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lll. RESUMEN

El Vanadio (V) es un metal que ha adquirido gran importancia como
contaminante en los Ultimos afios debido a que se emiten grandes cantidades a
la atmosfera sobre todo por fuentes antropogénicas, en la quema de
combustibles fésiles. Entre los petréleos con mas contenido de V esta el
mexicano y, en la ciudad de México, las concentraciones de este metal han ido
en aumento. Aun se desconocen algunos aspectos de su toxicidad, pero en
nuestro modelo murino de inhalacion de V,0s hemos encontrado un aumento
en el nimero de plaguetas y de las células precursoras de las mismas, los
megacariocitos, en la exposicibn subcrénica y crénica. Con estos
antecedentes, y sabiendo que la principal hormona involucrada en la
produccion plaquetaria y en la maduracion de los megacariocitos es la
trombopoyetina (TPO) y su receptor Mpl que activa la via JAK/STAT, en este
estudio exploramos esta via de sefalizacion. Por otro lado, para saber si la
alteracién en la megacariopoyesis afecta la funcién plaquetaria y, ademas,
debido a que la contaminacibn ambiental suele asociarse a trastornos de la

hemostasia, en este trabajo se determind también la funcion plaquetaria.

Se utilizaron 60 ratones CD1 divididos en un grupo control y un grupo
experimental, este ultimo fue expuesto a V,0s inhalado al 0.02M por una hora
dos veces a la semana, durante 8 semanas. Se tomaron los bazos de los
ratones para su procesamiento a las 4, 6 y 8 semanas de exposicion. Una
parte del bazo fue procesada mediante la técnica histolégica convencional para
determinar la presencia de las proteinas JAK2, STAT3 y STATS5 fosforilados y
Mpl en megacariocitos, y otra parte del bazo se utilizd6 para obtener células
para determinar estas mismas proteinas mediante citofluorometria. Se
obtuvieron muestras de sangre a las 4 y 8 semanas de exposicion y 4 semanas
después de finalizada la exposicion. La funcién plaquetaria se determind
identificando marcadores de activacion plaquetaria: P-selectina (CD62p) y
conjugados monocito-plaqueta en sangre periférica, ademas de realizar
estudios de agregometria en Plasma Rico en Plaquetas (PRP) y sangre entera.
Se analizaron los resultados mediante Analisis de varianza (ANOVA) y prueba

de Tukey para comparar entre grupos.
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Se encontro un aumento de JAK2 y STAT3 fosforilados en megacariocitos de
los ratones a las 8 semanas de exposicion a V. No se encontré diferencia
estadisticamente significativa al analizar STAT 5. El receptor Mpl disminuyo
también a las 8 semanas de exposicion. Estos resultados fueron consistentes
por inmunohistoquimica y citofluorometria. Los marcadores de activacion
plaquetaria se encontraron sin cambios durante toda la exposicion, pero al
dejar sin exposicion a V, se encontr6 aumentada la presencia de CD62p. La
agregometria en PRP mostro una inhibicion de la agregacion plaquetaria a las
4 semanas de exposicion a V, misma que revirtio a las 8 semanas y en el
periodo post exposicion. La via JAK/STAT se encuentra activada y esta
implicada en la proliferacion de megacariocitos. Esta activacion puede deberse
a que el V es capaz de inhibir Proteinas tirosina fosfatasas (PTPs), motivo por
el que éstas proteinas permanecen fosforiladas y activadas. En este modelo
se propone que la disminucion del receptor Mpl al final de la exposicion puede
deberse a un mecanismo de regulacion negativa. Los cambios en los
megacariocitos y plaguetas y la activacion de JAK2 semejan muchos de los
hallazgos que se presentan en un trastorno mieloproliferativo, la Trombocitemia
Esencial (ET), aun cuando el origen de esta enfermedad es diferente. Por otro
lado, no se encontraron cambios en los marcadores de activacion plaquetaria
durante toda la exposicion, pero si en la post exposicion, tal vez por efecto
tardio del V, ya que el V se elimina muy lentamente del organismo. Ademas,
se observo que la exposicién a V tiene un efecto inhibitorio en la agregacion
plaguetaria a las 4 semanas, pero este efecto en las plaquetas revirtid
posteriormente tal vez como un mecanismo de tolerancia por la exposicion
repetida. En este modelo no encontramos trastornos hemorragicos debidos a
la disfuncién plaquetaria, sin embargo, en la exposicion a V por diferentes vias,
otros autores han reportado epistaxis e incluso hemorragias pulmonares. Este
trabajo aporta nuevo conocimiento de los efectos del V y destaca la importancia
de estudiar a los megacariocitos y las plaguetas como células blanco de los
contaminantes y cuya alteracion puede llevar a trastornos en la hemostasia

puedan poner en riesgo la vida del individuo.
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IV. ABSTRACT

Vanadium (V) is a metal that has become important as a pollutant because
large amounts are emitted into the atmosphere mainly by anthropogenic
sources as the burning of fossil fuels. Mexican oil has a high concentration of V
and the atmosphere of Mexico City has increasing concentrations of this
element.

There are still unknown aspects of V toxicity, but in our murine model of V,0s
exposure we have found an increase in the number of platelets and their
progenitors, megakaryocytes, in subchronic and chronic exposure. With this
background, and knowing that the main hormone involved in platelet production
and maturation of megakaryocytes is Thrombopoietin (TPO) and its receptor
Mpl that activates JAK/STAT pathway, we decided to explore the signaling
pathway in this model. Furthermore, environmental pollution is often associated
with hemostasis disorders and also to determine if alterations of
megakaryopoiesis may affect platelet function, we determined this effect.

Sixty CD1-mice were divided into a control and experimental groups; the former
group was exposed to V,0s5 at 0.02M for an hour twice a week for an eight-
week time period.. Spleens were taken for processing at 4", 6" and 8" week. A
sample of the spleen was processed for immunohistochemistry of Mpl and
phosphorylated fractions of JAK2, STAT3 and STAT 5 and another sample was
processed for cytofluorometry for the same proteins.

Blood samples were obtained at 4™ and 8" week of exposure and four weeks
after the exposure ceased. Platelet function was determined by identifying
markers of platelet activation: P-selectin (CD62p) and monocyte-platelet
conjugates in peripheral blood and we determined platelet aggregation with
platelet-rich-plasma (PRP) or whole blood. Results were analyzed using
analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post test to compare between
groups.

An increase of phosphorylated JAK2 and STAT3 in megakaryocytes of mice at
eight weeks of exposure was found. No statistical significance difference was
found on STAT 5. Mpl receptor decreased at eight weeks of exposure. These
results were consistent with immunohistochemistry and cytofluorometry findings

Platelet activation markers were unchanged throughout the exposure, but
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CD62p was increased after the exposure ceased. There was platelet
aggregation inhibition at four week of exposure that was reverted at eight week
and in post exposure time. The JAK/STAT pathway is activated and is
involved in megakaryocyte proliferation. This activation might be because V is
able to inhibit protein tyrosine phosphatases (PTP), and so, these proteins
remain phosphorylated and activated. Mpl decreased at the end of exposure
probably as a negative regulator mechanism. Changes in megakaryocytes and
platelets and JAK2 activation resemble some aspects of the myeloproliferative
disorder, Essential Thrombocythemia (ET). On the other hand, there were any
changes on the platelets markers of activation throughout the exposure, but
until the post-exposure time, perhaps of vanadium’s late effect, and its slow
body’s clearance. We observed the inhibitory effect on platelet aggregation at
4-week period, but this effect could be reversed by tolerance, because of
repeated exposure. In this model we did not observe bleeding disorders due to
platelet dysfunction, but other authors have reported epistaxis and even
pulmonary hemorrhage. This work provides new knowledge about the V effects
and emphasizes on the importance of studying the effects of pollutants on
megakaryocytes and platelets, because its alteration can lead to hemostasis
disorders that may affect the organisms physiology.

13



V. INTRODUCCION

1. CONTAMINACION AMBIENTAL

La contaminaciéon ambiental es un problema que ha adquirido cada vez mayor
importancia porque ha ido en incremento debido al crecimiento desordenado de
las ciudades y su industrializacion (Romero et al, 2006). Se entiende como
contaminacion, la presencia en el ambiente de sustancias o factores fisicos,
quimicos o biolégicos que perjudiguen o dafien la vida, la salud y el bienestar
humano, la flora y la fauna, o degraden la calidad del aire, agua, suelo, de los
bienes, de los recursos de la nacién en general, o de los particulares. Un
contaminante es toda materia o sustancia, que al incorporarse o adicionarse al
ambiente pueda alterar o modificar sus caracteristicas naturales; también se
considera contaminante toda forma de energia, como calor, radiactividad y

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

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) es considerada una
megaciudad que presenta particularidades que la afectan negativamente al
respecto de la contaminacion: esta situada a 2,240 metros sobre el nivel del
mar y por esta altitud puede recibir mayor radiacion solar y facilitar reacciones
quimicas en la atmdésfera que generen mas contaminantes; ademas, tiene 23%
menos oxigeno comparada con las ciudades que se encuentran al nivel del
mar, lo que da por resultado una combustion incompleta, se reduce la eficiencia
de los motores de combustion interna, aumentando concentraciones de
hidrocarburos en el aire, que favorecen a su vez la exposicion a radiaciones
capaces de transformar compuestos oxidantes como O0xidos metalicos; es una

cuenca cerrada al estar rodeada de montafas con altura minima de 1000m,
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que forman una barrera fisica natural para la circulacion del aire. La ZMVM
tiene cerca de veinte millones de habitantes, con mas de 4.5 millones de
automoviles que consumen 40 millones de litros diarios de gasolina, ademas de
su industria generadora de contaminantes (Figura 1) (SEMARNAT 2008, 2005;

Molina, 2002; Gomez y Danglot 1998).

Las fuentes de contaminantes ambientales son tanto naturales como
antropogeénicas, y son estas ultimas las que han cobrado gran importancia por
su gran incremento. Entre los contaminantes que participan en el deterioro de
la calidad del aire, se encuentran: el bioxido de azufre (SO;), mondxido de
carbono (CO), biéxido de nitrégeno (NO,), particulas suspendidas (PST), ozono
(O3) y metales. Otros contaminantes que se emiten a la atmdsfera son los
gases generadores de efecto invernadero y éstos son considerados
importantes por sus efectos sobre el cambio climatico; éstos son: bidxido de
carbono (CO,), metano (CH,4) y 6xido nitroso (N,O). También como resultado
de las actividades humanas se emiten las llamadas sustancias agotadoras de
la capa de ozono estratosférico, como los clorofluorocarbonos,

hidroclorofluorocarbonos y halones (SEMARNAT 2008, 2005).

Figura 1. La Zona Metropolitana del Valle de México, una megaciudad con
grandes problema de contaminacién. Una de las principales fuentes de 15
contaminantes son los 4.5 millones de automdviles que circulan diariamente en
la ciudad.




Dentro de los contaminantes atmosféricos, tienen gran relevancia las particulas

suspendidas totales (PST), debido a que se han demostrado como causantes

de efectos adversos a la salud humana. Estas particulas se originan como

consecuencia de la combustion y se clasifican de la siguiente manera:

Particulas gruesas PM10 (miden entre 2.5 y 10 micras), proceden de la
erosion de los caminos, la industria, la agricultura, construccién y
demolicion, combustibles fésiles 'y generalmente contienen
aluminosilicatos y 6xidos de otros elementos (Figura 2).

Particulas finas PM2.5 (miden menos de 2.5 micras), proceden de los
vehiculos, de combustibles fésiles, de quema de vegetacién y del
procesamiento de metales. En estas particulas se incluyen metales
como plomo, cadmio, niquel, manganeso, carbono y vanadio. Estas
particulas suelen ser méas téxicas que las gruesas (Figura 2).

Particulas ultrafinas (menores de 1 micra) derivadas de la quema de
combustibles fosiles e incendios forestales. Tienden a unirse con
particulas mas gruesas, por lo tanto, se encuentran aisladas en la

atmaosfera por periodos cortos (Holgate et al, 1999; Vallejo et al, 2003).

C€PM25s

Particulss dertvadas ds ia
CABELLO HUMANO combustion, metaiss

50-70um < 25um

90um
GRANO DE ARENA

Figura 2. Tamafo de las particulas suspendidas con respecto al didmetro de un cabello o
un grano de arena. Modificado de la pagina web de la EPA (Environment Protection
Agency) (www.epa.gov)
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Ademas de su composicion, el tamafio de las particulas juega un papel
importante en su comportamiento en la atmoésfera: las particulas que miden
menos de 10 micras, tendran una vida de horas, suspendidas en la atmésfera,
mientras que las particulas finas que tienen como diametro de 1-0.1micras,
tendran una vida media de dias a semanas (Mussali-Galante and Fortoul ,
2008). Por otro lado, entre mas grande es la particula, menor sera la
posibilidad de que ingrese a la circulacidbn sanguinea y al organismo en
general. Las particulas mas pequefias penetran hasta el espacio alveolar, de
hecho se ha demostrado que algunos metales potencialmente téxicos entran al
organismo al ser volatilizados en la combustion, al estar a altas temperaturas,
recondensandose nuevamente en este tipo de particulas y se ha determinado
que el pulmon es la principal via de entrada al flujo sanguineo para estos

elementos téxicos (Rivero Serrano et al, 1993).

En la tabla 1 se muestran algunos contaminantes que la SEMARNAT reporta
por dia de la semana en la ZMVM, cabe destacar que las particulas al igual que

otros contaminantes se emiten mas durante los dias habiles.

: Emisiones Emisiones [fon/dia]
Contaminante [lon/semana]  Dia hébil Sébado = Domingo
Particulas menores a 10 micras PMio 450 67 63 54
Particulas menores a 2.5 micras | PM, ¢ 100 15 14 13
Diéxido de azufre SO, 129 21 14 11
Monéxido de carbono CO 30,131 4,284 4,571 4,144
Oxidos de nitrégeno NOx 3,620 519 541 486
Compuestos orgdnicos voldtiles cov 11,216 1,666 1,557 1,330

Nota: No se incluyen los emisiones de los incendios forestales y estrucurales, asi como las emisiones de
particulas de la erosién edlica del suelo. La suma de los fofales puede variar debido al redondeo de las cifras.

Tabla 1. Inventario de emisiones por dia de la semana (SEMARNAT. 2008).

Es importante mencionar que la emisibn de contaminantes presenta

variaciones durante el dia, ya que aumenta principalmente entre las 10 y las
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16 horas, debido al aumento de la flota vehicular y la actividad industrial. Por
otro lado, también la SEMARNAT reporta diferencias en la emision de PST
dependiendo de la época del afio, es decir, hay un aumento en la época seca
fria (noviembre a febrero), comparado con las emisiones en la época seca-
caliente (marzo a mayo) o en la época de lluvias (abril a octubre), como se

observa en la tabla 2.

Emisiones [ton/dia]

Temporada

PM'II:I

PM, 5

SO,

co

NOx

Seca fria 92.0 172 18.3 4,292.5 514.5 1,611.5
Seca caliente 64.6 14.5 18.3 4,292.4 514.9 1,641.6
Lluvias 46.8 12.9 18.4 4,293.1 515.8 1,613.9

Tabla 2. Inventario de emisiones diario por temporada climatica (SEMARNAT, 2008).

La generacion de PST se debe principalmente al transito vehicular y al uso de
vialidades sin pavimentar y, en total se emitieron mas de 24,000 toneladas
anuales de PM10 y se estiman aproximadamente 5,499 de PM2.5. Como se
mencionod, los metales son contaminantes que pueden ingresar al organismo a
través de las PST. Desde la antigiiedad se sabe que los metales son capaces
de afectar la salud humana y algunos metales como el arsénico, cromo, niquel
y cadmio son carcindgenos comprobados (Rivero Serrano et al, 1993; Nriagu
1996). Algunos otros metales, como el vanadio, han adquirido importancia por
el aumento en su emision a la atmosfera y son objeto de investigacion en la
actualidad para determinar su grado de toxicidad (Assem y Levy, 2009;
Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Fortoul et al, 2002; Holgate et

al, 1997; Amdur et al, 1991).

Las fuentes antropogénicas son la mayor causa de emision de metales

pesados y la mayoria de las particulas emitidas son PM2.5. Los metales de
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origen antropogénico se encuentran en la atmésfera como oxidos. El hierro es
el metal que se encuentra en mayor concentracion, excepto en los residuos de
combustion del petrdleo, en donde hay mayor concentracion de vanadio y

niquel (Holgate et al, 1997).

Por otro lado, los metales con mas de una valencia estable, como el vanadio,
pueden participar en la transferencia de electrones y generan agentes
oxidantes que son toxicos para las células, ademas de que pueden acumularse
en el organismo en diversas formas, tanto como compuestos inorganicos como
organicos, y permanecer en él por largos periodos, de ahi la importancia de

estudiar los efectos derivados por su contaminacion (Amdur et al, 1991).

2. VANADIO

El vanadio (V) es un metal de transiciébn que, como se menciond previamente,
ha cobrado mayor importancia como contaminante ambiental y también en la
exposicion ocupacional, y aun se desconocen muchos de sus efectos toxicos.
El V ocupa el lugar 22 entre los elementos mas abundantes de la corteza
terrestre. Fue descubierto en México en 1801 por Andrés Manuel del Rio, pero
fue hasta 1830 que el sueco Sefstrom lo llam6 Vanadium en honor a Vanadis,
la diosa griega de la belleza, inspirado por la gama de colores de este metal en

solucion.

Se ha pretendido utilizar este metal en el tratamiento de algunas enfermedades
como anemias, tuberculosis y diabetes mellitus. Desde 1899 se demostré que

disminuia los niveles de glucosa en sangre y orina en pacientes diabéticos,
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pero no fue hasta 1970 y principios de 1980 que se demostr6 que las
soluciones de vanadato V°* producian efectos parecidos a la insulina en ratas y
adipocitos in vitro. Actualmente se contintan estudiando diferentes tipos de
compuestos de V para utilizarlos en el tratamiento de diabetes y obesidad, asi
como anticonceptivos vaginales y, ademas, por sus propiedades moduladoras
de la expresion de diversos genes, se han usado como agentes
antineoplasicos (Morinville et al, 1998; Evangelou 2002, Mukherjee et al, 2004).
De manera contrastante, la IARC lo ha declarado en 2006 como posible
carcindgeno para humanos por lo que aun se continta estudiando el efecto de
los diferentes compuestos de vanadio para determinar su toxicidad y su posible

utilidad terapéutica (IARC, 2006).

2.1 Propiedades quimicas

El V es un elemento del grupo VB en la tabla periddica, nimero atomico 23,
tiene varios estados de oxidacion: -1, 0, +2, +3, +4 y +5. Se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza, ya que se ha encontrado en todo tipo
de ambientes, incluyendo rocas, suelo, agua, aire, plantas y tejidos animales

(Barceloux, 1999).

La mayoria de sus compuestos tienen valencias +3, +4 (tetravalente) y +5
(pentavalente) (Nriagu, 1998; Barceloux, 1999). EI compuesto mas abundante
es el V,0s5 (pentdxido de vanadio). Su toxicidad aumenta conforme aumenta la
valencia, por lo tanto, los compuestos pentavalentes son los mas téxicos

(Barceloux, 1999).
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Entre los compuestos mas toxicos, encontramos al pentéxido de vanadio
(V20s), el cual es el de mayor uso comercial, es una sal de color amarillo-rojizo,
con punto de fusién de 1750 °C y punto de ebullicion de 690 °C, es un agente
quimico peligroso, su limite de exposicién ocupacional a polvos y humos es de
0.05 mg/m® (ACGIH, 2009; Assem and Levy, 2009). Otros compuestos con
interés toxicologico son: el metavanadato de amonio (NH4VO3), metavanadato
de sodio (NaVOgs), ortovanadato de sodio (NaszVOg,), sulfato de vanadilo
(VOSQ,), oxidicloruro de vanadio (VOCI,) y tricloruro de vanadio (VCls)

(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

El vanadio puede actuar como anién o catién en los procesos biolégicos; en
condiciones fisiolégicas, el vanadio pentavalente se encuentra en forma de
anion vanadato (H,VOy) y el vanadio tetravalente, en forma de cation vanadilo
(VO?"). En condiciones é&cidas, el ién vanadilo es muy estable, pero en
condiciones basicas, es méas estable el i6n ortovanadato (VO,¥), que es muy
similar al i6n fosfato (PO4*), como se observa en la figura 3 (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).
O -
O
| |
_/V\uo O¢P""’O_
0 i \ S
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Figura 3. Semejanza en la estructura quimica del vanadato y el fosfato, relevante para
explicar algunos efectos del V, debido a que se ha descrito que el vanadato puede ingresar
a las células a través de canales de fosfato, e incluso puede tomar el lugar del fosfato en
algunas proteinas.

El V ingerido es transformado en su mayor parte al catibn vanadilo en el

estbmago y se puede oxidar al anion vanadato el cual se absorbe con mayor
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facilidad a través de transportadores anionicos inespecificos (Mukherjee et al,

2004).

2.2 Fuentes de Contaminacion

El V se encuentra en grandes cantidades en forma de complejos metélicos y
organometalicos en todos los petréleos crudos y materiales de origen fosil. En
especial se ha reportado que el petrdleo crudo mexicano y el venezolano tienen
concentraciones elevadas de este elemento. Hasta 91% del V atmosférico,
procede de la combustién del petréleo, carbon y aceites utilizados en la
generacion de electricidad y calor y la mayoria del V es emitida en forma de
oxidos de vanadio. El resto procede del polvo continental, aerosoles marinos,
emisiones volcanicas e incendios forestales. (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006; Barceloux, 1999; Nriagu, 1998). También es emitido en el
proceso de extraccion de otros minerales (principalmente el hierro), asi como

es ingerido a través de los alimentos (Nriagu, 1998; IPCS, 2000).

La concentracion de V en la atmésfera, depende de las condiciones
geograficas, climaticas y las condiciones de urbanizacién. Se han reportado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 ug/m® y en é&reas rurales
cantidades menores a 0.024 pg/m® (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2006; IPCS 2000). Para la Ciudad de México se han reportado valores que
alcanzan 0.114 pg/m® en PM10 y 0.093 pg/m?® en PM2.5 (Gutiérrez-Castillo et
al, 2006). Riveros-Rosas y colaboradores en 1997 reportaron 23 + 12 ng/m?,
con mayores concentraciones en el area norte mas industrializada de la

Ciudad. Las inversiones térmicas en las grandes ciudades aumentan
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considerablemente su concentracion en aire. En la exposicion ocupacional las
concentraciones son mayores, incluso durante la limpieza de calderas se han

encontrado concentraciones de hasta 500 mg/m?® (Nriagu, 1998).

En la ZMVM se sabe que el V se ha incrementado en la atmésfera, al
encontrarse un aumento del 23% en la concentracion de V en tejido pulmonar
de necropsias de personas que vivieron en la década de los 90’s comparado

con los 60’s (Fortoul et al, 2002).

2.3 Usos del Vanadio

Se ha utilizado en la produccién de herramientas, debido a que forma
aleaciones de alta resistencia y baja corrosion con otros metales. Es catalitico
para la produccién de acido sulfurico, se utiliza en la industria del plastico y del
vidrio, en realizacién de semiconductores, en la industria fotogréafica, colorantes
amarillos y pinturas para cerdmica. En la industria agricola se emplea para
elaborar fungicidas e insecticidas y como micronutriente en fertilizantes. Se
utiliza también en la fabricacibn de maquinaria aérea y en la tecnologia

espacial (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006; Barceloux 1999).

2.4Toxicocinética

La via enteral es la mas expuesta al V, debido a que la mayoria de alimentos
ingeridos por los humanos tienen ciertas concentraciones de este metal, pero a
pesar de que es la mayor fuente de exposicion, en el tracto gastrointestinal se
absorbe muy poco, en rangos de 0.1 a 10% de la cantidad ingerida. Se ha

reportado que una persona consume en la dieta promedio de 11-30 pg por dia
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y en el agua la concentracion puede ser de 20 a 70 pg/ litro (Nriagu 1998;
IPCS, 2000). Los alimentos con mayor concentracion de V son los mariscos, el

eneldo, la pimienta negra, entre otros.

La via respiratoria es la principal via de absorcion y dependiendo del lugar y
circunstancias, sera el grado de exposicién y absorcion de V. La mayor
exposicién en los trabajadores ocurre a través de la inhalacion de polvos y
humos. Se ha reportado que el vanadio inhalado se absorbe desde un 25%

hasta un 90% (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006; Nriagu 1998).

El V es absorbido a través de transportadores anionicos inespecificos,
posteriormente en la sangre el V se une a proteinas plasméticas. Puede estar
en forma de vanadilo que se une a transferrina o vanadato que se puede unir a
albumina y transferrina. De ahi se distribuye a todos los érganos y tejidos en
aproximadamente media hora a una hora, encontrdndose concentraciones
importantes en dientes y huesos, higado, bazo, rifién y pulmén, ademas de que
es capaz de cruzar la barrera hemato-placentaria (Mukherjee et al, 2004;

Nriagu, 1998).

Su excrecion es por heces (incluyendo la parte que no se absorbio y la parte
eliminada por el higado a través de la bilis) y principalmente por la orina, ya que
en el rindn se elimina de una forma bifasica, la primera fase rapida en las
primeras 10 a 20 horas y otra fase lenta entre los 40 y 50 dias.
Aproximadamente un 40 a 60% del V absorbido es excretado por rifion en los

primeros 3 dias (Barceloux, 1999, Nriagu, 1998).
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Figura 4. Toxicocinética del vanadio. Es importante sefialar que la principal ruta de absorcién
es la inhalada. El V tiende a concentrarse en algunos érganos como huesos y bazo y su
excrecion es principalmente por la orina. (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

2.5 Toxicidad por exposicién ocupacional

Los efectos respiratorios son los mas ampliamente documentados sobre todo
en humanos con exposicion laboral aguda a V, en particular en aquellos que se
dedican a la limpieza de calderas. En estos pacientes, se puede observar la
lengua de color verde, refieren sabor metélico y pueden presentar dermatitis
eczematosa. Las manifestaciones leves incluyen rinitis, estornudos,
conjuntivitis y tos, pero pueden ser tan severas que condicionen la presencia
de bronquitis y neumonitis (Cooper, 2007; Barceloux 1998, Nriagu 1998).
Existe asociacion entre la exposicion a grandes concentraciones de vanadio de

manera ocupacional y la presencia de bronquitis o asma (Musk and Tees,
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1982; Irsigler et al, 1999). Vandenplas y colaboradores en 2002, reportaron
que la inhalacién aguda de grandes concentraciones de vanadio por personal
ocupacionalmente expuesto ocasiona un sindrome caracterizado por fiebre y
alveolitis neutrofilica, el cual ha sido descrito también por la inhalacion de otros

metales (Nemery, 1990).

Ademas, la OMS reporta sintomas neuroldgicos inespecificos y alteraciones en
el sistema cardiovascular, como vasoconstriccion e hipertonia muscular que
ocasionan hipertension arterial y se han reportado arritmias y cambios en el
electrocardiograma. Por otro lado, también se reportan alteraciones renales en
exposicién crénica porque el V tiende a acumularse en forma de vanadilo, el
cual es un potente inhibidor de ATPasas, afectando la reabsorcion de sodio y
ocasionando acidosis tubular hipokalémica, con necrosis y fibrosis (Cooper,

2007; IPCS 2000).

2.6 Toxicidad celular

El V ejerce su efecto toxico mediante diferentes vias: puede inhibir una
variedad de enzimas, pero también tiene capacidad de estimular otras y
participa en la generacion de radicales libres. Entre las enzimas fuertemente
inhibidas por el vanadio se encuentran la Na-K-ATPasa y la H-ATPasa, aunque
también inhibe otras enzimas ATPasas como la Ca-ATPasa y Ca-Mg ATPasa
(Nriagu, 1998). Entre las enzimas que estimula se encuentran: la adenilato
ciclasa, gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, NADPH oxidasa, tirosina

fosforilasa, glucogeno sintetasa, lipoproteinlipasa, glucosa 6 fosfato
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deshidrogenasa, tirosina cinasa C y ciclooxigenasa 2 y citocromo oxidasa

(Barat et al, 2003; Erdmann et al, 1984; Nechay, 1984; Nechay et al, 1986).

El V interfiere con enzimas que contienen fosfato. Este es el caso de las
proteinas tirosina fosfatasas (PTP), que son fuertemente inhibidas por los
compuestos de V, ya que actia como anélogo de fosfatos y oxida su dominio
catalitico con lo que lleva a un aumento en la fosforilacion celular, esto explica
el efecto insulinomimético del V puesto que los receptores de insulina
permanecen activados por esta inhibicion. Las PTPs son importantes en la
regulacion del ciclo celular y su inhibicibn podria explicar algunos de los
mecanismos de proliferacion o muerte celular inducidos por este metal (Maihles

et al, 2003; Morinville et al, 1998; Samet et al, 1999; Chen et al, 2001).

Muchos de los efectos toxicos del V se atribuyen a la capacidad que tiene para
contribuir en la generacion de radicales libres, de la misma manera que otros
metales, a través de la reaccion de Fenton. Incluso la inhibicion de PTPs
puede estar mediada por especies reactivas de oxigeno como el H,O, (Krejsa,

1997).

Por otro lado, varios grupos han reportado poliploidias, aneuploidias, formacion
de micronucleos y otros tipos de dafio genotdxico inducidos por varios
compuestos de V en linfocitos in vitro (Roldan y Altamirano-Lozano 1990;
Altamirano-Lozano et al, 1993 y 1999; Rojas et al, 1996; Migliore et al, 1999;
Rodriguez Mercado et al, 2003). Ademas, se ha reportado que el V afecta el

citoesqueleto, por ejemplo, en cultivos de linfocitos a los cuales se les
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administré V,0s (0.001 a 0.1 puM), se encontré inhibicion de la polimerizaciéon
de la tubulina, la despolimerizacién de la misma y alteracion en la formacion
del huso mitético lo que ocasiona células aneuploides o poliploides (Ramirez et

al, 1997).

2.7 Toxicidad sistémica

En modelos animales se han reportado efectos tdéxicos en diversos 6rganos y
sistemas. En algunos organos incluso se ha estudiado si el efecto revierte al
dejar sin exposicion a V de uno a tres meses, pero parece depender del
organo y tipo celular si el dafio revierte o no. En nuestro grupo, utilizando V,0s
inhalado (0.02M) en un modelo murino, se han encontrado alteraciones en
vias respiratorias similares a los cambios encontrados en asma, con aumento
en citocinas inflamatorias (IL-6, TNFalfa) y disminucion de la luz de los

bronquiolos (Fortoul et al, 2011; Falcon-Rodriguez 2007).

También se ha reportado neurotoxicidad, con dafio en las células del bulbo
olfatorio (con alteracién en la funcion olfatoria), hipocampo (con deterioro en la
memoria), dafio en corteza motora, asi como alteraciones en la sustancia negra
y ruptura de la barrera hematoencefalica con modificaciones en las
metaloproteasas MMP-2 y MMP-9 (Avila-Costa et al, 2004, 2005, 2006; Colin-
Barenque et al, 2008; Fortoul et al, 2011). En el caso del bulbo olfatorio, se ha
observado dafio morfolégico y alteracion en la funcion olfatoria al mes de
exposicion, los cuales tuvieron una recuperacion al nivel del control a los dos

meses de post exposicion (Moscoso Caballero, 2010).
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Por otro lado, se han evaluado pardmetros de genotoxicidad utilizando el
ensayo cometa en leucocitos y células de médula 6sea y con ensayo de
micronucleos en eritrocitos encontrando que existe mayor dafio a mayor tiempo
de exposicion y que los ratones machos tienen mas dafio, en comparacion con
las hembras. En el caso de la presencia de micronudcleos, ademas se encontrd
que no revirtio el dafio incluso a los 90 dias de post exposicidon (Fortoul et al,

2011; Rojas Lemus, 2009; Pérez de Gante, 2008).

Ademas, hemos encontrado alteraciones testiculares, como disminucién en la
gamma tubulina y, en menor grado, disminucion en actina, asi como nucleos
de forma irregular, con seudoinclusiones (Fortoul et al, 2011; Mussali-Galante
et al, 2005). De la misma forma, se han encontrado en sangre, médula 0sea,
en bazo y timo linfocitos binucleados y con nucleos irregulares y con
seudoinclusiones que sugieren afeccibn en algunos componentes del
citoesqueleto como las laminas nucleares (Gonzéalez Villalva, 2004; Rodriguez

Lara, 2008).

En este mismo modelo, se ha encontrado hepatotoxicidad, con aumento de
enzimas hepaticas en sangre, peroxidacion lipidica, necrosis, infiltrado
inflamatorio y megandcleos que sugieren actividad regenerativa (Cano-
Gutiérrez et al, 2011). Otros autores también reportan hepatotoxicidad al

encontrar elevacion de enzimas transaminasas en sangre (Nriagu, 1998).

En la literatura se reportan alteraciones en la espermatogénesis y en la

motilidad de los espermatozoides en ratones (Aragon et al, 2005; IPCS, 2000;
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Altamirano-Lozano et al, 1993). Se ha demostrado necrosis linfoide en timo,
bazo, ganglios linfaticos, médula 6sea de 1 a 4 dias después de inyeccion
subcutdnea de metavanadato de amonio (15.5 mg/kg) (Al-Bayati et al, 1992).
En un estudio realizado en ratones, utilizando concentraciones de 4, 8, 16 y 32
mg/m?® de V,Os inhalado 6 horas al dia por 5 dias a la semana por 16 dias, se
encontré hiperplasia linfoide en los ganglios mediastinales corroborada
histol6gicamente. En ratas utilizando las mismas condiciones, se encontré en el
estudio hematoldgico a los 3 meses de exposicion un aumento en el nUmero de
eritrocitos pero con disminucion en su tamafo (eritrocitosis microcitica) en
hembras y machos. Se realiz6 este mismo estudio a 2 afios de exposicion,
utilizando concentraciones de 1, 2 y 4 mg/m?® de V205 en el cual se observé un
aumento en la incidencia de neoplasias bronquiales y alveolares tanto en ratas
como en ratones lo cual apoya que éste metal es potencialmente carcinogénico

(National Toxicology Program, 2002).

2.8 Hematotoxicidad

En cuanto a la toxicidad hematologica existen controversias sobre los efectos
del V, puesto que hay estudios que muestran cambios en los indices
hematologicos y otros en los cuales no existen tales cambios. En la tabla 3 se
resumen los principales estudios de hematotoxicidad por diferentes

compuestos de V.
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AUTOR COMPUESTO/DOSIS VIA DE EFECTO

ADMINISTRACION
Zaporowska and | Metavanadato de amonio | Oral. Disminucion de
Wasilewski, 1989, 1992 | (0.15 mg V/icm3 en agua de | Rata Wistar eritrocitos, hematocrito,
ab. bebida) Aprox. 23-29mg/kg hemoglobina.  Aumento
por 2,4y 8 semanas de reticulocitos.
Leucocitosis con
neutrofilia y linfocitosis.
Dai and McNeill, 1994 | Metavanadato de amonio | Oral. Sin alteraciones
0.19mmol/kg/dia  por 12 | Humanos hematoldgicas.
semanas
Cohen et al, 1995 Vanadil sulfato 100mg diarios | Oral. Disminucion de
por 3 semanas. Humanos hemoglobina y
hematocrito.
Fawcett et al, 1997 Vanadil sulfato 0.5mg/kg/dia | Oral. Sin alteraciones
por tres semanas. Humanos hematoldgicas.
Hogan, 2000 Vanadil sulfato, | Inyeccién Disminucion de eritrocitos
Ortovanadato de sodio vy | intraperitoneal. circulantes y aumento de

cloruro de vanadio, ajustados | Ratones hembra ICR | reticulocitos.
para dar 9.2mgkg de
vanadio. Dosis Unica.

NTP 2002 Pentoxido de vanadio 4, 8, | Inhalado Eritrocitosis microcitica
16 y 32mg/m? por tres meses | Rata F344/N
Ratén B6C3F1.
Aguirre et al, 2005 Ortovanadato  de  sodio | Inyeccion Aumento de reticulocitos
0.33mglkg , dosis Unica. intraperitoneal. periféricos. Aumento de
Ratones hembra CF-1 | eritroblastos
policromatdfilos y
ortocromaticos en médula
Osea.

Tabla 3. Antecedentes de hematoxicidad reportados utilizando diferentes vias de exposicién y diferentes
compuestos de V en distintas especies. Se observan resultados contradictorios, en algunos estudios no se
reporta toxicidad hematoldgica, pero los que encuentran alteraciones, coinciden en la disminucion de
hematocrito y hemoglobina.

En nuestro modelo de inhalacion de V, en el que se alcanzan concentraciones
(en la caja de nebulizacion en la que se exponen los ratones) de 1.436mg/m?
(superiores a la concentracion de V ambiental, pero comparable a la exposicion
ocupacional), encontramos una anemia normocitica normocromica desde las 8
hasta las 12 semanas de inhalacion, asi como leucocitosis con neutrofilia y
linfocitosis desde la primera semana y hasta la semana 12 de inhalacion, que
acompafnado con el aumento en el fibrinégeno, nos indican que el V induce un

estado inflamatorio constante (Gonzéalez-Villalva, 2004; Gonzalez-Villalva et al,

2009). Estos hallazgos coinciden con los encontrados en otros estudios de
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exposicién a V (Zaporowska and Wasilewski 1986, 1992a, b; Cohen et al, 1995;

Hogan, 2000).

Los estudios que reportan alguna alteracion hematoldgica coinciden en la
presencia de anemia, asi que se han investigado los mecanismos mediante los
cuales el V la induce. Se han realizado ensayos in vitro en eritrocitos de
ratones y humanos en los cuales se reporta una accion hemolitica debida en
parte a la inhibicion de la Na/K ATPasa por el V (Zaporowska and Slotwinska,
1996; Nriagu, 1998), ademas de la generacibn de estrés oxidante y
peroxidacion lipidica que lleva a una mayor fragilidad de la membrana de los
eritrocitos (Mukherjee et al, 2004), por lo que son eliminados prematuramente
de la circulacién. Esto es compensado por la médula ésea enviando formas
inmaduras de eritrocitos, los reticulocitos, que también se encuentran
aumentados en los experimentos in vivo (Zaporowska and Wasilewski 1986,
1992a, b; Hogan, 2000). En nuestro grupo de trabajo se estan investigando los

posibles mecanismos por los que el V induce anemia en este modelo.

Por otro lado, la contaminacion, en particular el aumento de las particulas
suspendidas totales (PST) se ha relacionado con un aumento en la incidencia
de alteraciones en la hemostasia, principalmente tromboticas, tales como la
enfermedad vascular cerebral (EVC), el infarto agudo del miocardio (IAM) y la
tromboembolia pulmonar (Mills et al, 2009; Kettunen et al, 2007; Nemmar et al,
2003), pero también existen reportes de transtornos hemorragicos relacionados

con las particulas contaminantes (Yamazaki et al, 2007).
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En este sentido, resulta particularmente relevante en nuestro modelo el
hallazgo de trombocitosis (aumento en el nUumero de plaquetas en sangre) en la
exposicidbn subaguda y subcronica a V, con alteraciones en la morfologia
plaquetaria, ya que se encontraron plaquetas gigantes en sangre circulante
(Gonzéalez-Villalva, 2004; Gonzélez-Villalva et al, 2006, 2009). Estos cambios
morfolégicos nos llevaron a pensar en defectos en los megacariocitos, las
células precursoras de plaguetas, por lo que analizamos la médula ésea y el
bazo de los ratones expuestos y encontramos un aumento estadisticamente
significativo en el numero de megacariocitos en ambos &rganos
hematopoyéticos, con megacariocitos aparentemente mas poliploides, puesto
que son mas grandes y con ndcleos mas lobulados (Fortoul et al, 2008). Se
analizo la ultraestructura, corroborando estos hallazgos y ademéas un aumento
en los granulos alfa y densos en los megacariocitos de los animales expuestos

(Fortoul et al, 2009).

Posteriormente en este mismo modelo, se estudid la concentracion de IL-6,
trombopoyetina (TPO) y receptor para trombopoyetina (Mpl) en bazo, los
cuales son muy importantes para estimular la megacariopoyesis (Kaser et al,
2001). La TPO se encontrdé sin cambios en bazo, pero con incremento en
pulmones y en higado (Diaz Bech, 2007; Diaz Fuentes, 2009). Cabe
mencionar que el pulmén no participa de manera normal en la produccién de
TPO, pero si se ha encontrado que es capaz de producir esta hormona en
condiciones patologicas como la hipertensiéon pulmonar (lbrahim et al, 2002).
Ademas se determind la presencia de IL-6 en bazo, la cual se eleva en la
inflamacion y es capaz de estimular la produccibn de TPO vy la

megacariopoyesis, pero no se encontraron cambios significativos. Por otro
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lado, se determin6é la presencia del receptor Mpl en los megacariocitos,
encontrdndose disminuido a los dos meses de exposicion (Diaz Bech, 2007),
por lo tanto en este trabajo se estudiaron otros factores relacionados con la

proliferacion de los megacariocitos.

3. MEGACARIOCITOS Y MEGACARIOPOYESIS

El megacariocito, célula precursora de plaguetas, es una célula muy grande,
mide hasta 150um de diametro 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 tamafio y con nucleo
poliploide, llega a tener hasta 64n de material genético, de hecho debe su
nombre a esta caracteristica (mega=grande; Karyo=nucleo). La poliploidia de la
célula aparentemente es necesaria para la subsecuente acumulacion de
citoplasma para liberar una adecuada cantidad de plaguetas. Este citoplasma
es muy granular, contiene granulos alfa y densos que tienen sustancias
importantes para la activacion y agregacion plaquetaria. El citoplasma del
megacariocito se fragmenta para dar lugar a miles de plaquetas, se dice que
cada megacariocito maduro puede dar lugar hasta 10* plaquetas (Kaushansky,

2005 a, b).
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Figura 5. Megacariocito en un frotis de médula ésea. Se observa su gran tamafio en
comparacion con el resto de las células que lo rodean (Gonzélez-Villalva, 2011 b).

Se llama megacariopoyesis al proceso de diferenciacion de la linea
megacariocitica y trombopoyesis al proceso de liberacion de plaguetas a partir
del citoplasma del megacariocito maduro. Cabe mencionar que algunos autores
consideran estos dos términos como sindnimos. Estos procesos se llevan a
cabo en médula 6sea y en algunos mamiferos, como en el ratén, también en
bazo, y algunos autores proponen al pulmén como uno de los sitios donde
ocurre trombopoyesis (Zucker-Franklin et al, 2000). En la figura 6, se observa
en la parte superior, con flechas, las citocinas y quimiocinas mas importantes
que activan el proceso de maduracion y diferenciacién de los megacariocitos y
en la parte inferior, de color azul, los marcadores de superficie de acuerdo a la
etapa de maduracion de los megacariocitos. La célula troncal hematopoyética
(CTH) da origen a la Progenitora Mieloide Comun (PMC), que a su vez da
origen a la Progenitora bipotencial Eritroide/megacariocitica (PEM) vy
posteriormente la Unidad Formadora de Brotes Megacariociticos (BFU-Meg)

(Mayani, et al, 2007).
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Figura 6. Megacariopoyesis. Se observan con flechas las citocinas importantes en la maduracién de los
megacariocitos. Al final, debe migrar del nicho osteoblastico al nicho vascular y extender sus prolongaciones
dentro de los vasos sanguineos donde liberara sus plaquetas. Abajo se ilustran los principales marcadores
de superficie v como aparecen o desapbarecen en la maduracion (Gonzalez-Villalva et al. 2010 b)

Se sabe que la principal hormona reguladora de la megacariopoyesis y, en
consecuencia, de la produccion plaquetaria, es la Trombopoyetina (TPO), la
cual actia a través de su receptor Mpl. Existen varias vias de sefalizacién
implicadas por debajo del receptor Mpl, siendo la mas directa la via en que se
activa JAK2 gue posteriormente activa STAT5 y STAT3 que son activadores de
la transcripcion de ciertos genes que tienen que ver con la supervivencia y la
inhibicion de la apoptosis. Otras vias también estan implicadas como Ras,
MAPK vy la via de PI3K, con activacion de AKT, todo lo cual trae como
consecuencia un efecto antiapoptotico y aumento de factores de sobrevivencia
en los megacariocitos (Drachmann 1997; Geddis, et al 2002; Kaushansky, 2005
a). Ademas de la TPO, existen otras citocinas y quimiocinas involucradas en la
regulacion de la megacariopoyesis, como son IL-3, IL-6 e IL-11 (la IL-11

recombinante esta aprobada para uso clinico en la trombocitopenia inducida
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por quimioterapicos), el Factor Derivado del Estroma 1 (SDF-1) o CXCL12 que
actla a través de su receptor CXCR4 y que tiene gran importancia para que el
megacariocito se traslade del nicho osteoblastico al vascular, madure vy libere
las plaguetas directamente en la circulacion, entre otros que estan siendo
estudiados en la actualidad (Gonzalez Villalva et al, 2010; Zheng et al, 2008).
En la figura 7 se observan las principales vias implicadas en la

megacariopoyesis, asi como algunos sitios de regulacién negativa.
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Figura 7. Al llegar la TPO a su receptor Mpl, éste se dimeriza y ocurre una transfosforilacion de JAK2, ésta
tirosina cinasa fosforila sitios en el receptor Mpl para que se unan otras moléculas como STAT y SHC. La
misma JAK2 fosforila las STAT3 y STAT 5 que forman homodimeros, se translocan al nicleo y activan
genes antiapoptoticos y de proliferacion. De manera alterna se activan las vias de RAS/MAPK y PI3K/AKT.
En color verde se ilustran algunos sitios de regulacion negativa (Gonzalez-Villalva et al, 2010 b).

4. PLAQUETAS
Las plaquetas son fragmentos del citoplasma del megacariocito. Tienen forma

de disco en su forma inactiva y miden de 2 a 4 um de diametro, pero en su
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forma activada extienden varias prolongaciones que le dan un aspecto
estrellado, como se observa en la figura 8 (Jurk and Kehrel, 2005; Gonzalez-
Villalva 2008, 2010, 2011). La cuenta plaquetaria en humanos varia en un
rango normal de 150 a 400 x10° /L. La vida media de las plaquetas es de 7 a
14 dias y, para mantener los valores normales en sangre, se producen en
médula dsea aproximadamente 1x10** plaquetas diariamente. En su superficie
presentan marcadores como CD 41, CD 42 que son integrinas indispensables
en la agregacion y, solo cuando se activan cambian su conformacién para
volverse adhesivas y ademas, aparecen nuevos marcadores superficiales

como CD62P o P-selectina (Andrews and Berndt 2004; Kaushansky 2005 a).

Figura 8. Micrografia electronica de barrido que muestra el extraordinario
cambio en la morfologia plaquetaria durante la activacion. En el lado izquierdo
se observan plaquetas en reposo, en medio parcialmente activadas y en el
lado superior derecho totalmente activadas con ADP, uno de los principales
agonistas plaquetarios. (Michelson, 2007).

Las plaquetas son indispensables para el mecanismo de hemostasia, ya que
son las encargadas de facilitar la reparacion de las pequefias rupturas que
suceden a diario en los vasos sanguineos de pequefo calibre y, en el caso de
heridas mas grandes, son totalmente indispensables para formar el coagulo
primario que sirve para detener de manera inmediata la pérdida de sangre

porque pueden adherirse a la colagena del subendotelio expuesto y agregarse
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entre ellas (Gonzalez Villalva, 2010, 2011). Ademds, su membrana lipidica
sirve como base para que se anclen ahi los factores de coagulacién, cuya
activacion culmina con la formacién de fibrina que le da estabilidad al coagulo,
lo que facilita la reparacion del vaso sanguineo dafiado. Otras de sus funciones
menos conocidas son su papel en la reparacién de heridas, en la respuesta
inmunoldgica innata y en la biologia de las metastasis tumorales, ya que se ha
demostrado que los pacientes con cancer con mayores cuentas de plaquetas
tienen mas riesgo de metastasis (Klinger y Jelkman, 2002; Gupta y Massagué

2004).

Las alteraciones tanto en la cantidad como en la calidad plaquetaria dan lugar a
patologias muy diversas que estan ligadas con eventos trombohemorragicos.
Por ejemplo, la trombocitopenia, o disminucién del nimero de plaquetas en
sangre, cuyas causas pueden ser diversas, predispone a hemorragias sobre
todo de piel y mucosas pero puede llegar a poner en riesgo la vida si las
cuentas son muy bajas. Por otro lado, las trombocitosis, 0 aumento en el
namero de plaguetas en sangre, pueden aumentar el riesgo de eventos
tromboticos. Las alteraciones en la calidad de las plaquetas también aumentan
el riesgo de tener hemorragias (Beutler, 2001). Existen reportes en los cuales
se asocian los altos indices de contaminacion, principalmente por PST con
hiperagregacion plaquetaria y aumento de eventos tromboticos tanto en
estudios epidemiolégicos como en estudios experimentales en modelos
animales (Mills et al, 2009; Kettunen et al, 2007; Nemmar et al, 2003; Seaton et
al, 1999), motivo por el cual en este trabajo estudiamos el efecto de V en la

funcién plaquetaria.
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5. RECEPTOR MPL

El receptor Mpl se encuentra presente en todas las células de la
megacariopoyesis, desde las Células Troncales Hematopoyéticas (CTHs) hasta
las plaquetas, lo que difiere es el nimero de receptores por célula, ya que se
ha demostrado que existen menos receptores en las CTHs y conforme avanza
la diferenciacibon megacariocitica, también va aumentando el ndmero de
receptores Mpl (Figura 6), asi la TPO tiene mayor efecto en estadios
intermedios y tardios de maduracion, excepto en la formacion de proplaguetas

(Debili et al, 1995; Paulus et al, 2004).

Mpl es un receptor transmembranal de tipo | y forma parte de la superfamilia de
receptores de citocinas hematopoyéticas. Tiene un dominio extracitoplasmico
parecido a la cadena B comun que tienen los receptores para IL-3, IL-5 y los
receptores para el factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
(GM-CSF). Su modulo receptor de citocina tiene 4 residuos cisteina bien
conservados y un pentapéptido: Trp-Ser-Xaa-Ser-Trp (WSXSW). Forma
homodimeros después de la unién de su ligando, TPO (Vigon et al, 1992). No
se ha demostrado que forme heterodimeros con los otros tipos de cadenas (Bc,
yc o gp130). No tiene actividad de tirosina cinasa ni otra actividad enzimatica y
su accion depende de la homodimerizacion y la formacion de sitios donde se
pueden unir otras moléculas e iniciar la sefalizacion (Kaushansky, 2009;

Kaushansky y Drachmann 2002; Sabath et al, 1999).

Mpl es el uUnico receptor para TPO, como lo han demostrado algunos

experimentos en los que al administrar TPO exégena en células TPO™ logran
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inducir la maduracién megacariocitica, lo que no sucede en células Mpl™ (de

Sauvage et al, 1996).

En las plaquetas se han demostrado aproximadamente 220 sitios de union a la
TPO por plaqueta. Este hecho tiene un papel fundamental en la regulacién de
la concentracion de TPO. Se ha visto que los pacientes y los animales
experimentales trombocitopénicos, tienen elevadas concentraciones de TPO en
sangre, esto se debe a que, en condiciones normales, las plaquetas pueden
unir TPO a su receptor de superficie Mpl, internalizarlo y degradar la TPO como
un mecanismo de regulacién negativa. Asi, en las condiciones en las cuales
hay pocas plaquetas, también hay pocos receptores Mpl y las concentraciones
de TPO libre aumentan, y esta TPO queda disponible para actuar sobre los
megacariocitos y estimular su proliferacion y asi aumenta la produccién

plaquetaria (Kuter, 1995; Fielder et al, 1996).

Pero en la regulacion de los niveles de TPO no solo es importante el Mpl
plaguetario, sino también el Mpl de los megacariocitos, ya que pueden también
internalizarlo y degradarlo e incluso se ha visto en condiciones en las que hay
pocas plaguetas, pero abundantes megacariocitos, que los niveles de TPO
estan normales o disminuidos, como en el caso de la Purpura
Trombocitopénica Idiopéatica (enfermedad autoinmune con destruccion
plaguetaria pero con elevadas cuentas de megacariocitos en médula 0sea) o
en los ratones Knockout para NF-E2 que tienen trombocitopenia pero

megacariocitos aumentados (Fielder et al, 1996). Se ha estimado que los
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receptores Mpl en megacariocitos maduros van de 2,000 a 12,140

aproximadamente (Wendling, 1999).

Las vias de sefializacion por debajo del receptor Mpl se mencionaron
previamente al revisar la megacariopoyesis (Figura 7) y la que estudiamos en

este trabajo es la via JAK/STAT.

6. VIA DE SENALIZACION JAK/STAT

La via JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of
Transcription) es una via de sefializacion pleiotropica muy conservada, que se
ha descrito en muchos grupos, desde insectos (moscas) hasta mamiferos. En
mamiferos principalmente se utiliza en la sefalizacion por citocinas y factores
de crecimiento, por lo tanto participa en procesos de proliferacion,
diferenciacion celular e inhibicion de la apoptosis involucrados en
hematopoyesis, sistema inmune, adipogénesis, entre otros. Por lo tanto, las
mutaciones en esta via que ocasionan inhibicion, tienen consecuencias en los
procesos mencionados, y su activacion es capaz de ocasionar inflamacion,
gigantismo, enfermedades mieloproliferativas y leucemias (Rawlings et al,

2004).

En mamiferos se reconocen 4 JAKs: JAK 1, JAK2, JAK3 y Tyk2 y la mayoria de
ellas miden de 120 a 130KD. Las JAKs comparten dominios muy conservados
llamados JH (JAK homology) que van del JH1 al JH7, los cuales se enumeran
del extremo C al N terminal. JH7 se encuentra en la region llamada Box 1 y se

une al receptor de la citocina y JH1 es la parte que tiene la funcion de Tirosina
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cinasa. La region JH2 es una pseudocinasa que tiene una funcion reguladora
sobre JH1 (aqui se puede presentar una mutacion que lleva a enfermedades
mieloproliferativas, al cambiar una Valina por una fenilalanina en la posicién
617). JH3 y JH4 presentan similitud con el dominio SH2. JH3 a JH7 son el
dominio llamado FERM (four-point-one, ezrin, radixin, moesin) y es el sitio de
union al receptor y pueden existir interacciones con otras cinasas (Murray,

2007; Valentino and Pierre, 2006; Schindler, 2002) (Figura 9).
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Figura 9. Estructura general de JAK'y STAT. Las STATs tienen dominios muy conservados, como el amino terminal (NHz), el cual
es importante para su translocacion al nicleo. El sitio de unién al DNA junto con el dominio Linker activan potenciadores de la
familia GAS. EI dominio mejor conservado es el SH2 que permite la dimerizacion de las STATSs para su posterior translocacion al
nucleo. El dominio TAD es el dominio de activacion de la transcripcion.  Las JAKs comparten los dominios de gran homologia,
JH1-JH7. El dominio JH1 de JAK es el que tiene funcion de tirosina cinasa y el JH2 es el que regula esta funcién de cinasa y su
mutacién se relaciona con enfermedades mieloproliferativas. JH3-JH7 corresponde al dominio FERM, de unién al receptor.
Moadificado de Schindler. 2002.

Existen siete STATs en mamiferos: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATb5a,
STATS5b y STAT 6. Todas las STATSs tienen un extremo amino terminal que es
importante para que puedan translocarse al nucleo, el dominio de espiral
enrollada (coiled coil) se ha reportado que es el sitio de union de algunos
reguladores como IRF-9. El sitio de unién con el DNA, DNA binding domain,
tiene sitios de unidon con potenciadores de la familia GAS (y-activated site
family of enhancers). El dominio Linker es importante para asegurar la
estructura adecuada del dominio de union al DNA. Todas las STATs
conservan un residuo de tirosina cercano al extremo C-terminal el cual es
fosforilado por JAK. Una vez fosforilados, pueden unirse a otra STAT por su

dominio SH2 (Src homology 2) y formar homodimeros o heterodimeros que se
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translocan al nucleo y ahi pueden activar o reprimir ciertos genes. Finalmente,
en el carboxilo terminal, se encuentra el dominio TAD (Transcriptional
Activation Domain), el cual varia considerablemente en tamafio y secuencia en
las diferentes STATS, pero se ha visto una gran homologia entre ratones y
humanos. La activacion constitutiva de STATS, sobre todo STAT3y STAT 5 se
ha involucrado en procesos de carcinogénesis (Valentino and Pierre, 2006). En

la figura 9 se esquematiza la estructura general de JAK y STAT.

VI. JUSTIFICACION

Como se menciond previamente, se encuentran altas concentraciones de V en
los residuos de combustion del petréleo y es un hecho que las concentraciones
en la ciudad de México han ido en aumento. En nuestro modelo murino de
inhalacion de V,0s encontramos la presencia de trombocitosis y
megacariocitosis con alteraciones morfologicas en ambas células.

Con este proyecto pretendemos explorar la via JAK/STAT como una probable
via de sefializacion involucrada en el aumento de la megacariopoyesis y, por lo

tanto, del aumento en el nimero de plaquetas en sangre inducidos por V.

Ademas, determinaremos si el V tiene un efecto en la funcidén de las plaquetas
y si este revierte al dejar cuatro semanas post exposicion, lo cual estaria
predisponiendo a los organismos a trastornos tromboéticos o hemorragicos

segun la alteracion, ambos de consecuencias igualmente graves.
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VIl. HIPOTESIS

El aumento en el nimero de plaquetas y su alteracion funcional, inducidos por
la inhalacion de V, son consecuencia de las alteraciones en la
megacariopoyesis y en los factores relacionados con ésta (el receptor Mpl para

TPO y la via de sefializacion: JAK2, STAT 3y 5).

VIIl. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Analizar si la presencia de receptor Mpl, JAK2, STAT3 y STAT5 estan
involucrados en el aumento en la megacariopoyesis y aumento del nimero de
plaquetas inducido por la inhalacion de V, asi como evaluar la funcién

plaquetaria, en este modelo murino.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar la presencia de receptor Mpl en megacariocitos de ratones
expuestos a V mediante citofluorometria e inmunohistoquimica.

e Analizar la fraccién fosforilada de JAK2, STAT 3 y STAT 5 en
megacariocitos de ratones expuestos a V mediante citofluorometria e
inmunohistoquimica

e Analizar la presencia de marcadores de activacion plaguetaria como
CD62p y los conjugados leucocito-plagqueta con marcadores CD 41 y
CD14, mediante citofluorometria.

e Evaluar la funcidon plaquetaria de los ratones expuestos a V inhalado y
los posibles cambios al retirar la exposicion al toxico mediante

agregometria.
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IX. METODO

Se utilizaron 60 ratones machos de la cepa CD1 de 30 a 35¢g de peso, que se
mantuvieron con ciclos luz/oscuridad 12:12 y alimentacion ad libitum. EI grupo
expuesto fue sometido a la inhalacién de pentdxido de vanadio (V20s) al 0.02M
en una caja de acrilico cerrada conectada a un nebulizador en dos ocasiones
por semana, cada una de una hora de duracion, durante 8 semanas. Se
utilizaron también ratones para el grupo control en las mismas condiciones que
los expuestos, pero solo se expusieron a nebulizaciones con solucion
fisiologica. Se obtuvieron muestras de sangre de los ratones a las 4 semanas y
8 semanas. Posteriormente se dejaron sin exposicion durante 4 semanas (post
exposicion) para tomar muestras de sangre y comparar los resultados. Las
muestras de bazo se obtuvieron a las 4, 6 y 8 semanas de exposicion (figura
10).

Ratones macho CD1

B0-35g, 12h luz/oscuridad.
Alimentacion ad libitum

GRUPO EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL

GRUPO CONTROL
=30

n=30 n=30

GRUPO EXPERIMENTAL
n=30

Inhalacién de solucién Inhalacion de V,05 0.02M

Inhalacion de V,05 0.02M

Inhalacion de selucion

Fisiolégica 1h, 2veces 1h, dos veces/semana Fisiologica 1h, 2veces 1h, dos veces/semana
por semana, por 8 por 8 semanas 1 - Mpor semana, por 8 por 8 semanas
semanas sl semanas

SANGRE

e

AGREGOMETRIA FACS INMUNOHISTOQUIMICA FACS
Medir f:’urvas de CuEmiisEsicm dl - Cuantificacion de: Cuantificacion de:
agregacion con ADP CD41, CD62p y CD14 JAK2, STAT3 CD 41, Mpl , JAK2, STAT3
PRP y sangre total ’ STAT 5 en Megacariocitos = ERIAURREIRVE T Toled) (of

Figura 10. Método. Se utilizaron 60 ratones de la cepa CD-1. Se ilustra la cdmara de nebulizacién en la que se
llevd a cabo la inhalacion de pentdxido de vanadio. Se obtuvieron muestras de sangre para realizar agregometria
y citofluorometria para detectar marcadores de activacién plaquetaria. También se obtuvo el bazo para realizar la
determinacién de las fracciones fosforiladas de JAK2, STAT3 y STAT5 en megacariocitos.
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La sangre se tomd por puncion en la aorta abdominal, previa anestesia con
pentobarbital, y se colocé en tubos con citrato de sodio al 3.8% en una
proporcion 1:10. Para los estudios de agregometria, se obtuvo el plasma rico
en plaquetas (PRP) mediante centrifugacion a 1200rpm por 3 minutos y se
separo utilizando una micropipeta. Posteriormente se obtuvo el plasma pobre
en plaguetas (PPP) mediante centrifugaciéon a 3,500rpm por 15 minutos. Se
realiz6 un recuento plaquetario utilizando un Coulter, tanto en los controles
como en los expuestos para ajustar el nimero de plaquetas a 250,000/ul. Se
utilizé un agregémetro (ChronoLog 560 model, Havertown, PA, USA) con
medicion por luminiscencia y ADP como agonista a una concentracion de

2.5uM (valor umbral).

A las 4 semanas se realizé agregometria en sangre total analizando los datos
con el mismo agregémetro, pero midiendo la impedancia eléctrica entre dos
electrodos que se sumergen en sangre total 5 minutos antes de agregar el ADP

(5 uM). Los resultados se reportaron en Ohms.

Las muestras de bazo se procesaron para microscopia de luz mediante la
técnica histolégica convencional: fijacion en formol al 10%, deshidratacion con
alcoholes, aclaracion con xilol, inclusion en parafina liquida y se realizaron
cortes en blanco para realizar la técnica de inmunohistoquimica siguiendo los
pasos: desparafinacion, recuperacion antigénica por presion y calor en buffer
de citratos (Declere), inhibicion de la peroxidasa, incubacion con anticuerpo

primario (anti Mpl, anti JAK2, anti STAT3 y anti STAT5) (Cell Signaling) e
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incubacion con anticuerpo secundario, incubacién con el complejo HRP-

estreptavidina, revelado con diaminobenzidina y contratincion con hematoxilina.

Para realizar el andlisis de citometria, se tomaron muestras de bazo, el cual se
macero entre dos mallas para obtener las células. Se centrifug6 a 1500rpm por
5 minutos para obtener el boton celular, se colocé buffer de lisis para disminuir
el nUmero de eritrocitos y posteriormente se realiz6 inmunomarcaje utilizando
como marcadores superficiales de megacariocitos el CD41 y Mpl. Se realizo
permeabilizacion para poder marcar las proteinas intracelulares con
anticuerpos anti JAK2, anti STAT3 y anti STAT5 (Cell Signaling) vy
posteriormente se incubaron con anticuerpos secundarios fluoresceinados
(BD). Se colocaron en buffer de fijacién y se guardaron en frio y oscuridad
hasta su captura en el citbmetro FACScalibur. En el caso de la sangre, se
tomaron 30ul del tubo con citrato de sodio, en 300ul de buffer de tincion, se
incubé con los anticuerpos anti CD 41 y anti CD 14 y anti CD 62p
fluoresceinados (BD), se diluyé nuevamente 1:10 en buffer de tincion vy
posteriormente en buffer de fijacion y se guardaron en frio y oscuridad para

posteriormente analizarlos en el citbmetro FACScalibur.

Se realizaron analisis de varianzas (ANOVA) para determinar el efecto de la
inhalacion de V,0s sobre las diferentes variables. Posteriormente los analisis
de ANOVA que registraron diferencias significativas fueron sometidos a un

analisis de Tukey para comparar entre tratamientos.
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X. RESULTADOS

1. EFECTO DEL VANADIO EN LA PRESENCIA DEL RECEPTOR DE
TROMBOPOYETINA (MPL) EN LOS MEGACARIOCITOS.

Se realiz6 la identificacion de los megacariocitos con el marcador CD 41 y en
esta poblacion se cuantificd el receptor Mpl. EIl receptor Mpl se encontré
disminuido de manera estadisticamente significativa a las 8 semanas de
exposicion a V, como se muestra en las medias de fluorescencia del

histograma en la figura 11.
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Figura 11. Cinética de la presencia del receptor Mpl en megacariocitos en los diferentes tiempos de exposicion a
V. Se observa una disminucion significativa de la intensidad de fluorescencia a las 8 semanas de exposicion.

Se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica para observar el efecto del vanadio
en el receptor Mpl y se corroboré lo observado en citofluorometria, la
disminucién del receptor a las 8 semanas de exposiciébn a V como se observa
en las figuras 12 y 17. Cabe mencionar que la localizacion del receptor Mpl
también cambid, en los controles se observa mas en la membrana plasmatica y
en los megacariocitos de los ratones expuestos se observd sobre todo en el

citoplasma (Figura 17).

49



Mpl

SRR

...l

Porcentaje de MKs marcados

CONTROL 4 SEM 6 SEM 8 SEM

*Control vs Expuestos ANOVA (Tukey) p<0.05

Figura 12. La marca del receptor Mpl en megacariocitos, determinada por
inmunohistoquimica, presentdé una disminucién estadisticamente significativa a las 8
semanas de exposicion a V. Aproximadamente un 15% del total de megacariocitos en
este tiempo de exposicion no presentaron marca para Mpl.

2. EFECTO DEL VANADIO EN LA PRESENCIA DE JAK2, STAT 3Y STAT 5
FOSFORILADOS EN LOS MEGACARIOCITOS.

Se identificaron los megacariocitos por citofluorometria utilizando CD41 y Mpl
como marca superficial. Se abri6 una ventana para analizar las proteinas

JAK2, STAT3 y STAT 5 fosforiladas en esta poblacién doble positiva.

Se encontrd un aumento estadisticamente significativo en la presencia de las
proteinas JAK2 fosforilada y STAT 3 fosforilada a las 8 semanas de exposicion
a V. como se muestra en las graficas e histogramas de la figura 13y 14. No se

encontro diferencia en la presencia de STAT 5 (los datos no se muestran).

50



JAK2 fosforilada

" 2500+ EEE CONTROL
ui * s sem
é 20004 ] | 6 SEM
& —l_ [ | SEM
9 15004
¥
9 H
= 1000+ k
[
: i
g 500+ e
: | B

CONTROL 4 SEM 6 S'EM 8 SEM

*Control vs Expuestos  ANOVA (Tukey) p<0.05

estadisticamente significativo en la intensidad de fluorescencia de la marca a las 8 semanas de exposicion.

Figura 13. Presencia de la fraccion fosforilada de JAK2 a lo largo del tiempo de exposicién. Se observa un aumento
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Figura 14. La intensidad de fluorescencia de la fraccion fosforilada de STAT3 en megacariocitos de ratones
expuestos a V presentd un aumento estadisticamente significativo a las 8 semanas de exposicion.

Mediante inmunohistoquimica se realiz6 un conteo de megacariocitos para
obtener un porcentaje de células inmunomarcadas, encontrando un aumento
estadisticamente significativo de JAK2 y STAT3 a las 8 semanas de
exposicion, resultados que son consistentes con los obtenidos por
citofluorometria (Figura 15 y 16). En la figura 17 se muestran fotomicrografias

en donde se muestran estos resultados.
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Figura 15. El porcentaje de megacariocitos con marca para JAK2 fosforilada determinada por
inmunohistoquimica, aument6 de manera estadisticamente significativa a las 8 semanas de exposicion.
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Figura 16. El porcentaje de megacariocitos con marca para STAT3 fosforilada por inmunohistoquimica,
aumentd de manera estadisticamente significativa a las 8 semanas de exposicion.
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Figura 17. En esta fotomicrografia se pueden observar megacariocitos marcados para JAK2 en un animal
control (A), se observa una mayor marca para esta proteina a las 8 semanas de exposicion (B). En C, se
observan megacariocitos marcados para STAT3 y nuevamente el aumento en la marca a las 8 semanas de
exposicion (D). En el caso del receptor Mpl, se observa un megacariocito representantivo de los animales del
grupo control con mayor intensidad de marca (E), comparado con la marca menos intensa a las 8 semanas de
exposicién, ademas de que la marca es citoplasmica mas que membranal (F). 400x

3. ACTIVACION PLAQUETARIA.

No se encontraron cambios significativos en el marcador de activacion

plaguetaria CD62p durante todo el tiempo de exposicion a V, sin embargo, se
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encontré un aumento estadisticamente significativo a las 4 semanas después

de suspendida la exposicidén a este metal (p<0.05). (Figura 18).
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Figura 18. Cinética de la presencia de p-selectina (CD62p) en plaquetas. Se observa el aumento en la
intensidad de fluorescencia estadisticamente significativo a las cuatro semanas de post exposicién.

Por otro lado, no se encontraron cambios en los conjugados leucocito-plaqueta,

medidos por citofluorometria (p=0.488). No se muestran los resultados.

4. EFECTO DEL VANADIO EN LA AGREGACION PLAQUETARIA.

La inhalacibn de V inhibié significativamente la agregacion plaquetaria
utiizando PRP a las 4 semanas de exposicion (media de 51.207% de
inhibicidn), sin embargo la agregacion plaquetaria regreso a valores normales a
las 8 semanas de exposicién y a las 4 semanas de post exposicion. (Tabla 4y
figura 19). Se midi6 entonces la agregacién plaquetaria en sangre total a las 4
semanas de exposicion para compararla con los resultados de la agregaciéon
con PRP, encontrando que en sangre total no hubo cambios significativos con

respecto al control. La media de la agregacion plaquetaria de los ratones
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control fue de 9.78 £ 0.94 ohms, comparado con los ratones expuestos, cuya

media fue de 9.26 + 0.88 ohms (p=0.729). Figura 20.

EFECTO DEL VANADIO EN LA AGREGACION PLAQUETARIA CON PRP

PORCENTAJE DE DESVIACION
AGREGACION ESTANDAR
PLAQUETARIA (MEDIA)
CONTROL 100 4.23
4 SEMANAS DE 48.79 12.08
EXPOSICION *51.207 (porcentaje de
inhibicién)
8 SEMANAS DE 92.727 15.3
EXPOSICION
POST EXPOSICION 104.392 9.2

Tabla 4. En esta tabla se muestran los porcentajes de agregacién plaquetaria con PRP. Es evidente la
disminucion en la agregacion plaquetaria a las 4 semanas de exposicién, que se reporta también como
porcentaje de inhibicidn con un *, indicando que fue una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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Figura 19. Se muestran las curvas de agregacion de un animal control y uno expuesto a 4
semanas de inhalacién de V, este ultimo en color negro, con menor agregacion que el control.
Curvas representativas de las muestras de sangre de 10 ratones, cada muestra analizada por | 55
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Figura 20. Agregometria en sangre total. No hay diferencia significativa entre el grupo control
y el expuesto a 4 semanas.

XI. DISCUSION

Las concentraciones de V a la que son expuestos los ratones en este modelo
alcanzan 1.436 mg/m® (Gonzalez-Villalva et al, 2011), similar a los valores
reportados para la exposicion ocupacional (IARC, 2006; Kiviluoto 1979, 1980).
Esta concentracién es mayor al limite permisible establecido en 0.05mg/m?* por
la ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygieniests)
(ACGIH, 2009). Por otro lado, se ha medido la concentracién de V en sangre y
médula O6sea en estos ratones, 27 pg/ml y 22 ug/ml respectivamente en la
exposicién subcrénica (octava semana), observando una diferencia significativa
con el grupo control, en el cual no se detectdé este metal (Gonzalez Villalva et
al, 2011). Estas mediciones comprueban que el V se acumula en estos tejidos,
en los que residen las plaquetas y los megacariocitos, las cuales son células

blanco para la toxicidad del V inhalado.
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Nuestro grupo ha reportado trombocitosis, asi como cambios en la morfologia
plaguetaria, como la presencia de plaquetas gigantes (Gonzélez-Villalva et al,
2006). Estos hallazgos son sugestivos de posibles alteraciones en la
megacariopoyesis, asi que se analizo la medula ésea y el bazo y se encontré
un aumento de megacariocitos en ambos Organos, asi como cambios
morfolégicos como megacariocitos mas grandes y poliploides y con mayor
cantidad de granulos alfa y densos (Fortoul et al, 2008, 2009). Hay algunos
articulos que mencionan un aumento en el nimero de megacariocitos de bazo
después de la inyeccion intraperitoneal de compuestos de V, pero los autores
no discuten este hallazgo, debido tal vez a que no era parte de sus objetivos

(Cohen et al, 1984, Al-Bayati et al, 1992).

La principal hormona reguladora de la proliferacion de los megacariocitos y de
la cuenta plaquetaria es la Trombopoyetina (TPO), que a través de su receptor
Mpl es capaz de activar la via JAK/STAT (Gonzélez Villalva et al, 2010 b). En
este trabajo se encontré un aumento en la presencia de la forma fosforilada de
JAK2 y STAT3, la forma activa de estas proteinas y, por otro lado, se encontré
una disminucion del receptor Mpl en los megacariocitos a las 8 semanas de

exposicion a V.

Algunos estudios reportan que el V es capaz de inducir la activacion in vitro de
la via JAK/STAT (Wang et al, 2003, Kita et al, 2003, Carballo et al, 1999,
Bardgett et al, 1999). En patrticular, existe un estudio en el que exponen células

HCD57 dependientes de eritropoyetina (EPO) a ortovanadato y se demuestra
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la activacién de JAK2, STAT1, STAT5 y PI3K sin activacion del receptor de
EPO (EPO-R), dando como resultado la inhibiciébn de la apoptosis, pero no
aumenta la proliferacion de dichas células (Lawson et al, 2000). Estos autores
proponen como mecanismo de accion principal del V la inhibicion de proteinas
tirosina fosfatasas (PTPs), de ahi que la activacién del receptor no sea tan

relevante.

Es bien conocida la accién inhibitoria del V sobre las PTPs por un efecto
oxidante directo del V sobre el sitio catalitico de la enzima o como
consecuencia del estrés oxidante provocado por el metal (Jung et al, 2009;
Maihles et al, 2003; Samet et al, 1999; Imbert et al, 1994), y, por otro lado,
como se menciond previamente, también existen reportes de la activacion de la
via JAK/STAT como consecuencia de la inhibicién de PTPs por el V (Lawson et

al, 2000; Carballo et al, 1999; Bardgette et al, 1999).

Como metal de transicion, el V es capaz de generar especies reactivas de
oxigeno y, cabe mencionar que estas especies reactivas de oxigeno, han
demostrado la capacidad de activar la via JAK/STAT también por oxidacion de

las PTPs (Simon et al, 1998; Abe et al, 1998).

Entre las PTPs involucradas en la regulacion de la via JAK/STAT en los
megacariocitos se encuentran principalmente SHP-1 y SHP-2 (Yamada et al,
2003; Alexander, 2002). El posible mecanismo de accion que se propone en
este trabajo es que estas PTPs son inhibidas por V, por lo tanto no existe este

mecanismo de regulacion negativa de esta via y en consecuencia, JAK2 vy
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STAT3 permanecen fosforiladas y activadas estimulando la proliferacion de los

megacariocitos y el aumento de la cuenta plaquetaria en este modelo.

Por otro lado, algunos compuestos de V pueden inducir o reprimir ciertos
genes, incluidos algunos de la familia JAK/STAT como se reporta en un estudio
de fibroblastos de personas ocupacionalmente expuestas a pentdxido de
vanadio, en los cuales se observd un aumento en la expresion de JAK2 vy
STATL1 (Ingram et al, 2007), aunque en este trabajo solo reportan el aumento

en la expresion y no estudian la activacion de la via.

En la megacariopoyesis estan involucradas otras vias de sefializacion que no
han sido estudiadas en este trabajo y que podrian estudiarse como otro
mecanismo de accion posible que pudiera estar alterado por la exposicion de
V. Tal es el caso de las MAPK que se sabe pueden ser activadas por diversos
metales, incluyendo al V (Jung et al, 2009, Wang et al, 2003, Zhang et al,
2003). Ademas, la ultima fase de la trombopoyesis, la liberacién de plaguetas a
partir de los megacariocitos, depende de otros factores importantes y no tanto
de la TPO y, debido a que en este modelo también se observa un aumento en
la cuenta plaquetaria, se podria analizar posteriormente el factor de
transcripcion NE-F2, involucrado en la formacion de proplaquetas y en la

liberacion de plaquetas a la circulacion (Fock et al, 2008).

La disminucién del receptor Mpl puede ser un tipo de regulacion negativa como
consecuencia de la activacion de la via JAK/STAT. Existen reportes de que el

receptor Mpl es internalizado, ubiquitinizado y degradado por proteosomas
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tanto en megacariocitos como en plaquetas, como una forma de regular la
sefalizacion por TPO (Saur et al, 2010). Este tipo de regulacion esta asociada
con una activacion anormal de la via JAK/STAT en una enfermedad
mieloproliferativa llamada Trombocitemia Esencial (ET) en la cual existe
disminucion del receptor Mpl (Horikawa et al, 1997, Harrison et al, 1999;
Teofilli et al, 2000, Royer et al, 2005, Moliterno et al, 2006). La ET es una
enfermedad clonal en la cual se presenta: esplenomegalia, trombocitosis,
plaguetas gigantes, megacariocitos displasicos, grandes y mas poliploide,
anormalidades en la funcién de las plaquetas con mayor riesgo de eventos
trombodticos o hemorragicos (Schaffer 2004, 2002 and 2001) y todos los
criterios mencionados los hemos encontrado en nuestro modelo (Gonzalez-
Villalva et al, 2006; Fortoul et al, 2008 and 2009). Recientemente se descubrid
que la ET esta asociada a una mutacién en JAK2 en la cual cambia una valina
por una fenilalanina en la posicion 617 y por lo tanto se le dio el nombre de
JAK2V617f (Schaffer, 2006; Kaushansky, 2005 b; Barbui, 2004). Debido a esta
mutacién en un sitio regulador, en la parte de seudocinasa, la JAK2V617F esta
constitutivamente activada y estimula la proliferacion megacariocitica, como
ocurre en este modelo. Existen también mutaciones en el receptor Mpl que
dan como consecuencia trombocitosis, pero no esta clara la asociacion entre

este tipo de mutaciones y la ET (Vannucci and Guglielmelli, 2008).

En nuestro trabajo no se ha investigado si existe algun tipo de mutacion en
JAK2, aun cuando el V se ha reportado como genotdoxico y mutagénico
(Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006) , debido a que es mas factible

gue su efecto de activacion en la via JAK/STAT sea a través de la inhibicion de
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PTPs mas que a nivel de dafio al ADN ya que se reporta como mutagénico
débil, ademas de que al suspender la inhalacion de V, la cantidad de
megacariocitos disminuye y su efecto en la produccién de ciertas proteinas
regresa al nivel de los controles (Martinez Baez, 2011). AUn necesitamos
probar la hipétesis de que esta activacion de la via JAK/STAT en este modelo

es debido a este mecanismo de inhibicién.

Otra posible explicacion del aumento de megacariocitos y plaquetas en este
trabajo es que el V induce un estado inflamatorio que inicia en pulmén pero que
puede generalizarse a otros érganos, como ha sido reportado por otros autores
(Zaporowska and Wasilewski 1986, 1992a, b; Cohen et al, 1995; Hogan, 2000)
y por nosotros mismos, ya que se ha encontrado inflamacién pulmonar
(Fortoul et al, 2011; Falcon Rodriguez 2008), ademas de leucocitosis con
neutrofilia y linfocitosis, asi como aumento de fibrinbgeno en sangre periférica
en la exposicién subaguda, subcrénica y cronica a V (Gonzélez-Villalva et al,
2009). Este tipo de trombocitosis asociada a inflamacion es Illamada
trombocitosis reactiva y se debe principalmente a que algunas citocinas
inflamatorias como la IL-6 aumentan la produccion de TPO por los hepatocitos,
motivo por el cual estd aumentada la proliferacion megacariocitica y la cuenta
plaguetaria (Kaser, 2001). Anteriormente, Diaz Bech en 2007 y Diaz Fuentes
en 2009 encontraron un aumento en la TPO producida en higado y pulmon,
pero en estos trabajos no se encontré6 aumentada la IL-6, sin embargo solo fue
medida en bazo, no en la circulacion sistémica. En este mismo modelo, se
midié IL-6 en pulmdén encontrando un aumento en la cuarta semana de

exposicion (Falcon Rodriguez, 2008). Para poder probar esta hipotesis se
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podrian medir citocinas inflamatorias en sangre para ver si son la causa del

aumento de TPO y la proliferacion de los megacariocitos.

Por otro lado, las alteraciones en la megacariopoyesis pueden dar como
resultado, anormalidades en la morfologia y funcion plaquetarias, lo que puede
aumentar el riesgo de eventos hemorragicos o trombdéticos, por lo tanto, en

este estudio se analizo también la funcién plaquetaria.

Es bien conocida la asociacién entre contaminacion atmosférica y, en especial,
contaminacion por particulas suspendidas totales, con inflamacion y trombosis
(Nemmar et al, 2010, 2004, 2003; Mills et al, 2009; Rudez et al, 2009), por lo
que se decidio iniciar este estudio plaquetario con la busqueda de marcadores
de activacion plaquetaria. Se utiliz6 como marcador de activacion plaquetaria
en este estudio a la P-selectina, conocida también como CD62p, la cual es de
gran utilidad para evaluar el riesgo de trombosis. La P-selectina se encuentra
normalmente en la membrana de los granulos alfa tanto de megacariocitos
como de plaguetas, pero solo se expresa en la superficie de las plaquetas
activadas, es decir, después de la degranulacion en la que la membrana
granular se integra a la membrana plasmatica plaquetaria (André, 2004). En
este estudio la P-selectina permanecio sin cambios durante toda la exposicion
a V, es decir, no hubo activacion plaquetaria. Pero en la post exposicion, a las
4 semanas después de suspender el V, se observd un aumento en este
marcador de activacion, lo cual correlaciona con una tendencia a la
hiperagregacion plaguetaria (la cual no fue significativa) a este mismo tiempo

de exposicion (Gonzalez-Villalva et al, 2011). Es posible considerar este
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cambio como un efecto tardio de la exposicion a V, ya que la toxicocinética de
este metal indica que tiene una fase de eliminacion rdpida de algunas horas y
una fase de eliminacién muy lenta que puede durar hasta 60 dias, por lo que
para este tiempo de post exposicion, aun existen concentraciones de V en
sangre y médula 6sea (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano 2006;

Barceloux, 1999, Nriagu, 1998).

Se evalu6 también la presencia de conjugados monocito-plaquetas, los cuales
permanecieron sin cambios durante todo el experimento. Este marcador
generalmente se correlacionan con la presencia de P-selectina, ya que al
activarse las plaquetas y expresar esta molécula en su superficie, permiten la
adhesién con los leucocitos. Estos hallazgos en los marcadores de activacion
plaquetaria estan de acuerdo a las caracteristicas clinicas de los ratones de
nuestro estudio, ya que aunque existe trombocitosis, no se han presentado
fendmenos trombdéticos a ningun tiempo de exposicién (Gonzélez-Villalva et al,

2011).

El estudio de agregacion plaquetaria es Gtil para establecer la funcionalidad
plaquetaria y para identificar el riesgo tanto de trombosis como de hemorragia.
En este trabajo se encontré una disminucion estadisticamente significativa de
la agregacion plaquetaria con PRP a las 4 semanas de exposicion a V, la cual
regresa a valores del control a las 8 semanas y en la post exposicion incluso se
observa una tendencia a la hiperagregacion. Aunque no formo parte de los
objetivos de esta tesis, se realizd también un ensayo de agregacion en

plaguetas humanas expuestas a V in vitro, en el cual se demostré el mismo
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efecto que en las plaquetas de ratones, es decir, se observé una disminucion
en la agregacion plaquetaria y este efecto fue dosis-respuesta (Gonzalez-
Villalva et al, 2011). Con estos resultados del ensayo in vitro en plaquetas
humanas, es posible proponer que el efecto del V es directo sobre la plaqueta,
de hecho, el mayor efecto inhibitorio fue a los 10 minutos de incubacion, ya
que se sabe que el V puede atravesar la membrana utilizando canales
anionicos y cationicos (Goc, 2006; Barceloux, 1999; Nriagu, 1998) y en ese
tiempo puede alcanzar concentraciones mayores en el interior de las células,
en este caso, en el interior de las plaquetas. El mecanismo de accion del V
para ocasionar inhibicion de la agregaciéon no fue estudiado en este trabajo, y
aunque es dificil comparar nuestros resultados con los de otros autores porque
utilizan diferentes compuestos de V y diferentes dosis, existen algunos reportes
que apoyan estos resultados. Suenaga y Ueki en 2004, reportaron también
inhibicibn de la agregacion plaquetaria después de la exposicion a
ortovanadato in vitro, debido a un aumento en el AMPc que inhibe a la
Fosfolipasa C, con lo cual se inhibe también la liberacién de calcio y, debido a
que el calcio es indispensable para la activacion plaquetaria, no hubo
activacion ni agregacion. Existen un estudio en el que se evalla el efecto de
diferentes metales en la agregacion plaquetaria y se correlaciona siempre que
el aumento del AMPc tiene como consecuencia la disminucion de la
agregacion plaquetaria y su disminucion ocasiona hiperagregacion plaguetaria

(Kumar et al, 2001). La razon por la que aumenta el AMPc es quiza porque el V
puede activar a la enzima Adenilato Ciclasa (AC) y este efecto ha sido
reportado por varios autores en diferentes tipos celulares utilizando distintos

compuestos de V (Goc A 2006; Hayashi and Kimurat, 1994; Motoyashiki et al.,
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1999; Nechay, 1984). Es posible explicar los resultados que se obtuvieron en
el ensayo in vitro usando plaquetas humanas e incluso la inhibicién en la
agregacion observada a las 4 semanas en nuestro modelo murino con este
mecanismo de accién, ya que el tipo de curva de agregacion es sugestiva de
una inhibicion en la liberacion de calcio, sin embargo se requiere hacer

mediciones de calcio y de AMPc para corroborar dicha hipétesis.

Tomando en consideracidbn que el extraordinario cambio morfolégico que
sucede en la activacion plaquetaria depende del citoesqueleto, se puede
analizar posteriormente el efecto del V en citoesqueleto plaquetario como
posible mecanismo de inhibicion de la agregacién, ya que en otras células se
ha reportado que el V afecta algunos componentes del citoesqueleto (Fortoul et
al, 2011; Rodriguez-Lara 2008; Mussali-Galante et al, 2005; Gonzalez-Villalva

2004; Ramirez et al, 1997).

Existen otros reportes del efecto del V en plaquetas en los que se demuestra
que algunos compuestos ocasionan activacion y aumento en la agregacion
plaguetaria por el efecto inhibitorio del V en PTPs, ya que existen proteinas que
permanecen activas en su forma fosforilada y son importantes en la activacion
plaguetaria (Pumiglia et al., 1992; McNicol et al.,, 1993) y, aunque en este
trabajo se propone que este mecanismo es el mas importante en el efecto del V
sobre los megacariocitos, en las plaquetas este efecto parece ser sobrepasado
por el aumento del AMPc y disminucion del flujo de calcio que tiene como

consecuencia la inhibicion de la agregacion.
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Por otro lado, en este modelo murino se realiz6 la medicién de la agregacion
plaguetaria en sangre total a las 4 semanas, en donde no hubo diferencia
significativa con respecto al control. Esta diferencia en los resultados usando
los dos métodos de agregacion puede ser explicada en parte, porque las
plaguetas gigantes tienden a sedimentar por la centrifugacion y no forman parte
del PRP y ha sido reportado que las plaguetas gigantes tienen una mayor
activacion que las normales (Rinder et al, 1998), asi que su presencia en
sangre podria ser la causa por la que se normaliza la agregacion en sangre
total. Ademas, en sangre total van otros componentes de la sangre y los
eritrocitos y leucocitos son capaces de modular la funcién plaquetaria
(Dyszkiewicz-Korpanty et al, 2005); en este modelo, como se menciond
anteriormente, existe leucocitosis con neutrofilia y linfocitosis (Gonzéalez Villalva
et al, 2009), que aumenta la celularidad y viscosidad sanguinea y contribuye a
la normalizacién de la agregacién. Todos estos hallazgos concuerdan con la
evidencia clinica de que en nuestros ratones no se presentaron eventos
hemorragicos, de hecho la disfuncion plaquetaria se asocia a sangrados
mucocutaneos (Simon et al., 2008; Nurden, 2005) que no se presentaron en
estos ratones. Sin embargo, cabe mencionar que existen muy pocos estudios
qgue evallen la funcion plaquetaria en modelos in vivo, pero si existen reportes
de epistaxis y hemorragia pulmonar por toxicidad aguda después de instilacion
traqueal de polvos de V,0s en ratas (Toya et al, 2001), o incluso después de
administracion subcutanea o intraperitoneal de algunos compuestos de V
(Evangelou, 2002). Estos hallazgos podrian ser de interés en la exposicion
laboral debido a que no hay estudios de trastornos hemorragicos en personas

ocupacionalmente expuestas a este metal.
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Por otro lado, la agregacion plaquetaria en PRP regreso a niveles del control a
las 8 semanas y en la post exposicion, por lo que consideramos que las
plaquetas deben ser capaces de implementar un mecanismo compensatorio o
desarrollar tolerancia ante la exposicion repetida, como se reporta en el
aparato respiratorio en el estudio de Knecht y cols en 1992, en donde se
observa una gran respuesta inflamatoria pulmonar en la exposicién aguda y

subaguda en monos expuestos a V,0s, pero no en la exposicion subcronica.

Por otro lado, el efecto en las plaguetas puede ser debido a un efecto directo
cuyo mecanismo se discutié antes, pero también puede ser en parte, como
consecuencia de la alteracion en los megacariocitos ya que, como fue
planteado previamente, los hallazgos en este estudio son comparables a los de
la ET, donde hay activacion de JAK2 que ocasiona aumento en la
megacariopoyesis y alteracion en la funcion plaquetaria que predispone a los
pacientes a trastornos hemorragicos o tromboéticos (Schafer, 2006; Tefferi and

Gilliland, 2005; Adams et al, 2009; Elliott and Tefferi, 2004).

También es importante enfatizar la asociacion epidemiologica y experimental
entre la contaminacion atmosférica, las particulas suspendidas y los
padecimientos hemorragicos (Yamazaki et al., 2007; Villeneuve et al., 2006;
Tsai et al.,, 2003; Halinen et al., 1999) o la asociacion mas frecuente y mejor
conocida aun, con trastornos trombaoticos en muchas ciudades industrializadas

(Mills et al., 2009; Kettunen et al, 2007; Nemmar et al, 2003).
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Muchos de los elementos adsorbidos en las particulas suspendidas son
metales como el V y han sido implicados como la causa de la mayoria de los
efectos adversos de la contaminacion atmosférica. Asi que, las plaquetas y los
megacariocitos son células muy importantes en las cuales se deben estudiar
los efectos adversos de los contaminantes ambientales y los tdxicos presentes

en la exposicién ocupacional.

XII. CONCLUSIONES

El vanadio se encuentra como contaminante en la atmdsfera y en la exposicion
ocupacional. En este modelo de inhalacion, el V fue capaz de alterar las
condiciones del microambiente hematopoyético para que se estimulara la
proliferacion de los megacariocitos mediante la activacion de la via JAK/STAT.
El receptor Mpl disminuy6 su presencia en los megacariocitos, quiza como una
forma de regulacién negativa. Esta alteracion en los megacariocitos y el efecto
directo del V en las plaquetas, tuvo como consecuencia una disfuncién
plaguetaria a las 4 semanas, que fue revertida posteriormente. Llama la
atencién que los marcadores de activacién plaquetaria permanecieron sin
cambios hasta que hubo una elevacion de p-selectina muy tardia, lo que
implica que el V se elimina muy lentamente y, quiza la exposicion a V podria

tener otro tipo de efecto a mas largo plazo.

Xlll. PERSPECTIVAS

e Comprobar la inhibicion de PTPs por V en este modelo de exposicion.
e Debido a que la exposicion a V tiene como consecuencia trombocitosis y

anemia, se puede analizar el efecto en la eritropoyesis e incluso en la
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célula Progenitora Eritrocitica-Megacariocitica (PEM) para ver si se
favorece la proliferacion de las células de la via megacariocitica
inhibiendo el linaje eritrocitico, o corroborar si la anemia es ocasionada
por un efecto hemolitico del V y no por alteracién en la eritropoyesis.

e Medir la activacion de la Adenilato Ciclasa por V en plaquetas y medir
flujos de calcio para establecer el mecanismo de inhibicion de la
agregacion plaquetaria.

e Identificar los cambios en la morfologia plaquetaria por posibles
alteraciones en su citoesqueleto como consecuencia de la exposicion a
V para identificar otro posible mecanismo de inhibicion de la agregacion
plaquetaria.

e Existen muy pocas lineas de investigacion en las que se evalle el efecto
de los contaminantes en megacariocitos y plaquetas, por lo que se
pretende continuar analizando el efecto de otros contaminantes y téxicos

sobre estas células.
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