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1. RESUMEN

El aumento de contaminaciéon atmosférica en las grandes urbes como la Zona
Metropolitana del Valle de México, resultado principalmente de la quema de
combustibles fé6siles, trae como consecuencia el aumento de contaminantes
entre los que se encuentran las particulas suspendidas. Estas entran al
organismo junto con metales adosados a su superficie, como es el vanadio; el
cual se ha incrementado en el ambiente en los tltimos afios y ha sido asociado
con dafio en las vias respiratorias. Entre los efectos téxicos del vanadio, se han
reportado alteraciones en los megacariocitos, como son aumento en el nimero
y tamafio de los megacariocitos en bazo y médula dsea, asi mismo se observaron
mas poliploides, con aumento de grdnulos alfa y densos en ratones expuestos a
pentdxido de vanadio. Dicho aumento de megacariocitos se ha asociado en otros
modelos a fibrosis en médula ésea y pulmoén, con alteracién en la produccion de
factores tanto profibrogénicos como antifibrogénicos, por lo tanto nuestro
objetivo fue analizar la alteracién de la presencia de proteinas profibrogénicas
como son TGF-B y VEGFR2, y proteinas antifibrogénicas como son las
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) en los megacariocitos de bazo de ratones
expuestos a vanadio, via inhalada. Para lo anterior se emplearon ocho ratones
macho CD1 control y 20 expuestos a la inhalacién de V,0, 0.02M, dos veces por
semana, 1 hora, durante 3 meses y posteriormente, se mantuvieron 1 mes sin
exposiciéon. Cada mes se sacrificaron 2 individuos control y 5 expuestos, se
obtuvieron los bazos y se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica para
identificar las proteinas profibrogénicas (TGF-B, VEGFRz), y antifibrogénicas
(MMP-9g y MMP-2), asi como se evalud la cantidad de coldgeno por medio de
tincién de Masson. El resultado fue un aumento significativo en la presencia de
TGF-B a los 2 y 3 meses de inhalacién, para VEGFR2 se observé aumento al mes
2y 3, disminucidn significativa en todos los tiempos de inhalacién para MMP-9 y
finalmente aumento al mes 2 para la proteina MMP-2. Ademds se observd que
los bazos no presentaban fibrosis. Por lo cual se concluye que a pesar de que la
exposiciéon a vanadio favorece el aumento de proteinas profibrogénicas en
megacariocitos de bazo, no existe evidencia de fibrosis en este modelo de
inhalacién y, debido a que en el equilibrio de formar y degradar matriz
extracelular intervienen muchas proteinas, probablemente estén involucradas

otras que no estamos evaluando en este trabajo.




2 INTRODUCCION
2. 1 Contaminacién atmosférica

La contaminacién atmosférica antropogénica ha venido acompafando al
hombre pricticamente desde hace casi 500 afios. El primer caso de efectos
severos, reconocido histéricamente fue el ocurrido en Londres en diciembre de
1952, donde los altos niveles de contaminantes se asociaron con un alarmante
incremento en el nimero de muertes. Otras ciudades donde se han presentado
altos niveles de contaminantes del aire son: México, Rio de Janeiro, Milén, y

Moscu entre otras (Rosales-Castillo et al, 2001).

La contaminacién atmosférica se define como la presencia de sustancias en el
aire, en cantidades que pueden ser perjudiciales para la vida, afectar estructuras,
materiales y ocasionar cambios en las condiciones meteoroldgicas o climdticas.
Un contaminante atmosférico es cualquier sustancia (quimica o bioldgica) que
al agregarse al aire puede modificar sus caracteristicas naturales, por ejemplo el
humo, los polvos, los gases, las cenizas, las bacterias, los residuos y los

desperdicios (Vallejo et al 2003).

2.1.1 Tipos de contaminantes

Los contaminantes del aire se pueden clasificar de acuerdo con su tamarfio,
origen, estado fisico o naturaleza quimica. Pueden ser 4tomos, moléculas o
compuestos, orgdnicos o inorgénicos, iones o radicales libres, mezclas o
agregados, particulas o emulsiones, fisicos, quimicos o bioldgicos, de origen
natural o artificial, generados por fuente mdvil o estacionaria, primarios o
secundarios, extramuros o intramuros (Munguia Castro et al, 2003).Por su origen
se clasifican en primarios y secundarios. Los contaminantes primarios estdn en
la atmoésfera tal y como fueron generados por procesos naturales o por
actividades del ser humano, son ejemplos el mondxido de carbono (CO) y el
biéxido de azufre (SO,). Los contaminantes secundarios son los que se forman en

la atmoésfera por reacciones quimicas o fotoquimicas en las que intervienen




contaminantes primarios, por ejemplo el ozono (O,) y los sulfatos (Vallejo et al.

2003).
2.1.2 Fuentes de contaminacién
Las fuentes de contaminacion pueden ser naturales o antropogénicas:

Entre las fuentes naturales se encuentran: los volcanes que emiten é6xidos de
azufre (SO,) y particulas; las tormentas eléctricas que generan ozono (O,) y
oxidos de nitrégeno (NO,); los animales que producen biéxido de carbono (CO,)
e hidrogeniones (H+) y la erosién, deforestacién y sequias que generan

particulas esparcidas por el viento (Munguia-Castro et al, 2003).

Excluyendo a las fuentes naturales, la mayor parte de las emisiones de
contaminantes provienen de fuentes antropogénicas, de los vehiculos
automotores, de la generacién de electricidad y de la quema de combustibles

empleados en las viviendas, en el sector agricola y para el transporte.

La contaminacién atmosférica tiene efectos a nivel local, regional y global
México enfrenta problemas de calidad de aire en sus principales zonas
metropolitanas, destacando la Zona Metropolitana del Valle de México como el

caso mds conocido y documentado (Urias, 2006).

2.1.3 Contaminacién en la Zona Metropolitana del Valle de México.

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) se integra por las 16
delegaciones del Distrito Federal, 58 municipios del Estado de México y un
municipio del estado de Hidalgo (COMETAH, 1998). La ZMVM, se encuentra
rodeada por una cadena montafiosa y estd situada a una altitud de 2,240 metros
sobre el nivel del mar. El entorno montafioso que rodea la zona constituye una
barrera natural que dificulta la libre circulacién del viento y la dispersién de los
contaminantes (SMA-GDF, 2006).

Las fuentes mdviles aportan la mayor parte de las emisiones de toda la
ZMVM, considerdndose como fuentes mdviles, a todas aquellas unidades

motrices que sirven como medio de transporte (SMA-GDF, 2005). La flota




vehicular registrada en la ZMVM, se estima en mds de 4.5 millones de vehiculos,
(SMA-GDF, 2008).

Los principales contaminantes relacionados con la calidad del aire son el
biéxido de azufre (SO,), el monéxido de carbono (CO), los 6xidos de nitrégeno
(NO,), el ozono (0O,), los compuestos orgénicos voldtiles (COV) y las particulas
suspendidas (SEMARNAT, 2009).

2.1.4 Particulas suspendidas

La contaminacién del aire por quema de combustibles fésiles (biomasa, carbdn,
madera, petréleo crudo, diesel con alto contenido en azufre) se encuentra en
menor concentracién que 30 a 40 afios atrds, esto debido a una mejor y mads
limpia tecnologia, pero otros contaminantes han ganado prominencia, tal es el
caso de particulas suspendidas finas y ultrafinas, gracias a un incremento
dramatico en el uso a nivel mundial, de vehiculos de motor, con la
consecuencia del aumento en emisiones en dreas urbanas. Las particulas
suspendidas se encuentran no solo en grandes ciudades, sino también en
pequefias poblaciones y la distribucién, el tamafio y la composicién (por
ejemplo, de metales pesados) ha cambiado, resultando en un dafio celular

oxidativo y efectos toxicolégicos mayores (Valavanidis et al, 2008).

En contaminacién atmosférica se reconoce como particula a cualquier
material sélido o liquido con un didmetro que oscila entre 0.0002 y 500
micrémetros. En conjunto se designan como particulas suspendidas totales o
PST. En este grupo se incluyen sustancias que se desprenden al ambiente como
el polvo proveniente de suelos erosionados y caminos sin asfaltar, o que se
forman en la atmoésfera por reacciones quimicas o fotoquimicas, en las que

intervienen gases y compuestos orgénicos. Se clasifican en:

1. Particulas burdas, con un didmetro aerodindmico menor de 10 um (PM,,)
y mayor de 2.5 um. Estdn compuestas principalmente por silice, titanio,

aluminio, sodio, hierro y cloruros.




2. Particulas finas, con un didmetro aerodindmico igual o menor a 2.5 um
(PM,,). Estdn compuestas por productos derivados de la combustidn,
particularmente por diesel, e incluyen carbono, plomo, vanadio, di6éxido
de azufre y didxido de nitrégeno.

3. Las particulas wultrafinas son aquellas que tienen un didmetro
aerodindmico menor de 1 um. Estdn compuestas por los productos de
quemas agricolas y forestales y por la combustién de gasolina y diesel.
Sin embargo permanecen en la atmdsfera durante periodos muy cortos,

ya que tienden a unirse a particulas de mayor tamafio (Vallejo, et al 2003).

Se ha observado que conforme disminuye el tamafio de particula aumenta su
toxicidad, esto se debe a que las particulas mds pequefias son capaces de
penetrar mds profundamente en las vias respiratorias y una vez dentro del drbol
respiratorio éstas son capaces de acumularse en diferentes sitios, como fosas
nasales, laringe, trdquea, bronquios, bronquiolos y sacos alveolares (Rosales-

Castillo et al. 2001).

El didmetro de las particulas que respiran los seres humanos es importante,
ya que aquellas particulas cuyo didmetro sea superior a 10 um (PMio) son
retenidas en la nariz, mientras que las de didmetro de 2.5 ym (PM 2.5) afectan las
vias respiratorias bajas, ya que no encuentran barreras fisicas y llegan hasta los

alvéolos, siendo muy dificil su expulsién (Jacobson, 2002; Harrison et al, 2005).

Segtin la Norma Oficial Mexicana NOM-025-SSA1-1993 de Salud Ambiental,

los valores de concentraciéon mdxima para PST, PM,, y PM,_ en el aire son:
PST: 210 pug/m® promedio de 24 horas.

PMi1o0: 120 ug/m® promedio de 24 horas y 50 ug/m* promedio anual.

PM2.5: 65 ug/m® promedio de 24 horas y 15 ug/m* promedio anual.

En comparacién con valores publicados por la OMS y la Agencia de
Proteccién Ambiental de Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés) son
menores que los valores vigentes de la NOM-025-SSA1-1993. Esto se explica

porque desde la Gltima revision de las NOM, los resultados de estudios




cientificos alrededor del mundo han demostrado que los efectos en la salud se
pueden observar a concentraciones por debajo de los valores vigentes en las

normas nacionales (Tabla 1y 2) (SMA-GDF, 2009).

US EPA NOM

Promex nusal
Percentil 99 24 h | Promedio anual ; ', e Promedic anual | Percentil 98 24 h
del 2° maximo 24 h

50 pgfm? 20 pgfm? 150 pg/m? 50 pgfm? 120 pgfm?
287 pg/m? 106 pgfm? 16g pg/m3 106 pigfm? 247 pglm?
NO NO NO

Tabla 1. Evaluacién del cumplimiento de los valores recomendados por la OMS, la US EPA y la

NOM para particulas menores a 10 micrémetros durante 2009 (SMA-GDF, 2009).

Promedic

Percentil 92 Promedio . Promedio Percentil 98 Promedio
anual frianual ciel trianual 24 h anual
; Percentil 98 24 h ' = ‘

sspgim®  opgm®  3spgim® spgim®  Gspgim® 15 pg/m?
S5 e s O e O ) ISR
Cumple NO NO NO

Tabla 2. Evaluacién del cumplimiento de los valores recomendados por la OMS, la US EPA y la

NOM para particulas menores a 2.5 micrémetros durante 2009 (SMA-GDF- 2009).

Los principales componentes de las PST son compuestos orgénicos
adsorbidos en las particulas, los cuales pueden ser especies orgdnicas voldtiles o
semivoldtiles, metales de transicién (hierro, niquel, vanadio, cobre, etc.), iones
(sulfato, nitrato) gases reactivos (ozono, perdxidos, aldehidos) particulas de
material carbonoso (principalmente de procesos de combustién y particulas de
escape de vehiculos), materiales de origen biolégico (endotoxinas, bacterias,
virus, desechos animales y vegetales) y minerales (cuarzo, asbestos, polvo del
suelo). La composicion de particulas gruesas consiste principalmente de
minerales derivados de la corteza insolubles, sal de mar, material de origen

biolégico, etc. En contraste, las particulas finas y ultrafinas son principalmente




agregados carbonosos con metales y especies orgdnicas adsorbidas en las

cavidades de su superficie (Valavanidis et al, 2008).

Es importante comprender el papel que juegan los metales, como parte de la
contaminacién atmosférica, en especifico de las particulas suspendidas y sus

efectos en la salud de los organismos.

2.1.4.1 Principales metales relacionados con efectos adversos a la salud.

Un metal es un buen conductor del calor y la electricidad (Chang, 2000). Los
principales metales relacionados con efectos adversos a la salud son plomo,

cadmio, mercurio y arsénico (Jarup et al, 2003).

Estd bien documentado que el plomo puede causar efectos adversos a la
salud, los cuales incluyen neurotoxicidad y efectos deletéreos en el sistema
hematolégico y cardiovascular. (Garcia-Lestén et al, 2010). Tiene efectos téxicos

en la funcién tubular renal causando retencién de acido arico (Rosin, 2009).

El cadmio (Cd) es un metal pesado t6xico. En humanos, la exposicién aguda
via inhalada resulta en edema pulmonar e irritacién del tracto respiratorio,
mientras la exposicién crénica frecuentemente lleva a disfuncién renal, anemia,
osteoporosis y fracturas de los huesos. El Cd es también un potente carcinégeno
y es clasificado por la IARC como un carcinégeno humano (Liu et al, 2009;

Acosta et al, 2009).

El mercurio es muy téxico, en particular cuando se metaboliza para formar
mercurio de metilo (MeHg). Puede tener efectos perjudiciales en los sistemas
nervioso, digestivo, respiratorio e inmunitario y en los rifiones, ademds de
provocar dafio pulmonar (OMS, 2005). El sistema nervioso es el tejido blanco
para los efectos del MeHg en adultos y también en recién nacidos, bebés y nifios

(Li et al, 2010; OMS, 2005).

La exposicién a arsénico se sabe que lleva a cdncer de piel y de 6rganos
internos incluyendo pulmoén, vejiga urinaria, rifién e higado. Los efectos de
salud no relacionados con cdncer incluyen lesiones de la piel

(hipopigmentacién, hiperpigmentaciéon e hiperqueratosis), enfermedad




cardiovascular, enfermedad vascular periférica y diabetes tipo II (Kitchin , 2010)

y estd relacionado con efectos neurolégicos a largo plazo (Jarup, 2003).

Dentro de los metales que no se han demostrado que sean esenciales para el
humano y otros mamiferos se encuentra el vanadio, cuya importancia ha ido en
aumento debido a que la contaminacién ambiental por vanadio ha aumentado
dramdticamente en las tltimas décadas, debido al amplio uso de combustibles
fésiles, muchos de los cuales liberan V,O, a la atmdsfera durante su combustién
(Baran, 2008). Esto se demostré indirectamente por Fortoul et al, 2002, quienes
realizaron un estudio donde se detecté que la cantidad de vanadio aumenté en
pulmén en autopsias practicadas a residentes de la Ciudad de México que
vivieron en la década de los gos, en comparacion con los que vivieron en la
década de los 60s. Esto implica que el vanadio en la atmdsfera estd aumentando

y puede ser un riesgo para la salud humana.

2.2 VANADIO
2.2.1 Generalidades

Fue descubierto en 1801 por el mineralogista mexicano Andrés Manuel del Rio,
como resultado del estudio de un mineral en Zimapdn, al que llamé
“pancromio” debido al espectro de colores asociado con varios 6xidos del metal,
pero cambio el nombre a “eritronio”, por formar con los 4dlcalis sales que se
ponian rojas tras calentarse. Posteriormente Alexander von Humboldt lo
convencié de que habia confundido al eritronio con el cromo (Cr), lo que resulté
finalmente falso. El metal fue redescubierto en 1830 por Sefstrom, quien le
denominé vanadio (V), como lo conocemos hoy en honor a la diosa Nérdica de

la belleza, Vanadis (Garritz, 2007).

Es un metal de transicién ampliamente distribuido en la corteza terrestre con
una abundancia promedio de 0.14 mg/Kg; es el 20° elemento mds abundante y el
5° en cantidad en metales de transicién. Se puede encontrar en el petréleo en
niveles arriba de 1500 mg/Kg. Se presenta mayormente como el ién vanadil
(VO*) en la forma de complejos organometdlicos con porfirinas, las cuales se

originan de la formacién de petrdleo crudo, por la substituciéon del Mg de




clorofila de las plantas por V (Amorim et al, 2007). Algunos compuestos de
vanadio han sido estudiados para utilizarse en la terapia contra la diabetes y la
obesidad, ademds por sus propiedades moduladoras de la expresién de diversos
genes, es usado en modelos experimentales como agente anticarcinogénico
(Rodriguez-Mercado et al, 2006). Estd presente normalmente en muy bajas
concentraciones (10-8 mol/L) en prdcticamente todas las células de plantas y
animales (Barrio et al, 2006). El vanadio es caracterizado como un elemento
traza para plantas y animales, el cual estimula la sintesis de clorofila (Amorim
et al, 2007), la deficiencia de vanadio en animales se manifiesta en disminucién
del crecimiento, alteraciones reproductivas y trastornos de la funcién metabdlica
y celular en el rifién, corazén y cerebro (Bishayee et al, 2010). Su papel como
elemento traza esencial para humanos y para mamiferos atin no ha sido
establecido, asi mismo las enfermedades relacionadas a su deficiencia no han

sido identificadas (Amorim et al, 2007).

2.2.2 Propiedades quimicas

En la siguiente tabla se presentan algunas propiedades quimicas del vanadio
(tabla 3)

N° oxidacion -1a+5
Color Grisdceo
Densidad 6.11 g/cm®
Grupo VB

N° atémico 23

Configuracién electrénica | [Ar] 4s° 3d®

Peso atémico 50.95

Punto de fusién 1950 °C

Punto de ebullicion 3600°C

Geometria Octaédrica, piramidal

Tabla 3. Propiedades quimicas del Vanadio (Barrio et al, 2006; Rodriguez-Mercado et al, 2006).

El vanadio participa en los procesos bioldgicos en forma de anién o catién. En
condiciones fisiolégicas VY predomina como ani6én vanadato (H,VO DY VY como
catién vanadilo (VO*) (Rodriguez-Mercado et al, 2006). Se presenta como

vanadilo (VO*) debajo de un pH 3.5 y en soluciones bdsicas, su forma




predominante es ortovanadato (VO,*), el cual es quimicamente similar al

fosfato (PO,?) (Srivastava et al, 2004).

El pentdxido de vanadio (V,0,), es el compuesto mds comercial, es una sal de
color amarillo-rojizo, con punto de fusién de 1750 C y punto de ebullicién de
690 °C, es un agente quimico peligroso, su limite de exposicién ocupacional a
polvos y humos es de o.05 mg/m*® (Rodriguez-Mercado et al, 2006). Su
produccién mundial anual esta en el rango de 60,000 toneladas (Ehrlich et al,

2008).

2.2.3 Fuentes

La liberacién de vanadio a la atmoésfera es principalmente ocasionada por la
actividad humana, por lo que es considerado un contaminante ambiental. Se ha
estimado que de las 64 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente,
alrededor del 91% son producto de la actividad industrial, de la combustién de

petréleo, de carbén y de aceites pesados (Rodriguez-Mercado, 2006).

El vanadio se obtiene de los minerales cuprodescoloicita, patronita,
vanadinita, carnotita, entre otros. También se encuentra en grandes cantidades
en forma de complejos metdlicos y organometdlicos en todos los petréleos
crudos y materiales de origen f6sil. La concentracién en los petréleos del mundo
es muy variable y depende del lugar de origen (IPCS, 2001). Los petrdleos de
América son los que contienen mds vanadio, en crudos provenientes de
Venezuela las concentraciones van de 282 a 1,180 ug/g, en la variedad atabasca de
Canad4 y la maya de México el contenido es de 640 a 243 ug/g, respectivamente
(Rodriguez-Mercado et al, 2006). Los combustibles crudos contienen trazas
detectables de vanadio (desde menos de 1 a 1600 mg/Kg) y las cenizas de la
combustién del petréleo contienen mds de un 80% de pentdéxido de vanadio
(V,0,) (Garcia, 2006). Aunque la mayoria de los alimentos contienen baja
cantidad de vanadio (<1 ng/g), los alimentos son la mayor fuente de exposicién a
vanadio para la poblacién en general Muchos cereales, pescado, fruta fresca y
vegetales contienen de este elemento mds de 40 mg por gramo de comida.
Alimentos ricos en vanadio son champifiones, mariscos, perejil, pimienta negra,

etc (Barceloux, 1999; Bishayee et al, 2010).
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Las emisiones atmosféricas de vanadio por fuentes naturales han sido
estimadas en 8.4 toneladas por afio mundialmente. Las fuentes naturales en
orden de importancia son: polvos continentales, volcanes, aerosoles marinos,

incendios forestales y procesos biogénicos (IPCS, 2001).

2.2.4 Usos

Se emplea en la produccion de acero y aleaciones no ferrosas, fabricacién de
semiconductores, reveladores fotograficos y agentes colorantes. La adicion de
compuestos de vanadio mejora la dureza, maleabilidad y resistencia del acero.
Sus aleaciones son usadas en aviones, tecnologia espacial y la industria de la
energia atomica (Barceloux, 1999). Los 6xidos de vanadio como el pentdxido, son
usados para la produccién de aleaciones de metales, la fabricacién de baterias de
litio y ldmparas de alta presion y para la sintesis de quimicos (Ehrlich et al,
2008); se utiliza como catalizador de procesos de oxidacién en fase gaseosa,
particularmente la conversion de diéxido de azifre a trioxido de azufre durante
la fabricacién de 4cido sulftrico; también es usado en algunos pigmentos y
tintas usadas en la industria de la cerdmica para dar un color que va del marrén
al verde (Barceloux, 1999; Chandra et al, 2007; IPCS, 2001). En la industria
agricola se emplea en la elaboracién de fungicidas e insecticidas y como
micronutrientes en fertilizantes, ademds en la produccién de caucho sintético.
(Rodriguez-Mercado et al, 2006). Ademds estudios que emplean técnica de
fluorescencia de rayos-X, sugieren que el vanadio se acumula en mayor cantidad
en tejido mamario canceroso, que en tejido normal, por lo tanto utilizando la
radiacién emitida por isétopo “V, se pueden generar imdgenes que permitirdn

dar un diagnéstico temprano del cdncer de mama (Bishayee et al, 2010).

2.2.5 Vias de exposicién

El Vanadio ingresa al organismo por inhalacién, el tracto gastrointestinal y la
piel y se acumula principalmente en el rifién, bazo, huesos, higado (Barrio, 2006)
y pulmén (Evangelou, 2002), aunque también se presenta en cerebro, pancreas,

testiculos y corazén (Bishayee et al, 2010). Para la poblacién en general, los

11



alimentos representan la mayor fuente de exposicién a vanadio, con un
consumo de <10 pg/dia (Amorim et al, 2007), pero solo se absorbe del o.5 al 2%
de la cantidad ingerida (IPCS, 2001) asi, es pobremente absorbido por el tracto
gastrointestinal. La inhalacién es la principal via de absorcién del cuerpo
(Cooper, 2007). La piel probablemente es la ruta de menor absorcién, debido a la

baja solubilidad del vanadio metélico (Barceloux, 1999).

La exposicién ocupacional a 6xidos de vanadio se presenta en los centros de
produccién, durante el procesamiento y refinacién de minerales de vanadio,
durante la elaboracién de productos que contienen vanadio, en el curso de la
quema de combustibles ricos en vanadio y por la manipulacion de catalizadores

en la industria quimica (Ehrlich et al, 2008).

Debido a la concentracién de vanadio a la que estd expuesta la poblacién, en
particular las personas ocupacionalmente expuestas es importante mencionar

como se lleva a cabo la absorcidn, distribucién y excrecién de este elemento.

2.2.6 Toxicocinética

Por via inhalada, el vanadio es absorbido en particulas suspendidas <25 um,y
con este didmetro el vanadio ficilmente llega a los alvéolos y entra
directamente a la circulacién (Fortoul et al, 2007). Estas particulas pueden
permanecer en pulmones si el cuerpo no provee un mecanismo para su
eliminacién (Ferndndez-Espinosa et al, 2002), por ejemplo, las particulas de 1 a 5
um son depositadas en la regién traqueobronquiolar del pulmoén, que es la
region intermedia, de aqui pueden ser eliminadas por el moco mediante un
movimiento de los cilios hacia arriba, a las regiones donde se podrian eliminar
por medio de estornudos o tos y pueden pasar al tracto gastrointestinal. Las
particulas de 1 mm y mas pequefias pueden ser eliminadas a través del sistema

linfitico o por medio de macréfagos alveolares (Pefia et al, 2001)

Por via oral, la mayorfa del vanadio ingerido es transformado a la forma
vanadilo catiénico en el estmago antes de ser absorbido en el duodeno a través
de un mecanismo desconocido. Por otra parte, el vanadio en su forma de

vanadato aniénico (H,VO™) es absorbido en cantidades mayores (cerca de cinco
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veces més que la forma vanadilo) a través del sistema de transporte aniénico

(Mukherjee et al, 2004).

El vanadio al llegar al torrente sanguineo es reducido de vanadato (VY) a
vanadilo (V) por glutatién de eritrocitos o por &cido ascérbico en plasma
(Chandra et al, 2007; Evangelou, 2002) . Aproximadamente 9o% del vanadio en
la sangre reside en el plasma (Barceloux, 1999). El V es rdpidamente
transportado por proteinas de la sangre a varios tejidos, el vanadato por la
transferrina y el vanadilo por la albimina y transferrina (Mukherjee et al, 2004).
Las condiciones de pH neutro propician el dominio de V' en plasma. Se tiene
bien establecido que el V' entra a la célula por mecanismos de transporte
anidnico, principalmente por los canales de fosfato. En el interior de la célula el
VY puede ser nuevamente reducido a V'V por el glutatién y otros sustratos donde

permanece unido (Rodriguez-Mercado et al, 2006).

Los efectos de la administracién de vanadio persisten incluso después de que
el vanadio ha sido retirado por varios dias. El vanadio no absorbido es excretado
en las heces. Cuando el vanadio es administrado por ruta parenteral, 10% del
vanadio es encontrado en las heces de humanos y ratas. Se ha reportado que el

vanadio es excretado a través de la bilis y de la orina (Mukherjee et al, 2004).

Estudios en animales indican que la eliminacién de vanadio del cuerpo a
través de la orina, es bifdsica con una tasa rdpida inicial de eliminacién (10-20

horas) y una fase larga terminal (40-50 dias) (Barceloux, 1999) (Figura 1).
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Via de exposicion

vanadil Albumina,

transferrina,

hemoglobina
vanadato

Drganos: Rinon,
Higado, Bazo,
Pulmén y Huesos

Figura 1. Toxicocinética del vanadio.

2.2.7 Toxicidad

En general la toxicidad del V aumenta conforme aumenta la valencia, siendo el
vanadio pentavalente el mds t6xico. Los 6xidos de vanadio pueden llegar a ser
mas tdxicos que las sales de vanadio (Evangelou et al, 2002). Aunque en
condiciones naturales, los efectos téxicos no se presentan con frecuencia, en
altas dosis, o como consecuencia de exposicién crénica, es un elemento

relativamente téxico para humanos (Baran, 2008).

2.2.7 1 Dafios a la salud en humanos ocupacionalmente expuestos

El tracto respiratorio alto es el principal blanco en la exposicién ocupacional.
Los compuestos del vanadio, principalmente V,0,, son fuertes irritantes de las
vias respiratorias y ojos. La exposicién aguda y crénica da lugar a conjuntivitis,

rinitis, bronquitis, broncoespasmo (Baran, 2008) y enfermedades parecidas al
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asma en casos mds graves (Ingram et al, 2007). También produce fatiga,
palpitaciones cardiacas, malestar gastrointestinal, dafio hepdtico e incluso
desordenes neuroldgicos. En humano, la toxicidad aguda ha sido observada en
trabajadores de minas de vanadio y trabajadores de industrias, expuestos a altas
dosis de vanadio, donde los sintomas cldsicos son el sindrome de la “lengua

verde”, junto con algunos ya mencionados (Baran, 2008).

De acuerdo a la International Agency for Research on Cancer (IARC,
2006), la exposicion por inhalaciéon de V,0, en plantas de vanadio existe
mundialmente y cientos de trabajadores pueden estar afectados. La
Administracién de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha establecido un
limite de exposicién ocupacional de o0.05 mg/m?* de pentdxido de vanadio en el
polvo respirable, para trabajadores que estdn expuestos a vanadio en el aire del
lugar de trabajo en un dia laboral de 8 horas, durante una semana de trabajo de
40 horas (Barceloux, 1999; ATSDR). Sin embargo mediciones realizadas de la
concentracién de vanadio en el aire, en fabricas de vanadio dieron valores en el

rango de 0.02 — 5 mg/m* (IARC 2006).

2.2.7.2 Toxicidad celular

El vanadio posee un papel regulatorio en diferentes procesos fisiolégicos tales
como crecimiento celular, metabolismo de glucosa y lipidico (Chandra et al,
2007), estimula la diferenciacién celular (IARC, 2006) influye en una serie de
enzimas (fosfatasas, ATPasas, peroxidasas, ribonucleasas, proteina cinasas y
oxido reductasas), regula la funcién de varios segundos mensajeros y modula
una serie de genes. Presenta diversas propiedades farmacoldgicas:
hipolipemiante, antihipertensiva, provoca disminucién de peso corporal, tiene
efectos diuréticos y mejora la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina y
mioglobina y presenta accién diurética (Bishayee et al, 2010), por otro lado, ha
sido empleado como anticonceptivo vaginal (Chandra et al, 2007). Ademds, se
cree que el vanadato (V) es capaz de imitar algunas de las acciones biolédgicas

del fosfato (Assem & Levi, 2009).

Las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) sirven como importantes reguladores

de vias de transduccién de sefiales y son blancos sensibles de estrés oxidante. El
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vanadio induce inactivacién intracelular de PTPs, por una variedad de
mecanismos bioquimicos (Evangelou et al, 2002). Esta inhibicién media el
arresto del ciclo celular inducido por complejos de V. Dicho arresto también se
puede llevar a cabo a través de la activacion de la superfamilia de las Proteinas

Cinasas Activadas por Mitégeno (MAPKs) (Evangelou et al, 2002).

Otra consecuencia de la inhibicién de las PTPs por el vanadio, es que provoca
un desbalance en el sistema Proteina Tirosina Cinasa (PTKs)/PTPs, causando la
activaciéon de (Factor Nuclear kappa B) NF-kf a través de la fosforilacién de
MAPKs (Jung et al, 2009).

Los efectos miméticos a la insulina de algunos compuestos de V que se
estudian para tratar la diabetes humana, se pueden atribuir a su analogia con el

fosfato y a la inhibicién de PTPs (Barrio, 2006; Bortolini et al, 2005).

Los compuestos del vanadio provocan estrés celular via la inhibicién de PTPs
(Ingram et al, 2002) y a través de la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Ehrlich et al, 2008). Se ha demostrado que los compuestos del vanadio
estimulan la liberacion de H,0, en varios tipos de células pulmonares,
incluyendo macréfagos alveolares, células epiteliales pulmonares humanas y
fibroblastos de pulmén de humano. El estrés oxidante inducido por vanadio
aumenta la fosforilacion de MAPKs a través del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y estimula la activacién de multiples factores de
crecimiento incluyendo ps53, AP-1, NF-kB y STAT-1, los cuales juegan un papel
importante en la proliferacién celular, apoptosis, diferenciacion y la induccién

de mediadores proinflamatorios (Evangelou et al, 2002; Ingram et al, 2007).

Después de la administracién intragdstrica de sulfato de vanadilo,
ortovanadato de sodio y sulfato de amonio, se observé dafio al ADN,
clastogenicidad y aneugenicidad en algunas células (Assem & Levy, 2009), asi
como aberraciones cromosdmicas en médula 6sea de ratones (Evangelou et al,

2002).

En un estudio realizado por Ehrlich y cols en 2008, donde los trabajadores
estaban expuestos al polvo de V,0, durante 8 horas diarias, a lo largo de 7 meses,

observaron que el V,0, causa oxidacién de las bases del ADN en células
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sanguineas, sugiriendo que los trabajadores estdn en un mayor riesgo de cdncer

y otras enfermedades, relacionadas a la inestabilidad del ADN.

2.2.7.3 Toxicidad sistémica

En la evaluacién del riesgo de la exposicion a V, hacen falta datos referentes al
ser humano, por lo que se han utilizado modelos animales, encontrando por
ejemplo, aumento de adenomas y carcinomas de pulmoén en ratones después de
la inhalaciéon de V,O,, asi como hiperplasia en tejido pulmonar. Estos hallazgos
llevaron a la reevaluacién del oxido del metal y a su clasificacién en el grupo 2B

como posible carcinégeno para el ser humano(Ehrlich et al, 2008).

En el sistema inmune se ha encontrado que la inhalacién de V reduce el
indice fagocitico y la producciéon de interleucina (IL)-6 e interferén (IFN)-y en

macrofagos de pulmoén de ratas (Cohen et al, 1997).

Un estudio realizado por Hogan, 2000, donde se administré una inyeccién de
sulfato de vanadilo via intraperitoneal, observé aumento del 26.8% en el nimero
de leucocitos en la circulacién comenzando un dia después de la inyeccién y

continuando hasta el dia 7.

También han sido establecidos los efectos téxicos en las funciones
reproductivas y en el desarrollo de ratas y ratones, tales como impacto negativo
en la tasa de concepcidn y desarrollo fetal, por compuestos de vanadio. La
reduccidén en la fertilidad de ratones machos fue confirmada por una reduccién

en la motilidad de los espermatozoides in vitro (IARC, 2006).

En un estudio realizado administrando metavanadato de amonio a ratas en
dosis de 0.4 y 0.6 mg/kg diariamente durante 26 dias, asi como un estudio in
vitro, demostraron que el vanadio aumenta la peroxidacién lipidica testicular, se
presenta una marcada inhibicién en el nivel de superéxido dismutasa asi como
de actividad de catalasa, disminucién del conteo espermdtico y disminucién del
nivel de testosterona en suero. El examen histopatolégico reveld inhibiciéon de la
espermatogénesis, pérdida de espermdtidas maduras y aumento del porcentaje

de espermatozoides anormales, sugiriendo que el aumento en la formacién de
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radicales libres y pérdida del sistema de defensa antioxidante durante la
exposicién a V, pueden hacer que los testiculos sean mds susceptibles al dafio

oxidante llegando a su inactivacién funcional (Chandra et al, 2007).

En lo referente al hueso, se sabe que el vanadio se acumula en los huesos en
grandes cantidades (10-26 ug/g), debido probablemente a su asociacién con el
fosfato, sustituyendo los aniones fosfato en la red de hidroxiapatita. Varios
grupos de investigaciéon han reportado previamente que derivados del vanadio
se comportan como componentes miméticos de factores de crecimiento, por el
parecido con factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), promoviendo asi la formacién y reparacién de hueso.
Estudios en fibroblastos han mostrado que los compuestos de vanadio estimulan
la sintesis de DNA y coldgeno, sugiriendo que son inductores y promotores de

diferenciacion osteobldstica (Barrio et al, 2006).

En nuestro grupo de investigacion, usando un modelo de inhalacién de V,O,
0.02 M, dos veces por semana, en el cual se alcanza una concentracién de 15
mg/m3 en la caja de inhalacién, se han encontrado hallazgos como los

siguientes:

Autor Hallazgo

Acumulacion de V en testiculos de ratones macho,
provocando una disminucién en el porcentaje de gama
tubulina en las células testiculares analizadas (Sertoli,
Leydig y germinales). Lo anterior puede provocar
alteraciones en la espermatogénesis, llegando
probablemente a infertilidad (Mussali et al, 2008).

Mussali-Galante et al,
Toxicology and Industrial

Health, 2005; 21: 215-222.

Avila-Costa et al,
Pérdida de espinas dendriticas de CA1 piramidal y

Neurotoxicology, 2006; 27: | necrosis celular en el hipocampo, asociada a alteraciones

1007-1012.

de la memoria espacial.

Fortoul et al, Reproductive
Toxicology, 2007; 23: 588-
592.

Necrosis de espermatogonias, espermatocitos y células de
Sertoli, asi como disrupciéon de uniones celulares,
resaltando la importancia de la barrera hemato-testicular
en la funcién de las células de Sertoli.

Colin-Barenque et al, J
Appl Toxicol.
2008;28(6):718-23

Aumento en la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y
9 en diferentes estructuras del sistema nervioso central
(SNC), asociado a perdida de espinas dendriticas y muerte
neuronal.

Pinén-Zarate et al, Journal

Cambios histolégicos y dafio funcional en el bazo, como
son aumento del nimero de centros germinales (con
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of Immunotoxicology, presencia de mayor ndmero de linfocitos); también se
demostré el aumento en el nivel de anticuerpo HBSAD,
pero con disminucién de la afinidad de los anticuerpos a
su antigeno, afectando asi la respuesta inmune humoral
del organismo.

2008; 5: 115-122.

Disminucién de la concentracion tanto de hemoglobina
como de hematocrito, relaciondndolo con accién

Gonzdlez-Villalva et al, hemolitica del vanadio, lo cual puede estar asociado con

L la generacién de ROS y su accién oxidante en los lipidos
Current Topics in de membrana, facilitando la fragilidad osmédtica. Asi
Toxicology. 2000; 6: 31-38. mismo se observd leucocitosis, neutrofilia, linfocitosis,

trombocitosis y megaplaquetas, sugiriendo que el V
inhalado induce modificaciones en la sangre e
inflamacién sistémica crénica.

Ademids en este mismo modelo de inhalacién se han realizado estudios post-
exposicién encontrdndose por ejemplo aumento en la frecuencia de
microntcleos  presentes en los eritrocitos policromdticos de los ratones
expuestos durante 30 dias de exposicién y manteniéndose dicho efecto después
de go dias después de finalizada la exposicién (Rojas-Lemus, 2009). Por otro
lado, en sistema nervioso de ratones expuestos a 4 semanas, se encontro
disminucién en la densidad de espinas dendriticas en giro dentado del
hipocampo, pero en este sitio si hubo recuperacién a las 12 semanas después de

finalizada la exposicién (Vega-Bautista, 2010).

2.3 ANTECEDENTES
2.31 EFECTO DEL VANADIO EN LOS MEGACARIOCITOS

El primero en reportar aumento en el nimero de megacariocitos (Mks) en bazo,
asf como aumento de tamario de bazo de ratones expuestos a vanadio fue, Cohen
et al, 1984, quien inyect6 a ratones hembra via intraperitoneal, metavanadato de
amonio (NH,VO,), durante g semanas. Asi mismo Al-bayati et al, 1992, menciona
aumento en el nimero de megacariocitos en bazo de ratones expuestos a
Vanadio. No fue hasta que en nuestro grupo de trabajo, Gonzdlez Villalva et al,
2006, reporta que ratones machos CDi, los cuales inhalaron V,O, durante doce
semanas presentaron aumento en el nimero de plaquetas y la presencia de
plaquetas gigantes, ademds de leucocitosis y anemia. Con estos antecedentes, en

el mismo modelo, se analiz6 el bazo y la médula 6sea de ratones expuestos a
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vanadio y se encontré aumento en el nimero y tamafio de megacariocitos, con
su pico méximo a las 8 semanas de exposicion, los cuales se observaron mas
poliploides en ambos 6rganos (Fortoul et al, 2008). Ademds, se analiz6 la
ultraestructura de los megacariocitos, observando aumento en el contenido de
granulos o y densos, asi como de membranas de demarcacion en los
megacariocitos de ratones expuestos a V,0, (Fortoul et al, 2009). Sin embargo es
importante mencionar que no se ha realizado un estudio pos-exposicion en Mks

de érganos expuestos a vanadio.

La Trombopoyetina (TPO) y su receptor c-Mpl, son fundamentales en el
desarrollo de los megacariocitos y la produccién de plaquetas (Kaushansky,
2005) y en este modelo se ha encontrado disminuciéon significativa en la
concentraciéon del receptor de trombopoyetina, c-Mpl, en megacariocitos de
bazo de ratones expuestos a V,0, por inhalacién, sin cambios significativos en las
concentraciones de trombopoyetina (TPO) e IL-6 lo que sugiere una
trombocitosis de tipo clonal, aunque no se descarta la posibilidad de que sea una
trombocitosis de tipo reactivo por inflamacién crénica (Diaz-Bech, 2007).
Relacionado a la trombocitosis y megacariocitosis reportada anteriormente, se
midio la presencia de TPO en bazo no encontrdndose cambios significativos con
respecto al control, sin embargo si hay aumento de dicha hormona en higado y
pulmén, lo que nos indica que el vanadio podria estar estimulando la
produccién de TPO en érganos en los que no lo hace en condiciones normales,

como es el caso del pulmén (Diaz-Fuentes, 2009).

2.3.2 MEGACARIOCITOS

Los megacariocitos (Mks) residen principalmente en la médula 6sea donde
constituyen el 1% de la poblacién celular total (Beaulieu & Freedman, 2010),
aunque en algunas especies como en el ratén, también se encuentran en el bazo,
debido a que este 6rgano conserva su capacidad hematopoyética incluso en el
adulto. Es una célula 10 veces mds grande que el resto de células de médula
6sea, mide hasta 150 um de didmetro debido a que presenta un proceso llamado
endomitosis, en el cual la célula duplica su material genético y tiene mitosis

pero sin cariocinesis ni citocinesis, por lo que es de gran tamarfio y con nucleo
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poliploide, llega a tener hasta 64n de material genético, de hecho debe su
nombre a esta caracteristica (mega = grande; karyo = nudcleo) (Gonzdlez Villalva

et al, 2010) (Figura 2).

Los megacariocitos se forman a través de un proceso de diferenciaciéon y
maduracién, el cual forma parte de la hematopoyesis, denominado
“megacariopoyesis” (Beaulie & Freedman, 2010), en donde el megacariocito,
como en el caso de todas las otras células de linajes hematopoyéticos, deriva de
células troncales hematopoyéticas (CTH) (Bluteau et al, 2009), las cuales son
capaces de auto-renovarse (al dividirse, por lo menos una de las células hijas
conserva las propiedades de la célula madre) y son multipotenciales (pueden dar
origen a los distintos linajes sanguineos) (Mayani et al, 2007). La CTH da origen
a una Progenitora Linfoide Comin (PLC) y otra Progenitora Mieloide Comin
(PMC), siendo esta ultima, la que da origen a la Progenitora Eritroide-
Megacariocitica (PEM), de la cual se diferencian eritrocitos y megacariocitos.

(Gonzalez Villalva et al, 2010).

El promegacarioblasto es el primer precursor megacariocitico reconocible.
El megacarioblasto o estadio I del megacariocito, tiene un nicleo de forma
arrifionada con dos grupos de cromosomas (4N); mide de 10 a 50 um de
didmetro, es basodfilo debido a la gran cantidad de ribosomas, aunque el
citoplasma en este estadio carece de grdnulos. El promegacariocito, o estadio II
del megacariocito es 20 a 80 um de didmetro, su citoplasma es menos basdfilo
que el megacarioblasto y contiene grdnulos en desarrollo (Italiano & Hartwig,

2007).
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Figura 2. A) Megacariocito con nicleo poliploide, donde se puede observar su sistema de
membranas de demarcacién y sus granulos alfa y densos. B) Megacariocito con proplaquetas, las

cuales dan lugar a las plaquetas.

El megacariocito presenta endomitosis y llega a ser poliploide a través de
repetidos ciclos de replicaciéon de DNA sin divisién celular. Aunque el namero
de ciclos endomitéticos puede oscilar de 2 a 6, la mayoria de los megacariocitos
presenta 3 ciclos para lograr un contenido de DNA de 16N (Italiano & Hartwig,
2007). Que el megacariocito sea poliploide, es una manera de aumentar el
volumen de citoplasma del megacariocito de forma paralela a la ploidia, para asi

aumentar la produccién de plaquetas. (Bluteau et al, 2009).

Después de que el proceso de endomitosis se completa, el megacariocito
comienza un estadio de maduracién en el cual, el citoplasma se llena con
proteinas especificas (figura 3) de plaquetas, organelos y una de las mads
extraordinarias caracteristicas de un megacariocito maduro, su sistema de
membrana de demarcacién (SMD) - una extensa red de canales de membranas
compuesta de cisternas y tdbulos. Se ha propuesto que el SMD deriva de la
membrana plasmdtica del megacariocito en forma de invaginaciones tubulares
(Italiano & Hartwig, 2007). Junto con el SMD, los microtdbulos y filamentos de
actina son los principales actores en la formacién de plaquetas (Bluteau et al,

2009).
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Los megacariocitos contienen un sistema tubular denso, el cual se cree que

es el sitio de sintesis de prostaglandinas en plaquetas y almacén de calcio.

La maduracién de megacariocitos se caracteriza por la formacién y
aparicién progresiva de una variedad de grdnulos secretores (Italiano &
Hartwig, 2007), que incluyen lisosomas, grdnulos densos y grdnulos o (Bluteau
et al, 2009). Los mds abundantes son los grdnulos a, que contienen proteinas
(que pueden ser sintetizadas o endocitadas) esenciales de adhesién plaquetaria
durante la reparacién vascular. Varias proteinas de membrana, criticas para la
funcién plaquetaria son empaquetadas en granulos o (Bluteau et al, 2009;
Tachil, 2009; Martinez-Ezquerro & Herrara, 2006). Los grdnulos densos (o
cuerpos densos) tienen un tamaro aproximado de 250 nm, contienen sustancias
de actividad hemostdtica, que son liberadas tras la activacién plaquetaria,
incluyendo serotonina, catecolaminas, ADP, ATP y calcio (Italiano & Hartwig,

2007) (Figura 3).

Contenido de granulos alfa

Quimiocinas
Factor plaquetario 4
Péptido activador de neutrofilos 2 (NAP-2)
Proteina inflamatoria de macrofagos 1-alfa (MIP-1-alf:

Proteinas de adhesion
Trombospondina (TSP)
Fibrinégeno
Fibronectina

Factores de crecimiento
Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGI
Factor de crecimiento transformante (TGF-Beta)
Factor de crecimiento epidermal (EGF)
Factor de crecimiento tipo insulina (IGF)
Receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular 2 (VEGFR-2)
Factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF

Metaloproteinasas (MMPs)

P-selectina

Factor de von Willebrand (VWF)

Glicoproteina lib-llla

Inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1)

Contenido de granulos densos

Serotonina

Adrenalina

Noradrenalina

Dopamina

Histamina

Cationes bivalentes. Ca%+y Mg?

Figura 3. Contenido de granulos alfa y densos de los megacariocitos.
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Tras la estimulacién de multiples factores, incluyendo trombopoyetina, los
megacariocitos se adhieren al endotelio de los sinusoides de médula ésea, y
forman prolongaciones del citoplasma llamadas proplaquetas, las cuales
maduran en plaquetas en un proceso denominado trombopoyesis (Beaulieu &
Freedman, 2010). Antes de la formacién de proplaquetas, el SMD se asocia con
microtibulos y filamentos de actina. La polimerizacién de moléculas de
tubulina es necesaria al inicio, y mds adelante, el deslizamiento de microtabulos
sobrelapados actia como un motor primario para la elongacién de las
proplaquetas. (Bluteau et al, 2010). (Italiano et al, 2007). Los microtibulos
también sirven para el transporte de las mitocondrias, grdnulos y otros
organelos vesiculares de las plaquetas, ademds de transportar spliceosomas que
podrian ser importantes por permitir la sintesis de proteinas en las plaquetas La
fragmentacion de las proplaquetas ocurre exclusivamente dentro de los
sinusoides, en la circulacién sanguinea, de otro modo las plaquetas

permanecerian atrapadas en la médula (Bluteau et al, 2010).

El principal regulador de la produccién de plaquetas es la trombopoyetina
(TPO), una glicoproteina producida en el higado, rifion y médula osea.

(Kaushansky, 2005).

2.3.2.1 Plaquetas

Las plaquetas son pequefios elementos sanguineos anucleados (1-3 um) cuyo
progenitor es el megacariocito. El conteo de plaquetas en humano
generalmente esta entre 100,000-400,000/uL, haciendo a las plaquetas la
segunda célula mds abundante (Ombrello et al, 2010) de la sangre, con una
membrana celular que se invagina formando los llamados sistemas canicular
abierto y el tubular denso. El primero constituye una serie de canales abiertos
hacia el exterior que facilitan el proceso de secrecién y permiten el acceso de
sustancias hacia el interior de la plaqueta. El sistema tubular denso se forma de
componentes del reticulo endopldsmico del MKk y constituye el sitio principal de
almacenamiento de Ca*. Inmediatamente, por debajo y alrededor de toda la

membrana plasmdtica se presenta un haz microtubular y una red de
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microfilamentos con propiedades contrictiles que constituyen el citoesqueleto
de la plaqueta. En el citoplasma plaquetario se encuentran mitocondrias,
peroxisomas, lisosomas, particulas de glucégeno y diferentes tipos de numerosos

granulos (Guzmdn Grenfell, 2005).

Contienen tres tipos de compartimentos de almacenamiento — granulos a,
granulos densos y lisosomas — cuyos contenidos son liberados a la circulacién o
translocados a la superficie de la plaqueta tras la activacion plaquetaria (Smyth
et al, 2009) donde cambian de forma, secretan sus granulos intracelulares y se
agregan unas con otras (Reed et al, 2000); es importante sefialar que estos
granulos son los mismos que se encuentran presentes en los megacariocitos.
Desde los afios ochenta se sabe que las plaquetas sintetizan proteinas
constitutivas a partir de mRNA estable (Guzmdn Grenfell, 2005). Las plaquetas
tienen varios mecanismos extranucleares tinicos para la traduccién de mRNA en

proteinas de una forma dependiente de sefial (Smyth et al, 2009).

Juegan un papel importante en diversos procesos como son la hemostasia,
trombosis, promoviendo respuestas inflamatorias e inmunes, mantenimiento de

la integridad vascular y contribuyen a la curacién de heridas (Smyth et al, 2009).

Las plaquetas pueden reclutar leucocitos y células progenitoras a sitios de
lesion vascular y trombosis; almacenan, producen y liberan factores
proinflamatorios, anti-inflamatorios y angiogénicos a la circulacién, ademads
estimulan la generacién de trombina; en modelos experimentales, se ha
mostrado que estas funciones contribuyen a patologias como son ateroesclerosis,
sepsis, hepatitis, reestenosis vascular (Smyth et al, 2009), aterogénesis (Blair et al,

2009) y metdstasis (Gupta, 2004).

2.3.3 MEGACARIOCITOSIS Y SU RELACION CON FIBROSIS

Se ha postulado la relacién que existe entre el aumento en el nimero de
plaquetas (trombocitosis), asi como de sus progenitores, los megacariocitos
(megacariocitosis) con la fibrosis, ya que se ha demostrado que al activarse las
plaquetas o bien al presentar los Mks el fenémeno de emperipolesis, el cual

consiste en internalizar otras células (principalmente neutréfilos), se da la
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liberacion de grdnulos y su contenido, que entre otras cosas, contienen factores
profibrogénicos, los cuales, en condiciones normales favorecen la cicatrizacién
de heridas, pero en circunstancias patolégicas provocan fibrosis en los sitios

donde estdn presentes tanto las plaquetas como los MKks.

La relacién megacariocitosis y fibrosis se ha asociado con dos patologias
principalmente, una de ellas es la mielofibrosis (MF) idiopdtica, también
conocida como MF primaria o metaplasia mieloide agnogénica; es un desorden
mieloproliferativo caracterizado por fibrosis de médula 6sea, hematopoyesis
extramedular, esplenomegalia y un elevado numero de precursores
hematopoyéticos en sangre periférica (Ciurea et al, 2007), aqui, la fibrosis de
médula dsea, se cree que representa una reaccién hacia la proliferacién clonal
de células hematopoyéticas. Ademds, la progresiva acumulacion de algunos
linajes, especialmente megacariocitos, ha sido reconocido durante mucho
tiempo en MF idiopdtica y en otros sindromes de hiperproliferacién
megacariocitica en humanos y ratones y frecuentemente asociados con fibrosis
secundaria (Shivdasani, 2002). La segunda patologia es la fibrosis pulmonar, ya
que la presencia de Mks en pulmén ha sido evidenciada por muchos afios, con la
primera descripcién reportada por Aschoff en 1893, sugiriendo que los Mks se
originan en médula 6sea, migran por el torrente sanguineo y se quedan en el
lecho capilar del pulmén, donde liberan plaquetas (Tachil, 2008; Yamauchi,
1996). Sin embargo la evidencia habia sido de forma indirecta, hasta que Zucker-
Franklin & Philipp, 2000 administrando TPO y realizando anélisis estructural a
muestras de pulmoén de ratones, demostraron la presencia de Mks en pulmén asi

como la liberaciéon de plaquetas en el mismo.

Debido a que los Mks y plaquetas son considerados las principales fuentes de
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento
transformante (TGF-$) y que poblaciones anormales de Mks han sido observadas
en médula 6sea de pacientes con mielofibrosis, con deposicién en exceso de
proteinas de matriz extracelular y coldgeno, una anormal liberacién de factores
de crecimiento tales como TGF-$ y PDGF pueden ser responsables del desarrollo
de fibrosis medular (Schmitt et al, 2000), por otra parte en la MF, la fibrosis
generalmente comienza a desarrollarse en la cercania a grupos de Mks en
proliferacion atipica (Bock et al, 2002). Ademds de TGF-f y PDGF, también se

existen otros factores relacionados como: factor de crecimiento de fibroblastos
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bésico (bFGF) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que han sido
implicados en la generacién de fibrosis de médula dsea (Ciurea et al, 2007). Al
mismo tiempo, el aumento de Mks presentes en los pulmones, se puede
considerar que contribuyen a fibrosis pulmonar en esclerosis sistémica, de una
forma similar, a la observada en la mielofibrosis idiopdtica (Thachil, 2008)

(Figura 4).

Fibrosis

Reborts %z//ﬂe/ Ea‘gy

Figura 4. Megacariocitos presentando emperipolesis, lo cual da lugar a la liberaciéon de granulos
oy densos y su contenido, encontrandose entre otros, factores profibréticos. En condiciones
patolégicas dicha liberacién provoca fibrosis, en lugares donde se encuentran presentes los Mks,

como puede ser médula dsea, bazo y pulmén.

En un estudio llevado a cabo utilizando muestras de médula désea y sangre
periférica de pacientes con Sindrome mielodispldsico con mielofibrosis (SMD-
MF (+)) y pacientes con Sindrome mielodispldsico sin mielofibrosis (SMD-MF (-
)), se observé mayor niumero de megacariocitos y de TGF-f en pacientes con
SMD-MF (+), por lo que se postula una correlacién entre la concentracion de

TGF-B y el grado de mielofibrosis (Akiyama et al, 2005).

En un modelo experimental de ratones con MF se demostr6 aumento de

Mks y plaquetas en comparacién de los ratones sin MF, relaciondndose asi dicho
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aumento de Mks, plaquetas y liberacién de grdnulos o, con la activacion de

fibroblastos en exceso, que llevan a MF (Schmitt et al, 2000).

En otro estudio, utilizando cultivos de células CD34+ de sangre periférica de
pacientes con IMF y voluntarios sanos y cultivando dichas células en presencia
de factor de células madre (SCF) y TPO, se observé que las células de pacientes
IMF generaron una cantidad 24 veces mayor de Mks que las células CD34+
control, ademds de un patrén de retraso de apoptosis y sobreexpresion de
proteina antiapoptéticas bcl-xL. Asi mismo los Mks de pacientes con IMF

producen mds TGF-§ que los de donadores voluntarios (Ciurea et al, 2007).

Vannucchi et al 2005, demostré que la administraciéon de TPO exdgena
produce megacariocitosis con mielofibrosis transitoria, asociada a un aumento
de TGF-B, utilizando ratones a los que se les administré TPO , via intraperitoneal
por 5 dias consecutivos (100 ug TPO/kg de peso corporal) Ademds, en otro
estudio se les inyectd a ratas (n=72) durante 5 dias seguidos, 0.1 mg/kg de TPO,
llamado también factor de desarrollo y crecimiento de megacariocito humano
recombinante pegilado (PEG-rHuMGDF), lo cual aument6 los niveles de TGF-
31 y PDGF en la médula ésea y el nimero de Mks, seguido de mielofibrosis y

formacién de hueso (Ide et al, 2002).

Como se ha descrito, varias son las proteinas producidas por los Mks en
relacién con la fibrosis, por lo que mencionaré las proteinas profibrogénicas més
relevantes (TGF-f y VEGFR-2) y algunas con capacidad antifibrogénica (MMP-2

y MMP-9g) que fueron elegidas para esta investigacion.

2.3.4 Factores profibrogénicos
2.3.4.1 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-3)

El TGF-8 es una superfamilia de proteinas integrada por mds de 35 citocinas
diméricas que comprenden a las activinas, proteina morfogénica de hueso
(BMP), factores de diferenciacién y de crecimiento (GDFs), hormona anti-
mulleriana y al factor de crecimiento transformante beta propiamente dicho,

que regulan una gran cantidad de actividades biolégicas como proliferacion,
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migracién y apoptosis en diferentes tipos celulares (Gdlvez et al, 2004; Liur et al,

2010; Perera et al, 2010; Meulmeester et al, 2010).

En mamiferos se han descrito tres formas del TGF-B8 (-TGF-81, - TGF-B2 y -
TGF-B3) las cuales residen en diferentes cromosomas (19q13, 141 y 14q24 en
humanos, respectivamente), pero poseen 80% de homologia en secuencia de
aminodcidos (Gdlvez et al, 2004; Perera et al, 2010). Sin embargo ratones
knockout para cada una de las isoformas del TGF-8 muestran distintos
fenotipos, lo que sugiere que cada isoforma tiene funciones especificas y que no
se superponen in vivo. Las tres isoformas son expresadas por muchos tipos de
células diferentes y cada célula en el cuerpo expresa receptores para TGF-3 y es

capaz de responder a él (Worthington et al, 2011).

El TGF-B es secretado en forma latente (anclado a superficie celular o a la
matriz extracelular). Su activaciéon es dada por varios factores, incluyendo pH
extremo, altas temperaturas, prote6lisis limitada o desglucosilacién del péptido
asociado a la latencia (LAP). También existe un mecanismo particular de
activacion, iniciado por la unién del complejo latente del TGF-B1 a glicoproteina
de matriz extracelular llamada trombospondina 1 (TSP-1) y evidencia reciente
muestra un papel crucial de miembros de la familia de receptores de integrinas

en controlar la activacién de TGF-83 (Perera et al, 2010; Wortington et al, 2011).

Se han descrito 3 tipos de receptores para que el TGF- lleve a cabo su
sefializaciéon (TGF-BRI, TGF-BRII y TGF-BRIII) (Gdlvez et al, 2004). En cuanto a
su sefializacién, en el espacio extracelular, el TGF-B se une al TBRIII, el cual
recluta al TBRII y se autofosforila, o el TGF-8 se une directamente al TBRII
anclado a membrana e induce la atraccion del TBRI y su consecuente
fosforilaciéon. Esta fosforilacién en el receptor tipo I activa a las cinasas en
residuos de tirosina que fosforilan a los factores de transcripcién Smad 2 y Smad
3; una vez fosforilados, forman un complejo con Smad 4 para trasladarse del
citoplasma hacia el nudcleo, donde interactian de una manera especifica con
otros factores de transcripcién como, AP-1, regulando la transcripcién de genes
de respuesta al TGF-B para llevar a cabo sus funciones bioldgicas de
diferenciacién, control del crecimiento, apoptosis y sintesis de matriz
extracelular, migracién sobrevivencia y proliferacién entre otras (Ciurea et al, ;

Liu et al, 2010). También actia como un quimioatrayente para fibroblastos,
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monocitos y neutrdfilos e inhibe la activacién del sistema inmune por

presentacion antigénica o de interleucinas (IL).

Es considerado como una citocina multifuncional (pleiotrépica) debido a los
efectos que tiene sobre los diferentes tipos celulares. Es el inhibidor mds potente
de proliferacién en células mieloides, mesenquimales, epiteliales, linfoides,
endoteliales y varios tipos de células malignas (Gdlvez et al, 2004; Vilchis et al,
2003). Es un fuerte estimulador de la sintesis y depésito de proteinas de matriz
extracelular por parte de fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales;
ademds, induce la expresiéon de integrinas y receptores que median las

interacciones celulares con proteinas de matriz extracelular.

El TGF-f3 también juega un importante papel en la metdstasis, ya que induce
la expresion, tanto de matriz extracelular como de proteinas de adhesion celular,
asi como también decrece la produccién de enzimas que degradan la matriz, o
incrementa los inhibidores de dichas proteinas (Gdlvez et al, 2004). Tiene un
papel dual en la progresiéon del cdncer, ya que aunque es un potente supresor de
tumores en estadios tempranos de cdncer y ha sido reportado que mejora el
crecimiento del tumor y metdstasis en estadios avanzados de cdncer. Ademds, el
TGF-B también induce la formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)

y la motilidad celular (Ciurea et al, 2007; Perera et al, 2010).

Es un factor quimiotdctico y activador de macréfagos y fibroblastos. Estas
actividades son benéficas y de duracién limitada dentro del contexto de
reparacion de heridas. Sin embargo en algunas ocasiones existe un incremento
incontrolado en la produccién y/o activacion del TGF-B, lo que lleva a la
produccién excesiva de tejido conectivo, como ya ha sido mencionado
anteriormente. Este fendmeno, ha sido llamado “ el lado oscuro del TGF-B” se
presenta en una variedad de enfermedades como cirrosis hepdtica, fibrosis
pulmonar idiopética, mielofibrosis, escleroderma, glomerulonefritis, ciertas

formas de artritis reumatoide y esquistosomiasis (Vilchis et al, 2003).

2.3.4.2 Receptor de factor de crecimiento endotelial vascular tipo 2 (VEGFR-2)
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En 1989 Ferrera y Henzel describieron el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) (Garcia et al, 2009). Es el principal regulador clave de la
angiogénesis, vasculogénesis y la hematopoyesis en el desarrollo, ademds de ser
importante en la cicatrizacién de heridas y en mantener la homeostasis en
organismos adultos. La familia de VEGF consiste de VEGF (VEGF-1), VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y factor de crecimiento placentario (PIGF) (Cébe-Suarez et al,
2006; Roskoski et al, 2008; Takahashi et al, 2005).

Es una citocina multifuncional que ejerce la mayoria de sus funciones en
células hematopoyéticas y células endoteliales (Cébe-Suarez et al, 2006) ya que
actia como factor de supervivencia y como inhibidor de apoptosis, es un potente
mitégeno, induce migracién y cambia la expresién génica dando lugar al
aumento de expresién de diferentes proteinas como las metaloproteinasas,
proteinas implicadas en la actividad fibrinolitica, o la sintasa endotelial del NO.

(Garcia-Manero et al, 2009).

Hasta el momento se han identificado receptores diferentes a los que se
pueden unir los miembros de la familia VEGF. Tres de ellos, VEGFR1 (Flt-1),
VEGFR2 (KDR/FIk-1), VEGFR3 (Flt-4) son receptores tirosina cinasa (RTK) y dos
co-receptores, neuropilina-1 y neuropilina-2 son proteinas transmembrana sin
actividad tirosina quinasa. La mayoria de las acciones biolégica del VEGFR tiene
lugar tras la unién a VEGFR2, el cual es el receptor que se encuentra presente en
los megacariocitos (Cébe-Suarez et al, 2006; Garcia-Manero et al, 2009; Roskoski

, 2008; Takahashi et al, 2005).

VEGFR-2 fue el segundo receptor del VEGF en ser identificado. Es una
proteina de 230 KDa de la cual se conocen dos variantes funcionales, producto
del procesamiento del RNAm. Este receptor de une a VEGF-A y a formas
maduras del VEGF-C y -D (Martinez-Ezquerro & Herrara, 2006).

Participa de manera crucial en la angiogénesis en el desarrollo y la
hematopoyesis, siendo el mayor mediador de los efectos mitogénicos,
angiogénicos y de aumento de la permeabilidad del VEGEF. El VEGFR-2 se
encuentra expresado principalmente en las células endoteliales, ademds de
células madre hematopoyéticas, megacariocitos y células progenitoras retinales
(Martinez-Ezquerro & Herrara, 2006). La unién de factores de crecimiento a su

receptor, lleva a la dimerizacién de este, a la activacién de proteina tirosina
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cinasa, trans-autofosforilacion e iniciacion de la via de sefializacion (Cébe-Suarez
et al, 2006; Roskoski et al, 2008). Su activacién por fosforilacién via el VEGF,
resulta en la activacién de las MAPKSs por la fosforilacién de las tirosinas de la
via del PISK-PLC-y-PKC. La activacién de este receptor es suficiente para la
activacion de transductores de sefiales involucrados en la mitogénesis y
migracion celular, asi como en la maquinaria angiogénica y la permeabilidad y

dilatacién vascular (Cébe-Suarez et al, 2006; Martinez-Ezquerro & Herrara, 2006).

2.3.5 Factores antifibrogénicos
2.3.5.1 Metaloproteinasas de matriz (MMPs)

La familia de las metaloproteinasas (MMPs) comprende mds de 20 proteasas,
endopeptidasas dependientes de zinc, que degradan los componentes de la
matriz extracelular (MEC) por lo que juegan un papel central en la
remodelacién y degradacion de tejidos (Barcenas et al, 2004; Bock et al, 2006;

Colin-Barenque et al, 2008; Jezierska & Motyl, 2009; Libra et al, 2009).

Teniendo en cuenta el dominio de la estructura y la afinidad al sustrato, se
dividi6 en cuatro grupos mayores: colagenasas (MMP-1, MMP-8 y MMP-13)
rompen la region triple helicoidal de las coldgenas intersticiales; estromelisinas
MMP-3, MMP-10, MMP-u1 y MMP.20) digieren la parte proteica de los
proteoglicanos, a la fibronectina y la laminina; gelatinasas (MMP-2 y MMP-g)
tienen una afinidad por la membrana basal (coldgeno tipo IV), coldgeno
desnaturalizado  (gelatina), elastina y fibronectina por dltimo las
metaloproteinasas tipo membrana (MTi, MT2, MT3 y MT4-MMPS) que se
caracterizan por la presencia de un dominio transmembranal que es una
extension terminal rica en residuos hidrofébicos (Barcenas et al, 2004; Malla et

al, 2008; Pardo & Selman, 2003).

Esta familia de endopeptidasas comparte un conjunto de dominios, entre los que

se encuentran:

1. Un dominio propeptidico responsable de la falta de actividad de las

proenzimas. En este dominio existe un residuo de cisteina que forma un
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enlace coordinado con el Zn*, presente en el dominio catalitico y
enmascara de esta manera el sito activo de las proenzimas o zimégenos.

2. El dominio catalitico esencial para la actividad enzimdtica y que contiene
el sitio de unién a Zn*' y a Ca™.

3. Una secuencia rica en prolina que funciona como bisagra.

4. Un sitio carboxilo-terminal con un dominio tipo hemopexina (Jezierska &

Motyl 2009; Pardo & Selman, 2003).

Son sintetizadas como formas de proenzima latentes inactivas, que requieren
ser activadas para que la protedlisis ocurra (Ciurea et al, 2007; Libra et al, 2009).
La actividad de MMPs es regulada en diferentes niveles, incluyendo control en
la transcripcién, activacion extracelular de proenzimas, inhibicién de enzimas
activas, asi como por los inhibidores de metaloproteinasas a2-macroglobulinas y
los inhibidores de tejido de metaloproteinasas (TIMP), las cuales bloquean la
actividad proteolitica de MMPs (Barcenas et al, 2004; Chakarabarti & Patel, 2005).
Las MMPs son inducidas por factores de crecimiento, citocinas inflamatorias,

interacciones célula-matriz e interacciones célula-célula. Las MMPs son

inhibidas por TGF-f, 4cido retinoico y glucocorticoides (Bdrcenas et al, 2004).

Las MMPs han sido implicadas en la promocién de la angiogénesis tumoral
y la metdstasis, ademds de que juegan un importante papel en la degradacién de
coldgeno y movilizacién de CTH/CPH e incluso participan en la migracién de
los megacariocitos, que van del nicho osteobldstico al nicho vascular de la
médula 6sea para llegar a los capilares y liberar directamente las plaquetas en la
circulacién. Ademds, las MMPs estdn implicadas en la regulacién de moléculas
como son, factores de crecimiento y sus receptores, citocinas y quimiocinas,
proteoglicanos de la superficie celular y una variedad de enzimas (Ciurea et al,
2007; Libra et al, 2009). Existen numerosas evidencias de que algunas MMPs
participan en la remodelacién aberrante de la matriz extracelular en la fibrosis
pulmonar. Las MMPs desempefian un papel esencial y complejo en varios
procesos interrelacionados que suceden en la patogénesis de la fibrosis
pulmonar idiopdtica, incluyendo la remodelacién de la MEG, la ruptura de las
membranas basales, la apoptosis, la migracion celular y la angiogénesis (Pardo,

2008).
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3. JUSTIFICACION

El vanadio es un contaminante ambiental el cual es capaz de generar
alteraciones en las células del sistema hematoldgico, entre ellas los

megacariocitos y plaquetas.

Se ha reportado que la exposicién a vanadio causa aumento en el nimero de
megacariocitos (megacariocitosis) en bazo y médula désea. Los megacariocitos
secretan diferentes factores profibrogénicos y antifibrogénicos y esto aunado a la
megacariocitosis, se asocia, en otros modelos y en algunas enfermedades, a
fibrosis en médula ésea y pulmén. Por otro lado, el aumento de TPO a nivel
experimental resulta en aumento de megacariocitos y fibrosis transitoria en

médula ésea.

Por lo tanto, dado que en este modelo experimental existe megacariocitosis y
aumento de TPO, se evaluard la alteracion en la presencia de estos factores pro y
antifibrogénicos en megacariocitos de bazo de ratones expuestos a vanadio
inhalado y la posible presencia de fibrosis. Asi mismo, debido a la falta de
estudios post-exposicién para Mks de ratones expuestos a V y para comparar este
resultado con el encontrado en otras células, se analizara el efecto al finalizar la

exposicién.

4. HIPOTESIS

Si el vanadio ocasiona aumento en el nimero de megacariocitos y plaquetas en
bazo y médula dsea, y dicho aumento se ha relacionado con fibrosis al exponer a
ratones machos a la inhalacién crénica de V,0,, habrd variacion en la presencia
de proteinas profibrogénicas y antifibrogénicas en los megacariocitos del bazo, y

posible fibrosis en este érgano.
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5. OBJETIVO

5.1 OBJETIVO GENERAL.:

Analizar la alteracién en la presencia de proteinas (TGF-B, VEGFR-2, MMP-2 y
MMP-9) producidas por los megacariocitos de bazo de ratones expuestos a V,0, y
la posible fibrosis en este 6rgano, durante tres meses de exposiciéon y un mes

posterior sin exposicion.

5.2 Objetivos especificos:

-Identificar la presencia de TGF-$, MMP-2, MMP-g9 y VEGFR-2 en megacariocitos
de bazo, de ratones expuestos a V,0, utilizando la técnica de

inmunohistoquimica

-Observar la presencia de emperipolesis en los megacariocitos de los bazos

estudiados.

-Analizar los posibles cambios fibrogénicos en bazo de los ratones expuestos a

V,0,, utilizando tincién de Masson.
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6. METODO

Se utilizaron 28 ratones machos de la cepa CD1, de aproximadamente 35 gramos
de peso y 1 mes de vida, los cuales se mantuvieron con agua y alimento ad
libitum, asi como en condiciones de luz-oscuridad 12:12. Se formaron 2 grupos, en
el primero 8 ratones fueron el grupo control, el cual fue expuesto a la
inhalacién del vehiculo (solucién fisiolégica) y el segundo grupo 20 ratones

fueron el grupo expuesto a la inhalacién de pentéxido de vanadio (V,0,) o0.02 M.

Cada grupo se colocé en una caja de acrilico transparente y cerrada,
conectada a un ultranebulizador UltraNeb®gg9 con flujo de 10 L/min que
contenia el compuesto indicado para cada grupo, durante 1 hora dos veces por

semana, hasta completar 3 meses .

Para la obtencién del bazo, cada mes en el transcurso de la exposicién (3
meses) y un mes después de la exposicion, se sacrificaron 5 ratones del grupo
expuesto y 2 del grupo control, aplicindoles una dosis de pentobarbital sédico
dosis letal. A continuacién se extrajo el bazo y se introdujo en solucién de
formaldehido amortiguado al 4%, para posteriormente ser procesado por la

técnica histoldgica ordinaria.

Una vez realizados los cortes, se realiz6 inmunohistoquimica para TGF-83,

VEGFR-2, MMP-2 y MMP-g, siguiendo el protocolo estandarizado (Figura 5).

Inmunohistoquimica

[remm——— Incubar con anticuerpo
secundario, diluir

1/400 pl en PBS-alb
30 minutos a 37 2C

Desparafinar las
laminillas en alcohol
del 100% al 509.

Incubar con
anticuerpo primario.

1 hora a 37 2C

Declere para
desenmascarar.

|

Dilucidn de anticuerpo
primario en PBES-alb :
TGF-beta 1,100 ul;
MMP-2 y 9 1200 pl;
WEGFRZ 1,100 pl.

Incubar con HRP
{Extravidina
peroxidasa).

Lavados: 3 de 5 min.

(PBS 1x) v 1 de 10
min. (PBS-albdmina).

Bloquear peroxidasa fle |
enddgena.

15 minutos a 37 2C

1

Revelado con  —
diamino- bencidina Lavar con PBS
(DAB).

Figura 5. Pasos de la técnica de inmunohistoquimica.

A0 mibn.
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Por otra parte, otros cortes se tifieron con la tincién tricrémica de Masson, para
posteriormente observarse al microscopio de luz los cambios en el grosor de la

cdpsula del bazo y de las fibras de coldgena del estroma.

Para el andlisis estadistico se contd el total de megacariocitos marcados,
independientemente de la intensidad de la marca, en grupos de 50, contando 2
grupos de megacariocitos por individuo en cada mes de inhalacién por cada
proteina marcada. Utilizando el programa estadistico Sigma Plot versién 10.0 se
realiz6 un andlisis de varianza ANOVA y una prueba post hoc, Tukey, para
determinar las diferencias significativas entre los grupos tratados en cada

tiempo de exposicion, con respecto a los grupos control (Figura 6).

28 ratones macho CD1.
30-35¢

20 expuestos
VZOS

8 controles

Inhalacién de solucién fisidlogica dos Inhalacién de V,0, 0.02M
veces/semana por 12 semanas dos veces/semana por 3 meses y
1 mes sin exposicién (postratamiento)

Obtencion de bazo 1, 2y 3 meses de
inhalacion y al mes postratamiento

Técnica
histoldgica

Tincion Masson

Observacion

Identificacion mediante
inmunohistoquimica de células marcadas
con TGF - Beta, VEGFR2 y MMP-9 y -2.

Conteo alisis estadistico

Raborte Wirtiney Bidey

Figura 6. Método
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7. RESULTADOS

Se encontraron alteraciones en la cantidad de megacariocitos marcados en bazo
de grupo expuesto a V205 para las proteinas TGF-B, VEGFR-2, MMP-9 y MMP-2

con respecto a megacariocitos de bazo de individuos control.
a) Proteinas profibrogénicas

Para TGF-B no se observé aumento de megacariocitos marcados al mes 1, sin
embargo para el mes 2 y el mes 3, el nimero de megacariocitos marcados
aument6 de manera significativa y al mes post-exposicién disminuy¢ al nivel del

grupo control (figura 7y 9.A).

Figura 7. Inmunohistoquimica que indica niimero de megacariocitos marcados (TGF-) de bazo
de ratones expuestos a V,0,, marcados a diferentes tiempos de inhalacién. 1000x. A) control, B, C
y D) grupos expuestos a vanadio, 1, 2 y 3 meses respectivamente, E) 1 mes post-exposicién. Se
observa aumento en el nimero de Mks marcados al mes 2 y 3 de exposicién con respecto al
control.
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Con respecto al VEGFR-2 la mayorfa de los megacariocitos de individuos
controles y los de individuos a un mes de exposicién, se observaron sin marca,
en cambio al mes 2 y al mes 3 se observé un aumento significativo en el nimero
de megacariocitos marcados y al mes post-exposicién disminuyé dicho nimero.
Es importante sefialar que no se midi6 la intensidad de la marca, la cual se ve

aumentada al mes 2 y 3 con respecto al control (figura 8 y 9.B).

Figura 8. Mks de bazo de ratones expuestos a V205 marcados (VEGFR-2) mediante
inmunohistoquimica 1000x. A) control, B, C y D) grupos expuestos a vanadio, 1, 2 y 3 meses
respectivamente, E) 1 mes post-exposicion. Se observa aumento en el niimero de Mks marcados

al mes 2 y mes 3 de inhalacién con respecto al control.
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Megacariocitos de bazo marcados (TGF-beta)

35

30

control 1 mes 2 meses 3 meses post-exposicion

Tiempo de exposicion a vanadio

A ANOVA p<0.01 (Control vs. expuestos)

Megacariocitos de bazo marcados (VEGFR-2)
40
30
20
10
0
Control 1 mes 2 meses 3 meses post-exposicion
Tiempo de exposicion a vanadio

ANOVA p=<0.001 (Control vs. expuestos)

B

Figura 9. Efecto del V205 sobre la presencia de proteinas profibrogénicas de bazo. Se muestra un
aumento significativo de Mks marcados tanto para TGF-B (A), como para VEGFR-2 (B) al mes 2 y
3 de exposicién a vanadio. P<o.001 ANOVA (TUKEY). (*) Diferencia significativa con respecto al
control.
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b) Proteinas antifibrogénicas.

Los resultados para las proteinas antifibrogénicas son los siguientes: para la
MMP-g se observé disminucién significativa en el mes 1, mes 2, mes 3 y mes
post-exposicién con respecto al control, en el nimero de megacariocitos de bazo,

marcados para esta proteina, (figura 10 y 12A).

Figura 10 Mks de bazo de ratones expuestos a V205, marcados (MMP-g9) mediante
inmunohistoquimica 1000x. A)control, B, C y D) grupos expuestos a vanadio, 1, 2 y 3 meses
respectivamente, E) 1 mes post-exposicién. Se observa disminucién del niimero de Mks marcados

conforme avanza el tiempo de inhalacién.
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En los cortes de bazo con megacariocitos marcados para MMP-2 se observo
aumento significativo, inicamente al mes 2 de exposicién a V205 con respecto al

control (figura 11 y 12B).

Figura 11. Mks de bazo de ratones expuestos a V205 marcados (MMP-2) mediante
inmunohistoquimica 1000x. A)control, B, C y D) grupos expuestos a vanadio, 1, 2 y 3 meses
respectivamente. Se observa aumento del nimero de Mks marcados tinicamente en el mes 2 de

exposicion.

Es importante sefialar que no se observé emperipolesis, ain buscdndola
intencionalmente en las muestras observadas a ningdn tiempo de inhalacién. La
localizacién de la marca fue siempre citoplasmdtica para cada una de las

proteinas a cada tiempo de exposicion.
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Megacariocitos de bazo marcados (MMP-9)

50

40

control 1 mes 2 meses 3 meses post-exposiciéon

Tiempo de exposicion a vanadio

ANOVA p<0.001 (Control vs. expuestos)

Megacariocitos de bazo marcados (MMP-2)

30

25

20

15

10 —

control 1 mes 2 meses 3 meses post-exposicion

Tiempo de exposicion a vanadio

ANOVA p<0.01 (Control vs. expuestos)

B

Figura 12. Efecto del V205 sobre la presencia de proteinas antifibrogénicas de Mks de bazo. Se
muestra una disminucién de Mks marcados para MMP-g (A), en todos los tiempos de exposicién
a vanadio, a diferencia de Mks marcados para MMP-2 (B) donde solamente hay aumento
significativo al mes 2 de exposicién a vanadio . P<o.0o1 ANOVA(TUKEY). (*) Diferencia
significativa con respecto al control.
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En cuanto a los cortes tefiidos con Masson para determinar la cantidad de tejido
conectivo presente en bazo, después de la exposicién a V205, no se encontrd
diferencia, con respecto al grupo control, en la cantidad del estroma (cdpsula,
trabécula, fibras de coldgena internas, etc.) y debido a que se analizaron el total
de cortes tefiidos con Masson, no se realizé un andlisis cuantitativo posterior

(Figura 13).

FIGURA 13. Tejidos de bazo de ratén, expuestos a la inhalacién de V205, tefiidos con Masson
200x. A) Control, B, C y D) grupos expuestos a vanadio, 1, 2 y 3 meses respectivamente, , E) 1 mes
post-exposicién. No se observa diferencia en la presencia de tejido conectivo que indicara fibrosis

en bazo a diferentes tiempos de exposicién a V20s.
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8. DISCUSION

Los metales contenidos en las particulas suspendidas, uno de los principales
contaminantes atmosféricos, son considerados como un peligro para la salud
(Ferndndez-Espinosa et al, 2002); uno de esos metales es el vanadio, el cual entre
sus maultiples efectos encontrados en nuestro modelo experimental de
inhalacién, ocasiona aumento en el nimero de megacariocitos en médula 6sea
y bazo, ademds de aumento en el nimero de plaquetas circulantes (Gonzdlez-
Villalva et al, 2006; Fortoul et al, 2008). La megacariocitosis (MKks), en otros
modelos experimentales, ha sido relacionada como causa de fibrosis pulmonar y
de médula 6sea (Akiyama et al, 2005; Ciurea et al, 2007; Kuter et al, 2007;
Schmitt et al, 2000; Tachil, 2008; Vannucchi et al, 2005), motivo por el cual
decidimos explorar la posibilidad de fibrosis y alteracion en las proteinas pro y

antifibrogénicas en los megacariocitos de ratones expuestos a vanadio.

En este estudio, encontramos que, a pesar de que existe aumento en la
presencia de proteinas profibrogénicas (TGFB y VEGFRz2), asi como una
disminucién de la proteina antifibrogénica MMP-9, no hay presencia de fibrosis
en el bazo de los ratones expuestos a V. Esto correlaciona con el hecho de que
en este mismo modelo, se encontré que el vanadio estimula ligeramente el
aumento de fibras de coldgeno en higado pero sin desarrollar fibrosis al
administrarse solo, pero presenta un efecto antifibrogénico al administrarlo
junto con un téxico que ocasiona fibrosis hepdtica, el tetracloruro de carbono

(Cano-Gutiérrez, et al 2011).

Por otro lado, también en este modelo, se ha encontrado aumento de las
MMPs 2 y g en diferentes estructuras del SNC, lo cual fue relacionado con
alteracién de la barrera hematoencefilica, pérdida de espinas dendriticas y
muerte neuronal (Colin-Barenque et al, 2008), por lo que podemos observar que
el vanadio tiene diferentes efectos en estas proteinas dependiendo del érgano al

que afecta.

En otros estudios de exposicién a vanadio (V205 por diferentes vias como
son, instilacién intratraqueal, inhalado y aspiracion intranasal, asi como

haciendo uso de cultivos celulares de fibroblastos) se ha reportado fibrosis
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pulmonar, situacién que no se ha encontrado en nuestro grupo de trabajo

(Bonner et al, 2000; Ingram et al, 2007; Ress et al, 2003; Turpin et al, 2010).

En los experimentos en los que se relaciona al vanadio con la fibrosis, se ha
comprobado que el V no estimula directamente el crecimiento de fibroblastos y
la deposicién de coldgeno, sino que estas células son estimuladas por factores de
crecimiento provenientes de otros tipos celulares, que promueven su replicacién

y el depésito de coldgena llegando a fibrosis (Antao-Menezes et al, 2008).

Sobre la relacién que existe entre la megacariocitosis y la presencia de fibrosis,
se ha propuesto, que al ser los megacariocitos y las plaquetas productores de
factores profibrogénicos es muy posible que desencadenen dicha enfermedad en
los érganos donde se encuentran presentes, como son médula dsea, bazo y
pulmoén. La proliferacién de megacariocitos anormales morfolégicamente, es
una caracteristica de algunos trastornos mieloproliferativos. Se ha propuesto
que estos megacariocitos estdn relacionados en la patogénesis de fibrosis en este
tipo de enfermedades, por liberacién local de citocinas, asi como sintesis de
citocinas fibrogénicas de forma autdcrina (Bock et al, 2005; Hemavathy et al,

2005).

En nuestro modelo, hemos visto cambios en la morfologia de los
megacariocitos sugerentes de una enfermedad mieloproliferativa llamada
Trombocitemia Esencial, hipdtesis que buscamos comprobar. Esta enfermedad
es ocasionada por una mutacién en la proteina JAK2, que la activa
constitutivamente y, aunque no hemos estudiado esta mutacién, los
megacariocitos de ratones expuestos a vanadio tienen aumentada la activacién
de ésta proteina (datos aun no publicados). Cabe mencionar que esta
enfermedad, la Trombocitemia Esencial, en sus estadios finales, en algunos
pacientes puede cursar con fibrosis de médula 6sea. Ademds se ha encontrado
aumento en la produccién de Trombopoyetina (TPO) (Diaz-Fuentes, 2009),
situacién que a nivel experimental se ha relacionado con mielofibrosis

(Kakumitsu et al, 2005; Hemavathy et al, 2005)

Un ejemplo claro en la relaciéon megacariocitosis, trombocitosis y fibrosis es
un trabajo realizado por; Ciurea et al, 2007 trabajando con cultivos de células
CD34+, de pacientes con mielofibrosis idiopdtica (IMF) e individuos saludables,

encontrd que, igual namero de células CD34+ de pacientes con IMF generaron
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mayor cantidad de Mks, que células CD34+ normales, in vitro. Esta capacidad de
las células CD34+ para generar mayor nimero de Mks se sugiere que contribuye
a la hiperplasia de Mks en IMF. Por otra parte se ha mostrado que la
sobreexpresiéon de la proteina antiapoptéticas bcl-xL, da como resultado, el

aumento en el nimero de Mks y disminuye la apoptosis.

Existen dos modelos que imitan la mielofibrosis humana y que han sido
descritos, uno se debe a la sobreexpresién de la TPO (ratones TPO highy y otro se
debe a la baja expresién de GATA-1 (ratones GATA-1 ') (Varriocchio et al, 2000;
Komura et al, 2005), en ambos casos ocurre un aumento en el nimero de
megacariocitos y fibrosis. Por otra parte se ha propuesto unificar una ruta
patobiolégica para el desarrollo de fibrosis, en esta ruta, TPO, GATA-1 y TGF-1
se encuentran relacionados, presentando un contenido reducido de GATA-1 en
Mks, ya sea como resultado de tratamiento con TPO y de mutaciones en ratones,
donde hay GATA-1"" o por mecanismos post-transcripcionales no identificados
en humanos, bloqueo de la maduracién de los Mks, resultando en la localizacién

de P-selectina en el sistema de membranas de demarcacién (SMD).

En condiciones normales, la p-selectina tiene como funcién facilitar la
formacién de agregados leucocito-plaqueta en sangre, importantes en la
hemostasia, en este caso, la p-selectina aumenta en la superficie de los
megacariocitos, asi que los neutréfilos se adhieren a ellos y entonces sucede la
emperipolesis , la cual se define como el paso aleatorio de una célula a través
del citoplasma de otra célula, sin consecuencias fisioldgicas para ninguna de las
dos células; es particularmente frecuente en megacariocitos (Centurione et al,
2004; Schmitt et al, 2000); cuyas consecuencias patoldgicas especificas, son el
resultado de la liberacién de enzimas de neutréfilos (mieloperoxidas, lisozima,
defensinas, elastasa, etc) (Borregaard & Cowland, 1997) en el citoplasma de los
Mks. Estas enzimas disuelven los granulos o y liberan TGF-B1, VEGF entre otros,
en el microambiente a través de los canaliculos de el SMD (Vannucchi et al,
2005), provocando proliferacién de fibroblastos y desencadenando fibrosis
(Centurione et al, 2004; Schmitt et al, 2000) . Este mecanismo también es
postulado para la fibrosis pulmonar, recordando que se ha descrito al pulmén
como sitio de trombopoyesis, es decir, un sitio donde se encuentran

megacariocitos productores de plaquetas. (Tachil, 2009).
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En este trabajo, se marcaron por medio de la técnica de inmunohistoquimica,
proteinas profibrogénicas y antifibrogénicas producidas y almacenadas por los
megacariocitos, obteniéndose para las proteina TGF-3 aumento significativo a
los 2 y 3 meses de inhalaciéon de V,0,, para VEGFR-2 se observo aumento al mes 2
y mes 3 de inhalacién, disminucién significativa en todos los tiempos de
inhalacién para la proteina MMP-g y finalmente aumento significativo al mes 2
de inhalacién para la proteina MMP.2. Por otro lado utilizando tincién tricrémica
Masson se observé que bazos de ratones expuestos a vanadio, no presentaban
fibrosis y, cabe mencionar que los megacariocitos no presentaron emperipolesis.
Es importante sefialar que después de un mes sin exposicién con vanadio, la
presencia de proteinas se encontré nuevamente sin diferencia con respecto al
control, excepto la proteina MMP-9, que se mantuvo disminuida. El objetivo del
andlisis un mes después de finalizada la exposicién, fue observar una posible

reversion del efecto causado por el vanadio, la cual si se observé.

En lo que respecta a TGF-B, los megacariocitos y plaquetas se han propuesto
como la mayor fuente celular de TGF-, presentes en sus granulos-a (Fava et al,
1990) y poblaciones anormales de Mks se han observado en pacientes con
mielofibrosis (Schmitt et al, 2000). Existen al menos tres isoformas de TGF-3 de
las cuales TGF-B-1 parece estar implicada en fibrogénesis en mayor porcentaje
(Bock et al, 2005; Evrard et al, 2011). Se ha comprobado que una liberacién
anormal de factores de crecimiento tal como TGF- puede ser responsable del
desarrollo de fibrosis de médula (Komura et al, 2005; Ide et al, 2002). En un
estudio realizado por Komura et al, 2005, se mostr6 que la activacién espontdnea
de la via de sefializacion NF-xB puede regular la secrecion de TGF-f1 en
megacariocitos de mielofibrosis idiopdtica, directa o indirectamente, via otros
mediadores a nivel post-transcripcional, por interferir con la traduccién o con

mecanismos de secrecion.

Varios reportes asocian la toxicidad del vanadio con un aumento en la
produccién de ROS, lo cual activa NF-xB. IL-1B activa NF-xB y MAPKs (Colin et
al, 2008). Este posible aumento de NF-xf por la accién del vanadio, pudiera ser

un mecanismo importante en el aumento de TGF-3 en este modelo.

Sin embargo Campanelli et al, 2011 menciona que el aumento de TGF-f31 no es

suficiente para explicar la fibrosis. Estudié los niveles de TGF-B1 en
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enfermedades mieloproliferativas negativas para el cromosoma Filadelfia,
evaluando pacientes con mielofibrosis primaria (PMF) que se caracteriza por el
aumento en el namero de células progenitoras circulantes y fibrosis de médula
6sea y pacientes con policitemia vera (PV) o trombocitemia esencial (ET) que no
presentan fibrosis de médula désea. Encontraron que en pacientes con PMF, PV o
ET tenian niveles mds altos en plasma de sangre periférica y en plasma de
médula 6sea, tanto de TGF-B1 total y bioactiva respectivamente, a diferencia de
los controles, sugiriendo que este aumento de TGF-B1 no es peculiar de
pacientes con PMF, ya que también fue encontrado en pacientes con ET y PV, y
que si los niveles alterados de TGF-B1 juegan un papel en la hematopoyesis, este
no parece estar relacionado a la induccién de fibrosis en médula dsea; esta
opinién es compartida por Bock et al, 2005. Este estudio apoya los resultados
que obtuvimos, ya que aunque el TGF-fB se encontré elevado durante la

exposicién a V, no fue suficiente para producir fibrosis.

Debido a que TGF-B y trombospondina-1 (TSP-1) se sintetizan y almacenan en
granulos o en los megacariocitos (Zaslavsky et al, 2010), la activacién local

patobiolégica de TGF-B por accién de TSP-1 puede ocurrir y al ser el TGF-$ la
citocina mds importante relacionada con el desarrollo de fibrosis, se puede
presentar esta enfermedad en los 6rganos hematopoyéticos como son bazo y
médula 6sea. Sin embargo tanto Ahamed et al, 2009 y Evrard et al, 2011 han

reportado que TSP-1 no es el mayor activador de TGF-f en un ambiente

hematopoyético, pero si en fibrosis pulmonar y renal, haciendo notar que TGF-

puede ser regulada de manera diferente dependiendo el érgano de estudio.

Por otra parte, TGF-B estimula la produccién de TPO por las células del
estroma de la médula ésea, lo que a su vez, estimula a las células CD34+ a
comprometerse al linaje megacariocitico y expresar receptores de TGF-f3 en un
estadio intermedio; en este estadio, el mismo TGF-B es capaz de arrestar la
maduracién de unidades formadoras de megacariocitos (CFU-Meg) (Sakamaki
et al, 1999); por lo anterior se puede decir que el TGF-B regula Ia
megacariopoyesis (Jackson et al, 1994). Sin embargo, en nuestro modelo de
inhalacién se observé aumento de TPO y esto a su vez favorece el aumento en el

numero de Mks, por lo que al parecer predomina el efecto de TPO contra el de
TGF-8.
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Tanto TGF-B como VEGFR-2 son producidas por los megacariocitos y existe
una relacion estrecha entre ellas, ya que TGF-B1 induce apoptosis y angiogénesis
in vitro e in vivo a través de la activacién autocrina o paracrina de VEGFR2 por
VEGF (Ferrari et al, 2009). Por su parte VEGFR2 promueve la angiogénesis, la
cual a su vez se ha asociado en la progresién a fibrosis. Los pacientes con
trombocitemia esencial (ET) y elevada angiogénesis, progresan al estadio

fibrético de la enfermedad (Mesa et al, 2002).

Se ha encontrado relaciéon entre el aumento de VEGFR-2 y la disminucién de
MMP-g, ambos eventos encontrados en este trabajo, ya que se mostrado que
VEGFR-2 activa STAT-1 y que este a su vez, juega un papel critico en la
supresion transcripcional del gen de MMP-g9 en respuesta a interferones en

varios sistemas celulares (Ugarte et al, 2010).

Siguiendo con lo relacionado a las metaloproteinasas, recordemos que tanto
MMP-2 y MMP-9 se ha mostrado que juegan un papel importante en la
angiogénesis, degradacién de coldgena y movilizaciéon de células HSC/HPC
(Ciurea et al, 2007), ademds de que comparten una estructura bdsica (Cascales &
Alvarez, 2010). A pesar de las similitudes que presentan MMP-2 y MMP-g en
cuanto a su estructura y tipo de sustrato, son reguladas de manera muy
diferente la una de la otra a nivel de transcripcion de genes, debido a distintos
elementos regulatorios de los promotores (Ogawa et al, 2004); por ejemplo,

MMP-9, 1y 13 son regulados negativamente por INF-y (Ma et al, 2005).

MMP-2 puede ser activada formando un complejo TIMP-2, MT-MMP-1 y pro-
MMP-2, ademds de que trombina y APC también pueden activar MMP-2; en
cambio MMP-g es activada por otras MMPs como MMP-2 y MMP-3, asi como por

radicales libres (Malla et al, 2008).

Existe relacion entre TGF-p y las MMPs (Nguyen et al, 2005); por un lado,

varios investigadores han mostrado que TGF- induce la expresiéon de MMP-2 en
varias lineas celulares de cdncer humano, tales como préstata, mama,
endometrial, oral, de ovario y en melanomas. En estos tltimos la concentracion
en plasma de MMP-2 y TGF-$ fueron significativamente mds altos en pacientes

con melanoma que en individuos control (Malaponte et al, 2010).
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Por otro lado, TGF-B tiene efecto inhibitorio (Nguyen et al, 2005) en la
expresion de varias MMPs, incluyendo MMP-1, MMP-3 y MMP-g en fibroblastos.
Se sabe que TGF-B regula la produccién de MMP-g, asi fue reportado por Ogawa

et al, 2004, el cual también enfatiz6 la importancia de NF-xB en la regulacién

negativa de la transcripcion de MMP_g por TGF-B. El aumento de TGF-f,
ademds del aumento en VEGFR2 en este estudio, podria ser otra explicacion

para la disminucién de MMP-g.

Un ejemplo donde se observa la regulacion negativa que ejerce TGF-f en
MMP-g, fue en el estudio de Ogawa y colaboradores, en 2004 , en el que
evaluaron el papel de TGF-f en regular la produccion de MMP-9 en
monocitos/macréfagos, donde analizaron la actividad de MMP-g en el medio de
cultivo de células MM6 de leucemia monocitica humana. Un grupo de células
fueron tratadas solo con lipopolisacarido (LPS), (un potente estimulo
inflamatorio, induce una variedad de MMPs) y otro grupo con LPS y TGF-f; se
midio la actividad enzimdtica de MMPs por zimografia. Las células tratadas con
LPS aumentaron significativamente la actividad de MMP-g, mientras la actividad
de MMP-2 no se vio afectada. Por otro lado las tratadas con TGF-f, disminuyeron
la actividad de MMP-g inducida por LPS. Al contrario, la actividad de MMP-2,
aumenté en respuesta a TGF-f§ ex6geno. En varios reportes MMP-2 se encuentra
elevada en relacion a enfermedades como fibrosis y cancer (Pardo et al, 2008),

concordando con el resultado obtenido en este trabajo, que muestra aumento de
MMP-2 y la disminucién de MMP-g.

En enfermedades como IMF, el aumento en la produccién de MMP-g activada
por Mks, puede contribuir a la liberacién de células progenitoras a la
circulacién, por degradar SDF-1 o su receptor CXCR-4 (Ciurea et al, 2007); sin

embargo no se observé dicho aumento, sino disminucién de MMP-g.

A nivel molecular, la disminucién de MMP-g parece obedecer la supresién
transcripcional de su gen por la activacién de STAT-1a (por VEGFR2, IFN-y o
por IFN-b). Esta supresién transcripcional de MMP-g obedece por un lado a la
union competitiva de STAT-1a. con proteinas CBP y p3oo en el nucleo, dando
como resultado una menor asociacién de CBP y p3oo al promotor de MMP-g;
por otro lado STAT-10. también suprime la acetilacién de histonas y el

reclutamiento de Pol II. Todos esto interfiere con el ensamble del complejo
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transcripcional al promotor de MMP-g, para su transcripcién (Ma et al, 2005). Las
dos gelatinasas, MMP-2 y MMP-g, forman varios tipos de dimeros y complejos

necesarios para su activaciéon (Malla et al, 2008).

Se sabe que STAT-10. puede interactuar con el coactivador CBP/p3o0 entre
otros, el cual tiene actividad histona acetiltransferasa, por lo que puede afectar la
transcripciéon de genes por modificar la estructura de la cromatina de genes
blanco. Ademds STAT-1o. estd asociado con CBP/p3oo en la transcripcion
genética inducida por IFN-y o INF-$ (Ma et al, 2001). Para que la fibrosis se
presente, es necesario que se lleve a cabo el proceso de angiogénesis, en el cual
participan tanto VEGFR-2 como MMP-g entre otras, por lo que, el vanadio al
activar STAT-1a y este a su vez disminuir la presencia de MMP-g puede tener un
efecto benéfico en enfermedades neurodegenerativas como son esclerosis

multiple o en varios tipos de cdncer.

También en un estudio realizado se muestra que la supresiéon de la
transcripcién de MMP-9 mediante IFN, ocurre a través del factor regulatorio del
interfer6n 1 (IRF1) el cual compite con NF-kB a el promotor de MMP.g, ya que
se ha identificado a NF-kB como el principal efector de la expresién genética de
MMP-g activado por la via de sefializaciéon de TNF-o. El promotor de MMP-g
posee varios sitios funcionales de unién a elementos potenciadores, incluyendo
tres sitios AP-1, un sitio NF-kB, un sitio Ets, un sitio Sp-1 y un elemento de
retinoblastoma (Sanceau et al, 2002). Coincidiendo con lo anterior otro estudio
demuestra la supresion de la transcripcion por TGF-$ es mediado por una region

promotora de MMP-g, conteniendo el sitio NF-kB (Nguyen et al, 2005).

Se sabe que NF-«xB regula la expresion de numerosos mediadores
inflamatorios, incluyendo IFNs tipo I. Por tanto, es posible que la activacién de
NF-«B por Vanadio pueda contribuir a la induccién de IFNs tipo I y a la
activacion de STAT-1, y con ello la disminucién de MMPs (Antao-Menezes et al,

2008).

Aunque el aumento en la presencia de megacariocitos marcados para TGF-f3
y para VEGFR-2 y la disminucién de MMP-g indicaban la posible presencia de

fibrosis en bazo, esto no se observd, situacién explicada en parte por la ausencia
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de emperipolesis. Es importante recordar el papel que juegan los fibroblastos en
la mediacién de fibrosis, ya que se encargan de migrar a sitos de lesion,
proliferar y secretar coldgeno para formar tejido cicatrizal; pero ademds juegan
un importante papel en la respuesta inmune innata al estrés oxidante inducido
por la exposicion a Vanadio, presentando sintesis de INF- y activacién de STAT-
1, lo que causa un arresto en el crecimiento y aumento de los niveles de CXCLio,
el cual es un potente factor anfibribrogénico. Este mecanismo se postula para
contrarrestar el mecanismo profibrégenico que sigue a la lesién causada por
Vanadio, en un modelo in vitro, utilizando fibroblastos de pulmén de humano

(Antao-Menezes et al, 2008).

Otro aspecto importante a considerar en la ausencia de fibrosis es el balance
entre la actividad enzimdtica de las MMPs y la actividad inhibitoria de las TIMPs
(Wang 2005); ya que se ha establecido que las MMPs degradan componentes de
matriz extracelular y que su actividad es regulada por interaccién inhibitoria de
las TIMPs (Ogawa et al, 2000). Las plaquetas y los megacariocitos son ricas
fuentes de TIMPs en érganos hematopoyéticos y las TIMPs derivadas de Mks y
plaquetas son posibles contribuidores de procesos fibréticos en el estroma de la
médula 6sea (Murate et al, 1997; Villeneuve et al, 2009) y no fueron consideradas

en este pI‘OYECtO.

El andlisis histolégico e inmunohistoquimico en bazo, nos dié informaciéon
importante y accesible para analizar. En este trabajo se pudo evidenciar la
ausencia de fibrosis en bazo, y megacariocitos marcados para diferentes

proteinas.

Como perspectiva de este trabajo, se podria ademds estudiar la alteracién en
la presencia de factores también importantes en la presencia de fibrosis como
son, PDGF y FGF, ya que estos factores de crecimiento aumentan la expresion de
TIMPs y también inducen la expresién de MMPs en fibroblastos (Wang, 2005).
Aunque en contraste a PDGF y FGF los cuales son conocidos por ser mitégenos
en la proliferacién de fibroblastos, TGF-B es poderoso en la regulacién de genes
que son responsables de la sintesis de componentes de matriz extracelular (Bock
et al, 2005). Otro punto a considerar es que no se estudiaron todas las
metaloproteinasas descritas y que pudieran estar implicadas fuertemente en la

presencia o no de fibrosis en bazo, ya que existen reportes que sefialan a la
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MMP-14 como una MMP con propiedades importantes, incluyendo, rompimiento
directo de fibras de coldgena, activacion de otras MMPs (tal como MMP-13) e

induccién de angiogénesis (Bock, 2006).

De este trabajo surgen interrogantes como son, si los inhibidores en vias como
NF«xB o bien inhibidores para TGF-f pudieron estar presentes en este
experimento para que no se presentara fibrosis y, si estos pueden servir para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con la fibrosis. Por otra parte, ya que
se ha demostrado que la exposicién a vanadio provoca aumento en el nimero de
Mks y plaquetas en bazo y médula dsea y que esta alteracién en ntimero estd
relacionada con enfermedades mieloproliferativas, podemos pensar que las
alteraciones en las proteinas profibrogénicas y antifibrogénicas estudiadas aqui,

estan relacionadas con dichas enfermedades.

Es importante darnos cuenta de los efectos adversos que causan los metales,
como es el vanadio, en sistemas biolégicos, pero también es importante retomar
puntos clave de estudio, como son el papel de proteinas o parte de complejos de
transcripcién, en beneficio en el control de enfermedades como es la fibrosis en
érganos hematopoyéticos. Asi mismo hacer énfasis en la gran importancia que
tiene continuar con el estudio de los megacariocitos, ya que son un libro apenas

abierto, que nos puede aclarar varias interrogantes en sistemas biolégicos.
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9. CONCLUSIONES
-No existe evidencia de fibrosis en bazo en este modelo de inhalacién de Vanadio

-No se encontré emperipolesis en los megacariocitos de bazo de los ratones

expuestos a vanadio, lo que concuerda con la ausencia de fibrosis.

-El aumento en el nimero de megacariocitos en bazo, resultado de la exposicién

a Vanadio, favorece una mayor produccion de proteinas profibrogénicas como

son TGF- y VEGFR-2.

-Existe un aumento en la presencia de MMP-2 y disminucién de MMP-g,
sugiriendo un mecanismo de regulacién diferente.-Es necesario analizar otras
proteinas antifibréticas, para establecer su papel protector contra la fibrosis en

este modelo de inhalacidn.

-Los cambios en las proteinas estudiadas, fueron revertidos al dejar un mes sin

exposicién (excepto en MMP-g).
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