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RESUMEN 

 
El pentóxido de vanadio es un contaminante atmosférico que se forma después de la 

combustión de gasolinas y aceites. De forma indirecta de ha observado que la 

concentración de vanadio en los habitantes de las Ciudad de México ha aumentado 

cuando se compararon los niveles de este metal en personas que vivieron en este ciudad 

en los años 60´s. Asimismo los niveles de vanadio en la atmósfera de la Ciudad de 

México han aumentado. En modelos con in vitro, se ha observado que diversas en 

múltiples sistemas, en especial en el sistema inmune, en el cual la exposición a vanadio 

induce muerte por apoptosis, necrosis, proliferación y activación de linfocitos, no 

obstante no se había observado el efecto de la inhalación del pentóxido de vanadio en el 

desarrollo de los linfocitos, por lo tanto decidimos estudiar el efecto del vanadio en las 

diversas poblaciones que conforman al timo. El timo es un órgano linfoide primario que 

se caracteriza por la presencia de una corteza y una médula. En la corteza del timo 

podemos encontrar a las células menos diferenciadas las denominadas células doble 

negativas (DN) (CD4- CD8-). Las células DN luego migran hacia la región córtico-medular y 

maduran a células doble positivas (DP); en este estadio las células reticulo epiteliales 

presentan antígeno a las células DP, si estas células reconocen con baja afinidad al TCR, 

las células DP sufren selección positiva y maduran a células SP, posteriormente migran a 

la médula del timo. Mientras que si las células DP reconocen con alta afinidad al TCR de 

las células epiteliales, morirán por apoptosis.  

 

En este trabajo se utilizaron 84 ratones macho CD1 de 35 g de peso. Se formaron dos 

grupos, en uno de ellos, 24 ratones fueron expuestos a agua desionizada y se les 

consideró el grupo control, mientras que el otro grupo estuvo compuesto por 60 ratones 

que fueron expuestos a una concentración 0.02 M de V2O5 por vía inhalada en una caja 

de acrílico 2 veces por semana durante 1 mes. Primero se realizaron sacrificios de 5 

ratones expuestos y 2 controles cada semana hasta completar un grupo de 28 ratones. Se 

tomó el timo y se congeló con medio tissue teck para la posterior realización de 

inmunohistoquímica para evidenciar la presencia de células positivas a CD4, CD8, CD19 y 

MHCII. Posteriormente se sacrificó otro grupo de 28 ratones (8 controles y 20 expuestos), 

se realizó tinción superficial con anti-CD4 APC, anti-CD8 Cy5, anti CD19Pe, anti-CD25 

Fitc, anti-CD69 y anti- CD44Pe y se cuantificaron las diversas poblaciones con ayuda de 
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un citómetro FACSCalibur y del programa Cell Quest. Finalmente al timo del último 

grupo de 28 ratones se les realizó la técnica histológica convencional y TUNEL.  

 

Por medio de la inmunohistoquímica para células MHCII+ se observó aumento en el 

tamaño de la médula, tal vez por proliferación de células epiteliales tímicas medulares, 

macrófagos o células dendríticas, no obstante es necesario conocer específicamente cual 

de estas células son las que proliferan más. También se observó que las células CD4+ y 

CD8+ se localizaban en la médula del timo, mientras que en la corteza sólo podían 

observarse células B (CD19+). Lo anterior puede deberse a que el vanadio induzca la 

liberación de quimiocinas implicadas con la formación de zonas B dependientes (CXCL13) 

en la corteza del timo, mientras que en la médula puede ser que se localicen las 

quimiocinas implicadas que normalmente se encuentran en el timo como CCL19, CCL21 y 

CCL12. Por otro lado mediante citometría de flujo se observó un aumento en el número 

de células DN, específicamente en la población DN4 lo cual puede deberse por la 

liberación de factores de sobrevivencia o señales de sobrevivencia derivadas del pre-

TCR.; en el caso de las células DP, se observó una franca disminución, por lo que es 

posible que el vanadio haya inducido selección negativa en estas células, dado que se ha 

observado que este metal induce inhibición de proteínas fosfatasas, las cuales son de 

vital importancia en las vía de activación de linfocitos T. También se observó una 

disminución en el número de células  DP y SP CD69+, lo cual indica una disminución en la 

selección positiva. Finalmente se encontró aumento en el número de células SP, así 

como aumento en los niveles de fluorescencia en los marcadores de activación CD25 y 

CD44; el vanadio es conocido por activar linfocitos de sangre periférica, por lo tanto es 

posible que el pentóxido de vanadio  haya utilizado la misma vía de señalización para 

activar a estas células.    
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ABSTRACT 

 

The vanadium compounds have been demonstrated to be important atmospheric 

pollutants, specially the Vanadium Pentoxide which is commonly found on Ambient 

Particulate Matter (PM) generated by combustion of coils and oils. Vanadium Pentoxide 

has been associated with elevated levels of cytokines, such as IL-8, IL-6 and TNFα in 

vitro. In vivo, we demonstrate that the inhalation of V2O5 induced loss of thymic cortex 

and medulla, as well as presence of B lymphocytes, both in thymus of mice. However, it 

is not known if vanadium effects the thymic cell populations. The thymus is a central 

lymphoid organ where the majority of T lymphocytes are generated from lymphoid 

progenitors. We can find different cell populations in thymus: the Double Negative cells 

(DN), also known as lymphoid progenitors; the Double Positive cells (DP), which express 

not only CD4 but also CD8 coreceptors, are the first cells to express a mature TCRαβ and 

undergo positive and negative selection; finally, the Single Positive thymocytes (SP) 

(CD4+ or CD8+) -promoted by Positive selection done in DP thymocytes- that leave the 

thymus in a few days to circulate as mature cells.  

 

In order to know the effect vanadium inhalation in thymus, two groups of mice were 

first selected. One of them (60 mice) was exposed to Vanadium Pentoxide inhalation 

twice a week for a month; the other one was the control group (24 mice). Next, 

Inmunohistochemistry was performed to identify the localization of positive cells to CD4, 

CD8 or MHCII. After that, the percentages of DN thymocytes (from DN1 up to DN4), DP, 

SP, SP (CD69+) (positive selection), and SP (CD44+ or CD25+) (activation markers) were 

quantified by flow citometry. Finally, the localization of apoptotic cells was observed by 

TUNEL.  

 

Data demonstrates that inhalation of V2O5 induces the deregulation of thymic 

architecture due to the localization of CD8 and CD4 positive cells just in the medulla not 

in cortex. On the other hand, CD19+ cells (B lymphocytes) were found in the cortex. 

Chemokines guide the traffic of thymocytes; as a result, we consider Vanadium alters 

the production of chemokines in thymus, specially CCL19, CCL21 and CXCL12 which 

maintain the thymic architecture. The data also proves that Vanadium induces not only 

increasing percentages of DN4, SP and SP (CD44+ or CD25+) but also, decreasing 

percentages of DN3 and DP populations due to the vanadium properties; as it can inhibit 
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protein phosphatases, which are critical modulators in positive and negative selection 

and cell activation. Furthermore, Vanadium Pentoxide inhalation inhibited positive 

selection, as decreasing levels of SP and DP (CD69+) were quantified. As a result we 

believe vanadium induces negative selection in thymus.        
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INTRODUCCION 

 

Contaminación atmosférica 

 

Se denomina contaminación atmosférica a la presencia de elementos en el aire, en 

cantidades que pueden ser perjudiciales para la vida, afectar estructuras y materiales, y 

ocasionar cambios en las condiciones meteorológicas o climáticas (Vallejo et al. 2002). 

La contaminación atmosférica puede ser de dos tipos, la natural y la antropogénica. La 

contaminación por fuentes naturales es la ocasionada por erupciones volcánicas, por la 

erosión (Newman y McIntosh. 1991), desechos liberados por minas, etc (Freeman. 1998); 

mientras que la contaminación antropogénica ha acompañado al hombre desde hace 

aproximadamente 500 años, cuando se inició el desarrollo industrial (Briggs. 2003);  no 

obstante en el siglo XX se presentaron los niveles más altos de contaminantes 

ambientales, principalmente en ciudades cómo México, Río de Janeiro, Ankara, 

Melbourne, Búfalo, Tokio y Moscú por nombrar algunas (Rosales- Castillo et al. 2001). 

Algunas de las causas en el aumento de los niveles de contaminantes atmosféricos en el 

siglo XX son las actividades domésticas, la agricultura (plaguicidas), transporte (aéreo y 

terrestre) (Briggs. 2003), sin embargo, las dos causas más comunes del incremento en la 

contaminación ambiental son el crecimiento industrial y el aumento en el número de 

vehículos automotrices en las megaciudades (Newman y McIntosh. 1991; Molina y Molina. 

2004).  

 

Los contaminantes que se liberan a la atmósfera pueden clasificarse en dos tipos, 

primarios o secundarios. Los primeros se refieren a las emisiones que están formadas por 

compuestos que están en la atmósfera tal y como fueron generados por procesos 

naturales o actividades humanas, por ejemplo el monóxido de carbono (CO) y el bióxido 

de azufre (SO2); por otro lado, los contaminantes secundarios son aquellos que forman 

en la atmósfera por reacciones químicas o fotoquímicas en las que intervienen 

contaminantes primarios, por ejemplo el ozono (O3) y los sulfatos (Bravo y Sosa. 1997; 

Onursal y Gautam 1999). Los sulfatos fueron los primeros compuestos estudiados, dado 

que los niveles de éstos eran muy elevados en los años 60; hoy en día los contaminantes 

más estudiados son el ozono, las partículas suspendidas totales (PST) (Molina y Molina. 

2004), benceno, solventes, compuestos orgánicos y otros (Briggs. 2003). 
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En la Ciudad de México, el mayor problema lo constituyen las PST (Molina y Molina. 

2004) dado que los niveles permitidos son de 150μg/m3 y se ha monitoreado niveles de 

hasta 260μg/m3  (Mugica et al. 2001)), en las cuales se incluyen sustancias que se 

desprenden del ambiente como el polvo de los suelos erosionados o caminos sin asfaltar 

o que se forman en la atmósfera por reacciones químicas (contaminantes secundarios). 

Se clasifican de acuerdo a su tamaño, i.e, PM10 o con un tamaño menor o igual a 10μm, 

las PM2.5μm y las partículas ultrafinas con un diámetro dinámico menor a 1μm; por su 

origen antropogénico o geológico; por la fuente, productos de la combustión o desechos 

de automóviles; o por sus propiedades fisicoquímicas como la solubilidad (Englert. 2004). 

Las partículas PM10 están compuestas principalmente de sílice, titanio, aluminio, hierro 

y cloruros, mientras que las PM2.5 están formadas de productos derivados de la 

combustión de gasolinas y aceites e incluyen carbono, plomo, dióxido de azufre, dióxido 

de nitrógeno y vanadio. Las partículas ultrafinas son las que se forman por  la quema de 

productos agrícolas y forestales y por la combustión de gasolina y diesel (INE. 1996; 

Vallejo et al. 2004).  

 

Contaminación atmosférica y efectos en la salud 

 

Existe una intima relación entre los contaminantes ambientales y la salud, no 

obstante para que los contaminantes tengan un determinado efecto en la salud de los 

organismos, éstos deben estar expuestos a una determinada dosis durante un cierto 

tiempo, y para que lo anterior suceda los contaminantes deben dispersarse en el 

ambiente (en el agua, suelo y aire) para que los organismos estén en contacto con ellos, 

de manera que existe una cadena de causa y efecto (Briggs. 2003) (Fig. 1). Las 

megaciudades son un claro ejemplo del fenómeno causa y efecto, puesto que los 

habitantes de las grandes urbes respiran diariamente diversas dosis de emisiones 

contaminantes (principalmente metales) durante el tiempo en el que se encuentren en 

esos lugares, que en muchos casos es toda la vida (Molina y Molina. 2004). Un claro 

ejemplo es la Ciudad de México, en donde se realizó un estudio en niños que sólo habían 

vivido en esta ciudad. Se observó que las personas que estaban expuestas a 

concentraciones muy altas de partículas contaminantes (0.48ppm) presentaban 

epistaxis, nariz seca, tos, insuficiencia respiratoria y dolor de pecho, mientras que los 

niños que habitaban una zona con bajos índices de contaminación (0.08ppm) no 

presentaron lo anterior (Calderón et al. 2000). 

Neevia docConverter 5.1



 13

 

De todos los contaminantes que existen, los metales son a los que están expuestos la 

mayor parte de la población, además que cada vez son mayores las concentraciones de 

los metales en el ambiente (Järup. 2003). El cadmio, el plomo y el arsénico han sido 

hasta ahora los metales más estudiados, dado que, junto con el vanadio, son los metales 

más abundantes en el ambiente (Järup. 2003). Estudios epidemiológicos han indicado 

que el cadmio puede provocar disfunción tubular en los riñones, lo cual induce la 

aparición de proteínas en la orina; osteoporosis y cáncer. Mientras que el arsénico 

induce hepatomegalia, hemólisis y cáncer de pulmón, riñón y vejiga (Järup. 2003; Nadal, 

et al. 2004) y el plomo, uno de los contaminantes con gran impacto en la Ciudad de 

México en los 90´s, puede producir dolor de cabeza, irritabilidad, dolor de estómago, 

dificultad en la concentración en niños, psicosis, confusión, pérdida de la conciencia y 

anemia microcítica (Vallejo, et al. 2002; Järup. 2003). 

 

Los mecanismos de acción de los metales son muy variados, pero en general están 

relacionados con el daño en los sistemas enzimáticos, que ocurre cuando los iones 

metálicos inducen cambios en la configuración tridimensional de las proteínas, lo cual 

provoca un cambio o pérdida de sus funciones catalíticas. Otros efectos son la activación 

o inhibición de factores de transcripción por estrés oxidante (Ghio y Samet, 1999), 

peroxidación de lípidos (Ohba et al. 1994; Acevedo Nava. 2005), apoptosis y necrosis 

(Thomson y McNeill. 1998)  

 

Por otro lado, también existe la exposición crónica a varios contaminantes, como es 

el caso de la exposición a las Particulas Suspendidas Totales (PST) (Briggs. 2003), las 

cuales inducen en niños y pacientes con enfermedades cardiorrespiratorias y asma 

aumento de la morbilidad por enfermedad pulmonar obstructiva crónica y neumonía 

(Bumett et al. 1999; Peters et al. 2001) y mortalidad por cardiopatía isquémica (Utell y 

Samet. 1993). También se ha observado que las partículas suspendidas inducen la 

generación de radicales libres, daño en el ADN, liberación de citocinas inflamatorias 

(Fernández, et al. 2003) y enfermedades respiratorias crónicas, cardiacas e inclusive 

cáncer (Rosales-Castillo et al. 2001; Englert. 2004).  
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 Fig. 1. Esquema que ejemplifica la manera en que los contaminantes ambientales se forman,  

se dispersan, y posteriormente la población es expuesta a los contaminantes, para  

finalmente inducir un efecto en la salud de los individuos. 

 

Efecto de los metales en el sistema inmune 

 

• Oro 

 

Se ha observado que compuestos derivados del oro como Auranofila y el tiomalato de 

sodio- oro inhiben a la proteína cinasa C (Parente et al. 1989; Wong et al. 1990; 

Balasubramanyam et al. 1995), la proliferación de linfocitos T CD4+, la producción de IL-

2 e IL-2R y aumentan la expresión de CD3, aunque tiomalato inhibe la fosforilación de la 

cadena CD3γ (Hashimoto et al. 1992; Hashimoto et al. 1994). Otros compuestos como la 

cloroquina de oro inhiben la liberación de IL-6 y TNFα por linfocitos T (Navarro et al.  

2006), mientras que los compuestos de oro con valencia +3, inducen la activación de NF-

kβ en los linfocitos CD4+ (Lewis et al. 2005; Piñón Zárate et al. 2007).  
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• Plomo 
 
 

Al plomo se le considera un potente inhibidor de la proteína cinasa C in vivo 

(Rajanna et al., 1995; Reinholz et al., 1999; Tonner and Heiman, 1997), no obstante se 

ha observado que el plomo provoca activación de PKC en cultivos celulares (Jadhav et 

al., 2000; Schanne et al., 1997; Sun et al., 1999). Asimismo, el plomo provoca la 

activación del factor NF-kβ en linfocitos CD4+ (Pyatt et al., 1996),  

 

Los trabajadores ocupacionalmente expuestos a plomo tuvieron un decremento los 

niveles de linfocitos NK CD16+, CD4+CD45RA+ (linfocitos T naive) y CD3+CD45RO+ 

(Células T de memoria) (Boscolo et al. 1997; Sata et al. 1997; Tanigawa et al. 2004). La 

liberación de citocinas inflamatorias también es alterada después de la exposición a 

plomo; en un estudio con trabajadores expuestos a este metal, se observaron niveles 

altos de IFNγ en sangre periférica (Mishra et al. 2003); no obstante Kimber et al., 

indicaron que el efecto del plomo en las ratas es muy distinto al encontrado en 

humanos, puesto que ratas que fueron expuestas a 100 o 1000pmm de plomo no 

mostraron ningún cambio en el nivel de IFNγ ni en los niveles de linfocitos (Kimber et al. 

1986).  

 

Por otro lado, se ha revelado que diversos metales afectan la integridad de la 

membrana celular en especial de los linfocitos T, B y monocitos; puesto que el plomo 

provoca la liberación de radicales libres y acumulación de partículas en su superficie 

celular, aunque en el caso de los monocitos también se encontraron partículas en su 

interior, lo cual posiblemente se debió a la fagocitosis de partículas con plomo 

(Steffensen et al. 1994). 

 

• Arsénico 

 

El arsénico es conocido por inducir la formación de especies reactivas de oxígeno y 

por ser inmunotóxico (Wang et al. 1996). El arsénico interfiere con la presentación de 

antígenos en el bazo, la proliferación de linfocitos (Sikorski et al. 1991; Savabieasfahani 

et al. 1998), además estudios in vitro e in vivo han dado a conocer que el arsénico (1-

0μM) es pro-apoptótico en linfocitos T (De la Fuente et al. 2002; Wang et al. 1996; 
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Sarukai. 2003). El arsénico induce la liberación de IL-8, IL-1α, TNFα, TGFα,  factor 

estimulador de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF), así como la activación 

de NF-kβ y AP-1 (Akagawa, 2002; Fassbender et al. 2004; Vega et al. 2001). Por otro lado 

también se ha demostrado que el arsénico induce la muerte de células DP y DN en el 

timo (Nohara et al. 2008) 

 

• Zinc 

 

Se ha observado que el zinc induce un aumento en la expresión de moléculas que 

indican señalización en linfocitos, como CD69 y CD23, no obstante se observó que inhibía 

la expresión de CD3 en linfocitos T (Petanova et al. 2006). Otros estudios también 

indicaron que el zinc induce la expresión de CD98 in vitro (Petanova et al. 2002) y la 

liberación de IL-4 (Petanova et al. 2000), IFNγ (Boscolo et al. 2005) e IL-8 (Samet et al. 

1998).  

  

Asimismo se han realizado estudios del efecto del zinc en el timo, se ha visto que 

este elemento a muy bajas concentraciones inhibe la apoptosis en este órgano 

(Chukhlovi et al. 2001), mientras que la deficiencia de zinc aumenta el número de 

células apoptóticas en el timo, especialmente las células doble positivas en animales 

jóvenes (Fraker et al. 1977; Chrest et al. 1995; Provinciali et al. 1998). 

 
• Cromo 

 

El efecto del cromo en el sistema inmune ha sido estudiado en personas que han 

estado expuestas a cromato de plomo; se observó que estas personas mostraban una 

reducción del 30 al 50% en los niveles de linfocitos T CD4+CD45RO (linfocitos naive) y 

CD5 CD19 B y natural killer (Boscolo et al. 1997; Tanigawa et al. 2004). Asimismo, 

estudios en niños y trabajadores expuestos a cromo hexavalente mostraban una 

disminución en los niveles de linfocitos CD3+ y CD4+ en sangre periférica (Cirla et al. 

1993; Chuchlovi et al. 2001; Tanigawa et al. 2004). Por otro lado, estudios comparativos 

en personas con y sin implantes con altas concentraciones de cromo, indicaron que el 

cromo induce un aumento en la concentración de citocinas en suero como TNF-α, IL-1β, 

IL-6 y prostaglandinas compa (Kim et al. 1994; Goodman et al. 1998; Masui et al. 2005). 
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Finalmente el cromo puede tener efectos antiapoptóticos en el timo (Chuklovi et al. 

2001) 

 
• Berilio 

 

El berilio es conocido por causar una enfermedad crónica denominada beriliosis, la 

cual se caracteriza por aparecer 10 años después de la exposición al berilio (Kreiss et al. 

1993; Kreiss et al. 1996; Henneberger et al. 2001). La beriliosis se caracteriza por la 

presencia de alveolitis y granulomatosis, dada la acumulación de linfocitos T CD4+ y la 

secreción de citocinas Th1 (Tinkle et al. 2006; Fontenot et al. 2002; Pott et al. 2005),  

la presencia de quimiocinas como IP-10 (Agostini et al. 1998), la proliferación de 

linfocitos CD4+ CD45RO+ (células de memoria), la expresión de moléculas 

coestimulatorias características de estadios tardíos de activación como CD80 y CD86 y la 

liberación de IFNγ (Chou et al. 2005).  

 

También se ha estudiado el efecto del berilio en personas que no desarrollaron 

beriliosis después de la exposición a berilio; se ha observado que la exposición a berilio 

reduce la liberación de IL-6 y aumenta la de IL-10, puesto que este metal está 

relacionado con la activación de p45 y p38, las cuales están íntimamente involucradas 

en la producción de las citocinas antes mencionadas (Chaudhary et al. 2004),  

 

Después de la pequeña reseña de los efectos de los metales en el sistema inmune, 

podemos observar que sólo se ha estudiado el efecto del cromo y el zinc en el desarrollo 

de los linfocitos T, no obstante sólo el cromo es conocido por ser un contaminante 

ambiental. 

 

Podemos encontrar otros metales cuyos niveles han aumentado en el aire, como es el 

caso del vanadio (Fortoul et al. 1996; Fortoul et al. 2002), el cual es el principal 

contaminante que es liberado después de la combustión de gasolinas, en especial de la 

mexicana. Asimismo, sólo se conoce algunos efectos del vanadio en el timo (González 

Villalva. 2005), aunque no se conocen los efectos del vanadio en las principales 

poblaciones celulares del timo, por lo tanto es importante conocer un poco acerca del 

vanadio y del timo, los cuales son los principales objetivos de este trabajo. 
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Vanadio 
 
 

• Características generales 
 
 

En 1801 Andrés Manuel del Río descubrió al vanadio en México y lo llamó pancronium 

(García- Guevara, 1996). Mas adelante, inspirados por la variedad de colores generados 

por este metaloide en solución, Sefstrôm y Berzelius llamaron a este nuevo elemento 

vanadio, en honor a la diosa Vanadis en 1830 (Morinville et al. 1998). 

 

El vanadio es el producto principal de la combustión de gasolina y petróleo, dado que 

es uno de los elemento más abundantes en el petróleo (WHO. 2000; Mugica et al. 2002). 

Por lo tanto se encuentra en altas concentraciones en las TSP (se liberan a la atmósfera 

64000 ton de vanado al año) (WHO. 2000) y se le ha relacionado con varios trastornos en 

la salud (Chen et al. 2001).   

 

 Es un metal grisáceo y por sus características químicas, se identifica por ser el 

primer elemento del quinto grupo de la tabla periódica de los elementos. Presenta 

diferentes estados de oxidación que van desde el -1 a +5, pero se encuentran con mayor 

frecuencia +3, +4 (vanadil) y +5 (vanadato) (Byczkowski y Kulkarni. 1998; Thomson y 

McNeill. 1998; WHO, 2000; Ivancsits et al. 2002,). El compuesto de vanadio más 

abundante, más utilizado (por ejemplo, en la formación de aleaciones) (WHO, 2000) y 

más  tóxico es el pentóxido de vanadio (Morinville et al. 1998), también conocido como 

anhídrido vanádico ó pentóxido de divanadio y existe en un estado pentavalente como 

cristales amarillos, rojos e inclusive verdes (WHO. 2000) 

 

Debajo de un pH de 3.5, el vanadio existe como vanadil (VO2+), mientras que en 

soluciones alcalinas el orto- vanadato es la forma prominente. En soluciones neutras, el 

vanadio se comporta de forma pentavalente (H2VO4 
-) (García- Guevara. 1996), el cual es 

el compuesto más tóxico, ya que puede entrar con facilidad a la célula donde es 

reducido a vanadil. Posteriormente el vanadil interactúa con las moléculas celulares, 

para más tarde involucrarse en la generación de radicales libres (Byczkowski y Kulkarni. 

1998; WHO, 2000; Ivancsits et al. 2002). La conversión de vanadato a vanadil in vivo no 

es instantánea, el proceso puede tomar de 15 a 30 minutos después de la exposición 

(Thomson y McNeill. 1998). 
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• Usos 

 

Son muy variados los usos que tiene el vanadio, uno de ellos son los fines 

terapéuticos, ya que los compuestos de vanadio (por ejemplo, el metavanadato de 

sodio) han sido administrados como tratamiento contra la anemia, tuberculosis, 

diabetes, sífilis (Morinville et al. 1998; Thomson y McNeill. 1998; Ivancsits et al. 2002), 

así como para la disminución de los niveles de colesterol (Fortoul et al. 2002) y 

triglicéridos en sangre (Morinville et al. 1998; Thomson y McNeill. 1998; Mukherjee et al. 

2004), no obstante el uso de los distintos compuestos de vanadio ya no son utilizados, 

dado su alto grado de toxicidad. 

 

Por otro lado, se utiliza para fabricar herramientas e implantes ortopédicos, como 

revelador de fotos, semiconductor, pigmento en cerámicas, producción de ácido 

sulfúrico o como filtro contra los rayos UV en algunos anteojos (WHO. 2000; Ivancsits et 

al. 2002). 

 

• Fuentes 

 

Una de las fuentes de vanadio es el petróleo, siendo el venezolano (80% de especies 

de vanadio) y el mexicano los que contienen las más altas concentraciones (Byczkowki y 

Kulkarni. 1998; WHO, 2000; Ivancsits et al. 2002). Por lo general, el petróleo crudo 

contiene impurezas metálicas y es en ellas en donde podemos encontrar al vanadio en 

forma de un complejo organo-metal (US. EPA, 1991a,b). Igualmente, durante la 

combustión de aceites, carbón y gasolinas (los cuales pueden contener 0.3 a 1180 ppm 

de vanadio) (Ress et al. 2003); en calderas, calentadores de agua y hornos (Byczkowski y 

Kulkarni. 1998; Ivancsits et al. 2002), el vanadio se desprende en forma de pentóxido de 

vanadio sobre los residuos sólidos (hollín y ceniza), los cuales pueden contener de 1 al 

60% de pentóxido de vanadio (Byczkowski y Kulkarni. 1998; WHO, 2000). Asimismo, el 

vanadio se libera durante las erupciones volcánicas, la erosión eólica y en los aerosoles 

marinos (Fortoul et al. 2002; WHO 2000; Mugica et al. 2001; Baran. 2003).  

 

Es importante señalar que las fuentes antropogénicas son las principales generadoras 

de vanadio (García Guevara. 1996; WHO. 2000), por lo tanto es el personal 

ocupacionalmente expuesto el que está en contacto con las concentraciones más altas 
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de este metal (Al-Bayati et al. 1992; Byczkowki y Kalkarni. 1998; WHO, 2000; Ivancsits 

et al. 2002). Dado lo anterior, el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud 

Ocupacional (NIOSH) recomendó que el límite de exposición a vapores y polvos de V2O5 

sea 0.05mg/m3 por un tiempo de 15 minutos (U.S. EPA. 1991b), no obstante, la World 

Health Organization dio a conocer que existen personas ocupacionalmente expuestas a 

concentraciones que van desde 0.05 a 60mg/m3 (WHO. 2000). 

  

Otra fuente importante de vanadio son los alimentos, especialmente los mariscos, la 

pimienta y los hongos; y diariamente consumimos una dosis aproximada de 10μg por día 

en los alimentos y una dosis de 100μg/ litro en el agua (U.S.EPA, 1991b; WHO, 2000; 

Ivanscsits et al. 2002). 

 

• Niveles de vanadio en la Ciudad de México 

 

En el caso de México, solamente se han hecho estudios en el. D.F. Mugica, et al., 

reportaron que la concentración de vanadio ha aumentado con el paso del tiempo, 

además señalan que las concentraciones de vanadio en las diferentes zonas del Distrito 

Federal van de 0.13μg/m3 a 0.24μg/m3 (Riveros- Rosas, et al. 1997).  

 

De la misma forma se conoce de forma indirecta, que la concentración de vanadio en 

la Ciudad de México aumentó de forma significativa a través de un estudio realizado por 

Fortoul y cols.,  en el 2002. 

 

• Vías de exposición 

 

La vía de absorción más importante es la inhalada, dado que se puede absorber hasta 

el 35% de la dosis inhalada de pentóxido de vanadio (U.S. EPA. 1987), lo cual es muy  

importante puesto que el vanadio se ha convertido en uno de los principales 

contaminantes del aire en las grandes urbes (Al-Bayati et al. 1992; Byczowski y Kulkarni. 

1998). Mientras que la vía de exposición más importante es la enteral, sin embargo, la 

absorción del vanadio en el tracto intestinal es muy escasa (solo se absorbe del 0.5 al 2% 

de la cantidad ingerida) (WHO, 2000), además, no hay que olvidar que la absorción del 

vanadio en el tracto digestivo, también depende de la dieta (ingestión de carbohidratos, 

fibras, proteínas, elementos traza, agentes quelantes y electrolitos) (Thomson et al. 
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1998). Además, el vanadio también es absorbido por la piel cuando se encuentra en 

forma de sales en solución acuosa, no obstante, la absorción es muy pobre (U.S. EPA. 

1987). 

 

• Toxicocinética 

 

Los efectos tóxicos del vanadio dependen del compuesto, la dosis y la ruta de 

administración (Evangelou. 2002). Los óxidos de vanadio pueden ser absorbidos con 

facilidad en los pulmones y con mayor dificultad en los intestinos (Thomson y Kulkarni. 

1998; Byczkowski y McNeill.1998; WHO, 2000). Su distribución en la circulación es rápida 

(1- 11/2) (WHO. 2000) y puede experimentar autooxidación en presencia de oxígeno 

(Baran. 2003), provocando un aumento en los niveles de vanadato en el plasma (García- 

Guevara. 1996; Byczkowski y Kulkarni. 1998; WHO, 2000), aunque también se puede 

encontrar vanadil en concentraciones menores (Baran. 2003). El vanadio en el plasma se 

puede unir a albúmina, transferrina y hemoglobina (Thomson y McNeill. 1998), las cuales 

lo transportarán a todo el organismo; sin embargo, existen órganos en los que se 

acumulan altas cantidades de este metal como son los huesos (Baran. 2003), riñones, 

hígado, pulmones (Thomson y McNeill. 1998) y bazo (Byczkowski y Kulkarni. 1998; WHO. 

2000; Mukherjee. et al. 2004)   .  

 

Cuando el vanadio ya se encuentra en los órganos, generalmente se introduce en la 

célula gracias al mecanismo de transporte de fosfatos (Baran. 2003), posteriormente es 

reducido por glutatión, ascorbato y cisteína, lo que provoca un alto nivel de vanadilo en 

los órganos (García- Guevara, 1996; Byczkowski y Kulkarni. 1998; WHO, 2000) y que éste 

se una a catecolaminas u otros péptidos (Thomson y McNeill. 1998; Mukherjee. et al. 

2004) (Fig. 2).  

  

El vanadio que no es absorbido se elimina principalmente en la orina y en menor 

grado en heces, con una cinética de eliminación bifásica compuesta de una fase rápida 

(15 a 40 horas) y una fase lenta terminal (40 a 50 días), que generalmente se utiliza 

como monitor biológico en los trabajadores que están expuestos a vanadio (Byczkowski y 

Kulkarni. 1998; WHO, 2000; Mukherjee, et al. 2004) (Fig. 2). 
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Fig.2. Toxicocinética del vanadio 

 

• Efectos en la salud 

 

La inhalación aguda de polvo con altas concentraciones de vanadio puede causar en 

los humanos daños en el tracto respiratorio, irritación de pulmones, congestión, 

estornudos, dolor de pecho y garganta (Byczkowski y Kulkarni. 1998); así como un 

aumento en la incidencia de cáncer en residentes de ciertas áreas metropolitanas 

(Ramírez, et al. 1997) 

 

También se han llevado a cabo estudios en personas ocupacionalmente expuestas a 

pentóxido de vanadio, en donde se reportan alteraciones como: necrosis en hígado, 

lengua verde, pérdida de peso (Al Bayati et al. 1992), irritación de la piel, del tracto 

respiratorio, cambios en el número de células inflamatorias (Carter et al. 1997; Woodin 

et al. 1998; Ivancsits et al. 2002) e irritación de los ojos (Chen et al. 2001), aunque no 

se mostraron cambios en el conteo hemático (Ivancsits et al. 2002). 
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Además de los estudios realizados en las personas ocupacionalmente expuestas, se 

han realizado estudios en voluntarios, quienes fueron expuestos a 0.1g de vanadio 

durante 8 horas. Se observó exceso en la producción de moco y tos (WHO. 2000) 

 

• Mecanismos de acción 

 

El vanadio puede causar efectos genotóxicos puesto que se han observado células 

con micronúcleos en médula ósea,  linfocitos (Leonard y Gerber. 1998) y fibroblastos 

(Ivancsits et al. 2002), además de aberraciones cromosómicas y un aumento en la 

frecuencia de células poliploides y binucleadas en linfocitos humanos tratados con V2O5 

(Roldan y Altamirano. 1990; Ramírez et al. 1997; Rodríguez Mercado. et al. 2003), 

metavanadato de sodio y metavanadato de amonio (WHO. 2000). Estos efectos pudieran 

ser resultado de la interacción del vanadio con la polimerización de tubulinas, lo que 

resultaría en alteraciones en la formación y función del huso mitótico (Ramirez. et al, 

1997; Ivancsits. et al. 2002) y la acumulación de células en fase G2 lo que impide que se 

lleve a cabo la mitosis (Morinville. et al. 1998; Zhang. et al. 2001) 

 

En lo que se refiere a las transformaciones neoplásicas se demostró que éstas 

aparecen después de una larga exposición a vanadio, como lo demostraron estudios en 

los que se expusieron ratones machos y hembras a pentóxido de vanadio (2 y 4mg/m3) 

durante 1 y 2 años. Como resultado se mostraron adenomas, papilomas (WHO. 2000; 

Chen. et al. 2001) y carcinomas (Ress. et al. 2003).  De la misma forma, el vanadio 

puede provocar fibrosis, proliferación celular (Morinville. et al. 1998; Ress. et al. 2003) 

y efectos antiapoptóticos (Chen. et al.2001). Sin embargo, se ha observado que este 

elemento también puede inducir apoptosis y necrosis (Thomson y McNeill. 1998; Ye et 

al. 1999; D´Cruz y Uckun. 2000; Chen et al. 2001; D´Cruz y Uckun. 2002; Huang et al. 

2003; Aragón et al. 2005), las cuales pueden ser desencadenadas por la liberación de 

radicales libres y peroxidación lipídica; o por las propiedades miméticas con el grupo 

fosfato que tiene este metal (Morinville et al. 1998). 

 

En el aspecto bioquímico, se ha estudiado que el vanadato se acumula en el espacio 

intermembranal de las mitocondrias y bloquea la transmisión de electrones a través de 

la cadena respiratoria, lo que causa la inhibición de la primera unión de NADH y sus 

sustratos (Byczkowski y Kulkarni. 1998), también provoca cambios en la actividad de 
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Na+-, K+-ATPasa, Ca-ATPasa, adenilato cinasa, ribonucleasas, fosfofructocinasas y 

Glucosa-6-fosfato; y la reducción en los niveles de coenzima A en el hígado y de 

coenzima Q en la mitocondria  (WHO, 2000).  

 

• Vanadio y el Sistema Inmune  

 

Estudios in vitro han dado a conocer que algunas especies de vanadio (p.e. 

pervanadato y pentóxido de vanadio), inducen la activación de linfocitos (Shen et al. 

2001), dado que se ha demostrado que este metal inactiva fosfatasas y activa cinasas 

(Evangelou. 2002; Mukherjee et al. 2004), tal es el caso de las proteínas MAP cinasas 

(Samet et al. 1998; Wang y Bonner. 2000), las cuales están implicadas con la activación 

de diversos factores de transcripción como NF-kb, c-Jun, ATF-2 y AP-1 (Byczkowski y 

Kukalrni. 1998; Huang et al. 2000; Wang y Bonner. 2000; Jaspers et al. 2000). El vanadio 

también induce la activación de otras proteínas como PLCγ y otros factores de 

transcripción como N-FAT, así como liberación de calcio (Huang et al. 2000), los cuales 

son característicos en la activación de linfocitos (Abbas y Lichtman. 2004)  

 

Estudios realizados en personas ocupacionalmente expuestas a sales de vanadio y TSP 

(Carter et al.1997; Samet et al. 1998; Byczkowski y Kulkarni. 1998; Woodin et al. 1998; 

Huang et al. 2000; Vandenplas et al. 2002), así como estudios in vitro (Shen et al. 

2001;Lee et al. 2001), dieron a conocer que éstos provocan la liberación de citocinas 

inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8) y factores de crecimiento (TNF-α; IFN-γ) así como elevados 

niveles de leucocitos. La acción inmunomoduladora del vanadio además se hizo presente 

cuando se observó que podía provocar la activación y proliferación  de linfocitos T CD4+ 

y CD8+, células B y macrófagos en aves (Quereshi et al. 1999) y en estudios realizados in 

vitro (Krejsa et al. 1997; Shen et al. 2001). Por otro lado, por medio de estudios 

realizados en ratones, Cohen en 1986, observó que el metavanadato de amonio vía 

intraperitoneal provocaba un decremento en la activación de macrófagos, mientras que 

Al-Bayati en 1992 observó necrosis en bazo, timo y ganglios linfáticos en ratones después 

de la exposición a metavanadato de amonio vía intraperitoneal.  

   

A pesar de todos los estudios llevados a cabo en linfocitos expuestos a vanadio, no se 

ha descrito como se comportan las diversas poblaciones que conforman al timo por lo 

tanto se decidió estudiar el efecto de la inhalación de este metal en el timo. 
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Timo 
 
 

El timo es el lugar donde maduran los linfocitos T. Es un órgano bilobulado que se 

localiza en el mediastino superior. Los dos lóbulos están rodeados por una delgada 

cápsula de tejido conectivo que emite numeroso tabiques que se extienden desde la 

cápsula hacia el interior del órgano y dividen a cada uno de los dos lóbulos en numerosos 

lobulillos. Cada lobulillo se divide en una zona periférica más oscura y rica en células 

que se denomina corteza, y otra más clara con un menor número de células denominada 

médula (Fig. 3). En la corteza del timo encontramos a las células menos diferenciadas, 

las denominadas células Dobles Negativas (CD4- CD8-), que son aproximadamente el 5% 

de las células en el timo, y a las células Dobles Positivas (CD4+ CD8+) (aproximadamente 

el 5% de las células en el timo), mientras que en la médula se localizan las células 

Simple Positivas (CD8+ o CD4+) las cuales son células T maduras y se caracterizan por ser 

el 15% de la población celular total (Savino et al. 2004).   

 

Tanto la corteza como la médula tienen un estroma compuesto por células 

tímicas epiteliales que presentan niveles elevados de MHCI y II, no obstante en la 

médula podemos encontrar células con altos niveles de MHCII. Otras células que 

podemos encontrar son las células dendríticas interdigitantes y los macrófagos, los 

cuales también presentan niveles elevados de moléculas MHCI y MHCII. Todas las células 

anteriormente mencionadas están involucradas en la formación de un microambiente 

para la maduración y selección de linfocitos T (Geneser. 2005; Takahama. 2006) 

 

     El desarrollo de los timocitos recae en una serie de eventos intracelulares que 

regulan la diferenciación celular, proliferación y sobrevivencia. Este proceso puede ser 

estudiado por la presencia o ausencia de marcadores extracelulares como CD4, CD8, 

CD25 y CD44 (Shortman y Wu. 1996; Germain. 2002; Zúñiga. 2004) Los progenitores 

tempranos tímicos no expresan las moléculas CD4 y CD8, se les denomina dobles 

negativos (DN) y se encuentran en la corteza del timo. El estadio DN se subdivide en 

cuatro categorías: DN1, DN2, DN3 y DN4. El estadio DN1 se caracteriza por la expresión 

de CD44 (son CD44+ CD25-). La maduración de este grupo de células da origen al estadio 

DN2 (CD44+CD25+), luego a DN3 (CD44-CD25+) y finalmente al estadio DN4 (CD44- CD25.). 

El primer punto de verificación en el desarrollo de los timocitos, denominado selección 

β, ocurre en el estadio DN3 y está relacionado con el rearreglo y expresión del gen 
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TCRβ, el cual permite la formación del complejo pre-TCR (Dudley et al. 1994; Borowski 

et al.2002).  Aquellos timocitos que no sufrieron de un rearreglo correcto mueren por 

apoptosis durante el estadio DN3 (Falk et al. 2001; Michie et al. 2002). Señales 

subsecuentes, provenientes de pre-TCR y el microambiente local, inducen la 

proliferación y diferenciación de los timocitos DN a estadio doble positivo (CD4+ CD8+ 

DP), las cuales luego migran hacia la región córtico-medular (Takahama. 2006). Sólo un 

pequeño porcentaje de las células DP tendrán un complejo TCRαβ-CD3 funcional que 

podrá interactuar con moléculas MHC, que presentan péptidos propios, y que son 

expresadas por células epiteliales tímicas y células presentadoras de antígeno. Si la 

interacción entre TCR y MHC es de muy alta afinidad, los timocitos sufren de selección 

negativa, dado que se postula que una señal muy alta dada por TCR en los timocitos DP 

puede significar que el TCR puede ser autorreactivo (Palacios y Weiss. 2004).  Pero si la 

interacción entre TCR-MHC-péptido es de baja afinidad, las células sufren de selección 

positiva y maduran a células simple positivas (CD4 o CD8) CD69+ y migran hacia la 

médula del timo. Por otro lado, si las células DP no tienen una interacción TCR-MHC-

péptido mueren por negligencia (Palacios y Weiss. 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Fotomicrografías  de un timo de ratón. A) se muestran diversos lobulillos con corteza y 

médula. B) Se observa claramente la corteza y la médula. C) Zona cortico-medular y un 

corpúsculo de Hassal (flecha). 
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Existe otro punto de control, en el que las células dendríticas o las células epiteliales 

medulares presentan antígenos a los timocitos SP; sólo aquellos timocitos que reconocen 

con baja afinidad al complejo MHC- péptido serán los más aptos para madurar y migrar 

hacia los tejidos linfoides periféricos, mientras que aquellos timocitos que reconocieron 

al complejo péptido-MHC con alta afinidad morirán por apoptosis (Starr. 2003; 

Takahama. 2006) (Fig. 4) 

 

 

 

Fig. 4. Poblaciones  de linfocitos en el timo y selección positiva y negativa. 
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Antecedentes directos 

 

En nuestro grupo de trabajo se ha observado que la inhalación de pentóxido de 

vanadio induce diversas alteraciones en órganos linfoides de ratones. En el bazo induce 

proliferación difusa y nodular de linfocitos, mientras que en el timo se reportó pérdida 

en la relación corteza y médula, además de presencia de folículos linfoides primarios y 

secundarios (González Villalva. 2004; Piñón Zárate. 2008). 

 

Justificación 

 

El vanadio es un metal que tiene cada vez más importancia como contaminante 

atmosférico en la Ciudad de México, puesto que los niveles de este elemento han 

aumentado en distintas zonas de la ciudad (Mugica, et al. 2002). Asimismo, se demostró 

que la concentración de vanadio en personas que habitaron el valle de México en los 

90´s fue mayor a las que residían en la zona en los años 60 (Fortoul, et al. 2002). 

 

A pesar de los estudios morfológicos que se han llevado a cabo en timo de animales 

expuestos e este metal (Al-Bayati et al. 1992; González Villava. 2005) no se ha estudiado 

cómo se comportan las diversas poblaciones que conforman al timo, y dado que 

numerosos estudios in vitro han demostrado que el vanadio induce activación de 

linfocitos (Marini. 1987, Krejsa, et al. 1997 ; Samet, et al. 1998; Ouellet, et al. 1999; 

Huang, et al. 2000 ; Lee, et al. 2001; Barat y Tremblay, 2003) es posible que en nuestro 

modelo de exposición a vanadio se hallen células activadas y alteraciones en las 

poblaciones tímicas. Debido a lo anterior, es importante la caracterización de las 

subpoblaciones de linfocitos en el timo de animales expuestos a pentóxido de vanadio. 

 

Hipótesis 

 

Dado que el vanadio provoca alteraciones morfológicas en timo (pérdida de la 

relación entre la corteza y la médula, así como la presencia de folículos linfoides) y 

activación de linfocitos T in vitro; se encontrarán alteraciones en la organización y en el 

porcentaje de las subpoblaciones tímicas, así como células T activadas en el timo de 

ratones expuestos a inhalación de pentóxido de vanadio 0.02M.  
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Objetivos 

 

General 

• Identificar por citometría de flujo e inmunohistoquímica,  los cambios cuantitativos 

y la distribución de los timocitos de ratones expuestos durante cuatro semanas  a 

la inhalación de pentóxido de vanadio (0.02M).  

 

Particulares 

 

• Identificar por inmunohistoquímica, en el timo, la localización de las células CD4+, 

CD8+, CD19+ y MHCII+  

• Cuantificar  por citometría de flujo las variaciones en las poblaciones DN (CD4-

CD8-), DP (CD4+CD8+), SP (CD4+ o CD8+) y CD19+ 

• Cuantificar por citometría de flujo las células SP que presenten los siguientes 

marcadores de activación: CD44, CD25. 

• Cuantificar por citometría de flujo las células SP y DP CD69+ (Selección positiva). 

• Cuantificar las células apoptóticas mediante TUNEL  

 
 
Metodología 
 

Para un mes de exposición a vanadio, se utilizaron 84 ratones macho CD1 de 35 g de 

peso. Se formaron dos grupos, en uno de ellos, 24 ratones fueron expuestos a agua 

desionizada y se les consideró el grupo control, mientras que el otro grupo estuvo 

compuesto por 60 ratones que fueron expuestos a una concentración 0.02 M de V2O5 por 

vía inhalada en una caja de acrílico 2 veces por semana durante 1 mes. Primero se 

realizaron sacrificios de 5 ratones expuestos y 2 controles cada semana hasta completar 

un grupo de 28 ratones. Se tomó el timo y se congeló con medio tissue teck para la 

posterior realización de inmunohistoquímica para evidenciar la presencia de células 

positivas a CD4, CD8, CD19 y MHCII. Posteriormente se sacrificó otro grupo de 28 ratones 

(8 controles y 20 expuestos), se realizó tinción superficial con anti-CD4 APC, anti-CD8 

Cy5, anti CD19PE, anti-CD25 Fitc, anti-CD69 y anti- CD44PE y se cuantificaron las 

diversas poblaciones con ayuda de un citómetro FACSCalibur y del programa Cell Quest. 

Finalmente al timo del último grupo de 28 ratones se les realizó la técnica histológica 

convencional y TUNEL (Fig. 5). 
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Fig. 5. Método 
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RESULTADOS 
 
Células positivas a CD4 

 

La inmunohistoquímica  para células inmunopositivas a CD4, demostró en los 

animales control una distribución normal de estas células, es decir, se observó que en la 

región córtico medular todas las células fueron positivas a CD4, estas células son 

timocitos Doble positivos (CD4+ CD8+), mientras que en la corteza sólo algunas células 

fueron positivas para CD4, por lo tanto, dado su localización se trataban de las células 

CD4 simple positivas (Fig. 6a). En los timos de los ratones expuestos a vanadio, se 

observó que las células positivas para CD4 se localizaban en la región central de los 

lobulillos tímicos, región que normalmente recibe el nombre de médula, y en la región 

que comúnmente se conoce como corteza se observaban muy pocas células positivas a 

CD4 (Fig. 6b). Dada la localización de los células positivas a CD4 en los timos de los 

animales expuestos a vanadio, no se conoce si éstas células se trataban de timocitos CD4 

simple positivos o células dobles negativas, asimismo se desconoce si la inhalación de 

vanadio indujo la pérdida de la corteza y la medula. 

 

A B

M

CM

M

CM

 
Fig. 6. Distribución de las células CD4+ en el timo de animales expuestos a pentóxido de 
vanadio. A) Control 400x. B) 4 Semanas 400x. M: Médula. CM: Región córtico- medular. Se 
puede observar que en el timo de los animales expuestos a V2O5 los linfocitos CD4+ se 
encuentran principalmente en la médula. 
 

Células positivas a CD8 

 

Por otro lado, también se efectuó inmunohistoquímica para identificar células 

CD8+. Las imágenes fueron similares a las inmunohistoquímicas realizadas para 
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identificar a las células inmunoreactivas a CD8, de manera que en los timos de los 

animales controles fue evidente que todas las células que conforman la región córtico-

medular eran positivas a CD8, por lo tanto se trataba de las células DP (Fig. 7a); por otro 

lado, en la médula del timo se observaron algunas células positivas a CD8, por lo que 

podemos considerar que se trataban de las células CD8 simple positivas (Fig. 7a). En el 

timo de los ratones expuestos a vanadio las células positivas a CD8 se localizaban 

principalmente en el centro de los lobulillos tímicos, mientras que en la región 

periférica la mayoría de las células fueron negativas a CD8 (Fig. 7b). 

 

También se pudo observar que los timos de los ratones expuestos a vanadio tenían 

una menor cantidad de células que los animales control en la región que comúnmente se 

le identifica como corteza (Fig. 7), la cual se caracteriza por ser la región en donde 

existe una mayor cantidad de células en el timo.  

 
Fig. 7. Inmunohistoquímica para linfocitos CD8+ en timo de ratones CD1 expuestos a 
inhalación de pentóxido de vanadio. A). Animal control 400x, B) 2 semanas de exposición 
400x. Se observa distribución normal de células CD8+. En los timos animales expuestos a 
vanadio, la distribución de los linfocitos T positivos a CD8+ es principalmente en la médula. 
M: médula. CM: Región córtico medular 
 

 Después que se observó la distribución de las células positivas a CD4+ y CD8+ en el 

timo por inmunohistoquímica, se cuantificaron las poblaciones simples positivas (CD4+ o 

CD8+) (SP), las dobles positivas (CD4+CD8+)(DP) y las dobles negativas (CD4-CD8-) por 

citometría de flujo dado existía una alta probabilidad de que se existieran cambios 

cuantitativos en las poblaciones tímicas 

 

 

 

B A 

M 

M 
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Poblaciones SP, DN, DP. 

 

El análisis por medio de citometría de flujo mostró un aumento en el número y 

porcentaje de células CD4 y CD8 SP, así como en las células dobles negativas; no 

obstante el porcentaje de células DP disminuyó desde la primera semana de tratamiento 

(Fig. 8, 9 y 10; Tabla 1)  

 
 
 
 
 
Fig. 8. Dot blots representativos de las poblaciones DN, DP y SP de timos de ratones 
expuestos a pentóxido de vanadio. 1, 2 y 4 semanas de exposición.  

 Control 1 semana 2 semanas 4 semanas 

DN 5.465 14.253 28.587 19.818 

DP 45.624 19.312 21.703 22.135 

SP CD4+ 7.185 10.004 16.792 13.505 

SP CD8+ 4.302 13.075 8.404 37.682 

 

Tabla. 1. Medias del porcentaje de células DN, DP y SP antes y después del tratamiento con 

pentóxido de vanadio. 
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Fig 9. Porcentaje de células DP, DN y SP de timo de ratones expuestos a pentóxido de 
vanadio. ***=P<0.001 ANOVA (CD4+SP, CD8+SP y DP); **= P< 0.011 ANOVA (DP)  
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Fig 10. Número de células DP, DN y SP de timo de ratones expuestos a pentóxido de vanadio. 
*** = P< 0.005. ANOVA  
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Células Doble Negativas (DN) 

 

Después de haber observado que el porcentaje de células DN fue elevado en los 

timos de los animales expuestos, se midió el porcentaje de cada una de las poblaciones 

que conforman a los timocitos DN: DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-

CD25+) y DN4 (CD44-CD25-). Los resultados demostraron una disminución en el porcentaje 

de células DN1 en la semana 2 y 4 de tratamiento, mientras que las células DN4 

mostraron un aumento significativo en la cuarta semana de exposición. Tanto la 

población DN1 como DN3 no tuvieron cambios significativos después de la exposición a 

vanadio, no obstante en ambas poblaciones se observa un mayor porcentaje en la última 

semana de exposición (Fig. 11).  
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Fig. 11. Número de células DN1, 2,3 y 4 de timo de ratones expuestos a pentóxido de 
vanadio. ** = P< 0.05 ANOVA 
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Selección Positiva 

 

Cuando las células inician la selección positiva expresan el marcador CD69 desde que 

son DP, posteriormente la expresión de este marcador continua durante el estadio SP, 

por lo tanto se considera a CD69 como un marcador de selección positiva. Se cuantificó 

el porcentaje de las células DP y SP (CD4 y CD8) CD69+, así como la media de 

fluorescencia de CD69 en estas células en los timocitos de ratones expuestos a pentóxido 

de vanadio. Los resultados mostraron lo siguiente: 
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Fig. 12. Porcentaje y medias de fluorescencia de células Doble positivas (CD4+CD8+) y Simple 
Positivas (CD4 o CD8) CD69+. *= P<0.05 ANOVA 
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En las células dobles positivas se observó una disminución en el porcentaje de células 

CD69+ dependiente al tiempo de exposición, mientras que la media de fluorescencia de 

CD69 aumentó en la segunda semana, por lo tanto se obtuvieron menos células CD69+ 

pero con altos niveles de fluorescencia (Fig.12). 

 

Por otro lado, en las células Simple Positivas no mostraron cambios significativos en 

el porcentaje de células y medias de fluorescencia, aunque si se encontró que el 

porcentaje de células positivas a CD69 disminuyó conforme al tratamiento (Fig. 12)   

 

Células SP positivas a marcadores de activación (CD25, CD44) 

  

Por otro lado, también se estudió el comportamiento de las células simples positivas 

después de la exposición a vanadio, al medir el porcentaje de células positivas a 

marcadores de activación como CD44 y CD25. En primer lugar se realizó un dot blot para 

obtener las células SP CD4 y CD8, posteriormente por medio de histogramas se midió la 

media de fluorescencia y el porcentaje de las células SP positivas para CD44 y CD25. Los 

resultados se muestran a continuación (Fig. 13). 
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Fig. 13. En tonos verdes se muestran los porcentajes de células SP CD8 ó CD4 positivas a 
diferentes marcadores de activación. Las gráficas en tonos naranjas y verdes muestran el 
porcentaje de medias de fluorescencia para cada marcador. Las barras muestras la media de 
una n= 10 
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Fig. 14. Histogramas representativos (n=10) de las medias de fluorescencia para cada 

marcador de activación (CD44 y CD25) en las células Simple Positivas en cada una de las 
exposiciones a vanadio. 

 

Se observó que el vanadio induce un aumento en las medias de fluorescencia y en el 

porcentaje de células SP CD8 y CD4 positivas a CD25 y CD44 en la primera y segunda 

semana no obstante en la cuarta semana de exposición el porcentaje de células positivas 

a estos marcadores disminuyo considerablemente. (Figs. 13 y 14) 

 

Tamaño y Granularidad (Forward/Scatter) 

 

Por medio del citómetro de flujo se analizó el forward/scatter de los timocitos 

expuestos a vanadio, dado que las células activadas se caracterizan por ser más grandes 

que las células quiescentes, además también se puede distinguir la presencia de células 

muertas dado que estas con muy pequeñas. El citómetro de flujo mostró lo siguiente 

(Fig. 15): 
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Fig. 15. A) Histograma representativo (n=10) del tamaño de los timocitos expuestos a V2O5.  
B) Dot Blots ssc/fsc representativos (n=10) de un testigo y un ratón expuesto a pentóxido de 
vanadio. Flecha azul: Células muertas. Flecha roja: células grandes. Se puede ver una mayor 
cantidad de células muertas en el timo de un ratón expuesto a vanadio, asimismo existe un 
mayor número de células grandes  
 

 Como puede observarse en la primera y segunda semana de exposición se observa un 

aumento en el tamaño de los linfocitos en el timo, lo cual confirma la presencia de 

células activadas en los timos de los animales que inhalaron vanadio. Además también se 

encuentra un mayor número de células muertas en los animales tratados (Fig. 15). 

 

 

A 

B 
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Células Totales y Muerte por apoptosis (TUNEL) 

 

Dado que se observó que pentóxido de vanadio inducía una disminución de células DP 

y además que los Dot Blots ssc/fsc dieron a conocer la presencia de células muertas 

después de la exposición a vanadio, se cuantificó el número de células totales en el 

timo. Se comprobó que el vanadio provoca la disminución de células en el timo desde la 

primera semana de exposición (Fig.16) 

 

 
 

Fig. 16. Número de células totales en el timo de animales expuesto a pentóxido de vanadio. 

 

Posteriormente se realizó la técnica de TUNEL para observar si la disminución de 

células en el timo se debía a muerte por apoptosis. En un organismo control es normal 

observar células apoptóticas en la corteza del timo (Fig. 17a), no obstante es importante 

recordar que los animales que inhalaron vanadio perdieron la relación corteza médula, 

por lo tanto no podemos conocer con exactitud que tipo de células son las que murieron 

por apoptosis, aunque sabemos que el vanadio indujo una dramática disminución de las 

células DP, por lo tanto es posible que las células muertas observadas a través del TUNEL 

sean las DP. Asimismo en la figura 17b se observa una mayor cantidad de células muertas 

en la sección que se consideraría la corteza del timo, que es la zona donde se localizan a 

los timocitos DP. En la última semana de exposición no sólo se encontraban abundantes 
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células apoptóticas en la periferia de los lobulillos tímicos, sino también en la región 

central, lo cual no podría indicar la muerte de células SP (Fig. 17c). 

 

 
 

Fig. 17. A) Timo testigo, se observan células apoptóticas en la región de la corteza. B) 2 
semanas de exposición, hay aumento en el número de células apoptóticas en la corteza del 
timo. C) 4 semanas, aumento en el número de células apoptóticas en la corteza y médula del 
timo 
 

 

Células positivas a CD19 

 

Dado que los timos de los ratones expuestos a vanadio poseían características 

morfológicas propias de los nódulos linfoides (González Villalva. 2005), se realizaron 

estudios de inmunohistoquímica para comprobar la existencia de linfocitos B. Los timos 

de los ratones control contenían una proporción muy pequeña de linfocitos CD19+ (Fig. 

18), sin embargo, el número de linfocitos CD19+ aumentó proporcionalmente al tiempo 

de exposición, y además  las células B se encontraban principalmente en la corteza del 

timo (Fig. 18). 

 A 

 C 

 B 
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Fig. 18. Inmunohistoquímica para células CD19+ de timos de ratones expuestos a V2O5. A). 
Control 400x.B) 4inh (2 semanas de exposición C) 8inh (4 semanas de exposición). M: médula 
CM: región córtico-medular. En los animales control no se observan células CD19+, no 
obstante en los animales expuestos a pentóxido de vanadio se observan células CD19+ sobre 
todo en la corteza del timo. 
 

Posteriormente se cuantificaron las células CD19+ por citometría de flujo y se 

demostró que existía un aumento en el número y porcentaje de esta población (Fig. 19 y 

20). 
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Fig. 19. Dot blots representativos de las células CD19+. A)Control, B)2inh, C)4inh, D)8inh. 
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Fig. 20. Número y porcentaje de células CD19+ en el timo de ratones expuestos a pentóxido 
de vanadio medidos por citometría de flujo. **= 0.08. ANOVA  
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Células positivas a MHC II 

 

Las células MHC II+ se encuentran tanto en la médula como en la corteza del timo 

(Takahama. 2006), como fue que se observó tanto en los ratones control como en los 

expuestos a vanadio. Sin embargo, estas células incrementaron en la medula del timo de 

los animales expuestos a este metal (Fig. 21 y 22) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 21. Número de células MHCII+ en el timo de ratones expuestos a pentóxido de vanadio. 
**=P<0.05. ANOVA 

 

Fig. 22. Estudio inmunohistoquímico para identificar células MHCII+ en el timo de ratones 
expuestos a vanadio. A. Ratones control 100x. B. Timos de ratones con 4  semanas de 
exposición 100x. C: corteza y  M: médula. 
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DISCUSIÓN 

 

Distribución de timocitos y células MHCII+ 

 

Estudios realizados en cortes histológicos de ratones expuestos a la inhalación de 

pentóxido de vanadio, dieron a conocer que este metal inducía la desorganización de la 

corteza y la médula del timo (González Villalva.2005), por lo que se realizó una tinción 

inmunohistoquímica para conocer cuál era la localización de las células positivas a CD4+, 

CD8+ y MHCII en este órgano. La inmunohistoquímica tanto para células positivas a CD4 y 

CD8 dan a conocer 2 zonas, la corteza y médula. En la corteza casi todas las células son 

positivas tanto para CD4 como para CD8, sobre todo la región córtico-medular, dado que 

en esta sección del timo podemos encontrar a las células DP; mientras que en la médula 

sólo algunas células son positivas para CD8 y otras lo son para CD4, y son las 

denominadas Simple Positivas (Takahama. 2006). Por lo tanto, en una 

inmunohistoquímica en la que se utiliza uno de los dos anticuerpos (anti CD4 o anti CD8), 

la corteza tendrá todas las células positivas y la médula poseerá células positivas y 

negativas (Fig.6a y 7a). En los timos de los animales expuestos a pentóxido de vanadio, 

la inmunohistoquímica demostró que en la región central de los lobulillos tímicos se 

localizaban las células positivas a CD4 o CD8, mientras que en la periferia, región que 

comúnmente se denomina corteza, existían muy pocas células positivas para CD4 o CD8, 

es decir, la mayoría de las células que se encontraban en esta zona eran negativas para 

CD4 y CD8 (Fig. 6b y 7b). Asimismo, reportes anteriores indicaron que la inhalación de 

pentóxido de vanadio inducía la aparición de nódulos linfoides en el timo, por lo que por 

medio de inmunohistoquímica y citometría de flujo se comprobó que en los timos de 

ratones expuestos a vanadio existen células B CD19+ (Figs. 18, 19 y 20). Además la 

tinción mostró que los linfocitos B se localizaron principalmente en la periferia de los 

lobulillos tímicos, región conocida como corteza, no obstante dado la alteración 

estructural que muestran los timos después de la exposición a vanadio, no podemos 

saber con certeza si todavía existe una corteza y una médula en los timos de los 

animales que inhalaron este metal. Debido a lo anterior, se realizó inmunohistoquímica 

para MHCII, que es una técnica que se utiliza para conocer la distribución de la corteza y 

la médula (Murphy et al. 1989), dado que las células de la médula que son MHCII+ (p.e. 

células dendríticas) expresan una mayor cantidad de moléculas MHCII que las células que 

se encuentran en la corteza (Fig. 22a). En los animales expuestos a vanadio, se observó 
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que la región central de un lobulillo tímico (la médula) aumentaba en tamaño, asimismo 

la región conocida como la corteza disminuyó dramáticamente de tamaño (Fig. 22b). Por 

lo tanto el vanadio induce en el timo disminución en el tamaño de la corteza, aumento 

en el tamaño de la médula, aparición de linfocítos B en la zona conocida como corteza y 

acumulación de las células T sólo en la médula (Fig. 23).   

 

Algunas de las moléculas implicadas con la distribución de los timocitos son las 

quimiocinas y sus receptores, los cuales se encargan de la formación de una corteza y 

una médula en el timo (Takahama. 2006; Petrie. 2003). Se ha estudiado que diversos 

receptores de quimiocinas como: CXCR4, CCR7 y CCR9 están implicados en el 

movimiento de timocitos inmaduros en la corteza (Plotkin et al. 2003; Misslitz et al. 

2004; Benz et al. 2004); se ha observado que timocitos deficientes en CCR7 se localizan 

principalmente en la región córtico-medular (Mizzlitz et al. 2004); por otro lado,  los 

timocitos deficientes de CXCR4  no migran a través de la región córtico-medular (Ara et 

al. 2003); mientras que en los ratones deficientes en CCR9 se distribuyen normalmente 

en la corteza, no obstante las células no  migran hacia la zona subcapsular (Benz et al. 

2004). Por lo tanto, las quimiocinas CCL19, CCL21 (ligandos de CCR7), CXCL12 (ligando 

de CXCR4) y CCL25 (ligando de CCR9) están relacionadas con la formación de la corteza 

en el timo. Mientras que en la formación de la médula es esencial la presencia de CCR7 

y sus ligandos CCL19 y CCL21 (Takahama. 2006). Es posible que el pentóxido de vanadio 

induzca en el timo la liberación de quimiocinas implicadas en la formación de la corteza 

en la médula, y que en la médula del timo de los animales expuestos a pentóxido de 

vanadio se encuentren las quimiocinas CCL19, CCL21, CXCL12 o CCL25, las cuales 

también están implicadas en la formación de la médula del timo (Kim y Broxmeyer 

1999). Por otro lado, dado que se observaron células B en la corteza de los timos 

tratados es posible que se encuentren en ese sitio gracias a la liberación de quimiocinas 

implicadas en la formación de las zonas B dependientes, como es el caso de CXCL13 (Kim  

y Broxmeyer. 1999) (Fig. 23).  

 

Por otro lado, existen reportes de desarrollo aberrante de timocitos en ratones 

Knock out para laminina 2, la cual está involucrada tanto en el desarrollo de la 

arquitectura de la corteza y médula en el timo, como en la señalización relacionada con 

la sobrevivencia y desarrollo de los timocitos de la corteza (Magner et al. 2000), dado 

que se observaron cambios drásticos en las arquitectura del timo consideramos que el 
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vanadio podría haber inducido cambios en esta molécula y que sea esta una de las 

causas de las alteraciones en la distribución de  los timocitos (Fig. 23). 

  

Otro cambio que ocasionó el vanadio en la estructura del timo, fue el aumento en el 

tamaño de la médula del timo, la cual se observó mediante la tinción de células MHCII. 

Es entonces posible que el desarreglo de la corteza y la médula observada en cortes 

histológicos de timos de ratones expuestos a pentóxido de vanadio (González Villalva. 

2005), sea causado por el aumento en el número de células MHCII+. En este sentido, es 

probable que el vanadio haya provocado la migración de células presentadoras de 

antígeno al timo (p.e. macrófagos, células dendríticas, etc) no obstante es necesario 

realizar diversos marcajes (p.e. MAC-1+ MCSFR+, CD11C- para macrófagos y CD11c+, 

MAC-1+ para células dendríticas) (Donskoy y Goldschneider. 2003) 

 

Por todo lo anterior,  es alta la probabilidad de que las poblaciones tímicas sufrieran 

cambios, debido a que en cada zona del timo se llevan a cabo fenómenos relacionados 

con la maduración de los linfocitos T (Anderson et al. 2007). Así, en la zona subcapsular 

podemos encontrar un ambiente que favorece la maduración de las células DN y la 

selección beta; en la región córtico-medular se lleva a cabo la selección negativa de los 

DP mientras que en la médula se encuentran los SP que finalmente saldrán a la periferia 

(Anderson et al. 2007). Por esto, se estudió a las poblaciones DN, DP y SP del timo de los 

ratones expuestos a vanadio para conocer más acerca del efecto de este metal en este 

órgano.   
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Fig. 23. Distribución de las diversas poblaciones del timo de ratones expuestos a vanadio. El 

cuadro azul y amarillo indica la zona cortical del timo y medular respectivamente y los 

posibles receptores de quimiocinas  involucrados en la estructuración del timo después de la 

inhalación de vanadio. 

  

 

POBLACIONES TÍMICAS  

 

Células DN 

 

Por medio de  citometría de flujo, se cuantificaron las poblaciones tímicas DN, DP y 

SP de los animales expuestos a vanadio (Fig.8). Desde la primera semana de exposición 

se observó un aumento en el porcentaje de células DN y SP y una disminución en el 

porcentaje de células DP. Esto aumenta la posibilidad de que el vanadio provoque 

cambios en moléculas que están involucradas en el desarrollo de los timocitos. El 

desarrollo y proliferación de estas células está relacionada con moléculas de 
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sobrevivencia (p.e. IL-7 y c-kit en las células DN), señales vía pre-TCR y TCR, así como 

con varios puntos de control, los cuales son de vital importancia en la selección positiva 

y negativa de los DP y SP (Juntilla et al. 2007).  

 

En este estudio, se comprobó que el pentóxido de vanadio induce aumento en la 

proporción de células DN (Fig. 9 y 10), específicamente en las poblaciones DN3 y DN4, 

mientras que en la población DN2 se mostró un menor porcentaje que los animales 

testigo (Fig. 11). En el caso de las células DN (DN1-DN2), la proliferación y sobrevivencia 

de las células DN esta relacionado con diferentes proteínas como c-kit, IL-7 y Notch1 

(Wu y Strasser. 2001; Juntilla et al. 2007), no obstante la sobrevivencia de las células 

DN3 y DN4 está involucradas con señales vía pre-TCR, las cual está implicada con la 

activación de diversas vías de señalización como es el caso de las MAPK (Juntilla et al. 

2007) y otras proteínas como Fyn, Zap-70, Syk y LAT (Crompton et al. 1999). El vanadio 

es capaz de activar la vía de MAPKs y moléculas como ZAP-70, Syk, LAT in vitro (Samet 

et al. 1998; Barat et al. 2003), por lo tanto es posible que este metal haya iniciado la 

activación de estas vías de señalización en los timocitos DN (posiblemente de DN3 a 

DN4), y con ello la sobrevivencia de las células DN (Juntilla et al. 2007) 

 

Otra de las moléculas involucradas en la sobrevivencia de los linfocitos DN es la vía 

PI3/Akt. En ratones Knock out se ha observado que la inhibición de proteínas Akt1 y 3 

intervienen en la diferenciación de DN3 y la acumulación de DP, mientras que la 

inhibición de Akt 1 y 2 induce muerte de DP, por lo tanto Akt1 y 2 inducen señales de 

sobrevivencia vía pre- TCR en timocitos que se encuentran en los estadios de 

maduración DN3- DP (Juntilla et al. 2007; Mao et al. 2007). En el caso del vanadio, se ha 

observado que el vanadato induce la activación de la vía PI3k/Akt (Li et al. 2004; Li et 

al. 2005), por lo tanto podría inducir la sobrevivencia de las células DN por medio de 

esta vía, no obstante sería conveniente estudiar a la activación de esta vía de 

señalización en los timocitos DN3, DN4 y DP de los animales expuestos a este metal. 

 

Diversos estudios también han reportado los efectos de los contaminantes 

ambientales en las poblaciones DN del timo (Oyama 1999; Oyama 2007; Nohara et al. 

2008). Se ha demostrado que contaminantes, como el arsenito, inducen la muerte de las 

poblaciones DN2, DN3, DN4 y DP, aunque no se ha identificado la vía de señalización 

responsable del fenómeno en las células DN, aunque si se observó un decremento en los 
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niveles Bcl-xl en los DP (Nohara et al. 2008). Por otro lado, estudios con cloruro de 

cadmio, indicaron que este compuesto induce  la muerte de  los timocitos, pero no 

aclaran cuál es la población celular tímica más afectada (Oyama et al. 2007). El 

pentóxido de vanadio también es considerado un contaminante ambiental y al contrario 

de los dos compuestos antes  mencionados, en este estudio se comprobó un aumento en 

la proporción de timocitos DN, por lo que es posible que este compuesto esté 

relacionado con la activación o inhibición de vías de señalización diferentes a las que  

activan el arsenito o el cadmio. 

 

El aumento en el número de células DN también puede estar involucrado con la 

presencia de células B en el timo de los ratones expuestos a vanadio, dado que las 

células B carecen de los marcadores CD4 y CD8, es entonces que serían parte de la 

población DN cuando se realiza el estudio de las células tímicas por medio de citometría 

de flujo.  

  

Por todo lo anterior se propone que la inhalación de vanadio aparentemente induce 

un aumento en el porcentaje de timocitos DN, aunque es importante añadir que este 

aumento en el porcentaje puede ser causado por un aumento en el número de células 

CD19 en el timo (Fig.20). No obstante también se conoce que el vanadio provoca la 

activación de proteínas tales como Fyn, ZAP-70, SyK, LAT, vía de las MAPks y la vía 

PI3K/Akt, las cuales están implicadas en la sobrevivencia de células DN.  

 

Células DP 

 

Los timocitos DP son las células más abundantes en el timo pues son 

aproximadamente el 80% de la población total en este órgano linfoide primario. En los 

timos de los ratones expuestos a pentóxido de vanadio, se observó ausencia de timocitos 

DP (Fig. 8), mientras que en otros animales el porcentaje de células DP se trataba del 

19% de las células totales (Fig. 9). De igual forma por medio de la técnica de TUNEL, se 

observó un aumento en el número de células apoptóticas encontradas en la corteza, que 

es la zona en donde se localizan las células DP (Takahama. 2006), además  de que el 

número de timocitos totales fue menor en los animales expuestos a V2O5 que en los 

animales testigo (Fig. 16). Lo anterior también se ha demostrado en otros modelos de 

exposición a contaminantes, por ejemplo el cadmio y el zinc inducen atrofia del timo 
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(Provinciali et al. 2001; Oyama et al. 2007), mientras que un trabajo en el que se 

exponía a los timocitos a diversas concentraciones de arsenito, se hallaron bajos niveles 

de Bcl-xl en las células dobles positivas (Nohara et al. 2008) la cual es una molécula 

indispensable para la sobrevivencia de DP (Starr et al. 2003). En muchas ocasiones, los 

contaminantes ambientales comparten mecanismos de acción,  es entonces posible que 

el vanadio actúe por medio de una vía de señalización parecida a los otros metales para 

la inducción de muerte en los timocitos DP. 

 

Los linfocitos DP se caracterizan por ser  CD4+ y CD8+, y porque presentan un TCR 

totalmente formado (Takahama. 2006), además que en este estadio se lleva a cabo un 

fenómeno de suma importancia conocido como selección positiva o negativa (Legname 

et al. 2000). Durante la maduración de los timocitos DP a SP, las células DP reconocerán 

al MHC de las células reticulares epiteliales, si la interacción entre TCR y MHC es alta, es 

decir, si se reconoce con una alta avidez al TCR, las células sufrirán de selección 

negativa (McNeil et al. 2005), de manera que por medio se este fenómeno pueden morir 

por apoptosis el 5% de los timocitos DP (Xing et al. 2008).  Por otro lado, si los timocitos 

DP tienen una interacción de mediana intensidad con las células epiteliales reticulares, 

entonces se llevará a cabo la selección positiva y la posterior maduración a células SP 

CD4+ o CD8+ (Mariathasan et al. 2000)  

 

El reconocimiento de TCR por las células epiteliales corticales del timo (Legname et 

al. 2000; Nakayama et al. 2002), induce la estimulación de las células DP a través de las 

cinasas Src (Lck y Zap-70) (Ashe et al. 1999); la proteína Lck fosforila a los ITAMs de las 

cadenas ζ del complejo TCR y a los ITAMs de las cadenas γ, δ y ε de CD3 (Ashe et al. 

1999). Asimismo,  fosforila a Zap70 y ésta a su vez a LAT (aunque esta molécula sólo 

sufre de una fosforilación parcial) (Starr et al. 2003), lo cual induce la activación de 

otras moléculas como PKC, PI3K, PLCγ1 y Gags, también se produce movilización  de 

calcio y se induce la activación de las MAPKs (Ashe et al. 1999; Starr. 2003; Palacios y 

Weiss. 2004) (Fig. 24). La vía anteriormente mencionada, es la que utilizan los timocitos 

DP para su posterior diferenciación a SP, aunque se ha demostrado que dependiendo del 

grado de activación de las moléculas es que se llevará a cabo la selección positiva o 

negativa, es decir, dependiendo del grado de avidez y afinidad del TCR,  es el grado de 

activación de la vía de señalización, de manera que si existe una alta avidez de TCR por 

su ligando se llevará a cabo la selección negativa, mientras que si la afinidad es baja 
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entonces se llevará a cabo la selección positiva (Bommhardt et al. 2000) (Fig. 24). En los 

timos de los ratones expuestos a pentóxido de vanadio, se observó una disminución en el 

porcentaje de células DP, por lo tanto, es posible que este metal induzca selección 

negativa por inducir un alto grado de activación de las vías anteriormente mencionadas 

(Samet et al. 1997; Krejsa, et al. 1999; Baran et al. 2003)  

 

Una de las primeras moléculas en activarse después de la interacción TCR- MHC es 

Lck (Palacios y Weiss. 2004) (Fig. 24); se ha estudiado que Lck está involucrada 

principalmente en la diferenciación de las células  SP CD4, mientras que la ligera 

activación de Lck induce la diferenciación de células SP CD8+ (Legname et al. 2000). En 

relación con la selección negativa, se ha observado que la activación continua de Lck 

induce la selección negativa de DP (Bommhardt et al. 2000). En estudios in vitro, se 

constató que el vanadato induce la activación continua de Lck (Barat et al. 2003),  

entonces el pentóxido de vanadio, al tener un estado de oxidación pentavalente como el 

vanadato, es posible que sea capaz de inducir la fosforilación continua de Lck y con ello 

provocar la selección negativa en las células DP.  

 

Como ya se señaló, aparte de Lck, también están involucradas otras proteínas en la 

vía de señalización mediada por TCR (Groves et al 1999), tal es el caso de Zap 70 

(Negishi et al. 1995), SLP76  (Yablonski et al. 1998), LAT (Zhang et al. 1998), Itk 

(Schaeffer et al 1999)(Fig. 20) y Csk (Schmedt et al. 1998), así como las proteínas, Vav,  

Fosfolipasa Cγ (PLCγ) y calcineurina (Bommhardt et al. 2000). El vanadato es conocido 

por ser un potente inhibidor de fosfatasas, en la Figura 24, se puede observar que la 

molécula LAT está completamente fosforilada cuando se lleva a cabo la selección 

negativa (Starr. 2003)(Fig. 24). Se ha comprobado que el vanadio induce la activación 

continua de LAT, Zap 70, SLP 76, PLCγ y calcineurina (Enring et al. 2000; Barat et al. 

2003), por lo tanto debido a que el vanadio también induce la fosforilacion continua de 

Lck, se puede deducir que este metal posiblemente puede inducir la selección negativa 

de DP en nuestro modelo. 
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Fig. 24. Modelo de selección negativa y positiva en los timocitos. Durante la selección positiva 

un ligando de baja afinidad estimula a TCR, que  a su vez transmite una señal vía TCRα,  el 

ITAM de CD3γ y CD3δ, lo cual induce una fosforilación parcial de LAT que induce el 

agrupamiento de moléculas como Gads, PLCg, DAG y calcio. Posteriormente éstas pueden 

inducir que la vía de señalización ERK tenga bajos niveles de activación. La selección 

negativa se lleva a cabo cuando un ligando de alta afinidad estimula a TCR y a moléculas 

coestimuladoras, lo cual induce una fosforilacion completa de LAT, el agrupamiento de 

Grb2/Sos1, activación de p38, JNK y un alto nivel de activación de ERK (Adaptación de Starr. 

2003).  

 

Después de la activación de proteínas como Lck, Zap 70, SLP 76 y LAT, se activa la 

vía de las MAPKs, especialmente la vía ras-Raf-MEK-ERK (Hakem et al. 1999; Bommhardt 

et al. 2000) (Fig. 24), la cual está relacionada con crecimiento, apoptosis y 

diferenciación de las células T (Sugawara et al. 1998; Xing et al. 2008). Además 

experimentos en los que se utilizaron animales knock out o animales transgénicos en 

alguna de las MAPKs, demostraron que la vía Ras/ERK está implicada en la selección 
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positiva y negativa (Delgado et al. 2000; Xing et al. 2008) (Fig. 24). Asimismo, se ha 

demostrado que la activación continua o constitutiva de la vía MEK/ERK contribuye a la 

selección negativa, mientras que la activación intermedia de MEK/ERK induce la 

selección positiva de CD4, aunque cuando ocurre una baja activación de la misma vía 

induce la selección positiva de CD8 (Bommhardt et al. 2000; Mariathasan et al. 2000). En 

el caso del vanadio, existen estudios que indican que el vanadio induce la activación de 

la vía Ras-Raf-MEK-ERK diez veces más que los niveles basales (Krejsa et al. 1997; Samet 

et al. 1998), por lo que ésta vía podría ser parcialmente responsable de la disminución 

de DP en el timo de animales que inhalaron vanadio. 

 

Por otro lado, se ha estudiado la selección negativa de DP por medio de la 

administración de anticuerpos anti-CD3, los cuales inducen la activación de TCR y 

deleción clonal de timocitos DP (Groves et al. 1997; Bommhardt et al. 2000). Por medio 

de lo anterior se observó que la mayoría de las células que sufrían selección negativa 

contenían altos niveles de JNK y p38, por lo tanto se involucró de forma directa a estas 

proteínas con la selección negativa (Sagawara et al. 1998; Xing et al. 2008) (Fig. 24). Se 

ha observado que diversas especies de vanadio como el metavanadato de amonio induce 

la activación in vitro de JNK y p38 (Samet et al. 1998), por lo que ésta es otra posible 

vía por la cual el vanadio podría inducir la selección negativa en estas células. 

 

Los timocitos DP pueden morir, no sólo después de la estimulación vía TCR, sino 

también mediante la participación de moléculas co-reguladoras como CD28, CD2, CD5, 

CD24, CD49d, CD81 (Delado et al. 2000; Graham et al. 2006). Se ha demostrado que 

cuando se añaden anticuerpos anti-CD28, se induce muerte por apoptosis de DP, por lo 

tanto las moléculas que están implicadas en la activación de las células T maduras 

también están implicadas en la selección negativa de DP (Graham et al. 2006). CD28 

incrementa la señal del TCR, a través de PI3K, aumentando la avidez de la interacción 

TCR-MHC, por lo tanto induce muerte de las células DP (McKean et al. 2001). El 

pentóxido de vanadio provoca la activación de PI3K in vitro, de manera que es probable 

que esta sea otra vía importante en la disminución del número de células DP (Fig. 10)  

 

Otra posible causa de la disminución en el número de células DP es la liberación de 

citocinas por las células SP en el timo, dado que se encontró que el vanadio induce la 

activación de células T en este órgano, es posible que las citocinas liberadas por éstas 
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células provocaran la muerte de los DP (Zhan et al. 2002; Boyer et al. 2002). Asimismo, 

se considera que la activación periférica de linfocitos puede producir la producción de 

citocinas, las cuales a su vez pueden provocar la muerte de timocitos (Zhan et al. 2002). 

En nuestro modelo, se ha observado que el vanadio induce proliferación de linfocitos en 

bazo (Piñón Zárate, et al. 2008) y órganos periféricos (Acevedo Nava. 2005; Rodríguez 

Falcón. 2006), y es posible que este metal haya producido la activación de linfocitos en 

la periferia. Los efectos anteriormente mencionados ya habían sido observados en 

modelos in vitro y con animales de corral; el metavanadato de amonio y peroxovanadio 

inducen la activación de linfocitos CD4 y CD8 (Marini, et al. 1987; Ouellet, et al. 2003; 

Dyakonova, et al. 2004), así como liberación de IL-6 (Quereshi et al. 1999), IL 1, IL-2, IL-

3, IL-5 e IL-8 (Krejsa, et al, 1997; Lee, et al. 2001). 

 

Por otro lado, se conoce que las partículas contaminantes y los metales, entre ellos 

el vanadio, pueden provocar la formación de radicales libres (Wang, et al. 2003; Yaglom, 

et al. 2003; Li, et al. 2004; Horbinski, et al. 2005), mediante reacciones de tipo Fenton 

(O2
.-, OH. y OH-) (Zhang, et al. 2001; Rodríguez- Mercado, et al. 2003; Mukherjee, et al. 

2004). Una de las especies de oxígeno más reactivas es el peróxido de hidrógeno, la cual 

también puede inducir la producción de radicales libres, dado que es esencial para las 

reacciones de tipo Fenton (Zhang et al. 2001). Un estudio in vitro dio a conocer que el 

peróxido de hidrógeno trae como consecuencia altos niveles de timocitos apoptóticos, 

aunque no estudiaron cuales de las poblaciones celulares residentes del timo contenía 

un mayor número de células apoptóticas (Oyama et al. 1999), por lo tanto es también 

posible que el pentóxido de vanadio induzca muerte de DP por medio de la formación de 

especies reactivas de oxígeno.  

  

En resumen podemos concluir que el V2O5 induce la selección negativa de los 

timocitos DP a través de la activación de PI3K, ERK, JNK y p38,  las cuales están 

directamente relacionadas con la selección negativa. Además, otras posibles causas de 

la muerte de las células DP son: liberación de citocinas pro-inflamatorias por las células 

SP en el timo, la formación de radicales libres y/o el cambio en algunas moléculas de la 

matriz extracelular, todas ellas  involucradas en la estructura tímica (Fig. 24). 
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Células SP 

 

El último estadio de maduración de los timocitos es el de Simple Positivo, que es 

consecuencia de la selección positiva, la cual comienza en el estadio DP y las células SP 

más inmaduras son aquellas que apenas sufrieron selección positiva y se caracterizan por 

ser CD4+ o CD8+ y positivas a CD69+ (Hare et al. 1999). Estas son células semi-maduras y 

son susceptibles a apoptosis, mientras que los linfocitos SP CD69low son timocitos 

maduros totalmente funcionales, se encuentran en la médula y pueden ser seleccionadas 

negativamente si reconocen con alta avidez a un auto-antígeno presentado por una 

células reticulares medular; por otro lado, si las células SP reconocieron al autoantígeno 

con abaja afinidad entonces serán seleccionadas positivamente y pueden salir a la 

periferia  (Nakayama et al. 2002; Starr. 2003; Takahama. 2006) En los ratones que 

fueron expuestos a pentóxido de vanadio, se observó que tanto los niveles de 

fluorescencia como el número de células SP positivas a CD69 no cambiaron después de la 

exposición a vanadio, no obstante mostraron una tendencia negativa en su  porcentaje 

(Fig. 12). Mientras que las células DP CD69+ si mostraron una disminución significativa en 

el porcentaje después de la exposición a vanadio (Fig. 12). Lo anterior puede indicarnos 

que el vanadio induce una disminución en el número de células seleccionadas 

positivamente (Hare et al. 1999; Nakayama et al. 2002). Por otro lado, dado que en el 

timo de los animales que fueron expuestos a pentóxido de vanadio se encontraron 

células activadas, y CD69 es un marcador de activación temprano, es posible que la 

expresión de éste haya disminuido por ser medido un día después de la inhalación a 

vanadio, por lo tanto sería conveniente realizar experimentos horas después de la 

administración de vanadio. 

 

Igualmente se observó que el porcentaje de células SP CD4 o CD8 fue mayor en los 

animales expuestos a vanadio (Fig. 8 y 9), por lo tanto, la mayoría de las células SP que 

se encontraban en el timo no son células que hayan madurado recientemente, sino que 

es probable que hayan migrado desde la periferia, por lo que sería conveniente realizar 

experimentos para conocer si las células SP migraron hacia el timo. Asimismo, dadas las 

alteraciones que se encontraron en el timo de los animales expuestos a vanadio, además 

de diversos antecedentes que indican que el vanadio induce la activación de linfocitos T 

(Ouellet et al. 1999; Lambert et al. 1999, Barat et al. 2003), se decidió medir la 
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presencia de marcadores de activación (CD25 y CD44) en los timocitos SP y medir el 

tamaño y granularidad de los timocitos por citometría de flujo. 

 

Se constató que el pentóxido de vanadio si inducía la aparición de células activadas. 

En primer lugar se constató mediante Dot Blots ssc/fsc, que el tamaño de las células 

después de la exposición a vanadio era mayor a las células de los animales testigo (Fig. 

15). Además, se observaron altos niveles de fluorescencia de los marcadores de 

activación CD44 y CD25 tanto en los SP CD8 como CD4 (Fig. 14). En cuanto al porcentaje 

de células SP CD44+ o CD25+, éste también aumentó desde la primera semana de 

exposición (Fig.13). 

  

Como ya se mencionó anteriormente, durante la interacción TCR/ligando-MHC, 

pueden activarse diversas moléculas como  PI3K, N-FAT, NF-kβ, Lck, ZAP-70, etc 

(Palacios y Weiss. 2004), además de vías de señalización como MAPKs (Ogasawa et al. 

2002; Palacios y Weiss. 2004) y la vía Akt/PKB, además de la liberación de calcio 

(Ogasawa et al. 2002). Todas las moléculas y vías anteriormente mencionadas, son 

activadas por alguna de las especies de vanadio, cuando este metal inhibe a las 

proteínas tirosina fosfatasas, por lo tanto es posible que en el timo de los ratones 

expuestos a vanadio se observe la activación de células SP sin que éstas hayan tenido 

interacción con una célula presentadora de antígeno (Krejsa et al. 1997; Ouellet et al. 

1999;  Barat et al. 2003). Asimismo, se ha observado que el bisperoxovanadio induce la 

activación de factores de trascripción relacionados con la activación de linfocitos T 

como  N-FAT, NF.kβ y AP-1 (Baeuerle et al. 1996; Jaspers et al. 1999; Krejsa et al. 1999; 

Ehring et al. 2000; Barat et al. 2003).  

 

En las últimas semanas de exposición se observó una disminución en los niveles de 

fluorescencia de CD44 y CD25, así como el porcentaje de células activadas (Fig. 14). 

Walters y colaboradores (2002) reportaron  que, cuando las células mueren por 

activación se observa una disminución en la expresión de CD44 y CD25 en las células 

apoptóticas (Waters et al. 2002). Además por medio de la técnica de TUNEL se observó 

que el numero de células apoptóticas en la médula era mayor en los animales expuestos 

en la cuarta semana de exposición (Fig. 17) además mediante Dot Blot ssc/fsc se 

demostró un mayor número de células muertas en los timos de animales expuestos a 

vanadio (Fig. 15), por lo que es posible que este metal haya ocasionado la activación y 
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luego la muerte de las células SP. Por otro lado, la estimulación de CD44 regula la 

expresión de Fas, y otros estudios muestran que ratones que no expresan CD44 son más 

resistentes a apoptosis inducida por activación, es por eso que CD44 podría estar 

involucrada en la regulación de la respuesta inflamatoria mediante la regulación de la 

muerte en células activadas (Waters et al. 2002). 

 

Por otro lado, las células CD44+ son consideradas células de memoria, pero también 

podemos encontrar un grupo de células T de memoria efectoras (Curtsinger et al. 1998; 

Sallusto et al. 1999; Masopust et al. 2001; Berard et al. 2003; Khanolkar et al. 2004. No 

obstante, no hay estudios que indiquen el efecto del vanadio en estas poblaciones de 

linfocitos. 

 

Finalmente en esta sección se concluye que el pentóxido de vanadio induce la 

activación y aumento en el número y porcentaje de células SP en el timo; así como la 

disminución en el número de células seleccionadas positivamente (Fig. 25). 
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Fig.  25. Efecto de la inhalación del pentóxido de vanadio en los timocitos de ratón.   

 

CONCLUSIONES 

 

Con los resultados anteriormente descritos podemos concluir que la inhalación  de 

pentóxido de vanadio induce en el timo: 

 

 Localización de timocitos positivos a CD4 y CD8 predominantemente en la médula del 

timo. 

 Aumento en el número y porcentaje de células CD4 y CD8 SP. 

 Aumento en el porcentaje y número de células DN. 

 Disminución en el porcentaje y número de células DP. 

 Disminución en el número de células totales en el timo. 
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 Aumento en el número de células apoptóticas, primero en la corteza y luego en la 

médula. 

 Aumento en las primeras semanas de exposición en la proporción de células SP 

positivas a CD25 y CD44 (marcadores de activación)  

 Aumento de tamaño de la médula (se observó por medio de inmunohistoquímica para 

evidenciar la presencia de MHCII) 

 Aparición de células CD19+ en la corteza del timo. 

 

Un estudio más profundo sobre la acción que el vanadio induce en el desarrollo del 

timo, permitiría conocer si en realidad el vanadio induce la activación de vías de 

señalización (p.e. MAPK), migración celular y liberación de quimiocinas que pensamos 

son las implicadas en el fenotipo que muestran los timos de los animales expuestos a 

pentóxido de vanadio. 
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