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Abreviaturas

ADP Adenosin Difosfato

ATP Adenosin Trifosfato

ATPasa Adenosin Trifosfatasa

AKT Proteina Cinasa

Mpl Receptor de Trombopoyetina

ERK Cinasas reguladas por sefales extracelulares
GPllb Glicoproteina llb Plaquetaria.

llla Inhibidor de Receptor de agregacion plaquetaria
IgG Inmunoglobulina G

IgM Inmunoglobulina M

IL-6,8 Interleucina 6, interleucina 8

JAK Janus cinasas.

MAPK Proteinas Cinasas activadas por mitdgenos

MK Megacariocitos

MVS Metavanadato de Sodio

MVS5 Metavanadato de sodio 5 mg

MVS10 Metavanadato de sodio 10 mg

NaVOs Metavanadato de Sodio

PI3K Fosfatidilinositol-3-Kinasa

STAT Proteinas activadoras de sefales de transcripciéon
TPO Trombopoyetina

UFCM Unidad Formadora de Colonias Megacariociticas
VWF Factor de von Willebrand




RESUMEN

Los megacariocitos (MK) son los encargados de la produccion de plaquetas. Ademas
de la medula 6sea en el bazo del raton los MK maduran y producen plaquetas.
Algunos reportes indican que éstos aumentan cuando se exponen a vanadio inhalado.
Se desconoce si esto mismo ocurre cuando se administre este elemento por via oral.
La relevancia de esta pregunta se debe a que el Vanadio tiene potencial terapéutico
y la via por la que se administraria es la oral. El objetivo de este trabajo es evaluar el

efecto en el bazo del Vanadio por via oral en un modelo murino.

En este estudio se utilizaron 120 ratones macho CD1 de 30-35g, divididos en tres
grupos: Metavanadato de sodio (MVS) 10 mg (n=40), MVS 5 mg (n=40) y control
(n=40), el compuesto de vanadio se administrd por via oral (VO) durante 8 semanas.
Los animales experimentales se sacrificaron en las semanas 4 y 8 por inyeccion letal
de pentobarbital sédico. Por puncion intracardiaca se obtuvo sangre para realizar
hemogramas, posteriormente se extrajeron los bazos y se procesaron por la técnica
histol6gica habitual y se tifieron con H.E. Los cortes histolégicos de los bazos se
observaron con el microscopio de campo claro y con una reglilla integrada en el ocular
se contaron y midieron los megacariocitos de los ratones tratados y los controles para

hacer comparaciones entre los tres grupos.

Comparados con los animales del grupo control se observo el aumento en el nimero
y tamafo de los MK en los animales a los que se les administro vanadio en ambas
dosis. También se observo el aumento en la lobulacion de los nucleos de los MK en

los grupos de metavanadato de sodio con respecto al control.



En conclusion, el vanadio aumenta el numero, el tamafio y la lobulacién en los
megacariocitos; Ademas de aumentar el nimero de plaquetas en sangre, sin
embargo, se desconoce el mecanismo por el que esto ocurre.

También parece que con el aumento de las dosis de vanadio estas células maduran
mas rapido. Otra observacion es que parece aumentar la cantidad de pulpa blanca.

Falta explorar los efectos a largo plazo y comprobar la funcionalidad de las plaquetas.



Introduccion.

1. Bazo

El bazo es el érgano linfoide de mayor tamafio, es el responsable de la hematopoyesis
en la etapa fetal en humanos y durante toda la vida en raton ademas de la medula
Osea (Linden et al, 2012); en el humano, después de las 28 semanas de gestacion la
hematopoyesis ocurre solo en la médula 6sea.

Este 6rgano se interpone entre la circulacion sistémica y el sistema venoso portal.
Histologicamente se divide en pulpa roja y pulpa blanca separados por una zona
marginal. En la pulpa blanca se ubican linfocitos T y B, en la pulpa roja se encuentran
células como los macrofagos que participan en la destruccion de eritrocitos
envejecidos en el bazo de los ratones también se encuentran los megacariocitos que
participan en la formacién de las plaquetas.

Las funciones del bazo son:

- Filtracién de sangre. El bazo forma parte un 25% de todo el sistema fagocitico
mononuclear del organismo, filtra constantemente la sangre para eliminar los
elementos senescentes del sistema circulatorio, también transforma la hemoglobina
en bilirrubina y libera al hierro en la circulacién para su reutilizacion.

-Funcién inmunoldgica. El inicio de la respuesta inmunoldgica y el procesamiento de
los antigenos ocurre en la zona marginal del bazo con la formacién de anticuerpos de
clase IgM e IgG y los macréfagos del bazo son responsables de la fagocitosis de
eritrocitos daflados o viejos.

- Funcion hematoldgica. Almacena eritrocitos, plaquetas y glébulos blancos.



Por ser un Organo hematopoyético en el ratdon joven, en el bazo se observan
megacariocitos y otras células sanguineas. (Motta-Ramirez et al, 2016; Rabaza et al,

2010).

o

Figura 1. Corte histologico del bazo. Se observan la pulpa blanca (PB),
la pulpa roja (PR), los megacariocitos (MK) y los cordones esplénicos

(CE). Elaboracion propia.

1.1 Megacariocitos.

Los megacariocitos (MK) son células que miden de 20 a 150

pum de didmetro, se originan en los 6rganos hematopoyéticos a

partir de unidades formadoras de colonias Megacariociticas

(UFCM) procedentes de las unidades multipotenciales '
Figura 2.

mieloides. Las UFCM hacen mitosis y se diferencian en | Microfotografia de
un Megacariocito.

promegacarioblastos que se diferencian a megacarioblastos | Elaboracién propia.

cuyo nucleo ya es lobulado, para después dar origen a los megacariocitos (Contreras-
Villa, 2013) los cuales tienen un solo nucleo multilobulado

y poliploide (cada l6ébulo es 2n), ya que llevan a cabo un proceso llamado
endomitésis que consiste en que la célula duplica su material genético sin divisién
nuclear ni celular por consecuencia se hace mas grande y aumenta la cantidad de

citoplasma de ahi su nombre etimolégico mega “grande”, y karion “nucleo”.



Al multiplicar su cantidad de citoplasma como resultado de la endomitésis, el
citoplasma madurard, esto se refiere a que se produciran proteinas y se almacenaran
en forma de granulos, que como resultado de los procesos de demarcacion y
fragmentacion plaquetaria se desprenderan junto con una parte del citoplasma y
envueltos por membrana, dando lugar a las plaquetas, las cuales son muy
importantes ya que forman parte del equilibrio hemostético. EI nicleo multilobulado
de los megacariocitos, por la endomitdsis, se va compactando y después de liberar
las plagquetas, se considera que el megacariocito ya cumplioé su funcién y sus restos

son eliminados por fagocitosis. (Gonzélez-Villalva et al. 2018).

1.2 Megacariopoyesis

La megacariopoyesis es un proceso para la proliferacion, diferenciacion y maduracion
de los megacariocitos para la generacion de plaquetas, las cuales tienen un papel
fundamental en la hemostasia, la principal hormona reguladora de la
megacariopoyesis 'y produccion plaguetaria es la Trombopoyetina (TPO)

(Heller,2017).

| SDF-1/CXR4
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Figura 3. Citocinas y quimiocinas activadoras del proceso de maduracion y
diferenciacion de los megacariocitos en cada una de las etapas de maduracion de los
megacariocitos. Fuente: Gonzalez-Villalva et al, 2010.




La TPO es el estimulo mas potente de las células formadoras de colonias de
megacariocitos, y es una de las dos uUnicas hormonas no redundantes que afectan la
supervivencia y expansion de las células madre hematopoyéticas (Kaushansky,
2016).

La Trombopoyetina es un factor de crecimiento hematopoyético importante; se
sintetiza principalmente en el higado y el rifidn donde su produccion es constitutiva y
no aumenta ni disminuye ante los cambios en el numero de plaguetas; ademas se
transfiere a la circulacion sin acumulacion aparente. Los niveles de TPO en sangre y
médula ésea son inversamente proporcionales a la cuenta plaguetaria. Los niveles de
Trombopoyetina son regulados, principalmente por la unién a su receptor Mpl, su
internalizacién y destruccion. Existen receptores Mpl tanto en los megacariocitos
como en las plagquetas circundantes. La unién de TPO a su receptor Mpl activara las
vias JAK y STAT que promueven el crecimiento celular (Gonzalez -Villalva et al,
2010).

Ademas de la via JAK/STAT la TPO activa la via de MAPK, lo que potencia la
maduracion de los megacariocitos. La unién a TPO produce mitosis, endomitosis,
maduracion y una gran variedad de efectos antiapoptoéticos en los precursores de
megacariocitos y megacariocitos. El receptor de Trombopoyetina esta presente en
una amplia variedad de células y tejidos. En la megacariopoyesis se encuentra desde
las células formadoras de colonias de megacariocitos, progenitores mieloides y
eritroides, hasta en megacariocitos tempranos y tardios, asi como en plaquetas.
(Kutter,2013).

Ademas de la TPO, son importantes la IL3, IL6 e IL 11 en la megacariopoyesis
independiente de TPO, utilizando vias de sefalizacion dependientes de la

glucoproteina 130 (Gpl130), ya que promueven la maduracion y proliferacion de



megacariocitos (IL 6 y IL 11) y aumentan los efectos de la IL3 y la TPO. Estas citocinas
participan en la modificacion del citoesqueleto de los megacariocitos para la liberacion

de plaquetas (Gonzélez-Villalva, et al. 2010).
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Figura 4. Vias de Sefializacion. Al unirse la TPO a Mpl, éste se dimeriza y JAK2 se
transfosforila y fosforila a STAT3 y STAT5 que se unen a las tirosinas 112 y 117.
STAT3 y STATS fosforiladas forman homodimeros y se translocan al ndcleo para
servir como factores de transcripcibn que activan genes que promueven la
supervivencia e inhiben la apoptosis. También el adaptador Shc se une a la tirosina-
112 Grb2 fosforilada, que junto con GEF y SOS activan a Ras. La activacion de Ras
lleva al reclutamiento de la serina-treonina cinasa Raf y a la activacion de la MAPK
ERK que promueve proliferacion y diferenciacion de los megacariocitos (Gonzalez-

Villalva,2010).



1.3 Plaquetas

Las plaguetas que son elementos sanguineos anucleados derivados de la
fragmentacion citoplasmatica de los megacariocitos tienen forma de disco biconvexo,
su concentracion normal en sangre periférica en el hombre es de 150 a 400 x 109/L
y su vida es de entre 7 y 10 dias y junto con los eritrocitos y leucocitos constituyen los
elementos formes de la sangre.

Tienen glucdégeno, mitocondrias y dos tipos de granulos: granulos alfa y
densos. Los granulos alfa son estructuras grandes, ricas en macromoléculas ademas
de glicoproteinas y moléculas de adhesion. Tienen una importante participacion en el
funcionamiento celular, al propiciar la interaccion entre plaguetas ademas de la
interaccion con otras células a través de la liberacion de su contenido.

Los granulos densos se caracterizan por su alta densidad electrénica que le
confieren el elevado contenido en calcio y fésforo inorganico, ademas tienen ADP,
ATP y serotonina.

La participacion de las plaquetas en los diferentes procesos de la hemostasia
depende de tres eventos fundamentales: la adhesion plaquetaria, el cambio de forma
y la agregacion plaquetaria.

En la adhesién plaquetaria éstas se adhieren a las superficies utilizando como
ligando al fibrinbgeno, a través de su union a GPIIb/llla, también se adhieren al
colageno, VWF vy fibronectina. EI cambio de forma es la primera manifestacion fisica
de la activacion plaquetaria, la cual se da por el estimulo de la trombina, el colageno,
el ADP, la epinefrina y el tromboxano A2, lo que permite una firme adhesion de las
plaquetas y la secrecion de las sustancias procoagulantes y proinflamatorias

contenidas en ellas, lo que hace que el trombo crezca y se consolide su formacion.



Las plaguetas adheridas permanecen vivas durante horas o dias en el sitio de
la lesién vascular y liberando factores de inflamacién y factores de la coagulacion,
manteniendo es coagulo estable hasta que se repare el vaso sanguineo (Fernandez
et al, 2012; Garcia & Coma, 2000; Lépez & Macaya, 2013).

Dada la importancia de las plaquetas y los megacariocitos, es importante estudiar los
efectos de compuestos que pretenden ser utilizados como farmacos o que tienen
potencial farmacoldégico, tal es el caso del vanadio, que si bien se ha estudiado por
sus efectos téxicos también se le han observado efectos benéficos en algunas

enfermedades.

2. Efecto del vanadio los megacariocitos.

En estudios previos de nuestro laboratorio, se ha observado que los megacariocitos
de ratones expuestos a la inhalacion de pentoxido de vanadio, aumentan su tamafo,
namero y las lobulaciones de los nucleos (Pifidn Zarate 2005). Con este mismo
modelo de inhalacién, Fortoul y colaboradores (2008) reportaron un aumento en el
namero y tamafio de los megacariocitos en el bazo de ratones CD-1 a lo largo del
tiempo de exposicién desde la primer semana, desatacando la semana 4 donde se
presenta la mayor diferencia y la semana 8 donde los cambios se estabilizan;
posteriormente en 2009 Fortoul y colaboradores en un analisis ultraestructural
observaron una modificacion en la cromatinay un aumento en el tamafo del nicleo
y de los poros nucleares en los megacariocitos de bazo y médula 6sea; asi como de
los granulos en el citoplasma. Ademas, Diaz Fuentes en el 2009 relacion6 la
megacariocitosis con el incremento en la produccion de TPO principalmente en el

higado que se da cuando los individuos son expuestos a vanadio.



3. Efecto del vanadio en sangre

Los efectos del vanadio en los valores hematoldgicos son contradictorios, debido a
gue algunos autores como Zaporowska (1989;1992), presentan cambios en algunos
indices sanguineos como eritrocitos, hemoglobina y aumento en leucocitos, mientras
gue en otros estudios como el de Dai & McNeil (1994) no muestran cambios. En la
Tabla 1 se muestran con detalle los diferentes estudios y autores, asi como los efectos
con diferentes compuestos de vanadio, dosis y via de exposicion.

Tabla 1. Antecedentes de los efectos del vanadio sobre los parametros sanguineos.

Dai & McNeil, Vanadil Sulfato Oral Sin modificaciones
1994 0.5mg/L Rata Wistar hematologicas.
Zaporowska & Metavanadato de Oral Disminucion de
Wasilewski, Amonio Rata Wistar eritrocitos,
1989;1992 23-29mg/kg hemoglobina.
Aumento en
leucocitos.
Fawcett et al, 1997 Vanadil Sulfato Oral Sin modificaciones
0.5 mg/kg/dia Humanos hematologicas.
Cohen et al, 1995 Vanadil Sulfato Oral Disminucion de
100 mg/dia Humanos hemoglobina y
leucocitos.
Obianime et al, Metavanadato de Oral Disminucion de
2009 Amonio Rata Wistar hemoglobina,
0-10 mg/Kg linfocitos y
leucocitos.
Gonzalez Villalva Pentoxido de Inhalada Aumento en
et al, 2004 Vanadio Ratones CD1 leucocitos y
0.02M plaquetas



4. Vanadio

El vanadio es un metal de transicion de nimero atémico 23, ocupa el lugar
namero 22 entre los elementos mas abundantes en la Tierra, es un metal de color
grisdceo con densidad de 6.11 g/cm?3, con diferentes estados de oxidacion, que van
del -1 al +5 pasando de un estado a otro por la transferencia de un electron a través
de procesos de 6xido-reduccién, sin embargo, solo los estados V-III, V-IV y V-V tienen
funcion bioldgica participando en procesos bioldgicos en forma de anidén o cation.
Existen diferentes compuestos de vanadio usados en la toxicologia y en la industria,
como Oxidos de vanadio y sales de vanadio como son el metavanadato de amonio
(NH4VOs), metavanadato de sodio (NaVOs), ortovanadato de sodio (NasVOa), sulfato
de vanadilo (VOSOa), oxidicloruro de vanadio (VOCI) y tricloruro de vanadio (VCls),
los cuales se disuelven en agua. (Rodriguez-Mercado & Altamirano-Lozano, 2006;

Thompson, 2006).

4.1 Vias de Exposicion.

4.1.1 Via inhalada.

La via inhalada es la principal via de exposicion y donde mas se absorbe el

vanadio (25%) debido a que se adosa a particulas suspendidas presentes en la

contaminacion ambiental, las cuales atraviesan facilmente la barrera hemato-

respiratoria (Rodriguez- Mercado & Altamirano-Lozano, 2006).



4.1.2 Via dérmica.

Por la via cutdnea hay una absorcion minima debido a que los compuestos de
vanadio son poco liposolubles (Barceld, 1999; Rodriguez- Mercado & Altamirano-

Lozano, 2006).

4.1.3 Via oral.

Por la via oral se absorbe menos del 10% del vanadio que ingresa. Diariamente
consumimos alrededor de 1 pg proveniente del aire, 11 a 30 g provenientes del agua
bebida y de algunos alimentos que son ricos en este elemento: los hongos, mariscos,
semillas de eneldo, perejil y pimienta negra.

La mayoria del vanadio ingerido es transformado a su forma catiénica en el
estbmago antes de ser absorbido en el duodeno. El vanadio ingerido se elimina
mayormente en bilis y finalmente en heces. Sin embargo, la principal via de
eliminacion del vanadio es a través de la orina durante las primeras 20 horas (fase
rapida) y dias después a los 40-50 dias (fase lenta), el resto. (Rodriguez & Altamirano,

2006); (Garcia-Graciela, 2006).
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Figura 5. Toxicocinética del vanadio. (Modificado de Rodriguez & Altamirano, 2006).

4.2 Toxicocinética y Toxicodinamica del vanadio.

El vanadio es muy peculiar debido a que sus efectos son diferentes y
dependientes del compuesto, dosis y via de exposicion (Domingo et al. 1991).

Al ingresar al organismo por las vias mas comunes como lo son la via oral o
inhalada el vanadio es transportado en la circulacién sanguinea por la albimina y la
transferrina, de esta manera llega a los distintos 6rganos blanco como el hueso,

higado, rifiones y bazo (Thompson & Orbigo, 2006).

El vanadio a pH cercano a 7 se encuentra exclusivamente en forma de catidon
V3*y en el ambiente celular se encuentra formando compuestos (Rodriguez-Mercado,

2006). El ion vanadato (VO43") se comporta como un analogo estructural y electrénico

11



del ion fosfato (PO4%7), por lo que participa en reacciones de protonacion similares a
las que involucran al fosfato. Gran parte de la importancia biol6gica de los compuestos
de vanadio reside en estas analogias, ya que tiene efectos sobre algunas vias de
sefializacion ademés de interferir en sistemas enzimaticos que también tienen
fosfatos como ATPasas y fosfatasas ademas es capaz de incrementar los niveles de
citocinas como interleucinas y regular la activaciéon de ERK/MAPK (Gonzalez-Villalva

et al, 2010; Mukherjee et al.,2004; Crans, 2004).

4.3 Uso Farmacolégico del vanadio.

Se han investigado, desde los 80's, los usos farmacolégicos del vanadio
reconociendo a este metal como un elemento con funcion biolégica con posible rol
regulatorio en el organismo, frecuentemente relacionado con rutas metabdlicas de
glucosa y lipidos y con efectos enzimaticos, tanto estimulantes como regulatorios,
debido a que desde los primeros estudios realizados en modelos animales e in vitro
se le descubri6é un accion hipoglucemiante usando sales de vanadio, resurgiendo asi
su investigacién y el interés por conocer las bases de sus funciones en el organismo
(Alvino De la Sota et al, 2007). También se ha observado que los compuestos de
vanadio como el diclorovanadoceno y el Metvan son efectivos contra la proliferacion
de células de cancer de mama y glioblastoma (Navarra et al, 2001; D cruz & Uckum,
2002); de igual manera se ha observado el efecto del vanadio en la vasoconstriccion,
el aumento de la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina y la reduccion del
colesterol, los triacilglicéridos y los niveles de glucosa (Mukherjee et al. 2004). En
cuanto a este ultimo punto se ha observado que diversas sales de vanadio tienen

efectos positivos en la Diabetes mellitus, al disminuir la glucosa en sangre por su
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actividad insulino-mimética. Entre las sales de vanadio que han sido utilizadas

destaca el metavanadato de sodio (Domingo et al. 1991; Pacheco et al. 2006).

4.4 Metavanadato de Sodio (NaVOs).

Es una sal de vanadio con peso molecular de 121.93 estado de oxidacion V,
soluble en agua (Rodriguez- Mercado & Altamirano-Lozano, 2006), es una de las
sales de vanadio mas utilizadas en investigacion debido a que se ha observado que
tiene efecto hipoglucemiante (Pacheco et al ,2006) y se ha probado en humanos con
dosis de 10mg, reportdndose como Uunico efecto secundario intolerancia
gastrointestinal (Goldfine,1995); también se ha probado como agente antiproliferativo
en células cancerigenas de pancreas, donde se observé que el vanadio indujo la
activacion de las vias de sefalizacion PI3K/AKT y MAPK/ERK de forma dependiente
de la dosis y el tiempo (Wu et al, 2016), asi un estudio en el que con las dosis de 5y
10 mg de MVS se estudié su funcién parasitostatica sin presentar citotoxicidad y

genotoxicidad (Casarrubias-Tabarez, 2019).
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5. Justificacion.

El empleo de metavanadato de sodio en estudios experimentales ha
aumentado en los ultimos 30 afios debido a su uso potencial en el tratamiento de
algunas enfermedades; sin embargo, para utilizar cualquier compuesto se requiere
conocer su efecto en diferentes 6rganos, como el bazo ya que se ha observado que
en este o6rgano el vanadio, por via inhalada, modifica la morfologia de los
megacariocitos lo que podria alterar su funcién en la produccién de plaquetas, por lo
gue es importante evaluar el efecto de éste por via oral en estas células y conocer si

su administracién, por esta via, tiene el mismo efecto.

6. Hipodtesis.

Si el vanadio por la via inhalada ha mostrado que tiene efecto en el tamafio y

en la cantidad de los megacariocitos, entonces por via oral se observara un efecto

semejante.

7. Objetivo general.

Identificar las diferencias morfologicas y en cantidad de megacariocitos en el

bazo de raton después de la administracion oral de metavanadato de sodio.
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7.1 Objetivos particulares.

e Determinar la dosis NOAEL de metavanadato de sodio por via oral en el raton.
e Identificar las diferencias en el nimero y tamafio de los megacariocitos en el

bazo de ratén por dosis y tiempo de exposicion.

8. Método.

8.1 Determinacion de la dosis.

Se realiz6 previo al estudio experimental una curva dosis-respuesta con diferentes
dosis de metavanadato de sodio (5mg, 10 mg, 15mg y 20 mg), donde se observé que
con las dosis mayores los ratones presentaban sangrado rectal, por lo que se
utilizaron las dosis en que no se presentaba esa alteracién y ademas sin reporte de

genotoxicidad y citotoxicidad. (Casarrubias-Tabarez, 2019).

8.2 Administracion.
Se utilizaron 100 ratones machos de la cepa CD1 de 30 - 35 gramos, con agua y
alimento ad libitum y periodos de luz oscuridad 12/12, a los que se les dividio en tres
grupos: control y expuestos (5mg y 10mg), se les administr6 por medio de sonda
orogastrica el metavanadato de sodio disuelto en agua con su respectiva dosis (5 mg
y 10 mg) a los expuestos y agua en el caso del control, por 4 dias a la semana durante
4 y 8 semanas. El manejo y cuidado de los animales de laboratorio se realizé con

base en los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 y con
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los lineamientos institucionales. Este protocolo fue aprobado por las Comisiones de

Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina con el nimero de dictamen 090/2016.

8.3 Obtencion de muestras.

Al término de la semana 4 y semana 8 se sacrificaron 20 ratones de cada grupo,
mediante dosis letal de pentobarbital sédico, por medio de puncién intracardiaca se
extrajo sangre (500 pL) con ayuda una jeringa se colocé en un vacutainer con EDTA
como anticoagulante para los hemogramas. Posteriormente se les disectd para
extraer el bazo completo el cual fue pesado; después se colocé el bazo en
formaldehido al 10%, posteriormente se realizd la técnica histologica convencional,

los cortes se realizaron de la parte media del bazo y con un ancho de 5um.

8.4 Hemogramas.

Para conocer el conteo plaquetario se realizaron hemogramas con del Auto
Hematology analyzer, de Coulter (B¢ 2800 Vet. Mindray) en el cual de manera
electronica se realiza el conteo de células sanguineas (eritrocitos, plaquetas y
leucocitos etc.). Este estudio se realizO en el Departamento de Patologia de la

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

8.5 Conteo y Mediciéon de Megacariocitos

Los cortes se observaron en un microscopio optico Zeiss a 40X donde a los

megacariocitos se les midio el diametro mayor con una regleta integrada al ocular y
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también se realizd el conteo de los MK en toda la superficie de corte del bazo,
tomando fotomicrografias del bazo a 20x y contabilizando con ayuda del programa

Image J 1.52a (Schneider et al,2012).

8.6 Analisis Estadistico.

Con la base de datos obtenida de las mediciones y conteos que se realizaron se hizo
el analisis estadistico descriptivo para obtener las medidas de dispersion para
después hacer un andlisis estadistico diferencial con ANOVA y post hoc de Tukey
para encontrar las diferencias entre los tratamientos y tiempos con el programa
GraphPad Prisma version 6. Se consideré que existia diferencia estadisticamente

significativa cuando p<0.05.

Figura 6. Diagrama simplificado del método empleado.

Se midieron los
Mks en 5 campos
a40x en
Microscopio de
campo claro (total

600 campos) .

Se contaron los
megacariocitos en
la superficie de
corte.

Ratones* macho
de la cepa CD1 de
30-35 g con agua y Se realizaron
alimento ad libitum Hemogramas
para obtener el

conteo
plaquetario

A los datos obtenidos se
le realizaron las pruebas
estadisticas de Anova y
post hoc tukey
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9. Resultados.

9.1 Megacariocitos totales.

En el conteo de megacariocitos se notd que la cantidad de megacariocitos aumento
con respecto del control de manera significativa en ambos tiempos (semana 4 y

semana 8) en la dosis de metavanadato de sodio 10 mg (MV10).

Numero total de Mks

P CONTROL
I MVS
B My

Numero de Mks

SEMANA 4 SEMANA 8

Figura 7. Resultados del conteo de los megacariocitos en todo el bazo, comparaciéon
entre los diferentes grupos y tiempos. Se observaron diferencias significativas en
los grupos MV5 (metavanadato de sodio 5 mg) y MV 10 (metavanadato de sodio
10mg) contra el control.

*Diferencia contra el control.

ANOVA post-hoc Tukey p<0.05.
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Analisis histolégico

También se observé un aumento en los Megacariocitos totales en los
tratamientos de MV5y MV 10 en la semana 4 y 8 como se puede ver en las imagenes

de la figura 8 y 9 respectivamente.

tratados MV5 (B) y MV10 (C) de la semana 4 con respecto control (A).

H.E.40x.
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Figura 9. Imagenes en los que se observa un aumento en el numero de los megacariocitos en los
grupos tratados MV5 (B) y MV10 (C) de la semana 8 con respecto al control (A).

Microscopio Optico 40x.
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9.2 Tamaio de Megacariocitos.

Se observaron diferencias en el tamafio de los megacariocitos en la dosis de
MV 10 mg y MV 5 mg con respecto del control; sin embargo, no hay diferencias entre

los tratamientos de metavanadato.

Tamarno de Megacariocitos

Bl CONTROL
[ MY E
B MY 0
40=-
* *
%* %*
A0 -

Tamarfio Promedio
8

-y
o
L

Semanas

Figura 10. Diferencias en el didmetro de los megacariocitos con diferentes dosis de
metavanadato de sodio 5mg y 10 mg (MV5 y MV10) con respecto del tiempo de
exposicion.

*Diferencia contra el control.
ANOVA post-hoc Tukey p<0.05.
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Analisis histolégico

También se observé un aumento en el tamafio de los Megacariocitos en los
tratamientos de MV5y MV 10 en la semana 4 y 8 como se puede ver en las imagenes

de la figura 8 y 9 respectivamente.

‘in'»:_"w 'l‘ !
s ‘?. “{ Z

Figura 11. Tamafio de los macariocitosen los rupos tratados MV5 (B) y MV10 (C) de la

semana 4 con respecto del control (A).

H.E. 40x.
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Figura 12. Modificacion en el tamafio de los megacariocitos en los grupos tratados

MV5 (B) y MV10 (C) de la semana 8 con respecto al control (A).

H.E. 40x.
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Hallazgos Complementarios
9.3 Lobulacién

La lobulacion es un indicador de la maduracién o ploidia de los megacariocitos, en

este modelo por via oral se observé un aumento en la lobulacién.

Figura 13. Aumento en la lobulacion de los megacariocitos, cada I6bulo esta sefialado

por una flecha. H.E. 40x. Grupo MVS 10mg Semana 8.
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9.4 Hemogramas.

En los hemogramas realizados se observé un aumento en el conteo plaguetario en la
semana 4 y en la semana 8 en ambas dosis, de acuerdo con el valor de referencia
obtenido de los datos del control. Ademas, se observo en ambas semanas y en ambas
dosis que los valores de hemoglobina, hematocrito y eritrocitos no difieren del control

y a pesar de gue se observa un aumento de leucocitos comparado al control esto no

es significativo estadisticamente.

MV 5mg Unidades
Plaquetas 505.66 +17.21 x10°/L
Hemoglobina 112.66 +2.51 g/L
Leucocitos 14.5 £ 0.62 x10°/L
Hematocrito 0.50 + 0.045 g/L

Eritrocitos 10.73 £ 0.68 X102/

L
MV 5mg Unidades
Plaquetas 507.66 + 15.30 x10°/L
Hemoglobina 111.66 +1.52 g/L
Leucocitos 1453 +1.22 x10°/L
Hematocrito 0.59 + 0.045 g/L
Eritrocitos 10.63 + 0.61 X10%?/L

Tabla 2. Promedio de los valores obtenidos de los hemogramas en cada grupo y

tiempo.
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9.5 Peso del Bazo.

A los datos obtenidos del peso humedo del bazo, se les realizaron las pruebas

estadisticas de ANOVA con post hoc de Tukey; no se encontré diferencia en el peso

de los bazos contra el control, entre ningan tratamiento y tampoco entre los diferentes

tiempos.

Peso del bazo

0.6

Gramos

CONTROL MV 10 54 MV 5 54 CONTROL MV5 58 MV 10 58

Semana 4 Semana 8

Figura 14. Promedio del peso del bazo por grupo y tiempo (xxER). No se
observan diferencias en los tratamientos MV5 (metavanadato de sodio 5mg)
y MV10 (metavanadato de sodio 10mg) en ningun tiempo ni contra el control.
ANOVA post-hoc Tukey p<0.05
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9.6 Tejido linfoide del bazo

Se observé de manera cualitativa un aumento en la pulpa blanca del bazo con relacion

a la dosis y el tiempo.

metavanadato de sodio. Como se puede ver en los grupos expuestos B

(Metavanadato 5mg Semana 4), C (Metavanadato de sodio 10 mg Semana 4) y D
(Metavanadato 10mg Semana 8) se observa un aumento en la pulpa blanca
comparados con los controles A (Control)
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10.Resumen de Resultados

El Metavanadato de sodio administrado por via oral:

- Incrementa el nimero y tamafo de los megacariocitos en el bazo

- Aumenta el numero de plaquetas en sangre por el incremento de
megacariocitos o por un desorden mieloproliferativo.

- No modifica los valores de hemoglobina, hematocrito y eritrocitos.

- No produce esplenomegalia.

- Incrementa la pulpa blanca en el bazo que puede deberse a la estimulacion

inespecifica del vanadio al sistema inmune.
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11. Discusion

La administracion de metavanadato por via oral indujo cambios en la morfologia de
los megacariocitos lo que se manifestd como aumento en su nimero y tamafio. De
igual manera también se observé aumento en el nimero de plaquetas en sangre de

acuerdo con la dosis administrada y el tiempo de exposicion.

11.1 Efecto en Megacariocitos

Se observé aumento de tamafio y cantidad de megacariocitos y de lobulacién en sus
nudcleos con el tratamiento de metavanadato de sodio en ambas dosis (5 y 10 mg), lo
qgue supone que el vanadio, por via oral, tiene efecto en la megacariopoyesis y
trombopoyesis. Hay dos formas en las que puede el vanadio estar influyendo en la
megacariocitosis y trombocitosis. Primero, al actuar directamente sobre la via de
sefalizacion al activar vias de proliferacion o de diferenciaciéon de las células
progenitoras de megacariocitos y de las células hematopoyéticas (Gonzalez-Villalva
et al, 2012). También se puede explicar de manera indirecta debido a que el vanadio
produce inflamacion (Falcén-Rodriguez,2008) por lo que ésta a su vez haria que se
produzcan citocinas que activen la produccion de TPO aumentando la

megacariopoyesis.

Durante el proceso de megacariopoyesis es necesaria la activacion de ciertas vias de
sefalizacion como JAK/STAT vy las Interleucinas 6,3 y 11 las cuales inducen
diferentes procesos esenciales como induccion de proliferacion y maduracion en los
megacariocitos, asi como a la endomitosis (Kaushansky et al, 2016). Se ha observado

gue el vanadio es un activador de la via JAK/STAT que induce la proliferacion de los
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megacariocitos, aunado a que se sabe que la TPO activa también a la via JAK/STAT
de proliferacion y maduracion de megacariocitos (Gonzélez-Villalva et al, 2014). Es

probable que esta via también se active cuando el V se administra por via oral.

La TPO se produce en el higado, y ésta favorece el crecimiento de los megacariocitos,
su receptor Mpl se encuentra en la membrana de estos y la unién TPO/Mpl estimula
el desarrollo y proliferacion en la linea megacariocitica (Gonzalez-Villalva,2010); sin
embargo se ha observado que en presencia del V los niveles de TPO aumentan (Diaz-
Fuentes,2009), lo que indicaria que disminuirian las plaquetas; sin embargo tanto por
via inhalada (Gonzalez-Villalva,2006) como en este modelo las plaquetas también
aumentaron. Lo cual sugiere que el V tiene efecto a nivel mieloproliferativo
provocando que tanto los megacariocitos aumentaran su tamafio, cantidad y
maduracion; asi como también aumentaran las plaquetas, lo cual se puede relacionar
con la trombocitosis clonal donde el receptor Mpl disminuye su afinidad por TPO por
lo tanto hay mas TPO y aumentan los megacariocitos (Schafer,2004) o bien, tanto los
megacariocitos como las plaquetas se ven aumentadas por la sobreexpresion del

TPO (Zhou,1997).

11.2 Efecto en Sangre

Existe una mayor cantidad de estudios sobre los efectos del vanadio en diferentes
analitos sanguineos, sin embargo, existe discrepancia sobre los resultados.

En este estudio se observd un incremento en el nimero de plaquetas en ambos
tratamientos de metavanadato, esto habia sido reportado previamente en estudios

con otro compuesto de vanadio como lo es el pentoxido de vanadio por via inhalada
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(Gonzalez Villalva, 2004). Este incremento se explica ya que esta muy estrechamente
relacionado con los otros efectos observados con los megacariocitos (aumento en
tamafio y cantidad) y su relacion con TPO e IL-6 que incrementan en presencia del V.
Otros parametros como hemoglobina, hematocrito, eritrocitos no se vieron
modificados en este modelo, y coinciden con lo reportado por Dai & McNeil en 1994
y Fawcett y colaboradores en 1997 que hicieron pruebas en sangre con otros

compuestos de vanadio administrados como en este modelo por via oral.

Sin embargo, un valor que se vio incrementado en el grupo de metavanadato fue el
de los leucocitos en ambos tratamientos y principalmente en la semana 8, lo que
coincide con lo reportado por Zaporowska & Wasilewski,1989;1992 y Gonzalez
Villalva y cols. (2004). El aumento en los leucocitos sugeriria un proceso inflamatorio
con la liberacion de citocinas que estimularia a la megacariopoyesis, sin embargo, el

aumento no fue significativo.

De acuerdo con Gonzalez Villalva y cols., (2012) la funcién plaquetaria no se ve
afectada cuando se administra el vanadio por via inhalada debido a que se observo
un cambio en los marcadores de activacion plaguetaria en la semana 4 los cuales
fueron revertidos en la semana siguiente, por lo que se podria pensar que a pesar del
aumento en los valores plaquetarios, éstos no afectan o aumentan la coagulacion,
habria que evaluar la funcion plaquetaria cuando se administra por via oral para

asegurar que no hay riesgo trombotico de su administracion por via oral.

31



11.3 Efecto en el Bazo

11.3.1 Peso del Bazo
No se encontraron diferencias significativas en el peso del bazo, lo cual indica que la
administracion del metavanadato de sodio no provoca esplenomegalia, lo cual es
coincidente con otros estudios que involucran al vanadio y el bazo (Gonzalez-

Villalva,2006)

11.3.2 Pulpa blanca

Se observé un incremento cualitativo en la presencia de pulpa blanca en el bazo en
los grupos tratados con respecto del control. En el modelo de inhalacion de vanadio
se ha observado también este aumento (Pifion Zarate,2005).

La pulpa blanca del bazo esta constituida principalmente por linfocitos T y B, los
cuales son producidos en médula 6sea y después de ser seleccionados migran al
bazo, Reyes et al, 2006). Contreras y colaboradores reportan que la IL-6 producida
por los linfocitos T tiene efectos estimuladores en el crecimiento, proliferacion y
sintesis de inmunoglobulinas en los linfocitos B (Contreras et al,2015). Este efecto lo
reporto Pifion en 2005 en el modelo de inhalacion de vanadio, en donde reporta un
aumento en la pulpa blanca, por lo que también la IL-6 podria estar influenciando en

los niveles de TPO.
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12. Conclusion.

Con el propasito de conocer cuél era el efecto del metavanadato de sodio en el bazo
en un modelo murino se realizé este estudio y se encontré6 que aumentaron los MK
tanto en tamafio, nimero y maduracion.

Las dosis utilizadas ademés de no presentar efecto adverso observable, han sido
utilizadas en otros estudios en enfermedades como diabetes y malaria.

En cuanto a los efectos del MVS en el bazo no causa esplenomegalia, ademéas no
hay cambios significativos en los parametros sanguineos (hemoglobina, hematocrito,
eritrocitos y leucocitos)

La megacariocitosis, el aumento de pulpa blanca y de plaquetas si coinciden con el
efecto observado en el modelo de inhalacion por lo que, si hay un efecto semejante,
porque en este modelo no hay cambios en los parametros sanguineos y a pesar del
incremento plaquetario no hay un aumento tan elevado como en el modelo por via
inhalada.

A pesar del aumento de plaguetas que se observo en el modelo de inhalacion, estas
no son reactivas, es decir, no representan un peligro trombatico; faltaria explorar los
efectos del MVS por via oral en la funcion plaquetaria.

Sin embargo, a pesar de los cambios observados en los MK en este estudio no
estudiamos el funcionamiento de las plaquetas como resultado de la funcion del MK.
Faltaria hacer estudios en otros drganos, para continuar con la evaluacion del MVS

como un compuesto con potencial farmacolégico.
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13. Perspectivas

En este modelo por VO:

- Evaluar la funcién plaquetaria.

- Observar la morfologia plaquetaria.

- Cuantificar TPO.

14. Productos de este proyecto

1. Articulo de revision

El megacariocito: Una célula muy original. Adriana Gonzalez —Villalva, Patricia
Bizarro-Nevares, Marcela Rojas-Lemus, Nelly Lépez-Valdez, Martha Ustarroz-Cano,
Fernanda Barbosa-Barrén, Brenda Garcia-Gil, Juan Carlos Albarran-Alonso, Teresa

Fortoul van der Goes. (2018). Revista de la Facultad de Medicina, UNAM.

2. Presentacion de cartel

Barbosa Barrén Fernanda, Casarrubias Tabarez Brenda, Guerrero Alquicira
Raquel y Fortoul Teresa. (2018). “Efecto del metavanadato de sodio en la morfologia
de los megacariocitos del bazo en un modelo murino”. En el XXXIX Congreso

Nacional V Iberoamericano de histologia. México, CDMX, 17 al 19 de octubre de 2018.
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