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1. RESUMEN

La contaminacién atmosférica en las grandes ciudades como la de México, es
un problema que se ha agravado con los afios debido al aumento en la
concentracion de contaminantes como las particulas suspendidas totales
(PST) y los metales adosados a éstas, entre ellos, el vanadio. Este metal de
transicion abunda en la atmdsfera en su forma mas toxica (V,0s5) debido a la
gquema de combustibles fdsiles que resulta de la actividad vehicular e
industrial. En modelos experimentales se ha observado que la exposicién a
este compuesto produce efectos adversos a nivel sistémico, por ejemplo en
los pulmones, higado, rifiones, cerebro y en el sistema inmunologico. Este
ultimo ha sido poco estudiado, sin embargo en nuestro modelo se han
reportado cambios en el timo como la pérdida de la relacion corteza-médula y
alteraciones ultraestructurales en los timocitos. En el bazo se ha observado
esplenomegalia debida al crecimiento de la pulpa blanca perdiéndose la
relacion de esta con la pulpa roja; este fendmeno se debe principalmente al
aumento en el numero ciertos tipos celulares como los linfocitos, los cuales
ademas presentan genotoxicidad y alteraciones nucleares. Debido a los
cambios que presentan los linfocitos de bazo, es importante investigar si el
vanadio favorece la proliferacion de estas células. Para ello se utilizé un grupo
de 36 ratones control y otro de 36 expuestos a V,0s5 via inhalada, que es la
principal via de absorcidn. Se sacrificaron 3 ratones de ambos grupos cada
semana y se obtuvieron los bazos los cuales se procesaron para detectar por
inmunohistoquimica la proteina Ki-67, un marcador de proliferacion utilizado
que se encuentra presente en todas las fases del ciclo celular excepto la fase
GO0. Nuestros resultados mostraron un aumento dependiente del tiempo de
exposicion en la proliferacién de los linfocitos de bazo desde la primera
semana. Debido a lo anterior, concluimos que el vanadio es un agente
mitdégeno para los linfocitos y probablemente para otras estirpes celulares. La
proliferacion de estas células podria alterar la homeostasis del sistema

inmunoldgico y resultar en desordenes de este sistema.



2. INTRODUCCION

2.1 CONTAMINACION ATMOSFERICA

La contaminacion atmosférica es uno de los problemas mas relevantes que
involucran al mundo entero y particularmente a zonas urbanas como la ciudad de
México. Esta causa diversos efectos en la salud, los cuales se han observado de
manera importante principalmente en individuos que habitan ciudades

contaminadas (Seoanez CM, et al. 2002).

Una de las definiciones oficiales de la contaminacion atmosférica es la de
la Ley Federal para el Equilibrio Ecologico y Proteccidn al Ambiente de 1988 la
cual la define como: “La presencia en el ambiente de uno o mas contaminantes
(materia o energia) o de cualquier combinacion de ellos que cause desequilibrio

ecoldgico” (Jiménez B.E, 2001).

Los contaminantes atmosféricos pueden ser emitidos por fuentes
naturales, como emisiones volcanicas; y antropogénicas como la quema de
combustibles en la actividad industrial y en el trafico vehicular; estas ultimas son
las principales fuentes (Nebel B.J, Wright R.T. 1999).

Tres factores determinan el grado de contaminacion atmosférica:
e La cantidad de contaminantes en el aire
e El espacio en el que los contaminantes se dispersan
e Los mecanismos que los eliminan del aire
(Nebel B.J, Wright R.T. 1999).



2.1.1 CONTAMINANTES ATMOSFERICOS

Algunos de los principales contaminantes del aire son:
e Compuestos organicos volatiles
o Oxidos de carbono
o Oxidos de nitrégeno
o Oxidos de azufre
e Metales pesados.
e Ozono y otros oxidantes fotoquimicos.

e Particulas suspendidas totales
(Nebel B.J, Wright R.T. 1999).

Es fundamental considerar a las particulas suspendidas totales (PST)
debido a que en la ciudad de México son, después del ozono los contaminantes
mas abundantes en el aire (Borja-Aburto V.H. et al. 1996). Ademas llevan consigo
otras sustancias disueltas o adheridas a su superficie, como los metales, los
cuales afectan la salud de los seres humanos (Ragosta M, et al. 2002; Morales,
R.G.E. 2006).

Estas particulas son una mezcla compleja de sdlidos y aerosoles que se
encuentran suspendidos en el aire (Nebel B.J, Wright R.T. 1999). Su composicion
quimica es heterogénea: elementos organicos como residuos biolégicos vy
microorganismos, e inorganicos como el asbesto, carbdn, plomo, aluminio, cromo,
vanadio y otros metales (Rico Méndez et al. 2001). Las fuentes principales de
emision de las PST son los procesos de combustion, las cementeras, la formacion
fotoquimica de aerosoles con contenidos de nitratos y sulfatos y las tolvaneras
(Jiménez B.E, 2001).

Pueden variar de tamarno entre 0.01 a 100um, (Morales, R.G.E. 2006) y se
clasifican en PM 2.5, para las particulas que presentan un diametro aerodinamico



menor a 2.5 ym, PM10 para las que tienen uno menor a 10um, y PM100 para las
que presentan un tamano cercano a 100 uym, estas ultimas, por ser de mayor
tamafio no suelen permanecer mucho tiempo suspendidas en el aire y se
depositan en el suelo rapidamente, por lo que no suelen ingresar a los
organismos y no afectan a la salud (INE, 1999). Las PM10 y PM 2.5 son
particularmente perjudiciales, pues entran al sistema respiratorio (Jiménez B.E,
2001). La EPA en 1987 determin6 que estas ultimas son las que causan efectos
nocivos a la salud (Nebel B.J, Wright R.T. 1999).

Los metales son un buen ejemplo de contaminantes que se pueden adherir
a dichas particulas. Estos manifiestan una elevada toxicidad cuando se dispersan
en el medio ambiente. No obstante, es aun mas importante la forma molecular en
que se encuentra el elemento metalico y esto depende de las propiedades del

elemento en cuestion (Domenech X, Peral J. 2006).

Algunas fuentes antropogénicas de los metales son: refinerias, actividades
que emplean quema de combustibles fosiles y biomasa, el desgaste de la
maquinaria, actividad minera y la fabricacién de ladrillos. Originalmente, los

metales provienen de los minerales (Morales, R.G.E. 2006).

Uno de estos metales es el vanadio, el cual es un metal de transicion y es
un marcador de contaminacion atmosférica muy importante debido a su presencia
en los combustibles, cuando estos se queman, la concentracion de vanadio en la
atmésfera aumenta (Wang et al. 1999; Dundar M.S. 2006).

Estos contaminantes tienen gran importancia a nivel mundial e igualmente
en nuestro pais, particularmente en la ciudad de México la cual es una de las
zonas con mayores problemas de contaminacién ambiental en el mundo (Télles-
Rojo MM, et al. 1997).



2.1.2 CONTAMINACION ATMOSFERICA EN LA CIUDAD DE
MEXICO

La ciudad de México se encuentra ubicada a 2240m sobre el nivel del mar, tiene
una extension aproximada de 7860 km? y se encuentra rodeada por cadenas
montafosas que impiden la libre circulacion del aire, lo cual empeora las

condiciones ambientales (Télles-Rojo MM, et al. 1997).

La modernizacion e industrializacion de la ciudad han resultado en un
aumento de la infraestructura y el tamafno de la misma; esto se ha manifestado en
un aumento importante en el numero de habitantes y vehiculos (Escobedo F y
Chacalo A. 2008), Aunado a ello, la poblacién de 3 millones de habitantes en
1950 aumentd a 8.7 millones en el afo 2005, y se estimo la existencia de 354

vehiculos motorizados por km? en circulacidon en 2002 (INEGI. 2005).

Lo anterior agrava el problema de la contaminacion en la ciudad,
aumentando los problemas de salud (OMS. 2008); esto se ve reflejado por
ejemplo en el aumento en los ingresos hospitalarios y de visitas a salas de
emergencia debido a la incidencia de enfermedades que afectan principalmente al
sistema respiratorio. También se han encontrado asociaciones entre la
contaminacion atmosférica y el aumento de la mortalidad diaria en personas con

enfermedades respiratorias o cardiovasculares (Secretaria de Salud. 2000).

Particularmente, las PST en esta ciudad, son uno de los contaminantes
considerados de mayor importancia debido a su concentraciéon en el aire,
(Rosales CJA, et al. 2001), ya que son un problema para la salud (OMS. 2006) y
se relacionan con un aumento en la mortalidad de la poblacién urbana (Borja-
Aburto V.H. et al. 1996).

Segun la Norma Oficial Mexicana NOM-025-SSA1-1993 el limite de

exposicion para las PM10 en la Zona Metropolitana del Valle de México es de 150
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pg/m3 en un dia y de 50 pg/m3 en una media aritmética anual para la proteccion

de la salud de la poblacion.

Las PST han aumentado su concentracion en la atmdésfera en la ciudad de
México y frecuentemente rebasan el limite permisible. En la figura 1 se muestra
este comportamiento en el periodo desde 1995 al afio 2000 (Capitulo 3 del
Programa para Mejorar la Calidad del Aire ZMVM 2002-2010). En otras fuentes se
ha documentado que su concentracion media en 1996 fue de 73.1 pyg/m® y de
50.7 ug/m® en 2006 (INEGI 2006). En el 2004 se report6 que por lo menos 1 dia
se excedio la norma de la calidad del aire para PM10 (INEGI 2004). Entre Abril de
2006 y Febrero 2007 el limite se rebasd hasta 82.1 pg/m®. Estos datos se

resumen en la tabla 1.
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Figura 1: Variaciones en la concentracién de PST en el periodo conformado entre
los afios 1950 y 2000. (Tomado del Capitulo 3 del Programa para Mejorar la Calidad del
Aire ZMVM 2002-2010)



Periodo Concentracion Fuente
(ug/m?)
1996-1997 > 50 Capitulo 3 Programa para Mejorar la
Calidad del Aire ZMVM 2002-2010
1997-1998 > 50 Capitulo 3 Programa para Mejorar la
Calidad del Aire ZMVM 2002-2010
1998-1999 > 50 Capitulo 3 Programa para Mejorar la
Calidad del Aire ZMVM 2002-2010
2006 50.7 INEGI
Epoca calida de 73.3 Valle-Hernandez 2010
sequia 2007-2008
Epoca fria de 82.1 Valle-Hernandez 2010
sequia 2007-2008

Tabla 1: Concentracién excedida de PST segun la Norma Oficial Mexicana en la ciudad

de México en diferentes periodos

La concentracién de metales en la atmésfera esta relacionada con la de las
PST debido a que pueden estar adheridos a estas, (Ragosta M, et al. 2002;
Morales, R.G.E. 2006), por lo tanto son importantes no solo por esta relacién con
dichas particulas sino por sus efectos en la salud y por su concentracién en la
atmosfera de la ciudad de México (Riveros-Rosas et al. 1997; Mugica V. et al.
2002).

Riveras-Rosas y cols. (1997), reportaron que las personas que pasaban
mas tiempo en lugares abiertos estaban mas expuestos a la contaminacion
atmosférica y por lo tanto presentaron una mayor concentracion de metales como
el plomo, zinc, manganeso, cromo y vanadio en los filtros que llevaban en su
ropa, comparado con el grupo que pasaba mas tiempo en lugares cerrados. Sin

embargo ambos grupos estuvieron expuestos a aire contaminado con metales.

Por lo tanto, como resultado del deterioro ambiental de la ciudad de

México, la poblacion se ha visto afectada por la mortalidad prematura debido a la




exposicién al aire contaminado, particularmente por PST y los metales de

transicion como el vanadio (IDRC, 2003).

2.1.3 CONTAMINACION ATMOSFERICA Y SALUD

Muchos efectos en la salud causados por la contaminaciéon atmosférica se han
relacionado con las PST y los metales que transportan, las PM10 y las PM2.5
entran en las vias respiratorias y penetran en las regiones intratoracicas (traquea
y bronquios) y transportan metales y otras sustancias que llegan a los alvéolos
pulmonares, teniendo contacto directo con la sangre (Rico Méndez et al. 2001).
Por ello el efecto de estas particulas depende de la composicion quimica, aunque
en general, se considera que producen irritacion de las vias respiratorias,
exacerban la respuesta asmatica y favorecen enfermedades cardiovasculares;
pueden servir como superficie de adsorcidn para gases toxicos. Pueden entonces
causar el deterioro de la funcién respiratoria a corto plazo, pero a largo plazo
contribuyen a generar enfermedades crénicas como el cancer de pulmon
(Jiménez B.E, 2001).

Rosales-CJA y cols. (2001) reunieron diversos estudios, de los anos 80 y
90, en donde se muestran los efectos en la salud relacionados a las PM10,
particularmente en las vias respiratorias. Fueron 34 estudios en América, 15 en
Europa, 2 en Asia y 1 en Oceania. En la tabla 2 se resumen estos estudios y se
observa el aumento en diversos efectos en la salud a causa del incremento en la

concentracion de PM10.



Efecto en la salud

Incremento en los efectos
en la salud (%)
por 10 pg/m*de PM10

Efecto agudo sobre la mortalidad total

0.96

Efecto agudo sobre la mortalidad por causas | 1.82
respiratorias

Efecto agudo sobre la mortalidad por causas | 1.32
cardiovasculares

Hospitalizacion por asma 3.02
Hospitalizacion por neumonia 0.6-14
Hospitalizacion por problemas cardio y 1.22
cerebrovasculares

Visitas a salas de urgencia por asma 4.5
Ataques de asma 7.87
Tos sin flemas (ninos) 4.54
Tos con flemas (nifios) 3.32
Otros sintomas en vias respiratorias altas 4.39
Otros sintomas en vias respiratorias bajas 6.85
Bronquitis 11

Tabla 2: Porcentaje de incremento en efectos en la salud sobre el sistema respiratorio de la

poblacién humana causado por el aumento en la concentracion de PM10. (Modificado de
Rosales-CJA et al. 2001)

La mayor fuente de contaminacion atmosférica en muchos paises es el
trafico vehicular. En la ciudad de México, por ejemplo, se han observado efectos
cronicos a raiz de la contaminacion atmosférica, tales como la reduccion en la

condicidn fisica, dafio permanente en los pulmones y enfisemas (IDRC, 2003).

La hipotesis de que la contaminacion atmosférica causada por el trafico
incrementa el riesgo de desarrollar cancer durante la nifiez fue investigada en
Dinamarca donde en un estudio se relacioné el diagndstico de leucemia y linfoma

maligno en nifios con la zona en la que vivian, se encontré que los nifios que



viven en zonas con mayor trafico vehicular, tienen un 25% mas probabilidades de

presentar linfomas (Ole R-N, et al, 2001).

Como se ha mencionado anteriormente, algunos de los contaminantes
presentes en la atmdsfera en zonas industriales y ciudades contaminadas, son los
metales; estos se estudian y clasifican por diversas instituciones internacionales
como la IARC (International Agency for Research on Cancer) y la OMS
(Organizacién Mundial de la Salud) por sus diversos efectos en la salud. Uno de
ellos es el vanadio, el cual se encuentra principalmente en combustibles
(Rodriguez MJ. Altamirano MA, 2006), y por lo tanto es parte importante de la

contaminacién atmosférica.

2.2. VANADIO

2.2.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

El vanadio es un elemento cuyo numero atémico es el 23. Tiene una masa
atomica de 50.9 y una densidad de 6.11 g/mL. Pertenece al grupo VA, por lo que
es un metal de transicion. (Shaller K.H y Triebig G. 1994)

Su color varia de blanco grisaceo cuando se encuentra en polvos, a
cristales amarillos y rojizos cuando esta en minerales. Tiene la propiedad de ser
blando y ductil. (Barceloux DG 1999)

Sus estados de oxidacién van de -1 a +5, los mas comunes son +3, +4 y
+5 (Barceloux DG 1999), por lo que se oxida facilmente. Le confiere
caracteristicas alcalinas a las aleaciones con las que se forma, se puede

combinar con elementos como oxigeno, sodio, azufre o con cloruro, y con otros
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metales como el hierro (Barceloux DG 1999). El vanadio en forma de vanadato

(VO,) presenta propiedades similares al fosfato (Goodno CC. Y Taylor EW, 1982).

La variedad de sus usos se debe a las propiedades mencionadas

anteriormente.

2.2.2 USOS

El vanadio se utiliza en forma de 6xido de vanadio para fabricar un tipo de acero
usado principalmente para automoéviles (Barceloux DG 1999). También se usa
como catalizador de produccion de acido sulfurico. Tiene otros usos como la
produccion de semiconductores, reveladores fotograficos, luces fluorescentes,
baterias, agentes colorantes particularmente amarillos en la manufactura de
vidrio, ceramica y tintas (Irsigler G.B, et al. 1999; Rodriguez MJ. Altamirano MA.
2006). En menor proporcion se utiliza para fabricar plastico, caucho y ceramica
(Garcia G.B. 2006).

En el area médica, se estudia ampliamente por su potencial como farmaco
sustituto de la insulina en pacientes diabéticos debido a que mimetiza dicha
proteina, sin embargo esto se encuentra aun en investigacion (Thompson K.H et
al. 1998). Asimismo el vanadio se considera como un posible antineoplasico
(Chakraborty T. et al. 2006).

2.2.3 FUENTES

Es el 22° elemento mas abundante en el planeta (Garcia G.B. 2006). En la
corteza terrestre se encuentra en concentraciones de 150 pg/g; las

concentraciones en la tierra varian en un rango de 3-310 pg/g, en el agua dulce
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varia de 0.2 a mas de 100 ug/lt y en el agua salada de 0.2 a 29 pgl/litro.
(Committee on Biologic Effects of Atmospheric Pollutants, 1974; Waters, M.D.
1977; WHO. 2000). Ademas se encuentra en 68 minerales diferentes entre los
cuales se encuentran la vanadinita, la patronita, la roscoelita y la roca fosfatada
(Barceloux DG 1999).

Asi mismo el vanadio se encuentra en algunos vegetales y organismos que
son consumidos por los seres humanos, por ejemplo el pimiento negro, el eneldo,
los champifiones, el perejil y las espinacas (Barceloux DG 1999). De igual forma
algunos seres vivos lo presentan naturalmente como los invertebrados, los peces,
los mejillones, los cangrejos, los camarones, las algas, las plantas y los hongos.
En estos organismos, el vanadio es un elemento esencial para su metabolismo
(Barceloux DG 1999; Garcia G.B. 2006).

Por otro lado, el vanadio también se encuentra en la atmodsfera, este se
deriva de fuentes naturales como el polvo continental, los aerosoles marinos y en
menor proporcion las emisiones volcanicas (Barceloux DG 1999); o de fuentes
antropogénicas como la combustion del petr6leo, mediante el cual se emite la
mayor proporcion de vanadio, ya que el 90% de las 65,000 toneladas que se
liberan anualmente a la atmdsfera provienen de la quema de combustibles
(Garcia G.B. 2006; Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006). Se libera en forma de
V,0s5 el cual es el compuesto mas téxico y abundante del vanadio en la atmdsfera
(Barceloux DG 1999).

El petréleo contiene vanadio en forma de asfaltenos (Gémez T.M. et al.
2003) (compuestos quimico organicos derivados de la destilacion del petrdleo)
como se muestra en la Figura 2. Las concentraciones de vanadio en el petréleo
crudo y procesado varian de 1 a 1500 mg/kg (Committee on Biologic Effects of
Atmospheric Pollutants. 1974). Particularmente en los combustibles crudos se
encuentran trazas detectables de vanadio (<1 a 1600 mg/kg) y en el petroleo la
concentracion de éste es mas importante: las cenizas de la combustion del
petréleo contienen mas de 80% de V,0s. (Garcia G.B. 2006).
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En el caso de México la concentracion de vanadio en el petréleo es de 273
mg/kg (Fortoul T. 2007) y varia segun el tipo de petroleo; el maya es el que
presenta mayor concentracion de vanadio (298.1 mg/kg), pero el olmeca y el
istmo también presentan concentraciones importantes (8 y 52.7 mg/kg

respectivamente) (Badillo Carrete A. 2004).

Figura 2: El vanadio en la estructura de los asfaltenos del petréleo. (Modificado de Gomez T.M. et
al. 2003)

La concentracion de vanadio en la atmdsfera varia en las zonas urbanas y
rurales (Garcia G.B. 2006). Por ejemplo, en ciudades de Europa la concentracion
promedio es de 0.001-3 ng/m* en areas alejadas de las zonas urbanas, de 7-200
ng/m® en areas metropolitanas, y de 10-70 ng/m® en areas industriales (Lahmann
E. etal. 1986, WHO. 2000).

En la ciudad de México, la concentracion de vanadio en el aire es en
promedio 23 + 12 ng/m>. Otros estudios han determinado la concentracion de
vanadio en el aire mediante filtros colocados en la ropa de personas que pasan la

mayor parte de su tiempo al aire libre y se encontr6 que la concentracion de
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vanadio es de 27.1 £ 12.7 ng/m3 y la de personas que pasan la mayor parte de su
tiempo bajo techo es de 19.6 + 10.2 ng/m® (Riveros-Rosas et al. 1997). La
concentracion de este metal en las PST también se ha determinado siendo de
0.24 ug/m® y de 0.13 pg/m® en las PM10, medida entre los afios 1996-1998
(Mugica V. et al. 2002).

Por otro lado, Fortoul y cols. (2002), encontraron por espectrometria de
absorcion atdmica que la concentracion de vanadio en necropsias de pulmoén en
habitantes de la ciudad de México aumenté de 1.04 + 0.05 ug/g en los afos 60
a 1.36 = 0.08 pg/g en los afos 90, por lo que la exposicion a este metal por los

habitantes de la ciudad de México ha ido en aumento.

2.2.4 VIAS DE EXPOSICION

Existen diferentes vias por las que podemos estar expuestos a este metal

de transicion: la via dérmica, la oral y la inhalada. (Barceloux DG 1999).

La via dérmica es la de menor riesgo debido a la baja liposolubilidad del
vanadio; es decir, el vanadio dificilmente puede penetrar a través de la piel.
(Barceloux DG 1999).

A la via oral estamos expuestos por los alimentos que tienen vanadio, sin
embargo esta via es de poca importancia debido a que el nivel de absorcion es
minimo (< 1-2%) (Barceloux DG 1999).

La via inhalada es la mas importante no solo por la gran concentracion de
vanadio en el aire debido a las actividades antropogénicas, sino porque el
porcentaje de absorcién del vanadio por esta via es mayor al de las otras dos
(95%) (Barceloux DG 1999).
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La manera en que el vanadio se absorbe en cualquiera de estas vias, junto
con el proceso de distribucion, metabolismo y excrecion del vanadio en el ser

humano se explica en seguida.

2.2.5 TOXICOCINETICA Y TOXICODINAMIA

El porcentaje de absorcién de los compuestos de vanadio depende de la
solubilidad de dicho compuesto y de la ruta de entrada (Barceloux DG 1999). En
el caso de la via oral, el vanadio se absorbe pobremente (< 1-2%) (Barceloux DG
1999). Otros reportes indican que por esta via se absorbe solo el 10% del vanadio
ingerido (Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006), en cualquier caso, el porcentaje
de absorcion es bajo, por lo que el dafio toxico es minimo. (Barceloux DG 1999;
Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006). Por otro lado, la via dérmica es una menor
ruta de exposicion especialmente por la baja solubilidad que posee el metal
(Barceloux DG 1999).

Por otro lado la via inhalada constituye la mayor via de exposicién debido a
que el vanadio se instala directamente en los pulmones y es absorbido hasta
llegar al plasma de la sangre (Barceloux DG 1999). El 95% del vanadio inhalado
se absorbe y posteriormente es transportado hacia diversos tejidos del cuerpo
(Barceloux DG 1999). Este se acumula en el pulmén incrementdndose con la

edad del individuo (6.5 pg/g en personas mayores de 65 afos) (WHO. 2000).

Una vez absorbido, el vanadio puede encontrarse en los estados de
oxidacion lll, IV y V; el vanadio V es reducido a Vanadio IV o vanadil por el
glutation de los eritrocitos, el acido ascorbico, las catecolaminas u otras
sustancias reductoras del plasma (Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006). A su
vez, parte de este compuesto se oxida in vivo de manera espontanea a vanadato

(VO,*) (Mukherjee B et al. 2004), la forma pentavalente que predomina en fluidos
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corporales extracelulares, mientras que el vanadil (VO™), la forma cuadrivalente,

es la forma intracelular mas comun (Barceloux DG 1999).

El transporte de este compuesto en el plasma, se lleva a cabo mediante la
transferrina y la albumina, mientras que el transporte de vanadato se lleva a cabo
s6lo por medio de la transferrina (Mukherjee B et al. 2004), estas proteinas llevan
los compuestos de vanadio y favorecen su llegada a los érganos, principalmente a
los rifiones, el higado y el bazo; ademas el 5% del vanadio presente en la sangre,
se aloja en el cerebro, también se puede almacenar en dientes y huesos
(Barceloux DG 1999, Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006, WHO. 2000). Una vez
ahi el vanadio entra a las células mediante canales de fosfato, o por canales

ionicos inespecificos (Rodriguez MJ, Altamirano MA. 2006).

La excrecion del metal es principalmente a través de la orina (Rodriguez
MJ, Altamirano MA. 2006). Estudios en animales indican que a través del rifion se
excreta del 40 al 60%. También indican que la eliminacion es bifasica, es decir, la
mayor parte de la excrecion se da en las primeras 20 horas, y lo siguiente en los
posteriores 40 a 50 dias (Barceloux DG 1999). Solo una cantidad minima (< 10%)

se excreta por heces (Barceloux DG 1999).

2.2.6 EFECTO TOXICO

2.2.6.1 EFECTO TOXICO A NIVEL CELULAR

El vanadio produce diversos efectos a nivel celular, por ejemplo, inhibe
enzimas como: la Na'/K* ATPasa, la dineina ATPasa, la Ca-ATPasa, la alcalin
fosfatasa y la Ca®'/ Mg** ATPasa, debido a su capacidad de competir con el
fosfato (Singh J, et al. 1981; Tsiani E y Fantus |.G. 1997).
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Ademas es capaz de inhibir procesos celulares como la fosforilacién
oxidativa, (Barceloux DG 1999) debido a que algunos de sus compuestos pueden
tener como blancos potenciales estructuras celulares como las proteinas
transportadoras de electrones (Aureliano M, Crans D.C. 2008) Asimismo el
vanadio altera la membrana e inhibe el consumo de oxigeno. Esto sugiere que la
mitocondria puede ser un blanco potencial para la toxicidad del vanadio (Aureliano
M, Crans D.C. 2008).

Una de las principales causas de la toxicidad producida por vanadio es su
capacidad oxidante mediante el aumento de la produccidn de radicales libres. En
presencia de vanadio +2, +3 y +4; la produccién del radical hidroxilo aumenta
debido a la sobreproduccion de este y al mismo tiempo a la inhibicion de la
mieloperoxidasa (MPO), que se encarga de disminuir su produccion. Esto resulta
en un aumento del radical hidroxilo, el cual es uno de los mas dafinos producidos
por los sistemas vivos. Debido a que el vanadio inhibe enzimas como la MPO,
tiene un efecto altamente oxidante en las células. Esto se ha visto principalmente
en neutrdfilos (Fickl H, et al. 2006). El vanadio en forma de metavanadato de
amonio inhibe otras enzimas antioxidantes como la catalasa y la glutation

peroxidasa en el higado y rifones de ratas (Russanov E. et al. 1994).

El vanadio ademas tiene la capacidad de formar radicales libres mediante
reacciones de oxido reduccion que se encuentran en la célula de manera natural,
por ejemplo la reaccion de Fenton en donde el vanadio sustituye al fierro
transformando el compuesto H,O, en dos radicales hidroxilo (OH") y oxidandose
de vanadil a vanadato. (Fortoul T, Avila CMR. 2007). La produccién excesiva de
radicales libres ocasiona alteraciones en el ADN, lipidos y proteinas (Dreosti. I.E.
1991)

Se ha visto en algunos estudios que el vanadato puede modificar la
sintesis de ADN, detener el ciclo celular en la fase S mediante la activacion de

p21, el cual es un co-activador de p53 y este ultimo es un importante regulador
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del ciclo celular, el cual, cuando se sobre expresa, produce la interrupcion del

ciclo celular ya sea en las fases G0, G1 0 S (Zhang Z, et al. 2002).

Las alteraciones en el citoesqueleto también pueden producir cambios en
la progresidon del ciclo celular. En diferentes estudios se ha mostrado que el
vanadio puede interactuar con las proteinas del citoesqueleto, principalmente con
las tubulinas; se observd una reduccidon de y-tubulina en células de testiculo de
ratén, causada por la inhalacién de V,0s. Sin embargo el efecto depende del

organo y del tejido celular (Mussali GP et al. 2005).

Los cambios en el ciclo celular inducen la activacion de la muerte por
apoptosis, el vanadio ocasiona directamente este evento (Pei-Shan Chien, Oi-
Tong Mak, Hao-Jen Huang. 2006). En este sentido se ha reportado un aumento
en el indice de apoptosis en las células germinales del testiculo, en particular, en
las fases I, lll y Xl de la espermatogénesis a concentraciones de 9.4 Y 18.8
mg/kg de V2,04 (Aragén M.A. et al. 2005).

Por otro lado algunos modelos sefialan que el vanadio puede
desencadenar la proliferacién celular, como en el caso de las condrocitos del pez,
las cuales proliferan en presencia de vanadato por las vias de MAPK y PI-
3K/Ras/Erk (Tiago D.M, et al 2008).

Todos estos dafos a nivel celular pueden tener como consecuencia el
desarrollo de cancer, por lo que también se ha estudiado ampliamente la relacion

de este con el vanadio.

En el estudio realizado por Ress y cols, (2003) se demostré la presencia y
aumento de neoplasias alveolares y bronquiolares en ratas F344/N y ratones
B6C3F . Estos expuestos durante dos afios a V205 inhalado a concentraciones de
0.5 a 2 mg/m°. Entre otros efectos también se observé inflamacién crénica,
fibrosis intersticial, metaplasia (transformacion de células o tejidos en otros

distintos) e hiperplasia (incremento en la proliferacion celular que tiene como
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consecuencia el aumento de tamafio de un 6rgano o tejido) de alvéolos y
bronquiolos. Con este estudio, la IARC clasifico al vanadio como parte del grupo

2B (posible carcinogénico para humanos) (NTP 2002).

Otros estudios sin embargo argumentan que el vanadio funciona como un
antineoplasico, debido a que ciertos efectos del vanadio alteran el ciclo celular y

promueven la apoptosis. Algunos ejemplos de estos estudios son:

En cultivos de la linea celular MCF7 de cancer de mama, la exposicion a
vanadio (NH4VO3) indujo apoptosis de una forma dosis dependiente, medida por
espectrofotometria. El porcentaje maximo de apoptosis fue de 42.5% a la mas
alta dosis no téxica (250uM) (Sankar R.R. et al 2006).

En otro estudio, administrando 0.5 ppm de monovanadato de amonio, via
oral a ratas con hepatocarcinomas, observaron la disminucion en el dano al ADN
evaluado por la prueba del cometa, asi como una disminucién en el peso del
higado. Estos efectos se atribuyen a la apoptosis aparentemente inducida por el
vanadio suministrado (Chakraborty T. et al. 2006). En este mismo modelo se
observd una disminucion significativa en la expresion de Ki-67, lo que indica la
disminucién del indice mitético; ademas aumentd la expresion de p53. También
se observo la reduccidn de peso del higado en comparacion con el carcindbgeno
control (Chakraborty T, et al. 2005).

Igualmente Thompson y Cols. (1984) proponen que el vanadio via oral,
reduce la incidencia de cancer en ratas hembras tratadas con el carcindbgeno 1-

metil-1-nitrosourea.

El compuesto bis (4,7-dimetil-1 ,10-fenantrolina) sulfatoxovanadio (IV)
(METVAN [VO (SO4) (me2-Phen) 2]) es un potente citotoxico para células
cancerosas en concentraciones micromolares. Se asocié con una pérdida casi

completa de las células migratorias (Narla R.K, et al. 2001).
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Como consecuencia de los efectos a nivel celular también se pueden

encontrar otros efectos a nivel sistémico.

2.2.6.2 EFECTO TOXICO A NIVEL SISTEMICO

La exposicidon a vanadio produce diversas alteraciones en los humanos, por
ejemplo en personas ocupacionalmente expuestas a la inhalacién de V;0s
(Barceloux DG 1999) se observé hiperreactividad bronquial y asma (Irsigler G.B,
et al. 1999) También produce neumonia y bronquitis, asi como rinitis, conjuntivitis,
faringitis, traqueobronquitis, hemorragias nasales, tos, irritacion de garganta y
dolor toracico. (Barceloux DG 1999; Irsigler G.B, et al. 1999).

Debido a los efectos téxicos del V.05, la OSHA ha establecido un limite de
exposicion el cual es de 0.5 mg/m® en el caso del polvo; y en el caso de humo, es
de O.1mg/m3. La ACGIH y la NIOSH recomiendan un limite permisible diferente
(0.05mg/m®) y la NIOSH agrega que esta medida debe ser utilizada para cualquier
compuesto de vanadio excepto el vanadio como metal puro y el carburo de
vanadio. Sin embargo altos niveles de vanadio resultan de las operaciones de
limpieza de calderas por la alta concentracion de 6xidos de vanadio en el polvo.
En estas operaciones las concentraciones son de 50 a 100 mg/m®y puede subir
hasta 500 mg/m* (Barceloux DG 1999).

Por otro lado, en modelos in vivo se ha visto que el vanadio puede ser
hepatotoxico, cardiotéxico, nefrotdxico, neurotdxico, carcinogénico , reprotoxico y
teratogénico (Garcia G.B. 2006).

En otros estudios se observd que las ratas expuestas a aerosol de V05
(27pg/m®) durante 70 dias, desarrollaron diferentes efectos respiratorios, como
congestion pulmonar, hemorragias focales en el pulmén y bronquitis extensiva
(WHO. 2000).
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Asimismo, el V,0s5 tiene un efecto inmunotdxico importante (Cohen et al,
1986; Mravcova et al. 1993; Qureshi M.A, Hill C.H., Heggen C.L. 1999;
Kyenogeun L, Shen X, Konig R. 2001). Por ejemplo, se ha reportado que diversos
compuestos de vanadio como el V05 causan genotoxicidad en linfocitos de
sangre periférica que tiene como consecuencia el aumento del indice de
replicacion y la frecuencia de aberraciones cromosomicas (Paton y Allison A.C.
1972; Sun P. 1987; Roldan y Altamirano 1990; Ramirez et al. 1997; Kleinasser et
al 2003; Rodriguez-MJJ, Roldan-R, Altamirano-LM. 2003; Rodriguez MJ,
Altamirano MA. 2006).

Otro efecto nocivo del vanadio en el sistema inmunoldgico en ratones, es la
disminucién de la capacidad fagocitica de los macrofagos (Cohen et al, 1986,
WHO. 2000).

Ademas produce esplenomegalia, la cual es debida principalmente al
incremento en el numero de linfocitos en su mayoria CD4+ en el bazo (Qureshi
M.A, et al. 1999), También se ha visto la elevacién en el nimero de leucocitos en
sangre periférica y activacién de células B y T en exposicion crénica a vanadio
(Mravcova et al. 1993). En un estudio realizado en aves se reportdé un aumento en

la expresion de la IL-6 y en la actividad fagocitica (Qureshi M.A, et al. 1999).

Por otro lado, se ha reportado que el V,05 administrado por via inhalada a
una concentracion de 0.02M, en nuestro modelo murino, produce los siguientes

efectos en el sistema inmunoldgico (Tabla 3):

En el timo, por un lado, se ha observado la pérdida en la relacién entre la
corteza y la médula después de una exposicién a V,0s5 en ratones machos de la
cepa CD-1 (Gonzalez-Villalva. 2004).

En este mismo modelo se observa el aumento en el numero de algunas

estirpes celulares como los megacariocitos, tanto en el bazo como en la médula
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0sea, asi como modificaciones en el nucleo y citoplasma de los mismos (Fortoul
Tl, et al. 2008). En sangre periférica se observd un aumento en neutrdfilos,

monocitos, linfocitos y plaquetas (Gonzalez-Villalva. 2004).

Ademas se observé que los centros germinales del bazo de ratones CD-1
mostraron un aumento en el tamafio asi como una delimitacion poco clara de
dichos centros. Morfolégicamente se observa un cambio en la distribucién de la
pulpa blanca por el aumento de linfocitos principalmente CD19. En la sangre
también se ha observado linfocitosis (Pifion-Zarate G et al. 2008). También se
observd una disminucidn en la expresion de la caspasa 3 y por lo tanto en la

apoptosis en las células del bazo.

Este aumento en el numero de linfocitos y la disminucion en la apoptosis de
los mismos se traduce en esplenomegalia, ademas estas ceélulas presentan
alteraciones nucleares debidas a cambios en el nucleoesqueleto, lo cual podria
causar alteraciones en la expresion génica que conllevan al desarrollo de
diferentes patologias, entre ellas las relacionadas con desordenes

linfoproliferativos (Rodriguez-Lara V. 2008).

En este mismo grupo se ha observado también que los linfocitos en el bazo
no solo aumentan en numero sino que se encuentran activados, esto se midio por
la inmunolocalizacidén de la proteina actina, la cual aumenta su presencia en los

linfocitos de bazo de ratones expuestos a V,0s.
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Antecedente Autor

Perdida en la relacion corteza-meédula del timo Gonzalez V.A, 2004

Aumento en el nimero de neutréfilos, monocitos, Gonzalez V.A, 2004

linfocitos y plaquetas en sangre periférica

Linfocitos atipicos en sangre periférica Gonzalez V.A, 2004
Genotoxicidad en sangre y médula 6sea Rojas-Lemus y Perez de
Gante.
Megacariocitosis en bazo y médula ésea Pifion Z.G. 2008
Aumento en el numero de CD19+ en bazo Pifion Z.G. 2008

causando esplenomegalia

Disminucion en la apoptosis en linfocitos de bazo

Alteraciones nucleares debidas a cambios en el Rodriguez L.V. 2008

nucleoesqueleto de los linfocitos del bazo

Tabla 3: Antecendentes de los efectos del V,05 en el sistema inmunolégico con el modelo

propuesto por Fortoul y cols. (1999).

Debido a las alteraciones que produce el vanadio en el bazo, el presente

trabajo se enfoca al estudio de este érgano.

2.3. BAZO

Es un d6rgano linfoide secundario de gran importancia debido a que su funcién
principal es la de ser el filtro donde se da primordialmente la presentacion
antigénica de la sangre. (Abbas A.K. y Lichtman A.H. 2004). Particularmente se
encarga de la produccion de anticuerpos, como IgM, la fagocitosis de las células
muertas y anormales de la circulacion y juega un papel importante en la

hematopoyesis extramedular (Schepper A.M.A. de y Vanhoenacker. 2000).

Esta rodeado por una capsula de tejido conjuntivo denso desde la cual

parten trabéculas hacia el parénquima del organo; este tejido contiene
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miofibroblastos que son células contractiles que contribuyen en mamiferos a la
liberacién de eritrocitos almacenados hacia la circulacidon sistematica (Michael
H.R., et al. 2005).

El hilio en la superficie medial del bazo es el sitio por donde pasan la arteria
y la vena esplénicas, los nervios y los vasos linfaticos (Michael H.R., et al. 2005).
Tiene conductos vasculares especializados, una malla de células reticulares y

fibras reticulares y una rica provision de macréfagos (Michael H.R., et al. 2005).

Las principales células que lo conforman son los linfocitos B y T (Michael
H.R., et al. 2005). Los linfocitos T permanecen en el bazo durante 4-6 horas,
mientras que los B permanecen hasta 16 horas (Schepper AM.A. de y
Vanhoenacker. 2000).

La pulpa esplénica se divide en dos: la roja y la blanca. La pulpa blanca se
observa como regiones circulares o alargadas de color grisaceo rodeadas por la
pulpa roja (Michael H.R., et al. 2005). Estd compuesta por tejido linfoide; las
ramas de la arteria esplénica atraviesan la capsula y las trabéculas y luego se
introducen en la pulpa blanca, los linfocitos que se aglomeran alrededor de esta

arteria forman la vaina linfatica periarterial (Michael H.R., et al. 2005).

Los nddulos son el territorio de los linfocitos B, los que rodean los nddulos
son linfocitos T; los noédulos suelen contener centros germinales que se
desarrollan conforme a los linfocitos B proliferan después de su activacion
(Michael H.R., et al. 2005).

En el parénquima esplénico la arteria central emite ramas para la propia
pulpa blanca y sinusoides de su periferia llamados sinusoides marginales. Las
ramificaciones hacia la pulpa roja se llaman arteriolas peniciladas que se
convierten en capilares arteriales o envainados (rodeados de macrofagos); La
sangre se filtra a través de los cordones quedando expuesta a los macréfagos
(Michael H.R., et al. 2005).
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En cuanto a la pulpa roja, tiene gran cantidad de eritrocitos, a lo que debe
su nombre. Contiene sinusoides a partir de los cuales llegan antigenos de la
sangre que son reconocidos por macrofagos. Estos ultimos degradan los
eritrocitos dafiados y el hierro de la hemoglobina es reutilizado para la formacién

de nuevos eritrocitos (Michael H.R., et al. 2005).

Existen diversas alteraciones que se pueden presentar en el bazo debido a
diferentes patologias que lo afecten. Una de estas es el aumento de tamafio del
bazo, es decir, la esplenomegalia, la cual es un fenédmeno comun en este érgano

y tiene diversas causas (Tabla 4) como son:

Causas infecciosas

Bacterias Por ejemplo: Tifoidea y tuberculosis
Virus Mononucleosis infecciosa
Protozoos Paludismo, tripanosomiasis, toxoplasmosis

Causas vasculares

Hipertension portal La principal causa es la cirrosis

Causas neoplasicas

Linfomas Enfermedad de Hodgkin y linfomas no hodgkinianos

Leucemias Especialmente cronicas

Hematopoyesis Enfermedades mieloproliferativas y en la ocupacion

extramedular difusa de médula 6sea por tumor

Metastasis Las metastasis esplénicas de tumores solidos son raras

Causas

hematoldgicas

Anemias hemoliticas

Esterocitosis hereditaria, -talasemina, hemoalisis

autoinmunitaria

Trombocitopenia

autoinmunitaria

La destruccion esplénica de plaquetas produce una

acumulacioén de histiocitos espumosos en los senos
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Causas

inmunoldgicas

Sindrome de Felty Hiperplasia folicular esplénica asociada a

hiperesplenismo con enfermedad reumatoide

Sarcoidosis Bazo infiltrado por granulomas

Amiloidosis Bazo infiltrado por amiloide

Causas metabdlicas

Enfermedades de Debidas a deficiencias enzimaticas hereditarias, por
depdsito ejemplo, enfermedad de Gaucher y de Niemann-Pick
que producen depdsitos de material en los macrofagos

esplénicos

Tabla 4: Causas principales de la esplenomegalia. (Modificado de Stevens A. Lowe J. 2001.)

La esplenomegalia ademas puede tener consecuencias como el
hiperesplenismo, el cual se asocia a la disminucion de cifras de glébulos rojos,
blancos y plaquetas en sangre por secuestro de dichas células en el 6rgano, y

esto a su vez causa hiperplasia de médula 6sea (Halpert R.D. Feczko P.J. 2000).

Como se ve en la tabla 4, la acumulacion de productos celulares o de
células de un tipo en particular, como los linfocitos, producen esplenomegalia.

Una de las causas de dicha acumulacion es la proliferacion.

Las causas de proliferacion de linfocitos son principalmente infecciones
virales y bacterianas, formacion de células neoplasicas (Behrman RE, et al. 2004);

y exposicion a algun téxico como el plomo (Teijén C et al. 2004).

En el caso de la formacion de células neoplasicas, en la leucemia por
ejemplo, la esplenomegalia constituye un dato inicial y su presencia plantea la
posibilidad de una complicacién a leucemia cronica. Uno de los tipos de leucemia
en donde se presenta mayor esplenomegalia es en la mieloide (Halpert R.D.
Feczko P.J. 2000).
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Otro de estos eventos es el linfoma no Hodgkin. En esta patologia el bazo
puede presentar un agrandamiento difuso sin lesiones focales, como una masa
tumoral redondeada o como multiples nédulos pequefios (Halpert R.D. Feczko
P.J. 2000).

En un evento de proliferacion celular, como los vistos anteriormente, hay
proteinas que se expresan y que por lo tanto sirven como marcadores de dicho

evento; una de estas proteinas es conocida como Ki-67.

2.4. KI-67

La proteina Ki-67 fue encontrada por Gerdes y cols. (1983) en células de mieloma
de ratén. La inmunolocalizacion de Ki-67 fue por primera vez descrita en timocitos
corticales, mucosa gastrointestinal, espermatogonias, entre otras lineas celulares.
La proteina no se encontré6 en células que no estaban proliferando: linfocitos,
monocitos, hepatocitos, entre otros. Sin embargo se pudo inducir la expresion de
Ki-67 en linfocitos a través de la estimulacion con fitohemaglutinina, ya que esta
es un mitdbgeno que actua sobre células del sistema inmunoldgico causando que
proliferen. Con ello se descubrid que la expresion de Ki-67 esta estrictamente
relacionada con la proliferacion celular (Gerdes J. et al. 1983; Kubbutat MHG et al.
1994).

En la interfase se encuentra en el nucleo, pero en mitosis, la proteina esta
localizada en la superficie de los cromosomas (Scholzen T., Gerdes J. 2000). Esta
relacionada al ADN mas que a las histonas o a la matriz nuclear (Sasaki K, et al.
1990). Esta proteina esta ausente solo durante la fase GO, por lo que es un
excelente marcador para el crecimiento de una poblacion celular dada. El Ki-67 se
utiliza como un marcador de proliferacion celular en animales de laboratorio y en

la clinica para detectar algunos tumores, particularmente de préstata y de mama.
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La expresion de la proteina es absolutamente requerida para la progresion de la
division celular (Scholzen T., Gerdes J. 2000).

La estructura primaria revela un sitio de fosforilacion potencial para la union
de cinasas, secuencias PEST (ricas en prolina, glutamato/aspartato, serina y
treonina) que son sitios de degradacidn presentes también en las ciclinas
reguladoras del ciclo celular; y un dominio en forma de tenedor que funge como
sitio de fosforilacidn; estas son caracteristicas presentes en una variedad de

proteinas reguladoras del ciclo celular (Endl E y Gerdes J. 2000).

El gen que codifica para esta proteina esta compuesto por 30,000 pares de
bases y 15 exones que permiten variaciones en su estructura proteica. La
estructura primaria esta caracterizada por 10 secuencias de union a estructuras
nucleares, 143 sitios potenciales de fosforilacién para la proteina cinasa I, 2 sitios
de tirosina cinasa y 8 sitios consenso para la cinasa cdc2. La fosforilacion y
desfosforilacion de la proteina coincide con el paso de las células por mitosis y
esta controlada por el complejo ciclina B/cdc2 (Endl E y Gerdes J. 2000). Todo

esto sugiere que Ki-67 puede tener una funcion reguladora del ciclo celular.

Se ha demostrado que Ki-67 tiene una vida media muy corta, de 20
minutos, ocurriendo un gran catabolismo al final de la mitosis (Ross W. P.A. Hall.
1995). Esta molécula se expresa en un sitio especifico del nucleo, dependiendo
de la fase en que esté. Asi tenemos que en la interfase, la expresidon se encuentra
principalmente en el nucleolo; en la profase se concentra alrededor de los
cromosomas; en la metafase la marca se vuelve granular y se hace mas notoria
alrededor de cada cromosoma; en anafase la densidad de la marca es mas
grande y mas granular; y en telofase se dispersa por todo el nucleoplasma (Ross
W. P.A. Hall. 1995).

Ki-67 solo se presenta en células que estrictamente estan proliferando y no
células que ya estan en estado terminal diferenciado. Resalta de otros

marcadores de proliferacion porque este se encuentra en todas las fases del ciclo
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celular y es un marcador que ha sido probado en linfocitos. Ademas el patrén de
expresion de Ki-67 no se ve afectado por dafo al ADN (Ross W. P.A. Hall. 1995).

3  JUSTIFICACION

El vanadio es un contaminante atmosférico de gran importancia, particularmente
en la ciudad de México, debido a la alta concentracién del metal en el petréleo
mexicano y su liberacion al aire mediante la quema del mismo; poco se ha
estudiado su efecto sobre el sistema inmunoldgico y debido a las importantes
alteraciones previamente observadas como la esplenomegalia, |a modificacion en
la distribucién de las pulpas esplénicas y los cambios en la morfologia de los
linfocitos mostrando un parecido a células neoplasicas, es importante identificar la

presencia de un evento linfoproliferativo.

4  OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Evaluar la proliferacion celular como un mecanismo por el cual el V,0s5
produce esplenomegalia y aumento en el tamafio de la pulpa blanca en un

modelo murino de exposicidén por inhalacion.
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4.2 PARTICULAR

Identificar los cambios en la proliferacion de los linfocitos de la pulpa blanca
del bazo de ratones CD-1, posteriormente a la inhalacion de V,0s5 (0.02M)

mediante la inmunolocalizacion de Ki-67.

5 HIPOTESIS

La esplenomegalia y el aumento de la pulpa blanca del bazo de los ratones
expuestos a la inhalacion de V,0s5 se deben principalmente a la proliferacion de

los linfocitos.

6 METODOLOGIA

6.1 Modelo de exposicion por inhalacion a V,0s5

Se utilizaron 72 ratones machos de la cepa CD1 de 1 mes de edad y de 35
gramos de peso. Se establecieron dos grupos: 1) 36 ratones expuestos a la
inhalacion de solucion salina 2) 36 ratones expuestos a la inhalacién de V,0s5 a
una concentracion de 0.02M. Se controlaron las variables de alimentacion (ad
limitum) y de ciclos de luz/oscuridad (12:12). Cada grupo fue expuesto durante 12
semanas, una hora dos veces por semana. Esto se realizd colocando a los
ratones en una caja de acrilico sellada y conectada a un ultranebulizador
(UltraNeb99Devilbiss) Este modelo se basé en las condiciones propuestas por
Fortoul y cols. (1999).
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6.2 Obtencion del bazo

Se sacrificaron 3 ratones expuestos y 3 ratones controles al final de cada semana
de exposicion.

Los ratones se perfundieron via intracardiaca con solucidén salina y
posteriormente con fijador de paraformaldehido al 2% en buffer de cacodilatos a
un pH de 7.4. A continuacion se tomo el bazo y se incluyé en bloques de parafina
Se obtuvieron cortes de 5 um de espesor con un microtomo (Reichert-jung) para
posteriormente inmunolocalizar a la proteina Ki 67 en los tejidos de individuos

controles y tratados.

6.3 Inmunohistoquimica para Ki-67

Para observar los efectos de una exposicion aguda, subaguda, subcrénica
y cronica, se eligieron los tejidos de los ratones tratados 1, 4, 8 y 12 semanas

para realizar la inmunohistoquimica para Ki-67.

La técnica de inmunohistoquimica se realizd como reporta Mussali GP y
cols (2005) utilizando PBS tritdbn al 10% para permeabilizar las membranas

nucleares de las células. El procedimiento se menciona a continuacion (Figura 3):
e Se desparafinaron los tejidos con un tren de deshidratacion de xiloles y

alcoholes (2 cambios de xilol, 2 de alcohol absoluto y 2 de alcohol al 96%)

y se lavaron con agua corriente y agua destilada.
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La exposicidn del epitope se llevé a cabo mediante calor y presidon. Para
ello los cortes se sumergieron en Declere (Cell Marque, AR) al 10%. Se
dejaron enfriar y se realizaron tres lavados de cinco minutos cada uno con

el buffer de fosfatos PBS tritdn al 10% en una camara humeda

Posteriormente se inhibid la peroxidasa enddgena con un bloqueador de
peroxidasa (InmunoCruz Staining System, Santa Cruz Biotechnology)
durante 30 minutos y se repitieron los tres lavados de PBS triton de 5

minutos mas uno de PBS albumina tritdén (10%) de 10 minutos.

Se Incubaron los tejidos a 37°C durante una hora con el anticuerpo
primario para Ki-67 (abcam) a una concentracion de 1:200. Se realizaron
nuevamente tres lavados de 5 minutos de PBS tritdn y un cuarto lavado

con PBS albumina tritdn de 10 minutos.

Se procedié a incubar los tejidos con el anticuerpo secundario anti-conejo
(Santa Cruz Biotechnology, CA), a una concentracion de 1:400 a 37°C

durante 30 minutos. Se realizaron tres lavados de PBS triton de 5 minutos.

Se incubaron los tejidos durante 30 minutos a 37°C con el complejo HRP-
estreptavidina (Dako). Se realizaron 3 lavados mas con PBS triton de 5

minutos cada uno.

Se revelaron con 3.3- Diaminobenzidina (DAB) y Perdxido de Hidrégeno
(H202) (Santa Cruz Biotechnology, CA), la cual causa la reaccion que
produce la marca que indica la presencia de la proteina Ki-67 sobre las

células del bazo.
Se colocaron 50 pl de esta solucion a cada tejido y se observo la reaccion

en el microscopio hasta que la marca se hizo evidente, entonces se inhibid

la reaccion con PBS.
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e Los tejidos se contratifieron con Hematoxilina y Eosina, se deshidrataron
con alcohol y xilol de concentracion creciente y se montaron en resina

sintética.

P e
Desparafinacion Exposicion del Anticuerpo
epitope primario I
. A —
Anticuerpo
// secundario
Q Q Q
Contratincion Revelado
HRP

Figura 3: Inmunohistoquimica para Ki-67

6.4 Analisis y estadistica

Posteriormente a la inmunohistoquimica para Ki-67, se observaron las
muestras al microscopio fotonico y se tomaron fotografias de los tejidos controles
y tratados. Se tomaron 5 campos al azar a un aumento de 1000x de cada bazo de
raton (3 bazos por cada condicion: control, 1, 4, 8 y 12 semanas de exposicion a
V,05), teniendo una N de 7133 células por condicidon. Los campos fueron
escogidos como zonas exclusivamente de pulpa blanca y por lo tanto de linfocitos
(Figura 4).
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Se realizé un conteo celular para cada campo, se obtuvo el porcentaje de

linfocitos inmunopositivos a Ki-67 Dicho conteo se realizé con el programa Image
J.

0X ... 1000X

Figura 4: Proyeccion de la pulpa blanca de 400X a 1000X. Los campos tomados fueron de zonas

exclusivas de la pulpa blanca del bazo.

Posteriormente se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via para
comprobar si habia diferencia significativa entre las medias de cada grupo;
asimismo se realizd una prueba post-ANOVA: Tukey, para comparar los
resultados entre cada uno de los grupos de bazos de ratones expuestos a V,05

con respecto a los bazos de ratones control.
Finalmente se realizé una regresion lineal para observar si el patrén de

proliferacion se aproxima a ser directamente proporcional al tiempo de exposicion

y en que porcentaje se relacionan los resultados con el efecto que causa el V205,
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7. RESULTADOS

7.1 Cambios en el porcentaje de linfocitos inmunopositivos a
Ki-67

En cada campo observado se realizd el conteo de linfocitos totales vy
posteriormente el conteo de linfocitos marcados por la presencia de la proteina Ki-
67 tanto en el nucleo como en el citoplasma. Con estos datos se obtuvo el
porcentaje de linfocitos inmunopositivos a la proteina y por lo tanto el porcentaje
de proliferacion de los linfocitos de la pulpa blanca de los bazos de los ratones

tratados.

En todos los grupos se observo la presencia de la marca de la proteina Ki-
67 tanto en el nucleo como en el citoplasma de los linfocitos (Figura 5). En el

grupo control, el porcentaje de marca a Ki-67 fue de 23.051% (Figura 6).

En contraste, en los grupos tratados se observdé un aumento en el
porcentaje de linfocitos inmunopositivos a Ki-67 de una manera dependiente al

tiempo de exposicion (Figura 5).

El aumento en la proliferacion de linfocitos del bazo de ratones fue evidente
desde la primera semana de exposicion, ya que hay una diferencia significativa
entre el porcentaje en todos los grupos tratados con respecto al grupo control
(Figura 6).

El grupo tratado durante 1 semana, presentd un porcentaje de
linfoproliferacion de 28.23%. El siguiente grupo, tratado durante 4 semanas,
presento un porcentaje de 38.77%. A las 8 semanas de exposicion, el porcentaje

incrementd a 41.13%, y a las 12 semanas a 42.31% (Figura 6).

35



En la regresion lineal se obtuvo una R de de 0.94878. En la gréfica (Figura
7) observamos un patron de proliferacion directamente relacionado con el efecto
del V.05 También se observa que la relacion de dependencia entre la

proliferacion y el tiempo de exposicion es positiva y alta.
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Figura 5: Efecto proliferativo del V,Os5 en los linfocitos de bazo. A. Control (1000X). Se observan
pocos linfocitos inmunopositivos a Ki-67. Se aprecia que el efecto proliferativo del V,05es mayor a
partir de la primera semana de exposicion, ya que incrementa la proporcion de linfocitos en
proliferacion a las 2 (B) (1000X), 4 (C) (1000X), 8 (D) (1000X) y 12 semanas (E) (1000X).
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Figura 6: Efecto Proliferativo del V,05 sobre los linfocitos de bazo. Se observa el incremento
significativo en la proliferacién de los linfocitos a partir de la primera semana de exposicién. *= P<
0.0001 ANOVA (Tukey)
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Figura 7: Regresion lineal. El valor resultante de la regresion lineal fue de 0.948, lo que indica que
el 94.8% de los datos se deben a la exposicion de V,0s. Los resultados estan directamente

relacionados con el tiempo de exposicién.
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8. DISCUSION

El V2,05 es un contaminante atmosférico cuya fuente principal es la quema de
combustibles fésiles derivada de la actividad industrial y del trafico vehicular
(Barceloux 1999; Rodriguez et al. 2003). Este compuesto produce diversas

alteraciones en el sistema inmunoldgico.

En nuestro modelo, se ha observado que la exposicion via inhalada a V,05
(0.02M) produce esplenomegalia, provocada por el aumento en el tamafno de la
pulpa blanca, la cual crece como resultado del incremento en el tamano de los
nodulos linfoides y por lo tanto del numero de linfocitos, principalmente CD19+
(Pifion-Zarate G et al. 2008).

En otros estudios también se ha observado que el vanadio produce un
incremento en las células del bazo, por ejemplo Qureshi et al, 1999, reporté en
aves un aumento de linfocitos CD4+ en el bazo ocasionado por la exposicion via
oral a metavanadato de amonio (10, 25 y 50 mg/kg). También se ha observado
hipertrofia e hiperplasia en la pulpa blanca del bazo de ratones expuestos a este

mismo compuesto (WHO 2001).

Ademas de encontrar incremento en la proporcion de células en el bazo, en
sangre periférica se ha observado un incremento en el nimero de células como:
neutréfilos, monocitos, plaquetas y linfocitos en nuestro modelo (Gonzalez VA,
2004). Estas observaciones han sido corroboradas en otros trabajos.

(Zaporowska H y Wasilewski W. 1992; Mravcova y cols. 1993)

El incremento en la proporcién de linfocitos en el bazo observado en este y
otros modelos podria ser resultado de diferentes procesos como: a) la
proliferacion in situ de las células del bazo, b) migracion de linfocitos de sangre
periférica o de otros organos linfoides a este o6rgano. El proceso principal
mediante el cual se estimula tanto la migracion como la proliferacién de linfocitos

en el bazo y otros érganos linfaticos, es el reconocimiento de un antigeno y la
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respuesta ante una infeccion. Otro de los factores que podria promover estos

procesos es el dafio tisular. (Abbas A.K. y Lichtman A.H. 2004)

Debido a lo anterior, evaluamos la presencia de proliferacion en los
linfocitos de la pulpa blanca del bazo. Nuestros resultados mostraron que los
bazos de los ratones expuestos a V,;0s via inhalada a una concentracion de
0.02M, presentaron un incremento en el porcentaje de linfocitos en proliferacion
con respecto a los bazos de individuos controles; este efecto fue dependiente del
tiempo de exposicion. Estos resultados explicarian en parte la esplenomegalia
observada por la exposicién a V205 y el incremento en la proporcion de la pulpa

blanca.

Se conocen algunos compuestos de vanadio que estimulan la proliferacion
de lineas celulares, por ejemplo: el ortovanadato de sodio causa un aumento de la
proliferacion y diferenciacion de progenitores eritropoyéticos mediante la previa
disminucioén de la eritropoyesis en una exposicidn aguda. (Aguirre M.V. et al.
2004). Este mismo compuesto causa la proliferacion de linfocitos en modelos in
vivo, (Marini M, Zunica G, Bagnara GB, Franceshi C 1987) vy estimula la
proliferacion y modificacion morfolégica de células embrionarias BALB/3T3 de
raton (Shew C.W, Rodriguez |, Lee J.K. 1992).

Para que el vanadio cause sus efectos tdxicos en la célula, entra a ella por
canales ionicos inespecificos como vanadato (V), donde se reduce a vanadil (1V)
(Nechay BR et al 1986). Una vez dentro, funciona como catalizador de reacciones
intracelulares que producen radicales libres como el OH ~; los cuales causan
estrés oxidante en la célula. Esto puede llevar a una desregulacion del
crecimiento celular debido a cambios en la expresion genética, como en el caso
de la estimulacion de la produccion de factores de crecimiento como NfkB, o de la
inactivacion de mecanismos de control de crecimiento celular como p53 (Huang
C et al. 2000; Beyersmann D, Hertwig A, 2008).
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Asi mismo, en nuestro modelo se han observado alteraciones morfologicas
en el nucleo de linfocitos de bazo debidas a cambios en el nucleoesqueleto. Estos
cambios se pueden traducir en modificaciones en la expresion génica y

relacionarse con desoérdenes linfoproliferativos (Rodriguez-Lara V. 2008).

El vanadio esta relacionado con la regulacion positiva de algunos genes,
moléculas y vias de sefalizacion que se encuentran ligados a eventos de
proliferacion celular e inflamacion por ejemplo: IL1, MIP-2, TNF-q, IL-8, IL-6, IL-2,
AP-1, Ras, C-Raf-1, MAPK, p53 y NfkB (Mukherjee B. et al. 2004; Zhuowei L, et
al. 2005).

El TNF-a, la IL-8 y la IL-6, son citocinas proinflamatorias cuyo aumento se
ha observado en presencia de vanadio en células como las del epitelio
bronquiolar (Carter J.D et al. 1997). También se observé el incremento de la
produccion de IL-18 en macrofagos peritoneales, en presencia de vanadil-sulfato.
(Johnson D.R et al. 2005). En linfocitos T hay un aumento en la produccién de IL-
2, el cual es un factor de crecimento para estas células; esto se observo en aves

expuestas a metavanadato de amonio via oral (5ppm) (Cui W. et al. 2010).

Es importante resaltar la produccion de estas citocinas debido a que: el
TNF-a se encarga de reclutar células inflamatorias induciendo la activacién y por
lo tanto la proliferacion de linfocitos; la IL-6 es producida por leucocitos y favorece
la produccion de anticuerpos por los linfocitos B; la IL-8 es un quimioatrayente de
neutrofilos (Roitt I. et al. 1998). Y la IL1- B es parte de la familia de IL-1 y es el
miembro que se encuentra en mayor porcentaje en la circulacién. Tiene una
funcion mediadora de la respuesta inflamatoria en la inmunidad innata, promueve
la produccién de IL-2 en linfocitos T, la cual es un factor de crecimiento para los
linfocitos T estimulados por antigenos, y es responsable de la expansién clonal de
los mismos. (Abbas A.K. y Lichtman A.H 2004).

La producciéon de TNF- a en la célula, se estimula por la presencia de

vanadato, esta activacion se asocia al incremento de la actividad del factor de
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transcripcion NfkB, el cual se une al ADN, y es un factor de crecimiento necesario
para la proliferacion y diferenciacion de diferentes células como los linfocitos (Ye
J. et al. 1999). Este factor también va acompafiado del aumento en la expresion
de MIP-2 (proteina inflamatoria de macrofago-2) la cual es una molécula
proinflamatoria cuya expresion se observé en macréfagos en el tejido pulmonar
(Mukherjee B. et al. 2004); Es un posible factor de migracion de células al bazo
puesto que se encarga de reclutar células NKT en la zona marginal del mismo
(Faunce D.E et al. 2001) Asi mismo se observo el aumento en la produccién del
factor de transcripcion AP-1, mediante la produccion de especies reactivas de
oxigeno en células epidermales. Este factor estimula eventos de diferenciacion y
proliferacion (Ding M. et al. 1999), en células B del bazo, la sobre expresion de c-
Fos/AP-1, aumenta la proliferacion de las mismas, debido a que estimula la
expresion de los genes para las ciclinas D1 y E (Phuchareon J y Tokuhisa T.
1995).

Debido a la similitud quimica del vanadio con los fosfatos (Nechay BR et al
1986), el vanadio puede estimular vias involucradas con la activacion del ciclo
celular por ejemplo las tirosina fosfatasas como la cdc25 fosfatasa, importante
para la activacion del factor promotor de maduracién en la meiosis y el paso de la
célula a la mitosis; y cinasas como Erk1 y 2 y la ciclina B, y la activacién indirecta
de la fosfolipasa C, las cuales tienen diversas funciones celulares como el control
del ciclo celular (Lopez V, Stevens T y Lindquist RN, 1976; Tsiani E y Fantus I.G.
1997; Wang YZ. Bonner J.C. 2000; Mailhes JB. et al. 2003; Mehdi M, Srivastava
A. 2005).

Algunas cinasas, como las dependientes de ciclinas, se encargan de
regular la formacion del huso mitético y del paso a través de la mitosis regulado
por puntos de control, esto lo hace mediante una cadena de fosforilaciones y
desfosforilaciones que permiten la activacion e inactivacion de las enzimas que
conlleva a que la célula pase por el proceso de mitosis (Jimenez GLF y Merchant
LH. 2003).
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En este sentido, diversos compuestos de vanadio modulan la duracion de
la fosforilacion de moléculas como la cinasa ERK, PI3-K y JNK, cinasas
involucradas en vias de sefnalizacion que llevan a la célula a procesos de

apoptosis, diferenciacion y proliferacion (Figura 8) (Morinvile A, et al. 1998).

El V2,05 en miofibroblastos pulmonares activa las proteinas cinasas ERK 1
y ERK 2. Esta activacion fue resultado de la fosforilacién del receptor EGF-R.
(Wang YZ. Bonner J.C. 2000). El vanadato actua sinergéticamente con
mitdgenos, particularmente con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), para
promover la sintesis de ADN en fibroblastos humanos (Swarup G, et al. 1982).
Otra de las vias por las cuales el vanadio podia estimular la fosforilacion de ERK-
1y ERK-2, es a través de PI3-K, debido a que esta molécula activa la via de ras-
MAPK, c-raf estimulando la proliferacion celular. (Figura 8) (Tsiani E y Fantus I.G.
1997; Pandey S.K. 1999). Esto es importante debido a que también se ha visto
que ERK promueve la proliferacion de diversas células como los linfocitos; pues el
ERK activo es dirigido al nucleo donde fosforila varios sustratos incluyendo los
factores de transcripcion que participan en la activacion de células T (Miyaji M. et
al. 2009).
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Figura 8: Vias de sefalizacion celular en las que el vanadio actua para promover la

proliferacion. El receptor con actividad cinasa intrinseca, la cinasa PI3K, ERK y JNK pueden ser
activados porque el vanadio toma el lugar del fosfato, desencadenando la activacion de factores
de transcripcién como AP1, la fosforilaciéon de la histona 3 y el bloqueo de inhibidores del ciclo

celular; causando la proliferacion de la célula.

Uno de estos factores de transcripcion es NFAT, cuya actividad aumenta
en presencia de vanadato, mediante la produccion de especies reactivas de
oxigeno particularmente de H,0,. (Huang C. et al. 2001) Este factor es necesario
para la expresion de IL-2, responsable de la expansién clonal de los linfocitos T
(Abbas A.K. y Lichtman A.H 2004).

Particularmente en los linfocitos B, ciertos compuestos de vanadio
(oxodiperoxo (1,10-fenantrolina) vanadato (V)) activan la cinasa Syk (Figura 9),
una proteina tirosina cinasa que participa en la cascada de senalizacion de los
receptores de los linfocitos B. Se une al receptor de membrana en la activaciéon de
dichos linfocitos, finalizando la via con factores de transcripcion como Nfk(, el

cual induce la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos. También se ha
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observado el aumento en la cantidad de este factor de transcripcién con
compuestos como el ortovanadato de sodio y el bis (maltolato)-oxovanadio (V).
Esto se observd en lineas celulares humanas de linfoma de células B y de

leucemia de células T (Krejsa C.M et al. 1997).
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Figura 9: Participacion del vanadio en la via de activacioén de los linfocitos B. El vanadio activa a

Syk, desencadenando la via de activacion de los linfocitos B mediante la produccién de factores

de transcripcion (NFAT, NfkB Y AP1) que facilitan la proliferacion celular del linfocito.

Otros compuestos de vanadio como el biperoxovanadio son inhibidores de
las proteinas tirosina fosfatasas y por lo tanto potentes activadores de linfocitos T;
este compuesto activa a la proteina Zap-70 y por esta via induce la proliferaciéon
de los linfocitos T (Figura 10) (Barat C. y Tremblay M.J 2003).
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Figura 10: Participacion del vanadio en la via de activacion de los linfocitos T. El vanadio puede
activar la proteina ZAP-70 desencadenando vias de sefalizacion que causan la produccion de
factores de transcripcion que producen moléculas como la IL-2 induciendo la activacion y

proliferacion del linfocito.

La proliferacién excesiva de linfocitos producida por la exposicion a V05
conlleva a la desregulacién de la homeostasis del sistema inmunolégico; como se
menciond anteriormente en nuestro modelo el vanadio promovié ademas la
disminucién en la apoptosis de los mismos aumentando la probabilidad de que
exista dicha desregulacién, ya que para mantener la homoesotasis, debe existir
un equilibrio entre estos dos procesos, de lo contrario puede haber un fenbmeno
de autoinmunidad (Abbas A.K. y Lichtman A.H. 2004). Por ejemplo, se reportd
que la proliferaciéon de células T puede expandir la poblacion de células T
autorreactivas (Datta S, Sarvetnick N. 2009).

Debido a que los linfocitos no son las unicas células de la sangre y del

sistema inmunolégico que presentan un aumento en su numero, es probable que
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el vanadio estimule la proliferacion en otras estirpes celulares como las células
hematopoyéticas, mediante la activacion de la via de Erk, ciclinas y cinasas que

son vias de activacion de proliferacion en general.

9. CONCLUSIONES

1. El V.05 por via inhalada produce la proliferaciéon de linfocitos de bazo de

manera dependiente al tiempo de exposicién.

2. La proliferacion de los linfocitos explica el incremento en la proporcion de estas
células en el bazo y la esplenomegalia observada en este y otros modelos. Sin
embargo no descartamos ademas la migracion de linfocitos de sangre y de otros

organos linfoides
3. Debido a que el vanadio estimula la proliferacion de linfocitos via la activacion
de ERK y de factores de transcripcion como NfkB y AP-1, es posible que

promueva la division de otras estirpes celulares.

4. El vanadio promueve un estado de inflamacidon que mantiene la proliferacion de

estas células.

5. Es importante evaluar el impacto de esta proliferacion y pérdida de la

homeostasis debido a las alteraciones que presentan los linfocitos.
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10. PERSPECTIVAS

1. Medir la proliferacién en otras lineas celulares que se encuentren aumentadas

en numero por la exposicion a V205,

2. Comprobar la actividad de los linfocitos T y B del bazo de ratones expuestos a
V205,

3. Identificar las vias por medio de las cuales el V,0s5 activa la proliferacion celular

mediante el marcaje de moléculas presentes en las vias propuestas.

4. Determinar el impacto de esta desregulacion del sistema inmunoldgico

identificando la presencia de células neoplasicas o autorreactivas.

5. Observar si hay disminucion de las alteraciones en el bazo en ratones cuya

exposiciéon a V2,05 se suspende.

6. Analizar si el efecto linfoproliferativo del vanadio es diferente comparando por

género.
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