los marcadores para calificar este fendmeno son: la

Trombopoyetina (TPO), la presencia del receptor c-Mpl para TPOy la IL-6.

Se evalud la presencia de la TPO, el receptor e IL-6 en los
megacariocitos del bazo de los ratones expuestos a V,0;, comparandolos con
los megacariocitos de ratones control. Las determinaciones de los tres
marcadores se hicieron por inmunohistoquimica en cortes incluidos en

parafinay TPO e Il-6 se cuantificaron por Western Blot (WB).

Los resultados obtenidos mostraron una disminucién significativa del
receptor a partir de la cuarta semana de inhalacién, evidente por
inmunohistoquimica, mientras que IL-6 y TPO se mantuvieron sin
modificaciones. Los resultados sugieren que el V,0; produce una
trombocitosis clonal en los animales expuestos, ya que no se incrementa la
TPO y la IL-6. Este cambio en el receptor altera la regulacion de la
trombocitopoyesis, favoreciendo su incremento y esto a su vez puede dar
como resultado el aumento de fendmenos trombo-embdlicos en las
ciudades con alta contaminacién atmosférica, en especial con particulas

suspendidas, que son a las que se adosa el vanadio.

En un futuro sera importante evaluar los cambios que ocurren en el

receptory el papel que el vanadio tiene directamente sobre éste.



2.0. INTRODUCCION

2.1 Contaminacion ambiental

La contaminacién es la introduccidon de cualquier sustancia o forma de
energia con potencial para provocar dafos, irreversibles o no, en el medio

inicial.

Se denomina contaminacion ambiental a la presencia en el ambiente
de cualquier agente (fisico, quimico o bioldgico) o bien de una combinacién
de varios agentes en lugares, formas y concentraciones tales que sean o
puedan ser nocivos para la salud, la seguridad o para el bienestar de la
poblacién, o bien, que puedan ser perjudiciales para la vida vegetal o
animal. Es también, la incorporacién a los cuerpos receptores de sustancias
solidas, liqguidas o gaseosas, o mezclas de ellas, siempre que alteren
desfavorablemente las condiciones naturales del mismo, o que puedan
afectar la  salud, |la higiene o el bienestar del publico

(http://wwwl.ceit.es/Asignaturas/Ecologia/Hipertexto/10CAtm1/200Conta.htm
).

Los efectos mas graves por la contaminacién ocurren cuando la
entrada de las sustancias al ambiente rebasa la capacidad de los

ecosistemas para asimilarlas y/o degradarlas.

En todo momento de la historia del hombre, éste ha arrojado
materiales que pueden considerarse como contaminantes atmosféricos
(humo, vapores y particulas), sin embargo, es a partir del desarrollo
industrial que esta accidon adquiere proporciones considerables, y después
de la Segunda Guerra Mundial, cuando se agrava esta situacién. Esto,
debido a que el mundo aumenté el consumo de energia, asi como la
extraccion, produccidon y/o uso de diversas sustancias para las cuales los
mecanismos naturales de asimilaciéon o degradaciéon han sido rebasados o

no existen (Albert, 2004a).



Las principales causas de la contaminaciéon son las actividades
humanas, aunque existe también la contaminacién debida a causas
naturales, como las erupciones volcdnicas y la erosion (Freeman, 1998). Sin
embargo, en términos generales, la contaminacién de origen natural nunca
es tan grave como la de origen antropogénico, y lo mismo se puede aplicar a

sus efectos adversos, sobre todo en el largo plazo (Albert, 2004a).

Dentro de las actividades del hombre, las mds contaminantes son: las
productivas, por ejemplo, las relacionadas con la generaciéon de energia,
incluyendo la explotacion de los recursos naturales renovables, la industria
en general y la agricultura. Sin embargo también las actividades no
productivas son causas de contaminacién, por ejemplo: las que se realizan
en el hogar o las asociadas con el transporte o los servicios. (Albert, 2004a,

http://www.sagan-gea.org/hojared/CAtm.html, Ehrlich y Ceballos 1997).

2.1.1 Contaminacion del Aire

En un pais industrializado la contaminacion del aire tiene como
fuentes principales en proporciones semejantes, los sistemas de transporte,
los grandes focos de emisiones industriales y los pequefios focos de
emisiones de las ciudades o el campo; pero no debemos olvidar que
siempre, al final, estas fuentes de contaminacion dependen de la demanda

de productos, energiay servicios que hacemos el conjunto de la sociedad.

Se estima que se producen mas de 70 000 compuestos quimicos
diferentes que se utilizan tanto en la industria como en otras actividades
humanas y que, inevitablemente, van a parar tarde o temprano a la
atmdésfera, muchos de estos contaminantes producen importantes dafios al
ambiente y a la salud (Albert 2004, http://www.sagan-
gea.org/hojared/CAtm.html, Ehrlich y Ceballos 1997).

Un contaminante puede ser cualquier elemento, compuesto quimico o

material de cualquier tipo, natural o artificial, capaz de permanecer o ser



arrastrado por el aire. Puede estar en forma de particulas sélidas, gotas
liguidas, gases o en diferentes mezclas de estas formas. Algunos de los
principales contaminantes atmosféricos son substancias que se encuentran
de forma natural en la atmésfera. Los consideramos contaminantes cuando
sus concentraciones son notablemente mas elevadas que en la situacidn
normal

(http://wwwl.ceit.es/Asignaturas/Ecologia/Hipertexto/10CAtm1/200Conta.htm
).

Entre los principales contaminantes del aire encontramos a los 6xidos
de carbono (CO, y CO), 6xidos de azufre (SO,, SO;), 6xidos de nitrogeno (NO,
NO,, N,O), hidrocarburos, clorofluorocarbonos (CFC), ozono (0Os3), metales
pesados (Cd, Pb, Zn, Cu, Ni, Cr) y particulas suspendidas totales (PST) (Albert
20043; INE 2004;
http://wwwl.ceit.es/Asignaturas/Ecologia/Hipertexto/10CAtm1/200Conta.htm).

Las particulas suspendidas son una mezcla de materia organica e
inorgdnica (Costa et al, 1996) y actualmente se consideran uno de los
contaminantes principales a los que se les atribuyen efectos adversos en la
salud del ser humano. Estan constituidas principalmente por metales,
compuestos organicos, material bioldgico, iones, y carbdén; ademas, pueden

absorber moléculas de gases téxicos (Flores-Rodriguez, 2004).

Se clasifican de acuerdo con su tamafo en particulas gruesas o PMyg
(miden entre 2.5 y 10 micras) y particulas finas o PM,5 (miden menos de 2.5
micras). Ambos tipos se producen durante cualquier tipo de combustidn, por
ejemplo: erupciones volcdnicas, combustién de gasolinas, aceites y demds
derivados del petrdleo, basura etc. (INE 2004), asi como de la extraccién de

minerales yrocas, y la produccidon de cemento (Hinds, 1982).

En su superficie se pueden encontrar tanto compuestos inorgdnicos —

e.g. aluminosilicatos y o6xidos - (Holgate et al, 1999), como compuestos



organicos como aquellos asociados al hollin (Ghio y Samet, 1999). Los
compuestos encontrados en mayor cantidad son los derivados de la
combustion cuyo origen son los derivados del petrédleo como es el caso de

los hidrocarburos aromaticos y los metales (Ferndndez et al., 2003).

Debido a la capacidad de los metales de condensarse sobre la
superficie de las particulas suspendidas, éstas han tomado importancia en
los ultimos tiempos. Al ser inhaladas, las PMy, se depositan en los las vias
respiratorias altas pero las PM,s pueden llegar a los bronquiolos, los
alvéolos y posteriormente al torrente circulatorio, de esta forma los metales
pueden alcanzar cualquier parte del organismo y causar efectos adversos

(Lippman, 1989; Vallejo et al. 2002; Fernandez et a/ 2003; Englert, 2004).

2.1.2 Contaminacién por Metales Pesados

Los metales se encuentran normalmente en la naturaleza, pero las
actividades antropogénicas han contribuido a su incremento en el ambiente.
Los metales pesados son los que tienen mayor toxicidad y la mayoria se
emiten a la atmésfera como particulas, excepto mercurio, cadmio y selenio,
los cuales, debido a su bajo punto de ebullicién, llegan a la atmdsfera en

forma de vapores. (Flores-Rodriguez 2004; Costa 1996; Jarup 2003).

Los metales se encuentran en la atmdsfera principalmente en forma
de 6xidos, los cuales son compuestos muy toxicos, que entran al organismo
adosados a la superficie de las particulas PM,5. Aquellos metales con mas
de una valencia estable participan en la transferencia de electrones y de
esta forma generan agentes oxidantes, los cuales son altamente téxicos para
la célula. La variedad en sus valencias también favorece su acumulacién en
el organismo como compuestos organicos e inorgdnicos y de esta forma,
pueden permanecer en el organismo por largos periodos de tiempo (Nriagu

1990; Costa 1996).



Los metales mas estudiados hasta la fecha son aquellos que afectan
a las personas ocupacionalmente expuestas como es el caso del mercurio,
cadmio, plomo, zinc, cobre; los cuales forman parte de las emisiones

industriales (Jarup 2003; Flores-Rodriguez 2004).

Existen metales ampliamente estudiados por causar efectos adversos
como: el arsénico, el cual causa queratosis, hemélisis, cancer de pulmén,
piel, higado y vejiga (Jarup 2003; Nadal et al. 2004; Del Razo et al 2004 ); el
cadmio, el cual tiene graves efectos renales y también es cancerigeno (Rivero
et al 1993; Jarup 2003; Saldivar-Osorio et al. 2004b); el plomo el cual es el
metal mds estudiado por sus efectos en el sistema hematoldgico, ademas
de causar efectos en practicamente todos los organos y sistemas del
organismo como el sistema nervioso central, el sistema cardiovascular y el

rifdn (Saldivar-Osorio et al 2004a; Vallejo et al 2002; Jarup 2003).

Ademas de éstos, existen metales que no han sido tan estudiados
pero cuyas concentraciones en la atmédsfera han aumentado
considerablemente. Este es el caso del vanadio, el cual, como demostraron
Fortoul y colaboradores en el 2002, aumentd su concentracion en la
atmodsfera de la Ciudad de México en un 23% entre los 60’s y los 90’s debido
al aumento de la quema de combustibles fésiles (Fortoul et al. 2002), y el

cual es el motivo de este trabajo.

2.2 Vanadio

2.2.1 Caracteristicas Generales

El vanadio fue descubierto en México por el quimico Andrés Manuel del Rio
en 1813 y le llamé pancromium debido a la gama de colores que presenta de
acuerdo a su estado de oxidacidon. Posteriormente, en 1831, el quimico sueco
Nils Sefstrom lo purificé en forma de 6xido y le [lamé Vanadio en honor a la

dios de la bellezay la fertilidad, Vanadis (Barceloux 1999; Mukherjee 2004).



Es el segundo metal de transicion mas abundante en disolucién en el
océano (35nM). En la corteza terrestre, es mds abundante que el fluor, cloro,
cobre, zinc y molibdeno. Su concentracidon en la atmdsfera se incrementa
cada dia debido a su uso como catalizador en procesos industriales, y al
aumento en la demanda de combustibles fosiles (Guevara 1996; Fortoul et

al. 2002).

En la biosfera, se encuentra en mayor proporcién en la flora y fauna
marina, aunque también tiene concentraciones importantes en hongos. En
la dieta, el hombre obtiene este elemento en algunos alimentos como:
pimienta negra, hongos, semilla de eneldo, perejil, espinacas pescado,
ostras y calamares, ya que el resto de los alimentos lo contiene en muy bajas

concentraciones (<1ngV/g) (Barceloux 1999; Guevara 1996).

El vanadio es un elemento esencial para las plantas, involucrado,
entre otras cosas, con la fijacién del nitrégeno. Es esencial en la dieta de
algunos mamiferos, ya que se ha confirmado que la deficiencia de vanadio,
retrasa el crecimiento y afecta las funciones de la tiroides, sin embargo,
dichos cambios no son muy especificos. Ahora bien, no se conocen sintomas

por deficiencia de vanadio en el humano (Nechay, 1984).
2.2.2 Propiedades Fisicas y Quimicas

Es un metal de transicion que pertenece al grupo VB de la tabla
periddica y ocupa la posicién 25. Es de color blanco-grisdaceo, es dductil,
resistente a la corrosidn y existe en estados de oxidaciéon de —1 a +5. Siendo
sus valencias mas comunes +3, +4 y +5 (Barceloux 1999, Mukherjee 2004). El
estado de oxidacion mas estable es la forma tetravalente vanadilo (VO+2)

(Barceloux 1999).

En soluciones dacidas en un pH por debajo de 3.5, el vanadio existe

. 2 . . s .
como vanadilo (VO™) mientras que en soluciones basicas se encuentra como



vanadato (VO4'3), el cual es quimicamente similar a los fosfatos (PO4'3)

(Barceloux 1999, Guevara 1996).

El compuesto mas téxico y mds abundante del vanadio es el pentdxido
de vanadio, éste existe en forma de cristales amarillos, rojos y verdes. Es
este compuesto el que tiene mads importancia clinica con las personas

ocupacionalmente expuestas (Barceloux 1999, Baran 2003, WHO 2000).
2.2.3 Fuentes

La principal fuente del vanadio es el petrdleo, siendo el iraqui, irani,
venezolano y mexicano los que contienen mayor concentracion (Barceloux
1999; WHO 2000; Ivancsits, et al. 2002). Mas del 70% del vanadio se deriva de
la combustion de carbdn, aceites, gasolinas y demas derivados del petrdleo
utilizados para la generacion de electricidad (Nriagu 1998; Ress et al. 2003).
Otras fuentes incluyen los desechos que se generan durante la produccién
de aleaciones de fierro y el procesamiento de otros metales como el
aluminio, titanio y uranio y limpieza de calderas (Barceloux 1999; Byczkowski
y Kulkarni 1998). El resto del vanadio procede del polvo continental,
erupciones volcanicas, erosion edlica y aerosoles marinos (Fortoul et al.
2002; WHO 2000; Mugica et al. 2001). La mayoria del vanadio, se desprende
como 6xidos, siendo, como ya se menciond, el V,05 el mds toxico. Debido a
esto, el Instituto Nacional para la Seguridad y la Salud Ocupacional (NIOSH)
recomienda que el limite de exposicidn para las personas ocupacionalmente
expuestas sea de 0.05mg/m3 por un tiempo no mayor de 15 minutos (WHO

2000, U.S. EPA 1991).
2.2.4 Usos

Los usos del vanadio incluyen la produccién de acero (ya que mejora la
dureza y maleabilidad) y aleaciones no ferrosas, la catalisis para la
produccién de dacido sulfdrico y para la conversiéon de naftaleno a anhidrido

ftalico durante la formacion del pldstico, en la manufactura de



semiconductores, reveladores fotograficos y en la fabricacion de algunas
pinturas y en la producciéon de pigmentos amarillos y ceramica (Barceloux,

1999).

También ha tenido uso como agente terapéutico para tratar la sifilis,
leishmaniasis, anemia, tuberculosis, diabetes y para disminuir los niveles
de colesterol y triglicéridos en sangre (Barceloux 1999; Morinville et al. 1998;

Fortoul et al. 2002; Mukherjee et al. 2004).
2.2.5 Niveles Monitoreados

Los niveles promedio de vanadio monitoreado en lugares donde el
consumo de combustibles fdsiles para la produccién de electricidad y calor
es alto, son de alrededor de 0.62ug V/m?, comparados con una media de
0.11pg V/m®> en otras &reas urbanas. Generalmente, la concentracién de
vanadio en el aire en areas rurales es mucho menor, oscilando de 1-2ng V/m3

en areas remotas, hasta 50-60ng V/m3 en otras areas (Barceloux 1999).

Sin embargo, los niveles de vanadio cerca de industrias metaldrgicas

3 .
usualmente se encuentran alrededor de 1ug V/m°, y estos niveles se
incrementan mucho mas en operaciones de limpieza de calderas, donde se

alcanzan niveles de hasta 500mg V/m® (Barceloux 1999).

Para la Ciudad de México, Rivero-Rosas reporta que las
concentraciones de vanadio varian entre 0.13ug/m3 y 0.24ug/m3 (Rivero-Rosas
et al. 1997). Mientras que Fortoul y colaboradores en el 2002 realizaron un
estudio en el que sefialan que las concentraciones de este metal han
aumentado en la Ciudad de Meéxico en las ultimas décadas y como
consecuencia de este aumento en la atmodsfera, el vanadio se incrementd en

el tejido pulmonar de los casos de autopsia evaluados (Fortoul et al. 2002).



2.2.6 Vias de exposicidon

La principal via de exposicion al vanadio es la via enteral, debido a
que, como se menciond anteriormente, este metal estd presente en diversos
tipos de alimentos y en el agua de bebida aunque en bajas concentraciones:
<lng/g) y <1ug/L respectivamente (Mukherjee, 2004; Barceloux, 1999). A pesar
de ser esta la via de exposicién mas importante, la absorcidén del vanadio en
el intestino es muy pobre (del 0.5 al 2% de la cantidad ingerida) (WHO 2000).
Se estima que la ingesta diaria de vanadio varia de 10-60ug V (Barceloux,

1999).

La via respiratoria es la principal via de absorcidon para la poblacién en
general, ya que de esta forma, se absorbe hasta el 35% de la dosis inhalada,
lo cual es muy importante, ya que se sabe que las concentraciones de este
metal en la atmdsfera han aumentado y que se emiten aproximadamente 64,
000 toneladas al afio, principalmente en forma de 6xidos, los cuales son los

compuestos mas téxicos (IPCS, 2001; Barceloux 1999).

2.2.7 Toxicocinética

La toxicidad de los compuestos de vanadio depende de una gran
variedad de factores como: la ruta de administracion, el tipo de compuesto,
la dosis, el tiempo de exposicion y la sensibilidad del érgano (Barceloux,

1999; Mukherjee et al. 2004; Evangelou, 2002).

En general, la toxicidad de los compuestos de vanadio es baja, vy la
toxicidad mas baja se produce cuando los compuestos son ingeridos debido
a que las sales de vanadio se absorben pobremente en el tracto
gastrointestinal. Sin embargo, los compuestos inhalados son mas solubles
y producen mayor toxicidad ya que pueden llegar rapidamente al torrente

circulatorio.



La toxicidad de los compuestos de vanadio aumenta en relacion
directa con las valencias por lo tanto sus formas pentavalentes son las mas
toxicas. Ademas los 6xidos son mas toxicos que las sales, por lo tanto, el
compuesto mas toxico de vanadio es el pentdxido de vanadio (V,0s5) (Nriagu,

1998; Barceloux, 1999).

El vanadio ingerido se transforma en vanadilo en el estdmago antes

de absorberse en el intestino (Barceloux, 1999).

Para la via inhalada, los compuestos solubles como el V,05 se
absorben en los pulmones y asi alcanza rapidamente el torrente sanguineo,
en donde se reduce a vanadilo, aunque éste sufre oxidacién a vanadato in
vivo. Aproximadamente el 90% del vanadio en sangre, reside en el plasmay
asi el vanadilo es transportado por la albumina y la transferrina; mientras
gue el vanadato por la albumina, a los diferentes 6rganos ( Barceloux, 1999;

Mukjerhee et al. 2004).

Después del transporte en el plasma, la distribucién del vanadio en la
sangre es rdpida, con un tiempo de vida media de aproximadamente 1 hora.
Las concentraciones mas altas de vanadio aparecen inicialmente en el rifidn,
higado, pulmones, hueso y dientes, siendo estos dos ultimos los sitios de
almacenamiento para este metal (Barceloux, 1999; Mukherjee et al. 2004). El
vanadio ademas, atraviesa la barrera placentaria y la hematotesticular

(Nriagu, 1998).

El vanadio entra a la célula por canales idnicos inespecificos (Nechay,

1984).

La mayor parte del vanadio ingerido es eliminado en las heces (ya
gue no se absorbe). La principal ruta de eliminacion del vanadio absorbido
es por los rifiones, con una minima cantidad (<10%) eliminado via heces. La

cinética de eliminacién de los oxidos es rapida y bifasica, con una fase



rapida (10-20 horas) y una lenta (40-50 dias) (Barceloux, 1999; Mukherjee et al.
2004).

2.2.8 Efectos en la Salud

Los principales efectos se han observado en personal
ocupacionalmente expuesto. Ya que la principal via de exposiciéon es la
inhalada, los efectos en el sistema respiratorio son los mas documentados.
Los efectos van desde rinitis, estornudos, conjuntivitis, dolor de garganta,
tos y dolor toracico, hasta bronquitis, neumonitis y crisis asmaticas. Ademas,
la intoxicacion con vanadio causa una coloracién verdosa en la lengua
(Barceloux 1999; Nriagu 1998; IPCS 2001; Mohammad et al. 1992). En estas
personas ocupacionalmente expuestas también se reportan signos vy
sintomas neurolégicos inespecificos como cefalalgia, debilidad, nauseas,
vomito y tinnitus, ademas de alteraciones en los reflejos y excitabilidad

neuromuscular (Nriagu 1998).

También se han reportado efectos en el sistema cardiovascular como:

arritmia sinusal, bradicardiay espasmo coronario (IPCS 2000).
2.2.9 Efectos a nivel celular

Las valencias del vanadio que tienen relevancia bioldgica son: el
estado pentavalente vanadato (HVO42' o H,VO,); el estado tetravalente
vanadilo (V02+) y vanadio Ill. El vanadilo tiene una capacidad muy limitada
para cruzar la membrana celular, pero el vanadato entra a través de canales
iénicos inespecificos yya adentro de la célula, se reduce a vanadilo. Una vez
dentro de la célula, el vanadilo se une a los grupos sulfihidrilo de las

proteinas, al del glutatiény al ascorbato (Stern et al. 1993).

El vanadio tiene la capacidad de inhibir a una amplia gama de
enzimas debido a su capacidad de mimetizar al fosfato, entre ellas se

encuentran: la Na-K-ATPasa, la H-K-ATPasa, Ca-ATPasa, Ca-Mg-ATPasa.



Ademds, inhibe enzimas involucradas en la hidrdélisis del ATP como la
adenilato cinasa y la ATP fosfohidrolasa, e interviene en procesos
metabdlicos al inhibir enzimas como la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Este metal también
causa dafos en la sintesis de ADN al inhibir ribonucleasas y ADN

polimerasas (Nriagu, 1998; Nechay, 1984; Barceloux 1999).

El vanadio aumenta la fosforilacion celular al actuar como analogo de
fosfatos sobre las proteinas tirosina fosfatasas (PTP), algunas de las cuales
estan involucradas en la progresién del ciclo celular o con la activacién de

receptores como el receptor de linfocitos T (TCR) (Morinville 1998).

Asi como inhibe la actividad de algunas enzimas, el vanadio también
puede activar otras como la fosfolipasa C, lo cual Ileva a un aumento en la
liberacidn de calcio al citosol y esto en exceso ocasiona dano en adipocitos,
hepatocitos, eritrocitos, granulocitos, miocitos y miocardiocitos (Nriagu,
1998). También las MAP cinasas como ERK, JNK y p38 son activadas por el
vanadio, y estas vias de sefializacion finalmente llevan a la activaciéon de
factores de trascripcion como NF-kb y c-Jun, los cuales regulan la expresién
de genes como el de la IL-6, IL-8, y TNFa, proteinas involucradas en la

respuesta inmune (Byczkowskiy Kulkami 1998).

El vanadio también provoca estrés oxidativo ya que el vanadilo y el
vanadato pueden actuar como radicales libres y participar en la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por el transporte de electrones y por el
complejo NADPH oxidasa induciendo la formacién de radical superdéxido (0,7)
y peréxido de hidrégeno (H,0,), y este mediante la reaccion de Fenton genera

el radical hidroxilo (OH) (Nechay 1984; Zhang et al. 2001; Stern et al. 1993).

Estas especies reactivas de oxigeno y los radicales libres provocan la
peroxidacién de lipidos, oxidacidon de proteinas y causan dafios en el ADN

(Zhang et al. 2001). Ademds, disminuye la actividad de enzimas



antioxidantes como la glutatién peroxidasa (GSH) y la catalasa en drganos

como el higadoy el rifion (Russanov et al. 1994).

Al vanadio también se le han atribuido efectos genotdxicos ya que se
han observado células con micronucleos, aberraciones cromosémicas, y
aumento de células poliploides y binucleadas en diferentes lineas celulares
y en linfocitos humanos (lvancsits et al. 2002; Roldan y Altamirano 1990;
Rodriguez Mercado et al. 2003)., posiblemente como resultado de la
interaccion del vanadio con las tubulinas ocasionando errores en la
formacidn y funcidén del huso mitotico y arrestos en la fase G2 impidiendo la
mitosis (Roldan y Altamirano 1990; Navara et. Al. 2001; Ramirez et al. 1997;

Ivancsits et al. 2002; Morinville et al. 1998).

Hasta la fecha existe controversia acerca de si el vanadio es un metal
con efectos cancerigenos o antineoplasicos, ya que hay estudios que
reportan que el vanadio ocasiona fibrosis, proliferacién celular, carcinomas,
adenomas y papilomas (WHO 2000, Ress et al. 2003; Morinville et al. 1998)
pero existen otros estudios que mencionan que el vanadio induce apoptosis
y necrosis debido a la liberacidn de radicales libres, peroxidacién lipidica y
activacién de proteinas como Ras que llevan a muerte celular (Capella et al.

2002; Thomson y McNeill 1998; Morinville et al. 1998; Aragdn et al. 2005).

2.2.10 Efectos en el sistema hematopoyético

Poco se sabe acerca de los efectos del vanadio en el sistema
hematopoyético y Ila mayoria de los estudios muestran resultados
contradictorios. Por ejemplo después de la administracién de metavanadato
de amonio 0.19mmolV/kg/dia, sulfato de vanadilo 0.15 mmolV/kg/dia vy
bis(maltolato) de oxovanadio (i.v) 0.18 mmol V/kg/dia en el agua de bebida
por 12 semanas, no se observaron diferencias en el hematocrito,
hemoglobina, cuenta eritrocitaria, porcentaje de reticulocitos, cuenta

leucocitaria y su cuenta diferencial, conteo plaquetario y fragilidad osmética



de los eritrocitos de ratas Wistar (Dai et al., 1995). Mientras en otro estudio,
Hogan et al. Reportan que una sdéla inyeccién de cloruro de vanadio (V-1lI),
sulfato de vanadilo (V-IV) u ortovanadato de sodio (V-V) causaron un
decremento significativo de los eritrocitos circulantes, y un incremento en el

porcentaje de reticulocitos (Hogan, 2000).

En 1992, Zaporowska publicé una revisién acerca de los efectos de
diferentes compuestos de vanadio, diferentes rutas de administracion y
tiempos de intoxicacion de diferentes animales de laboratorio. En este
estudio se muestra que a pesar de que es dificil establecer comparaciones
entre los resultados, se ha demostrado que el vanadio reduce la capacidad
de deformacién de los eritrocitos, produce cambios peroxidativos en la
membrana de los eritrocitos llevando a hemdlisis. Por lo tanto, la cuenta
eritrocitaria baja presente en los animales intoxicados con vanadio pueden
ser la consecuencia de ambas: la accién hemolitica del vanadio y la vida
media reducida de los eritrocitos. Cambios en el precursor del grupo hemo
en suero y orina observados en personas ocupacionalmente expuestos
sugieren la influencia de este elemento en la su sintesis (Zaporowska H.y

Wasilewski W., 1992A).

En el mismo afio, el mismo autor usd ratas Wistar de ambos sexos y
les dio como agua de bebida, una solucién acuosa que contenia 0.15mg
V/cm3 encontrando un aumento en el porcentaje de reticulocitos y eritrocitos
policromatéfilos; asi como un incremento significativo en los neutréfilos y en
los linfocitos. También se observd una influencia inhibitoria en la actividad

fagocitica de los granulocitos (Zaporowska H.y Wasilewski W., 1992B).

En 1997, un estudio Ilevado a cabo en humanos, evalud los efectos de
sulfato de vanadilo por via oral (100 mg/dia por tres semanas) en los indices
hematoldgicos, viscosidad sanguinea y bioquimica encontrando un
decremento significativo en la hemoglobina y hematocrito. Las cuentas

plaquetarias y leucocitarias se mantuvieron sin cambio (Cohen et al., 1995).



Mientras que en otro estudio realizado usando el mismo compuesto
(0.5mg/kg/dia), no se encontraron cambios en los indices hematoldgicos en

sujetos sanos (Fawcett et al., 1997).

En el 2002, se realizé un estudio en el cual ratas inhalaban
concentraciones de 4, 8, 16 y 32 mg/m3 de pentoxido de vanadio durante 6
horas, cinco dias a la semana y mostré que después de tres meses, los
animales presentaban eritrocitosis microcitica (National Toxicology Program,

2002).

Un estudio reciente con el propésito de evaluar los efectos in vivo de
una sola dosis de ortovanadato de sodio (33mg/kg i.p) en la eritropoyésis, se
realizéd en ratones CF-1. Se evaluaron pardmetros hematoldgicos de sangre
periférica y médula dsea, maduracion de los eritrocitos en el torrente
sanguineo y tejidos hematopoyéticos, frecuencia de progenitores eritrociticos
en médula dsea (ensayos clonogénicos) y expresion de proteinas cruciales
para el desarrollo y supervivencia de los eritrocitos (GATA-1, erythropoietin
receptor (Epo-R) y Bcl-xL. Los resultados obtenidos sugieren que el
ortovanadato no causa citotoxicidad en la médula 6sea, pero acelera la
maduracién de precursores eritrociticos comprometidos. La expresidn sin
variaciones de Bcl-xL durante el tiempo del estudio indica que el efecto
estimulante del tratamiento con ortovanadato en la eritropoyesis se debe
principalmente a la maduracidn de los precursores de las células rojasy no a
la antiapoptosis de los progenitores eritrociticos terminales (Aguirre et al.

2005).

Hemos desarrollado un modelo experimental en ratéon por via
inhalada, usando pentdxido de vanadio 0.02M. Debido a que los reportes
sobre la toxicidad del vanadio inhalado en sangre y sus érganos precursores
son limitados, se decidié utilizar este modelo para evaluar los efectos del
vanadio en el sistema hematopoyético. Para esto se analizd la cuenta

sanguinea total y se realizd la cuantificacién y el andalisis morfolégico de las



plaquetas en frotis sanguineos. Se encontré un incremento significativo en
el numero de plaquetas desde la tercera semana de exposicién, asi como la
presencia de megaplaquetas. Estos resultados son los primeros que
reportan la presencia de trombocitosis después de la exposicidon a vanadio.
La presencia de megaplaquetas sugiere una trombocitosis de tipo clonal,
relacionada con un desorden mieloproliferativo, pero esta hipdtesis

requiere de un analisis mds profundo (Gonzalez-Villalva et al., 2006).

No existe, en la literatura, informacién previa acerca del Vanadio y la
trombocitosis, pero si podemos asociar que en aquellas areas con gran
contaminacidn ambiental por particulas suspendidas, ha aumentado el
nimero de muertes como consecuencia de enfermedades isquémicas
(Dockery DW and Pope CA, 1994; Brook et al. ,2004) lo que puede sugerir que
los metales que se adsorben en las particulas suspendidas, y en especial el
vanadio, pueden estar involucrados en el inicio de eventos tromboembdlicos

(Gonzalez-Villalva et al., 2006).

2.3. Hematopoyesis

2.3.1 Megacariopoyesis y Trombopoyesis

Megacariocitos

Los megacariocitos son las células mas grandes del sistema
hematopoyético ya que pueden medir de 20 a 160um. De acuerdo a su grado

de maduracién pueden clasificarse en:

a) Progenitor megacariocitico.- con un citoplasma altamente
basdfilo, no granular y nucleo redondeado con uno o mas nucleolos es la
célula inmadura mas reconocible de la serie.

b) Megacariocito inmaduro.- pueden tener de 2 a 4 I6bulos en el

nucleo y citoplasma no granular baséfilo.



c) Megacariocito maduro.- Pueden medir hasta 160um, tienen
vacuolas citoplasmaticas y pequefias extensiones citoplasmaticas o en la
superficie celular, contienen wuna gran cantidad de citoplasma con
numerosos granulos (los grdnulos densos contienen serotonina, calcio, ATPy
ADP mientras que los granulos alfa contienen diferentes grupos de proteinas
involucradas en la coagulacién). El nucleo de los megacariocitos maduros es
multilobulado y poliploide (hasta 164n) debido a que se multiplican
cromosémicamente sin que se divida el citoplasma y los cromosomas no se
segregan en nucleos separados en un proceso llamado endomitosis (Baccini,

et al. 2001; Ebbe 1990; Gewirtz 1990; Long. 1990; Shivdasani. 2001).

Los megacariocitos estan entre las mads raras de las células
hematopoyéticas y su funcidn principal es la produccién de plaquetas.
Estudios genéticos recientes han provisto de un rico panorama acerca de la
regulacién molecular y transcripcional de la diferenciacién megacariocitica y
trombopoyética. Los mecanismos de la trombopoyesis son de un interés
considerable en la hematologia debido a la variedad de sindromes
trombocitopénicos y debido a que la diferenciacion megacariocitica
comprende varios atributos inusuales, como la poliploidia y la fragmentacién

citopldsmica para formar plaquetas (Shivdasani 2001).

La maduracién de los megacariocitos dura aproximadamente 6 dias en
humanos y de 2 a 3 dias en roedores. Empieza en médula ésea y en el bazo
(nicamente en roedores) con wuna célula madre hematopoyética
pluripotencial que se diferencia a un progenitor mielocitico. Este a su vez da
lugar a la unidad formadora de colonias de megacariocitos (CFU-MK) la cual
se diferencia a megacarioblasto, éste a promegacariocito, megacariocito y

éste Ultimo serd el formador de plaquetas. (Figura 1).

Estudios recientes han demostrado la importancia particular de tres

reguladores transcripcionales eritroides y megacariociticos: GATA-1, FOG-1 y



NF-E2 en diferentes estadios de la diferenciacién megacariocitica vy

plaguetaria.

CFU-MK

Célula madre hematopoyética Progenitor mielocitico
pluripotencial

Megacariocito

Megacarioblasto

Promegacariocito

Plaquetas

Figura 1.- Etapas de maduracidn de los megacariocitos.

Asimismo, existen diferentes factores de crecimiento involucrados en
la regulacién de la megacariopoyesis y la trombocitopoyesis. Dos de estos
factores se encuentran fuertemente involucrados en el desarrollo de la
trombocitosis: la trombopoyetina (TPO) y la interleucina 6 (IL-6)(Schafer, 2004).
Debido a que el motivo de este trabajo es determinar el tipo de
trombocitosis producida por la inhalaciéon de pentdéxido de vanadio, estos

factores se describen a continuacion.



2.3.1.a Relaciéon de la IL-6 y Trombopoyetina (TPO)

IL-6

La interleucina 6 pertenece a una familia de citocinas de la cual
también forman parte la oncostatina M (OSM), factor inhibitorio de leucemia
(LIF) y la interleucina 11 (IL-11). Todas estas comparten funciones in la
mayoria de los organos. Estas funciones incluyen la estimulacién de células
progenitoras de la médula dsea, sintesis de proteinas de la fase aguday la
inhibicion de la conversién adiposa en la médula désea entre otras. La
redundancia en la funcionalidad de estas moléculas puede explicarse por la
utilizacién de una subunidad de sefialamiento que tienen en comdn sus
receptores: gpl130. Ademds de ésta, se unen a una subunidad citocina-
especifica de baja afinidad. Todos los receptores de la superfamilia de los
receptores de citocinas estdn asociados con moléculas llamadas Janus
cinasas (JAKs). La activacién de éstos receptores induce la fosforilacion de
tirosinas y la activacion de JAK las cuales a su vez activan a las STATs (signal
transducers and activators of transcription). Los dimeros de STAT, se
translocan al nucleo y se unen directamente al DNA (Thomas Dy Lopez A,

2001; Balkwill F, 2001).

La IL-6 fue descubierta en el suero de pacientes con inflamacién. Es
un mondémero proteinico glicosilado de 186 aminodcidos con dos puentes
disulfuro internos en las cisternas 44y 50y 73y 83. Es producida por una gran
variedad de células y puede ser inducida por IL-1 y TNF de fibroblastos,
células endoteliales, queratinocitos, astrositos, células B, T y otras. La
produccion de IL-6 por monolitos puede inducirse por lipopolisacarido y IL-
la, TNF, IFNy y GM-CSF y es inhibida por los glucocorticosteroides. La IL-6
humana es activa en células murinas, pero la IL-6 de origen murino no es

activa en células humanas.



La IL-6 es un factor de diferenciacion tardio de la transicion de células
B estimuladas a células plasmaticas y favorece la secrecién de IgM, IgG e IgA.
Regula la proliferacion de células T y la diferenciacion de linfocitos T

citotdxicos junto con la IL-1.

La IL-6 tiene diferentes actividades en la hematopoyesis, junto con la
IL-3 favorece la formacién de colonias de diferentes linajes, incluyendo los

progenitores megacariociticos.

Una de las principales funciones de la IL-6 in vivo parece ser el inicio
de la respuesta de fase aguda en el higado durante la inflamacidn, por la
induccidon de proteinas de fase aguda. Es capaz de producir fiebre si se

inyecta en el organismo (Mire-Sluis A., 2001; Balkwill F, 2001).

Trombopoyetina

La trombopoyetina (TPO) es el regulador principal de la maduraciény
proliferacién megacariocitica y de la produccidon plaquetaria,
Estructuralmente, la TPO consiste de dos dominios, un dominio N-terminal
homodlogo a la eritropoyetina, la cual es responsable de la unidn al receptor,
un C-terminal, altamente glicosilado el cual incrementa la vida media de la
molécula en circulacién. La TPO se clond en 1994 como el ligando que
estimula al receptor c-Mpl, un receptor de citocina proto-oncogénico
expresado en la superficie de los megacariocitos, plagquetas y sus
progenitores. Los megacariocitos y su progenie plaquetaria, tienen dichos

receptores para la trombopoyetina en su superficie.

La concentracion de TPO en la sangre periférica se regula por su union
al receptor c-Mpl en la superficie plaquetaria. La trombopoyetina libre
permite la expansidn, supervivencia y aumento en la poliploidia de los
progenitores megacariociticos, para aumentar el conteo plaquetario. Asi,
cuando el conteo plaquetario decae, los niveles aumentados de

trombopoyetina libre estimulan la megacariopoyesis, contrariamente,



cuando la cuenta plaquetaria aumenta, los niveles reducidos de
trombopoyetina libre disminuyen la megacariopoyesis (Schafer A., 2004;

Thomas Dy Lopez A., 2001).
2.3.2. Alteraciones Trombopoyéticas
2.3.2.1. Trombocitosis

La trombocitosis se define como el aumento en el conteo plaquetario
a mas de 450, 000 pIaquetas/mmg. Es tipicamente descubierta como una
anormalidad de laboratorio cuando se realiza la cuenta sanguinea completa
por una razén no relacionada. Sin embargo, cuando se encuentra, crea un

importante reto diagndstico.
Existen dos tipos de trombocitosis:

A) Trombocitosis reactiva o secundaria.- Es la mas comun. Este tipo
de trombocitosis es causada por niveles elevados de trombopoyetina, IL-6 y
algunas otras citocinas producidas en condiciones infecciosas, de
inflamacidén o neoplasias, o incluso en situaciones de estrés. La IL-6 juega
un papel relevante en la fase aguda de la respuesta inflamatoria y en
enfermedades neoplasicas y regula la expresion del RNA mensajero de la
trombopoyetina en el higado. Por lo cual, la IL-6 puede ser la clave para el
aumento de la trombopoyetina y por lo tanto, el factor principal en Ia
trombocitosis reactiva (Kaser A. et al., 2001; Schafer A., 2004; Wang J. et al.,
1998).

B) Trombocitosis clonal o primaria.- Pertenece al grupo de desérdenes
mieloproliferativos cronicos. En este tipo de trombocitosis los niveles de
trombopoyetina también se pueden encontrar aumentados, pero en este
caso, el mecanismo involucra anormalidades en la uniéon de la TPO al
receptor c-Mpl. Un defecto clonal en la expresién de este receptor en
megacariocitos y plaquetas, causa la unién ineficiente de la TPO, lo cual

conlleva a niveles de trombopoyetina libre, mds altos de lo esperado. A



pesar de la pérdida de receptores c-Mpl, los megacariocitos son
hipersensibles a la accion de la TPO y el resultado es el aumento de la

megacariocitopoyesis y la produccion plaquetaria.

Las hemorragias y eventos trombéticos son las principales
complicaciones y causas de muerte en pacientes con trombocitosis esencial y
otros desdérdenes mieloproliferativos. Estos problemas hemostaticos no
ocurren en la trombocitosis secundaria, a pesar del nivel de elevacién en el
conteo plaquetario (Schafer A., 2004; Wang J et al., 1998; Hoffman R., 1989;

Horikawa Y. et al., 1997).
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En la trombocitosis clonal, la unién defectuosa de la TPO al receptor ¢
incrementa sus niveles en plasma. A pesar de la pérdida de receptore
Mpl, los megacariocitos son hipersensibles a la accion de la TPO tenie
como resultado aumento en la megacariocitopoyesis y produccién
plaquetaria.




3.0. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION:

El vanadio es un metal cuyas concentraciones en la atmdsfera de la
Ciudad de Meéxico han aumentado en las ultimas décadas como
consecuencia del incremento en la quema de combustibles fdsiles. Este
metal se encuentra en la atmdsfera principalmente adosado a las particulas

suspendidas.

Se ha tratado de implicar la participacion de los contaminantes,
especialmente de las particulas suspendidas totales como causa de
enfermedades vasculares trombdticas como el infarto agudo del miocardio.
Un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo demostré que la inhalacidn
cronica de pentdxido de vanadio ocasiona trombocitosis en un modelo
murino. Por lo tanto, la importancia de diferenciar si se trata de una
trombocitosis reactiva o clonal radica en que la segunda esta asociada a
alteraciones trombohemorragicas y neoplasicas. De esta forma, si se tratara
de una trombocitosis clonal, podriamos sugerir que el vanadio esta
involucrado con el aumento de fendmenos trombo-embdlicos en las

ciudades con grandes indices de contaminacién atmosférica.



4.0. HIPOTESIS

La trombocitosis ocasionada por la inhalacion cronica de V205 esta
relacionada con modificaciones en las concentraciones de IL-6 en bazo, TPO
en higado y bazo y el receptor c-Mpl para trombopoyetina en megacariocitos

de bazo.



5.0. OBJETIVOS

Generales

Determinar el tipo de trombocitosis generada por la inhalacion de
Pentdxido de Vanadio, de acuerdo con la relacién entre IL-6, TPO y el receptor

c-Mpl.

Particulares

. Cuantificar por IH en bazo:
- c-Mpl

- IL-6

. Cuantificar por WB:

- TPO (en bazo e higado)

- IL-6 (en bazo)



6.0. METODOLOGIA

Para este estudio se utilizaron 80 ratones macho de la cepa CD-1 de 35
gramos de peso, los cuales se mantuvieron en ciclos de luz/oscuridad 12:12y
alimentaciéon ad /ibitum. Se establecieron dos grupos: uno conformado por 48
ratones expuestos a pentdéxido de vanadio (V,05) 0.02M y un grupo control
conformado por 32 ratones los cuales fueron expuestos a agua desionizada.
La exposicion se llevdo a cabo colocando los ratones en cajas de acrilico
cerradas y conectadas a un ultranebulizador. Cada grupo inhaldé durante 1
hora dos veces por semana durante tres meses (Fortoul et al. 1999; Avila-
Costa et al. 2004). Debido a que en un estudio anterior realizado por nuestro
grupo de trabajo se observd que los animales expuestos presentaban
trombocitosis a partir de la cuarta semana de inhalacién, se decidié
sacrificar a los animales a partir de este tiempo de exposicién. Se
sacrificaron 6 animales expuestos y 4 controles hasta la semana 12. El
sacrificio se hizo por inyecciéon letal con pentobarbital sédico. Los ratones
se prefundieron via intracardiaca con solucién salina. A tres de esos ratones
expuestos, y dos controles se les sacé el bazo y el higado y se congelaron a —
70°C. Los otros tres ratones expuestos y 2 controles se fijaron con
glutaraldehido y paraformaldehido al 2% en amortiguador de cacodilatos (pH
7.4). El bazo de estos animales se colocéd en formol al 10% hasta su

procesamiento para la técnica de inmunohistoquimica (Figura 2).



Figura 2

X ra:tones macho CD- inhalaron \V,05 0.02M 1 hora,
inhalaron agua

2 Veces por semana durante

Sacrificio 6 e 4 controles artir de la 4ta por
inyeccion letal con pentobarbital soédico y posteriormente perfusion




Western-Blot:

Para la técnica de Western-Blot los bazos e higados congelados, se
descongelaron y se homogeneizaron en buffer de lisis utilizando un
sonicador a VELOCIDAD en ciclos de 40 seg. Posteriormente se cuantificé la
cantidad de proteina en estos homogenados por el método de Bradford en
microplaca utilizando un lector de ELISA. Después de esto, se siguid el
esquema de la figura 3. Esta técnica se utilizo para 2 proteinas: IL-6 (en bazo)
y TPO (en higado y bazo). Para IL-6 se usdé una diluciéon del anticuerpo
primario de 1:1000; secundario 1:15,000. Para TPO: primario 1:3,000;
secundario 1:15,000.

Inmunohistoquimica:

Para la técnica de inmunohistoquimica los bazos fijados se incluyeron
en parafina y se realizaron cortes de 5 micras los cuales se colocaron en
laminillas con poly-I-lisina. Posteriormente los tejidos se desparafinaron a
56°Cy se mantuvieron en xilol durante una noche. A la mafiana siguiente los
tejidos se rehidrataron pasandolos por alcohol absoluto, alcohol al 96%,
alcohol al 70%, alcohol al 50% y finalmente agua destilada. A continuacidn
se realizdé la técnica convencional de inmunohistoquimica siguiendo el

siguiente diagrama de la fig. 4.

Esta técnica se realizd para dos proteinas: IL-6 y el receptor c-Mpl. Para
la IL-6 se utilizé una dilucién de 1:50y para el receptor c-Mpl 1:200, ambos se

diluyeron en buffer de dilucion de MARCA.



Western-Blot. (Figura 3)

separacnén de proteinas

seml-Dry 30 min. a 15V.

durante 1 hora

hora en agxtacxén

Un gel se tifie con azul
de Coomasie.

hora en agntaclén

3 lavados con PBS tween de
5 min.

3 lavados de 5 min con PBS
tween. 3 lavados de 5 min. con
PBS.




Inmunohistoquimica. (Figura 4)

con poly-L-lisma

alcohol al 70%, alcohol al 50% y agua
destilada.

Lavar con PBS

albamina

i Lavar con PBS |

hematoxilina



7.0. RESULTADOS

7.11L-6

7.1.1 Inmunohistoquimica

El andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA (P< 0.05) no
mostré diferencia significativa en la concentracién de IL-6 de los animales

expuestos con respecto al grupo control como se muestra en la figura 5.

Figura 5
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Figura 5.- Numero de células positivas a IL-6 contra tiempo de exposicion a
pentoxido de Vanadio




A) Bazo de animal control. B) Bazo de animal tratado 4 semanas. C) Bazo de
animal tratado 6 semanas. D) Bazo de animal tratado 8 semanas. No se
observa diferencia significativa en la concentracidon de IL-6. Cabe destacar

gue la marca es tanto intra como extra celular.
7.1.2 Western-Blot

Con la técnica de WB se observa el mismo resultado que con la
inmunohistoquimica. La membrana revelada por quimioluminiscencia y
como se ve en la figura 7 tampoco se observa diferencia significativa en la
concentracion de IL-6 en los bazos de animales tratados con V,05 con
respecto a los bazos de animales control.

Figura 7.-
C 4 :pm C ] sAm C 12 spm

Figura 7.- Western Blot para IL-6 en Bazo de ratones expuestos a V.05



7.2 TPO

7.2.1. Western- Blot

La trombopoyetina por WB se analizd tanto en bazo como en higado de
animales expuestos a V,05; y animales control. Como se observa en las
figuras 8 y 9 tampoco hay diferencia significativa en las concentraciones de
TPO en los bazos e higados de animales con diferentes semanas de

exposicion con respecto a los animales control.

Figura 8
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Figura 8.- Western Blot para TPO en Bazo de ratones expuestos a V,0s;

Figura.9
CONTROI FS 4 Semanaxs 12 Semanax
Figura 9.- Western Blot para TPO en Higado de ratones expuestos a V,0s
7.3 c-Mpl

7.3.1 Inmunohistoquimica

El andlisis estadistico mediante la prueba de ANOVA (P< 0.05) muestra

una disminucién significativa a partir de las 4 semanas de exposicién en la



concentracién de receptores c-Mpl en los megacariocitos de bazo de los
animales expuestos a V,05 con respecto al grupo control como se muestra en

la figura 10.

Figura 10
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Figura 10.- NUmero de megacariocitos positivos a c-Mpl contra tiempo de inhalacién a V,0s.




Figura.11l. Células de bazo positivas a c-Mpl después del tratamiento con

V,0s. A) Bazo de animal control. B) Bazo de animal tratado de 6 semanas. C)
Bazo de animal tratado de 12 semanas. D) Bazo de animal tratado de 4
semanas. Los asteriscos sefialan megacariocitos. Se observa disminuciéon en

la marca en los megacariocitos de bazo de los animales expuestos.



8.0. DISCUSION

Como se mencioné anteriormente, poco se ha estudiado acerca de los
efectos del vanadio en el sistema hematopoyético y los pocos resultados
gque hay son contradictorios. Por lo anterior, se decidid utilizar un modelo
experimental en ratédn para estudiar los efectos del pentdoxido de vanadio
por via inhalada. Los resultados obtenidos son los primeros en reportar la
presencia de trombocitosis después de la exposicion a vanadio. El aumentoy
las caracteristicas morfoldgicas de los megacariocitos (gigantes, poliploides
y displdsicos) y la presencia de megaplaquetas sugirié que la inhalacién de
V indujo una trombocitosis de tipo clonal (Gonzalez-Villalva et al.,, 2006), la
cual se reporta asociada con desordenes mieloproliferativos. Por otro lado
los cambios observados pueden explicar parcialmente el incremento en la
incidencia de enfermedades isquémicas en las dareas en donde Ila
contaminacidn ambiental por particulas suspendidas es muy elevada
(Dockery DW and Pope CA, 1994; Brook et al. ,2004) y podriamos sugerir que el
vanadio, que forma parte de las particulas suspendidas, esta involucrado en

el inicio de los eventos tromboembdlicos (Gonzalez-Villalva et al., 2006).

La exposicién a pentdoxido de vanadio provocéd una disminucidén
significativa del receptor c-Mpl para trombopoyetina en los megacariocitos
del bazo de los animales expuestos a partir de la cuarta semana. Ademas
de esto, no se encontraron cambios significativos en las concentraciones de
IL-6 y TPO, factores que como se menciond en los antecedentes, ayudan a

definir el tipo de trombocitosis a la que nos enfrentamos.

Se sabe que la trombocitosis reactiva es causada por niveles elevados
de trombopoyetina, IL-6 y algunas otras citocinas producidas en procesos
infecciosos, de inflamacidon o neoplasias, incluso en situaciones de estrés.
Debido a que la IL-6 juega un papel relevante en la fase aguda de la
respuesta inflamatoria y en las enfermedades neoplasicas y regula la

expresién del RNA mensajero de la trombopoyetina en el higado, la IL-6



puede ser la clave para el aumento de la trombopoyetina y por lo tanto, el
factor principal en la trombocitosis reactiva (Kaser et al, 2001; Schafer, 2004,
Wang J. et al., 1998). En nuestro caso, la IL-6 no se incrementd y esto en parte
puede explicar que, al menos por esta via la expresién genética de la TPO no

ocurrio.

La disminucién de la concentracion del receptor c-Mpl en
megacariocitos sugiere una trombocitosis de tipo clonal, la cual pertenece al
grupo de desdrdenes mieloproliferativos cronicos. Ademas, el nivel de TPO
en el plasma depende de la cantidad de plaquetas que se encuentren en
circulacidén, ya que esta molécula es regulada por su unién al receptor c-Mpl
en megacariocitos y en las plaquetas, de tal forma que cuando el numero de
plaquetas baja, la concentracion de TPO sube, y lo contrario sucede cuando
los niveles plaquetarios son elevados (la concentraciéon de TPO baja al igual
gue la megacariopoyesis). En este modelo el V,05 indujo un aumento en el
numero de plaquetas circulantes, lo cual sugeriria que a mayor nimero de
plaguetas, menor concentracién de TPO y por lo tanto, la megacariopoyesis
se encontraria disminuida, sin embargo, a pesar del aumento en la cuenta
plaquetaria, las concentraciones de TPO no se modificaron y Ila
megacariopoyesis aumentd. Esto apoya la hipdtesis de que la trombocitosis
inducida es de tipo clonal, ya que en ésta, a pesar de la ausencia de
receptores c-Mpl, los megacariocitos son hipersensibles a la accién de la TPO
teniendo como resultado aumento en la megacariocitopoyesis y en la

producciéon plaquetaria (Schafer, 2004) .

Se sabe que el trafico del receptor c-Mpl hacia y desde la membrana

celular es especial en la trombopoyesis, portres razones:

1.- El receptor se recicla a la membrana de las células hematopoyéticas

después de la activaciény separacién de la trombopoyetina.



2.- La regulacion de la TPO circulante ocurre por la unién y posterior
internalizacion del complejo ligando-receptor y la degradacién de la TPO por

las plaquetas.

3.- El trafico, maduraciéon, glicosilacién y estabilidad del receptor se

encuentran alterados en diversos desérdenes mieloproliferativos.

El c-Mpl se encuentra unido a las proteinas JAK2 y TyK2 por su dominio
citopldsmico. Trabajos recientes se enfocan en el estudio del papel que
juegan estas proteinas en los desdrdenes mieloproliferativos, y se ha
identificado que tanto JAK2 como TyK2 juegan un papel esencial en regular la
localizacién celular del receptor, estimulando su reciclaje, ademas de
prevenir la degradacién endosomal y promover la estabilidad del c-Mpl en la
superficie celular (Gurney et al. 1995; Rawlings J et al 2004; Royer Y et al.

2005).

La participacion del Vanadio

El Vanadio tiene la capacidad de alterar la funcién de diversas
enzimas, puede inhibir una gran variedad de ellas, pero también tienen la
capacidad de estimular algunas otras (Nriagu, 1998). Se sabe que el Vanadio
interfiere con las enzimas que contienen fosfatos, actuando como andlogo
del grupo fosfato y oxidando su dominio catalitico (Morinville et al., 1999;
Samet et al, 1999). Por lo tanto, esto podria explicar la disminucién del
receptor c-Mpl en los megacariocitos de los animales expuestos a V,0s, ya
qgue el vanadio, al interferir con JAK2 y TyK2 podria afectar el reciclaje y
estabilidad del receptor, ademds de favorecer la degradacién del mismo por
la via endosomal (Royer Y. et al., 2005; Mesa RA. et al., 2002; Horikawa Y et al.,

1997; Gurney A et al., 1995).

West y cols., en el 2000 realizaron un estudio para determinar la
relacion entre la contaminaciéon ambiental y la aparicion de sindromes

mielodispldsicos; en la médula ésea encontraron que algunos metales



como el arsénico, cobre, niquel y aleaciones de aceros, se asocian con
aberraciones cromosémicas (West y cols, 2000). Ademas, en el 2002 se
realizé otro estudio en el que se expusieron ratones a diferentes
compuestos de particulas (incluyendo pentdéxido de vanadio) y se encontrd

gue los animales presentaban arteritis coronaria (Moyer et al. 2002).

El vanadio es uno de esos metales que tienen efectos contradictorios
dependiendo del compuesto y el modelo. Poco hay referido de la exposicién
por la via inhalada en relacién con este elementoy lo interesante es que en

algunos casos resulta benéficoy en otros, como en nuestro caso, no.

Aungue en nuestro modelo, después de tres meses de exposicion, los
animales expuestos no presentaron complicaciones trombéticas, debido a
gque la trombocitosis clonal se relaciona con mal funcionamiento
plaguetario, queda abierta la posibilidad de realizar pruebas de funcién

plaquetaria.

Asimismo, queda aun por identificar el sitio de actividad del
elemento, campo totalmente abierto para explorar y que podria dar muchas

posibilidades terapéuticas, o toxicas de este elemento.



9.0. CONCLUSIONES

En nuestro modelo encontramos:

J Disminucién significativa en la concentracién del receptor c-Mpl en
megacariocitos de bazo de ratones expuestos, sin cambios significativos en
las concentraciones de TPO e IL-6 lo que sugiere una trombocitosis de tipo

clonal.

Como consecuencia de lo anterior podemos sugerir que en nuestro
modelo, el pentéxido de vanadio tiene un efecto tdoxico para el sistema
hematopoyético. Queda por explorar si este efecto pudiera tener
implicaciones tromboembdlicas, lo que implicaria un estudio mas profundo

sobre la funcionalidad plaquetaria.
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