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Il. RESUMEN

El Vanadio (V) es un metal que se adosa a las particulas suspendidas totales
menores de 2.5u (PST,5), es un contaminante atmosférico cuya concentraciéon se
ha incrementado en las ultimas décadas en la atmésfera de la ciudad de México.
El' V es liberado a la atmdsfera por las actividades de la industria metalurgica y por
la quema de combustibles fésiles y sus derivados ya que este metal se encuentra
en altas concentraciones (>50%) en muchos tipos de petréleos incluyendo el
mexicano. El V proveniente de estas fuentes se libera en forma de oOxidos,
principalmente pentéxido de vanadio (V20s5) y es asi como la poblacion general se
encuentra expuesta de forma importante a este metal mediante la via inhalada, la

cual constituye la principal ruta de absorcion.

Las células dendriticas (CD) son una poblacién heterogénea originaria de médula
6sea que difieren en marcadores de superficie, produccion de citocinas,
localizacion y pueden ser de origen mieloide y linfoide, las CD del timo estan
encargadas de la seleccion negativa de linfocitos T para evitar la salida a la

circulacion de clonas autorreactivas.

Los reportes previos de nuestro grupo muestran que la inhalacion de V provoca
cambios en la morfologia del bazo y disminuye la respuesta inmune humoral en
ratones, estos cambios sugieren un efecto en el sistema inmunolégico, también se
reporté en el grupo que la inhalacion del V induce cambios morfoldgicos en el timo
del ratén, cambios en la relacion de la corteza-médula, estos hechos nos sugieren

que las CD pueden estar alteradas debido a la inhalacion del V; por lo que



decidimos identificar los cambios en el numero y funcién de las CD en el timo de

raton expuesto a la inhalacion de V,0s.

Para esto utilizamos ratones machos de la cepa CD1, a los que se puso inhalar
V,05 0.02M durante una hora, dos veces por semana, durante 4 semanas. Al final
de cada semana se sacrificaron ratones control y ratones expuestos, se les extrajo
el timo y éste se proceso para realizar inmunohistoquimica para DEC-205, CD11c
(marcadores de CD), citoqueratina 8 (marcador de células epiteliales).
Posteriormente otro lote de ratones fueron sometidos al mismo protocolo de
inhalacion, se sacrificaron y se les extrajo el timo y se realizé6 un protocolo de
separacion de CD utilizando el MACS, las células aisladas se utilizaron para
realizar citometria de flujo para CD11c y MHCIl (marcador de células

presentadoras de antigenos).

Los resultados que obtuvimos por inmunohistoquimica mostraron que en el timo
de los ratones expuestos habia menor cantidad de células CD11c+, resultados
que corroboramos mediante la citometria de flujo, es decir, que la expresion de
CD11c y MHCII disminuyé en el timo de los ratones expuestos, asi como el

porcentaje de células CD11c+ y MHCII+.

Por lo anterior concluimos que la inhalacién de V disminuyd la expresion del
CD11c y del MHCII en el timo de ratones expuestos. Debido a esto y a los
antecedentes del grupo respecto a las alteraciones en el sistema inmunoldgico,
suponemos que la seleccion negativa de linfocitos T puede estar alterada y que

esto pudiera ocasionar la salida de clonas autorreactivas a la circulacion.



lll. ABSTRACT

Vanadium is a transition metal found in 2.5u (PST25) atmospheric suspended
particles, and its concentration has increased in Mexico City. This element is
released into the atmosphere as a consequence of industrial activities and by the
combustion of fossil fuels in which this element is in high concentrations, such as
Mexican oil. Vanadium pentoxide (V,0s) is the main form liberated into the

atmosphere, and by inhalation is how population is exposed.

Dendritic Cells (CD) are a heterogeneous cell population whose origin are the bone
marrow owning different surface biomarkers, cytokine production, and location. By
its origin CDs could be myeloid or lymphoid. Thymic CD’s function is negative
lymphocytes T selection for preventing autoreactive clones to reach systemic

circulation.

Our previous reports have shown that V inhalation induced spleen histological
changes associated with a decrease in humoral immune response. Also we
reported thymic morphological changes reflected in the loss of medulla/cortex
relationship; former findings suggested that CD might be involved because of
vanadium inhalation, and for this reason we evaluated the quantity and functional
changes in mice thymic CD cells after V,0s5 inhalation. With this purpose CD-1
male mice inhaled 1h twice a week, V2,05 [0.02M] for 4-week period. At the end of
the exposure controls and exposed mice were sacrificed, thymuses were removed
and processed for immunohistochemistry for DEC-205, CD11c (CD biomarkers),

and cytokeratin 8 for epithelial cells. Later on another mice batch was exposed to
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the same experimental protocol, thymuses was removed, CD cells were collected
by MACS, and marked for cytometry analysis with CD1c and MHCII (antigen

presenting cells).

Our results indicated a reduced CD11c+ immunostained exposed mice, results
supported by our cytometric findings in which CD11c and MHCII percentage

decreased in exposed mice.

Because of our results we concluded that inhaled V decreased CD11c and MHCII

thymic expression, which might lead to an inefficient T-cell negative clone selection

and the presence of autoreactive clones in systemic circulation
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IV.INTRODUCCION

Contaminacion Atmosférica

Desde los inicios de la civilizacion el hombre ha ocasionado la contaminacién
atmosférica. A medida que la poblacion ha ido en aumento, la contaminacion se
ha hecho critica llegando a niveles que pueden alterar la salud y a los propios
ecosistemas. Aunque existe la conciencia del peligro que representa una
atmdsfera contaminada, la llegada de la era industrial hace que el problema de
ésta adquiriera su justa dimension, llegando en nuestros dias a constituir un
motivo de inquietud creciente en las zonas urbanas e industriales. La
contaminacién atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire,
en cantidades que pueden ser perjudiciales para la vida, afectar estructuras,
materiales y ocasionar cambios en las condiciones meteoroldgicas o climaticas

(Vallejo et al., 2003).

Las fuentes de contaminantes ambientales son naturales y antropogénicas, y
éstas ultimas son las que han cobrado gran importancia debido a su incremento.

Dentro de las naturales se encuentran los incendios forestales y las erupciones
volcanicas. Las actividades del hombre que producen contaminantes atmosféricos
son el uso de fogatas, la combustion de madera hasta la industrializacion y

urbanizacién de las grandes ciudades. (Vallejo et al., 2003).

La exposicion a la contaminacion atmosférica es todavia la principal fuente de
riesgo en la salud de todo el mundo pero, mas aun, en paises en desarrollo debido

a la falta de un monitoreo detallado. Sin embargo, en los ultimos afos se han
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hecho varios intentos para medir la carga global ocasionada por la contaminacién

atmosférica (Briggs, 2003).

El aire limpio es uno de los requerimientos basicos para la salud y el bienestar, sin
embargo, durante el proceso de desarrollo econdmico, la contaminacion
atmosférica ha sido y es un gran peligro para la salud. Ademas del desarrollo
econémico, existen otros fendmenos que producen un incremento en la
contaminacién atmosférica, como lo son la urbanizacién, el consumo de energia,
el transporte, la motorizacion, asi como el incremento en la poblacién urbana. Los
efectos de esta exposicidn pueden ser observados aun cuando los niveles de
contaminacién estén por debajo de los niveles indicados para la calidad del aire.
Los individuos difieren ampliamente en la predisposicion genética y en la
respuesta fisioldgica a los contaminantes, los mas susceptibles son los nifos y las
personas mayores con predisposicion a enfermedades cardiovasculares vy
pulmonares, los trabajadores de ciertas industrias también pueden aumentar el

riesgo de exposicion a contaminantes (Bingheng y Haidong, 2008).

Los peores escenarios de la contaminacion atmosférica se localizan en los paises

en desarrollo, como son Latinoamérica, Asia y Africa.

Zona Metropolitana de la Ciudad de México

La ciudad de México tiene 20 millones de habitantes, por lo que es considerada
una megaciudad, que se definen como las ciudades con mas de 10 millones
(Molina y Molina, 2004), la zona metropolitana de la ciudad de México (ZMCM) es

una cuenca situada a 2240 m sobre el nivel del mar, tiene un parque vehicular de
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cerca de 4 millones de automodviles que quema aproximadamente de 40 millones
de litros de combustible al dia, tiene 35 000 industrias y se encuentra rodeada de
montafias de hasta un km de alto, lo que hace practicamente imposible, que si
hubiera grandes corrientes de aire se dispersaran los contaminantes; con este
panorama es claro que las condiciones climaticas, geograficas y sociales de la
ZMCM han hecho que la contaminaciéon atmosférica sea un problema muy grave

de salud en ella (Vallejo et al., 2003; Molina et al., 2004) (Figura 1).

Figura 1. Imagenes de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

En las megaciudades se han identificado una gran cantidad de

contaminantes, hay algunos para los que se han establecido normas de
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concentraciones permisibles en la atmodsfera, como lo son el ozono (O3), el
monoxido de carbono (CO), el bidxido de azufre (SO), el bioxido de nitrégeno
(NOy), el plomo (Pb), el Cadmio (Cd), las particulas suspendidas totales (PST),
siendo éstas ultimas unas de los mas importantes contaminantes en la ZMCM

(Vallejo et al., 2003) (Figura 2).

Figura 2. Contaminantes atmosféricos. Tomado de Fortoul et al., 2009.

Particulas suspendidas totales

Dentro de las PST se incluyen sustancias que provienen de suelos erosionados o
que se forman en la atmdsfera por la combustién. Consisten en nucleos de
carbén y en ellos se adosan otros tipos de particulas, tales como hidrocarburos

aromaticos, gases, polvos, iones, material biolégico como lipopolisacaridos y
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metales de transicion (Fortoul et al., 2009). Las PST son causantes de efectos

adversos para la salud humana, y se clasifican en:

-Particulas burdas de menos de 10 um de diametro aerodinamico (PM1p) por sus
siglas en inglés, particulate matter, y mas de 2.5 um, compuestas principalmente
de sodio, cloruros, hierro, aluminio.

-Particulas finas con un diametro aerodinamico igual o menor de 2.5 um (PMz5),
compuestas por productos derivados de la combustion particularmente del diesel e
incluyen carbono, plomo, vanadio.

-Particulas ultrafinas con un diametro aerodinamico menor de 1 um derivadas de
la quema de combustibles fosiles. Tienden a unirse con particulas mas gruesas,
por lo tanto, se encuentran aisladas en la atmdsfera por periodos cortos (Vallejo et

al., 2003).

Ademas de su composicion, el tamano de las particulas juega un papel importante
en su comportamiento en la atmodsfera, las PMyo, tendran una vida de horas
suspendidas en la atmédsfera, mientras que las particulas ultrafinas, es decir, las
de diametro menor de 1 um, tendran una vida media de dias a semanas (Mussali-
Galante y Fortoul, 2008). Por otro lado, entre mas grande es la particula, menor
sera la posibilidad de que ingrese a la circulacion sanguinea y al organismo en
general. Las particulas mas pequenas penetran hasta el espacio alveolar, estas
particulas se encuentran asociadas con un incremento de enfermedades

respiratorias y cardiovasculares (Dockery and Pope, 1994).
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Metales
Los metales se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente. Muchos son

micronutrientes y constituyen parte esencial en los sistemas bioldgicos.

Las particulas suspendidas pueden contener metales que constituyen un problema
grave en el aire de la ZMCM (Fortoul et al., 1996). El vanadio (V) es uno de estos
metales, el cual una vez que es inhalado llega a la circulacién general y asi puede

ejercer un efecto téxico en otros érganos y tejidos.

El Vanadio como contaminante atmosférico

El V es un elemento que se encuentra adosado a las PM, 5, es considerado un
contaminante atmosférico, y se desconocen muchos de sus efectos toxicos. La
concentracion de este metal se ha incrementado en las ultimas décadas en la
atmésfera de la ciudad de México (Fortoul et al., 2002), sin embargo, no es

monitoreado en el aire de manera regular.

El V es el elemento quimico de numero atomico 23 situado en el grupo 5 de la
tabla periodica. El V es liberado a la atmadsfera por las actividades de la industria
metalurgica y por la quema de combustibles fésiles y sus derivados (Hope, 1994).
Este metal se encuentra en altas concentraciones (>50%) en muchos tipos de
petréleos incluyendo el mexicano (IPCS, 2000; Fortoul et al., 2002; Rodriguez-
Mercado, et al. 2006). El V proveniente de estas fuentes se libera en forma de
oxidos, principalmente pentéxido de vanadio (V20s), el cual es considerado el
compuesto mas toxico del vanadio en la atmésfera (WHO, 1998). Es asi como la

poblacion general se encuentra expuesta de forma importante a este metal
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mediante la via inhalada, la cual constituye la principal ruta de absorcion (Pope et

al., 1999; Laden et al., 2000; Cohen, 2004).

Caracteristicas del Vanadio

El V es un metal de transicion que debe su nombre a Vanadis la diosa
escandinava del amor y la fertilidad; este nombre se debié a la amplia gama de
colores que se encuentran en los compuestos de V. Fue descubierto por Andrés
Manuel del Rio, mineralogista mexicano en 1801, pero no fue sino hasta 1831 que

el quimico sueco Nils Gabriel Sefstrom le dio el nombre de Vanadium.

El V ocupa el lugar 22 entre los elementos mas abundantes en la corteza terrestre,
con una presencia de 0.01 a 0.02%. Participa en la sintesis de clorofila en
organismos fotosintéticos y es un micronutriente para varias especies marinas y
terrestres. El requerimiento para los humanos no ha sido confirmado. En la ultima
década, distintos complejos organicos y compuestos inorganicos de vanadio han
adquirido importancia especial en farmacologia, se han empleado en la terapia
contra la diabetes y la obesidad. En atletas se ha utilizado en el mejoramiento del
rendimiento fisico y en biologia de la reproduccién como anticonceptivo vaginal
(Rodriguez-Mercado et al.,, 2003). Por sus propiedades moduladoras de la
expresion de diversos genes, diferentes tipos de compuestos de V se han usado

como agentes anti-neoplasicos (Mukherjee et al., 2004).

En los mamiferos el V puede entrar a la circulacion via tracto respiratorio, via
gastrointestinal o por la piel, el V es absorbido de un 25 a un 90%, los compuestos

del V son transportados principalmente por la transferrina, también por la
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albumina, o por componentes del plasma de bajo peso molecular, tales como los
citratos y en menor proporcion lactatos o fosfatos (Kiss et al., 2000). En la
circulacién se distribuye a todos los 6rganos y tejidos aproximadamente en media
a una hora, el V se acumula después en rifiones, bazo, huesos, higado y pulmén e
incluso es capaz de cruzar la barrera hemato-placentaria (Mukherjee et al., 2004).
Se excreta por heces (incluyendo la parte que no se absorbiod y la parte eliminada
por el higado a través de la bilis) y principalmente por la orina, ya que en el rifidén
se elimina de una forma bifasica, la primera fase rapida en las primeras 10 a 20
horas y otra fase lenta entre los 40 y 50 dias. Aproximadamente, un 40 a 60% del

V absorbido es excretado por rifidn en los primeros 3 dias (Barceloux, 1999).

Propiedades quimicas del Vanadio

El V es un metal de color grisdceo con densidad de 6.11 g/cm®. Como ya se
menciono, en la tabla periddica se ubica como el primer elemento de transicion del
grupo VB, tiene numero atémico 23, peso atdomico 50.95, punto de fusion 1950°C y
punto de ebullicién 3600°C. Sus estados de oxidacion son: -1, 0, +2, +3, +4, y +5.
La mayoria de sus compuestos tienen valencias +3, +4 (tetravalente) y +5
(pentavalente). EI compuesto mas abundante es el V,0s. Su toxicidad aumenta
conforme aumenta la valencia, por lo tanto, los compuestos pentavalentes son los

mas téxicos (Barceloux, 1999).

Entre los compuestos mas téxicos, encontramos el V,05 que es el de mayor uso
comercial, es una sal de color amarillo-rojizo, con punto de fusién de 1750°C y
punto de ebullicion de 690°C, es un agente quimico peligroso, su limite de

exposicion ocupacional a polvos y humos es de 0.05 mg/m?® (ACGIH, 2009). Otros
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compuestos de interés toxicoldgico son: el metavanadato de amonio (NH4VQO3), el
metavanadato de sodio (NaVOs), el ortovanadato de sodio (Na3VOy,), el sulfato de
vanadilo (VOSO04), oxidicloruro de vanadio (VOCI,) y tricloruro de vanadio (VCIs)

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

El V puede actuar como anién o catién en los procesos biolégicos; en condiciones
fisiolégicas, el vanadio pentavalente se encuentra en forma de aniéon vanadato
(HoVO4) y el vanadio tetravalente, en forma de catién vanadilo (VO?*). En
condiciones acidas, el id6n vanadilo es muy estable, pero en condiciones basicas,
es mas estable el i6n ortovanadato (VO4>), que es muy similar al i6n fosfato

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

El V*® 0 V(V) en el plasma se reduce rapidamente a V** por la NADPH vy el acido
ascorbico, posteriormente los compuestos del vanadio generan especies reactivas
de oxigeno (ROS) como resultado de la reaccidén de Fenton o de la reaccion del

oxigeno atmosférico:

V (V) + NADPH — V (IV) + NADP* + H*
V(IV)+0;— V(V)+0,*
V (V) + 02" — [V (IV)-00*

Reaccion de Fenton:

V (IV) + H, 0, — V (V) + OH + *OH

Reaccion de Haber-Weiss:

O,*+Hy Oy — O+ OH + OH

20



Toxicidad del Vanadio

Existen personas ocupacionalmente expuestas a concentraciones ambientales de
V que van de 0.2-0.5 mg/m?®, concentraciones reportadas por la IARC (20086), otras
se encuentran expuestas a concentraciones que van de 0.01-60 mg/m3,
concentraciones reportadas por la WHO (2000). Se han reportado
concentraciones elevadas de V (mayores de 600 mg/kg) en suelos de las
cercanias de plantas petroquimicas en la ZMCM como consecuencia de la quema

de combustibles fésiles, (Hernandez y Rodriguez, 2011).

La exposicion a estas concentraciones de V es importante pues el V puede ser
altamente toxico debido a que como es un analogo de fosfatos puede inhibir
proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) aumentando la fosforilacion celular, puede
inhibir o activar diferentes enzimas, puede provocar genotoxicidad, alteraciones en
el citoesqueleto y provocar estrés oxidante (Rodriguez-Mercado y Altamirano-

Lozano, 2006).

En modelos animales se han reportado efectos toxicos en diversos érganos vy
sistemas. En nuestro grupo, utilizando V,0s inhalado (0.02M) en un modelo
murino, se han encontrado alteraciones en sistema nervioso (neurotoxicidad)

(Avila-Costa et al., 2004; Colin Barenque et al., 2008).

También en el grupo se han reportado alteraciones en vias respiratorias similares
a los cambios encontrados en asma, con aumento en citocinas inflamatorias (IL-6,
TNFa) y disminuciéon de la luz de los bronquiolos (Fortoul et al, 2011; Falcén-

Rodriguez, 2007).
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En este mismo modelo, se ha encontrado hepatotoxicidad, con aumento de
enzimas hepaticas en sangre, peroxidacion lipidica, necrosis, infiltrado inflamatorio

y meganucleos que sugieren actividad regenerativa (Cano-Gutiérrez et al, 2011).

Relacionado con el sistema inmunolégico hemos reportado que el V induce un
incremento en el numero y tamafio de plaquetas (Gonzalez-Villalva et al., 2006),
hiperplasia de los centros germinales del bazo y supresion de la respuesta inmune
humoral (Pifidn-Zarate et al., 2008), asi como cambios en la relacién corteza-

médula del timo (Fortoul et al., 2011).

Células Dendriticas del Timo

La maduracién de los timocitos hasta linfocitos T inmunocompetentes depende de
los microambientes cortical y medular del timo creados por las células epiteliales
(CE) distribuidas en la zona cortical y medular y por las células dendriticas (CD)
distribuidas en la zona medular y cortico-medular. Las CE corticales participan en
la seleccion positiva de timocitos mientras que las CE medulares y las CD en la
seleccién negativa (Takahama et al., 2008). Ambos procesos son altamente
ordenados y dependen de la expresion secuencial y cuantitativa de marcadores
como son los CD4, CD8, receptores de células T (TCR1, TCR2) y de cambios en
los patrones de glucosilacion de proteinas de membrana de los timocitos en

maduracioén (Alvarez et. al, 1999).

Las CD son una poblacién heterogénea derivada de médula 6sea, comparten una
habilidad de procesar y presentar antigenos a los linfocitos T “virgenes” iniciando

una respuesta inmunoldgica, poseen un linaje hematopoyético heterogéneo y por
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esta razén muestran diferente morfologia, funcién y fenotipo, se han reconocido
las CD de origen mieloide y las CD de origen linfoide (Wu y Liu, 2007), las CD
expresan moléculas clase | y Il del complejo principal de histocompatibilidad
(CPHI, CPHII), se encuentran en la circulacion como precursores inmaduros (no
han presentado antigenos), para posteriormente migrar a los tejidos periféricos, en
donde se diferencian y se activan al captar y procesar antigenos, experimentando
ya una maduracion (aumentan la expresion de moléculas necesarias para la
presentacion de antigenos), después migran a los érganos linfoides secundarios
donde presentan a los antigenos a los linfocitos T induciendo una respuesta

inmunoldgica (Romani, 2003).

Las CD se encuentran ampliamente distribuidas en muchos tejidos, pueden estar
como células maduras: CD de ganglios linfaticos, CD esplénicas, CD intersticiales,

CD timicas; como células inmaduras: células de Langerhans de piel y mucosas.

Las células de Langerhans fueron descritas en 1868 por Paul Langerhans
(Langerhans, 1868), pero no fue hasta cien afnos después que se les reconocié
como células pertenecientes al sistema inmunolégico. Steinman identifico un tipo
celular con caracteristicas de macrofagos y morfologia dendritica en los ganglios
linfaticos del raton que posteriormente fueron reconocidas como CD (Steinman vy

Cohn, 1973).

Origen y Diferenciaciéon de CD
Las CD no solamente se derivan de progenitores mieloide sino también de

linfoides (Shortman, 2002). Los subtipos de CD en estado “estable” estudiados en
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el humano y en el raton son las CD plasmacitoides (CDp), productoras de
interferén o (INF-a)) y las CD convencionales CDc, ambas pueden ser de origen
mieloide o linfoide. Una caracteristica en comun, es que ambos progenitores
hematopoyéticos expresan el receptor de superficie tirosina cinasa parecido a Fms

(FIT3) y su ligando (FIT3L) (Wu y Liu, 2007).

Origen Mieloide

Uno de los primeros estudios de los progenitores de las CD hechos en ratén
demostraron que precursores mieloides de médula 6sea, en presencia del factor
estimulante de colonias granulociticas y monociticas (GM-CSF), tenian la
capacidad de diferenciarse hacia macrofagos, granulocitos y CD (Inaba, et. al.,
1993); resultados parecidos fueron los encontrados en el humano, en donde
células hematopoyéticas derivadas de médula ésea (HSC) CD34+ se podian
diferenciar a monocitos CD1a bajo, a una poblacion precursora de granulocitos; a
una poblacion precursora y bipotencial para originar CD maduras en presencia de
GM-CSF vy factor de necrosis tumoral (TNF-a)); o a macréfagos en presencia del

factor estimulante de monocitos (M-CSF) (Caux et al. 1996).

Otros experimentos demostraron evidencias de un origen mieloide de las CD por
el hecho de que los monocitos en presencia de GM-CSF e interleucina 4 (IL-4) se
diferenciaban a CD (Sallusto y Lanzavecchia, 1994). Cuando se hizo el trasplante
de progenitores mieloides comunes (CMP) de médula ésea a ratones irradiados,
se observé que se originaban CDc y CDp en el bazo y en el timo (Wu et al., 2001),

reforzando la teoria del origen mieloide de las CD.
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Una de las caracteristicas de la poblacion de origen mieloide es la expresion de
CD11b+ y la no secrecidén de IL-12 (Vandenabeele et al.,, 2001). El progenitor
clonogénico Cx3CR1+CD117+ desarrolla macrofagos y CDc pero no CDp, este
progenitor pudiera ser el progenitor comun para macrofagos y CDc que
provinieran de un CMP vy tal vez aqui estaria el punto de divergencia hacia las

CDp (Fogg et al., 2006).

Origen Linfoide

Se ha demostrado que las CDc expresan marcadores relacionados con células
linfoides como: CD8a, CD4, CD2, BP1, CD25 (Vremec et al., 1992), este hecho
sugeria que las CD podrian tener un origen linfoide. Al trasplantar progenitores
linfoides a ratones irradiados se producian linfocitos T y CDc, evidencia de un

origen linfoide (Wu et al., 1995).

Otra prueba del origen linfoide es que el TLR9O se expresa altamente en
progenitores linfoides, ademas se demostr6 que los progenitores linfoides
comunes de ratones infectados por HSV-1 se diferenciaban a CD, fendmeno

altamente dependiente de TLR-9 (Weineer et al., 2008).

Células Dendriticas Plasmacitoides

En un principio se pensaba que las CDp eran sélo de origen linfoide por expresar
marcadores linfoides incluyendo a los receptores pre-T, sin embargo, células que
pueden provenir de los CMP o de los CLP se pueden diferenciar a CDc o CDp in

vivo (D’Amico y Wu, 2003).
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La principal caracteristica de las CDp es la produccién de grandes cantidades de
INF-o y polarizar la respuesta de las células T, aunque se encuentra bien
establecido que son CD123+, Ly-6+, RAG+, algunos autores difieren en si son o
no CD11c+, para Li J si (Li et al.,, 2009), pero otros autores afirman que son

CD11c- (Colonna et al., 2004). En el bazo son CD11c+ (Pelayo et al., 2005).

La divergencia en algunas caracteristicas ha resultado en la propuesta de
diferentes hipétesis acerca de su origen y diferenciacién: una primera hipétesis
sugiere un precursor de CD en sangre que puede dar lugar a todos los subtipos de
CD, la segunda sugiere que las CDp provienen de un precursor linfoide, por
ultimo, la tercera, propone a las CDp como una poblacion de células linfoides que

pueden convertirse en mieloides (Colonna et al., 2004).

Factores de Transcripcion
Debido a que tanto los CMP como los CLP tienen la capacidad de dar todos los
subtipos de CD, no queda claro como se determina el destino de las CD durante

su desarrollo.

Uno de los factores de transcripcion estudiados en la hematopoyesis es el lkaros
que es esencial para la formacion de todos los linfocitos y es critico en el estado
de CLP para originar CD de origen linfoide, el factor Rel-B se expresa en altas
cantidades en las DC de origen mieloide y no se necesita para la diferenciacién de
las CD de origen linfoide, el factor PU-1 es esencial para la formacion de linfocitos
B, monocitos y macréfagos y también se requiere para la formacion de las CD de

origen mieloide (Wu y Galy, 2001).
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Poblaciones de CD Residentes del Timo

Las CD son células profesionales presentadoras de antigenos, pero en el timo
tienen un papel diferente que consiste en presentar antigenos propios induciendo
una seleccion negativa en las clonas potencialmente autorreactivas de los

linfocitos T.

En el timo humano se identificaron dos diferentes tipos de CD maduras (participan
en la seleccion negativa), la principal poblacién es CD11b-, CD11c+. CD45RO
bajo, no expresa los marcadores mieloides, muestra la tipica forma dendritica,
expresa altos niveles de marcadores de superficie HL-DR, es CD40+, CD80+,
CD86+, no expresa la proteina inflamatoria de macréfagos 1-a (MIP 1-a) y secreta
IL-12, la otra poblacion se encuentra en menor cantidad y es CD11b+, CD11c alto,
VD45R0O alto, comprende la poblacibn madura CD83+CD14- y la inmadura
(involucrada en la tolerancia inmunoldgica) CD83-CD14+, expresa MIP 1-a en

altas concentraciones y casi no produce IL-12 (Vandenabeele et al., 2001).

Recientemente se han identificado tres subtipos de CD en el timo humano y en el
murino, uno que no expresa la proteina senal reguladora a- (Sirpa-), CD11b-,
CD8a alto, con un origen de progenitores intratimicos linfoides, son las CDc que
participan en la seleccidn negativa de timocitos, la segunda poblacién es CD11c+,
CD8a+, con morfologia plasmacitoide, son las CDp de origen extratimico, por
ultimo, la tercera poblacion expresa Sirpa+, CD11b+, CD8a-, CD11c+, CD86+ de
origen mieloide y extratimico, estas dos ultimas poblaciones de CD de origen

extratimico pueden ser las que inducen la formacion de linfocitos T reg
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CD4+CD25+Foxp3+ en el timo (Li et al., 2009).

Se ha propuesto que algunos linfocitos T residentes en la médula timica son
“‘educados” por la linfopoyetina estromal (TSLP) producida por las CE de los
corpusculos de Hassall, para escapar de la seleccidn negativa que realizan las CD
para continuar su diferenciacion hacia T reg CD4+CD25+Foxp3+ en el timo (Liu,

2007).

Tamahisa en 2009 reconoce también tres poblaciones de CD en el timo humano y
murino: 1 la B220+, CD11c+, CDp; 2 la B220-, CD11c+, Sirpa-, CDc y 3 la B220-,

CD11c+, Sirpa+, CDc; teniendo como marcador comun el CD11c.

Seleccion Positiva y Seleccion Negativa

La maduracién de timocitos es un proceso dinamico que consiste en el
reclutamiento de progenitores tempranos de timocitos del torrente sanguineo vy
que culmina en el regreso de linfocitos T maduros a la circulacién. Todo esto
involucra varios procesos controlados por los diferentes microambientes existentes
en el timo. Estos procesos incluyen primero, la entrada de las células progenitoras
al timo, segundo, la generacién de los llamados timocitos dobles positivos (DP)
CD4+CD8+en la corteza externa del timo a partir de los dobles negativos (DN)
CD4-CD8-, tercero, la seleccion positiva en la corteza de los timocitos DP hasta
llegar a los sencillos positivos (SP) CD4+ o CD8+, cuarto, la interaccién de los
timocitos seleccionados positivamente con las CD de la médula (seleccion
negativa) para completar el desarrollo y asi asegurar la tolerancia central, y por

ultimo la salida de los linfocitos T maduros del timo (Figura 3).

28



Las interacciones de las CE y de las CD con los timocitos son muy importantes
para la maduracién y salida de los linfocitos T; sin embargo, solo un pequefio

porcentaje del 1 al 3% lo logra (Takahama, 2006).

CD3- CD4- CD8-

CD3+ CD4+ CD8+

C]

CD3+ CD4+CD8-
CD3+ CD4- CD8+

Figura 3. Modificada de Savino y Dardenne, 2000.

Entrada de los progenitores

Los precursores de timocitos entran al timo a través de las venas poscapilares de
la union corticomedular. Las células endoteliales de estos vasos secretan P-
selectina, una proteina unida a un carbohidrato a la que los progenitores de
timocitos se unen a través del ligando de la P-selectina ((PSGL), entrando por
estas “puertas”, y asi empiezan “la siembra” del timo; esta “siembra” esta

reportada como un proceso intermitente mas que continuo.

En la llegada a casa “homing” de los progenitores de timocitos se encuentran
involucrados los ligandos de las quimiocinas CC 21 y 25: CCL21 y CCI25,
expresadas por el primordio timico, con sus respectivos receptores CC 7 y 9,

CCR7 y CCRS9 de los progenitores de timocitos, esto ha sido demostrado en el
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“homing” de timos fetales, aunque no en él de los adultos (Takahama, 2006).

Algunos autores consideran también involucrados en el “homing”, al ligando de la
quimiocina CXC12, CXCL12, con su receptor CXC4, CXCR4 (Ladi, 2006), sin

embargo, otros no (Takahama, 2006).

Trafico en la Corteza

En el timo existen diferentes microambientes anatémicos conocidos como la
region capsular, subcapsular, cortical, corticomedular y medular, los timocitos mas
inmaduros son los DN que se han dividido en 4 subpoblaciones con base en la
expresion de los marcadores de superficie CD44 y CD25, en la entrada del timo,
es decir, en la unién corticomedular encontramos a los menos maduros DN1
(CD44+CD25-), a través de toda la corteza encontramos a los DN2
(CD44+CD25+), a los DN3 (CD44-CD25+) en la regién subcapsular, finalmente a

los DN4 (CD44-CD25-) en la region cortical.

La migracién de la regidon capsular esta regulada por el receptor de quimiocina-
CXC4, CXCR4 y por el receptor de quimiocina-CC, CCR7, la migracién hacia la
zona subcapsular esta regulada por el receptor de quimiocina-CC9, CCR9

(Takahama, 2006).

Existe el llamado primer punto de control que es DN3 en donde los timocitos
expresan un receptor de células T inmaduro (pre-TCR), los DN que logren un
rearreglo adecuado del gen que codifica para la cadena  del TCR puede pasar

hasta esta etapa, esto es conocido como la seleccion p (Aifantis, 2006). Después
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sigue el rearreglo de la cadena a, y él de y y 6 (Starr, 2003).

La activina-A e inhibina-A regulan positivamente el paso de DN3 a DN4 in vitro. De
DN4 a DP puede existir un paso intermedio donde sélo se expresa CD8+, es la
etapa del intermedio sencillo positivo (ISP), antes de llegar a DP. También se ha
propuesto que la inhibina-A promueve el paso a DP. La activina-A induce la
acumulacién de timocitos en la etapa ISP y ambas la inhibina-A y la activina-A

parecen promover la diferenciacion al SP, CD8+ (Licona, 2009).

Seleccion Positiva y Negativa en Corteza y Médula

Los timocitos DP generados en la corteza seran sometidos a la seleccion positiva
y negativa mediante la interacciéon de sus TCR con el MHC expresado por las CE
y por las CD, si los DP muestran baja avidez por MHC son seleccionados
positivamente en la corteza y seran CD4+CD8- o CD8+CD4-; si muestran una alta
afinidad por el MHC son seleccionados negativamente en la médula y mueren por
apoptosis, esto contribuye a la delecion de clonas autorreactivas evitando la
autoinmunidad, ésta llamada la tolerancia central es regulada, en parte, por el

factor regulador autoinmune (AIRE) expresado por las CE de la médula.

Resulta interesante que la mayoria de los DP no interactuan con las CE ni con las

CD y mueren por apoptosis denominada muerte por negligencia (Ladi, 2006)

(Figura 4).
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positiva negativa negligencia

Figura 4. Modificada de Takahama, 2006.

Salida del Timo

Las sefnales que regulan el movimiento de los linfocitos maduros de regreso a la
circulacién son la proteina G acoplada al receptor SIP1 (receptor tipo 1 esfingosina
1-fosfato): La SIP1 es expresada por los linfocitos T maduros, ademas de esto
deben expresar el ligando CD62L en altos niveles y el CD69 en bajos, para salir

(Ladi, 2006).

Como se ha descrito, la funcién de las CD timicas es muy importante para evitar la

salida a la circulacion de clonas autorreactivas, si llegara a existir algun factor que

afecte a las CD; la seleccion negativa se puede alterar.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El V es un contaminante atmosférico producto de la actividad industrial y de la
quema de combustibles fésiles, su concentracion ha aumentado en los ultimos
afnos en la atmosfera de la ZMCM, los reportes previos de nuestro grupo muestran
que la inhalacién de V provoca cambios en la morfologia del bazo y disminuye la
respuesta inmune humoral en ratones. Ademas, también se reporté en el grupo
que la inhalacion del V induce cambios morfolégicos en el timo del ratén, cambios
en la relacion de la corteza-médula, con base en esto nos preguntamos si las CD

timicas también pudieran estar alteradas.

VI. HIPOTESIS

Si la inhalacion de V2,05 ocasiona pérdida de la relacion corteza-médula del timo,
entonces observaremos cambios en el numero y fenotipo de las CD del timo, en

ratones expuestos al V,0s.
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VIl. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar los cambios en el numero y fenotipo de las CD en el timo de

raton expuesto por inhalacién al V,0s5

OBJETIVOS PARTICULARES

Corroborar la pérdida de la relacion corteza-médula en el timo mediante
inmunohistoquimica utilizando el DEC-205, marcador de CD vy la

citoqueratina 8, marcador de CE.

Estudiar los cambios numéricos de las CD mediante inmunohistoquimica

para CD11c.

Estudiar los cambios en la expresion del CD11c y del MHCIlI mediante

citometria de flujo.

34



VIIl. METODO

Modelo biolégico

Se utilizaron 134 ratones macho de la cepa CD1, de aproximadamente 8 semanas
de edad y de 33 (+2) g de peso, con agua y comida ad libitum y en condiciones de
luz-oscuridad (12:12h ).

Los ratones se separaron en 3 tipos:

1. 40 ratones, 20 controles y 20 expuestos, para el analisis de inmunohistoquimica
en cortes por parafina.

2. 40 ratones, 20 controles y 20 expuestos, para el analisis de inmunohistoquimica
en cortes por congelacion.

3. 54 ratones, 27 controles y 27 expuestos, para el analisis de citometria de flujo.

Protocolo de Inhalacién

Los ratones se expusieron al pentdxido de vanadio (V20s,) 0.02M por via inhalada,
1 h, 2 veces por semana, durante 4 semanas; en una caja de acrilico transparente
de 45x21x35 cm, con una capacidad de 3.3 L, conectada a un nebulizador
Ultraneb 99 DeVilbis, con un flujo de 10 L/min. Los controles inhalaron solo el
vehiculo, solucién salina al 0.9%. Al final de cada semana se sacrificaron cinco

ratones control y cinco ratones expuestos (Figura 5).

Inmunohistoquimica para DEC-205 y Citoqueratina 8
Se utilizaron 40 ratones, 20 controles y 20 experimentales y se siguid el protocolo
de exposicidon. Se anestesiaron con una inyeccion de pentobarbital sddico

intraperitoneal y se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con solucién
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salina seguida de paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los timos y fueron
procesados para su inclusion en parafina. Se hicieron cortes de 8 ym de grosor,
para realizar una inmunohistoquimica convencional, los cortes se desparafinaron e
hidrataron, se bloqued la peroxidasa endoégena con H;O2 al 30% por 10 min, se
incub6 en camara humeda con el anticuerpo primario, DEC-205 (1:100) o
Citoqueratina 8 (1:50) durante toda la noche, posteriormente se incubd con el
anticuerpo secundario biotinilado, después se incubé con el complejo
estreptavidina peroxidasa y finalmente se hizo el revelado con diaminobencidina
(DAB) y se contratiid con hematoxilina. Entre cada paso se realizaron lavados con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4, finalmente los cortes se

deshidrataron y se montaron con resina para poder ser observados al microscopio.

Inmunohistoquimica para CD11c

Se utilizaron 40 ratones, 20 controles y 20 experimentales y se siguid el protocolo
de exposicion Al final de este periodo los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical, se les extrajo el timo y se colocé en una solucion de
paraformaldehido al 4% en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, por
24 h a 4°C, posteriormente los timos se sometieron a un gradiente de sacarosa del
10%, 20% y 30% a 4°C, con cambios cada 24 h, después se hicieron cortes en el
criostato de 8 um de grosor, para realizar una inmunohistoquimica convencional,
para analizar la expresion del CD11c. Se bloqued la peroxidasa enddégena con
H20, al 30% por 10 min, se hicieron 3 lavados con PBS, los cortes se incubaron
en camara humeda con un anticuerpo anti-CD11c biotinilado (1:50) toda la noche.
Se hicieron 3 lavados con PBS y los cortes se incubaron posteriormente con

estreptavidina peroxidasa, se hicieron 3 lavados con PBS y finalmente se realizé el
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revelado con DAB por 3 min y se hizo una contratincion con hematoxilina. Los
cortes se montaron con cubreobjetos del numero 1 y se observaron con un

microscopio Olympus CX 31.

Analisis estadistico

De los resultados obtenidos para la inmunohistoquimica para CD11¢c se tomaron
fotomicrografias y con el programa Images Pro Plus Version 6, se realizod
densitometria de la marca positiva (se analizaron 5 campos/animal, controles y
expuestos), se hizo un analisis de varianza, ANOVA (Tukey) y se determinaron las
diferencias significativas entre grupos. Se considerd la significancia cuando p<

0.05.

Separacion de CD timicas y citometria de flujo

Para estudiar la expresion del CD11c y del MHCII en las CD timicas se hizo un
analisis por citometria de flujo. Se utilizaron 54 ratones, 27 controles y 27
expuestos, los ratones se sometieron al protocolo de exposicion, al final de la
tercera semana los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical, se escogio
esta semana basados en los resultados obtenidos por inmunohistoquimica, (figura
6). Se extrajeron los timos y se colocaron en PBS a 4°C. Se utilizaron 54 ratones
pues se necesitaba un numero suficiente de CD para el estudio, por lo que se
hicieron pools de 3 timos cada uno para cada grupo, es decir, 27 controles y 27
expuestos (n=9).Los timos se cortaron con bisturis en pequefnos fragmentos de 3
mm?® aproximadamente y se sometieron a una digestién enzimatica con
colagenasa tipo IV, 0.6 mg/ml, DNasa 25 Kuntiz/ml, en medio RPMI 1640 (Baba,

2009), a 37°C por 60 min. Posteriormente con el émbolo de una jeringa de insulina
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se presionaron los fragmentos para obtener un homogenado que fue lavado dos
veces con PBS a 4°C y se realizd un conteo celular con una camara de Neubauer
obteniéndose un total 350 x 10° células, el homogenizado se incubé con un anti-
MHCII acoplado a perlas magnéticas 1:9, por 15 min. a 4°C. Se hicieron dos
lavados con PBS y para la separacion de las células se utiliz6 un Magnetic cell
sorting (MACS) de Miltenyi Biotec. EI homogenizado se pasé por una columna
grande, obteniéndose una fraccion negativa y una fraccion positiva que contenia
las células MHCII+ del timo. De esta fraccién se hizo un conteo y se estandarizé

para tener 7x10° células.

Las células obtenidas por medio del MACS, tanto las de los controles, como las de
los expuestos, se tiferon con un anti-CD11c marcado con APC 1:200, con un
anti-MHCIl (IA, IE) biotinilado 1:300 que posteriormente se incubd con
estreptoavidina marcada con PE-Cy5 1:300 y también se realizdé una doble tincion.
Se analizaron los siguientes tubos tanto de los 9 pools de ratones control como de
los 9 pools de expuestos en un citometro de flujo FACSCalibur de BD.

1.-Células sin tenir

2.-CD11c APC

3.-MHCII Cy5

4.-CD11c APC, MHCII Cy5

Los resultados obtenidos se analizaron con el programa FlowJo 8.7.
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PROTOCOLO DE INHALACION

Caja de acrilico transparente de 45 cm x 21 cm x 35 cm, con una
capacidad de 3.3 L, conectada a un nebulizador Ultraneb 99 DeVilbis.

GRUPO )
EXPERIMENTAL GRUPO CONTROL
20 RATONES 20 RATONES
l l
V,0: 0.02M Solucion Salina 0.85%
| '
2 veces/sem 2 veces/sem
durante 4 sem durante 4 sem

\ SACRIFICIO f———_—‘————
¢/semana 5 de cada gripo

Figura 5. Se muestra la caja de acrilico transparente y el esquema del protocolo
de inhalacion.
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IX. RESULTADOS

Efecto del Vanadio en la expresion del DEC 205

Decidimos utilizar el DEC 205 marcador de diferentes poblaciones de CD (Kraal et
al,1986), suponiamos que habria un cambio, mayor o menor numero de CD
marcadas. La inmunohistoquimica para este marcador mostré mayor numero de
células DEC 205 positivas (color ocre) en los timos de ratones expuestos a V
(Figura 6). Lo que aparentemente nos indicaria que las células DEC 205+
aumentan en numero después de la inhalacion de V, como teniamos el
antecedente que la inhalacion de V aumenta el niumero de linfocitos B en el bazo
de ratones, y que en timos de ratones expuestos a V se pueden encontrar
linfocitos B (Gonzalez-Villalva et al., 2006) y ademas el marcador DEC 205 puede
resultar positivo para estas células (McKay et al., 1998), al realizar una
inmunohistoquimica para CD19, ésta fue positiva para algunas de estas células,
por lo que el DEC-205 no era un marcador seguro de CD en estas condiciones,

asi que decidimos utilizar el CD11c.

DEC 205 CONTROL DEC 205 V,0O,

Figura 6. Inmunohistoquimica para DEC 205 en timos de ratones control y
expuestos. Se observan las células DEC 205+ (color ocre). Fotomicrografias
representativas de un control de la semana 3 (A) y un expuesto de la semana 3
(B). Se observa mayor cantidad de células positivas en B.
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Efecto del Vanadio en la expresion de la Citoqueratina 8

En el timo existen ademas de las CD, las células epiteliales, hay diferentes tipos
de éstas células, pero existen dos grandes grupos, las que se encuentran en la
corteza, las células epiteliales corticales (CEc), positivas a la citoqueratina 8,
aunque dependiendo de la edad del ratén también pueden ser positivas en las
células epiteliales medulares (CEm) (Osada et. al., 2006), el otro gran grupo. Las
células positivas para la citoqueratina 8 se encontraron principalmente en la
médula timica, la densidad fue tal, tanto en controles como en expuestos, que fue
imposible realizar densitometria, pero las microfotografias muestran la
desorganizacién de la corteza y de la médula en ratones expuestos a la inhalacion

del vanadio (Figura 7).

Citoqueratina 8 Control Citoqueratina 8 V,0,

Figura 7. Inmunohistoquimica para Citoqueratina 8 en timos de ratones control y
expuestos. Se observan las células Citoqueratina 8+ (color ocre) distribuidas
principalmente en la médula timica (m), se observan algunas positivas en la
corteza (c). Fotomicrografia representativas de un control de la semana 3 (A) y un
expuesto de la semana 3 (B). Se puede observar la desorganizacién de la corteza-
médula en B.
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Efecto del Vanadio en la expresion de CD11c. Inmunohistoquimica
Las células positivas para el CD11c se observaron tanto en controles como en
expuestos. La principal localizacién de estas células fue en la médula timica. En

los ratones expuestos se observé menor cantidad de células CD11c+ (Figura 8).

Figura 8. Inmunohistoquimica para CD11c en timos de ratones control y
expuestos. Se observan las células CD11c+ (flechas) principalmente en la médula
timica (M), se observan muy pocas de éstas células en la corteza (Co).
Fotomicrografias representativas de un control de la semana 3 (A), expuesto de la
semana 3 (B), control de la semana 4 (C) y expuesto de la semana 4 (D). EnAyC
se observan mayor cantidad de células CD11c+ que en B y D.
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Comparando los resultados de los controles contra los expuestos, la densitometria
corrobord los resultados obtenidos en la inmunohistoquimica, es decir, que la
expresion de CD11c disminuyé en los ratones expuestos, este resultado fue
estadisticamente significativo desde la segunda semana de exposicion. El

decremento continud hasta el final del tiempo de exposicién (Figura 9).

250

200 -

150 A

100 A

DENSITY MEAN (PIXELS)
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Figura 9. Densitometria de la marca positiva de la inmunohistoquimica para
CD11c de los ratones expuestos contra los ratones control. La media de densidad
en pixeles disminuyé conforme se avanzd en las semanas de inhalacién. Las
diferencias entre controles y expuestos son estadisticamente significativas.
ANOVA (Tukey’s), p<0.05. Modificado de Ustarroz-Cano et. al., 2012.
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Efecto del Vanadio en la expresion de CD11c. Citometria de flujo

La citometria de flujo demostré que la expresion de CD11c y MHCII disminuyé
significativamente en los timos de ratones expuestos comparados con los de los
controles. La disminucion fue tanto en la intensidad media de fluorescencia (IMF)
como en el porcentaje de células dobles positivas, CD11c+, MHCII+, p<0.05

(Figura 10).

Los dot-plots mostraron un porcentaje de células dobles positivas CD11c+ vy
MHCII+ mayor en los controles comparados con el de los expuestos. El
histograma de la IMF de CD11c mostrd un corrimiento a la izquierda de la curva
correspondiente al ratén expuesto comparado con el ratén no expuesto (control)
(Figura 11 y 12, panel izquierdo). EI mismo efecto se observé al analizar la IMF
para el marcador MHCII (Figura 11 y 12, panel derecho). Esto demuestra que no
solo existe un menor numero de CDs en el timo de ratones tratados sino que su
fenotipo se encuentra alterado, mostrando niveles mas bajos de CD11c y MHCII.

La diferencia con las figuras 11 y 12 es el numero de eventos adquiridos menor en

la 11 que la 12.
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Figura 10. Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) de CD11c y de MHCII, y
porcentaje de células dobles positivas CD11c y MHCIl en ratones control y
expuestos. (a) La IMF de CD11c de ratones expuestos fue menor comparada con
la de los controles. Las diferencias fueron estadisticamente significativas. ANOVA,
p<0.05. (b) La IMF de MHCII de ratones expuestos disminuyé comparada con la
de los controles. Las diferencias fueron estadisticamente significativas. ANOVA,
p<0.05. (c) El porcentaje de células dobles positivas CD11c+ y MHCII+, mostré un
decremento significativo en los ratones expuestos. ANOVA, p<0.05.
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Figura 11. Dot-plots e Histogramas de CD11c y MHCII de células obtenidas del
timo de ratones control y expuestos. (A). Control. La regién indica el porcentaje de
células dobles positivas CD11c+ y MHCII+, a partir de 10 000 eventos adquiridos.
(B). Expuesto. Porcentaje de células dobles positivas CD11c+ y MHCII+, a partir
de 10 000 eventos adquiridos. Los valores de B son menores comparados a los de
A. (C). Histograma representativo que indica la IMF de CD11c. (1) Expuesto, (2)
Curva control y (3) Control de isotipo. Se observa mayor expresion en el control (2)
comparada con el tratado con V205 (1), este corrimiento indica que la expresién de
CD11c en controles es mayor comparada con la de los expuestos. (D). Histograma
representativo que indica la IMF de MHCII. (1) Expuesto, (2) Curva control y (3)
Control de isotipo. Al igual que para CD11c, se observa una mayor expresioén de
MHCII en el control (2) comparada con el tratado con V205 (1).
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Figura 12. Expresién de CD11c y MHCII de células obtenidas del timo de ratones
control y expuestos. (A y B). Dot Plot representando el porcentaje de células
dobles positivas CD11c+ y MHCII+ a partir de 50 000 eventos adquiridos de CDs
aisladas de ratones control (A) o expuestos a V (B). Porcentaje de células dobles
positivas CD11c+ y MHCII+ de 50 000 eventos adquiridos. Los valores de B son
menores comparados a los de A. (C). Histograma representativo de la expresion
de CD11c. (1) Expuesto, (2) Control no expuesto y (3) Control de isotipo. Se
observa un corrimiento a la derecha de (2) comparada con (1), este corrimiento
indica que la expresién de CD11c en controles es mayor comparada con la de los
expuestos. (D). Histograma de la IMF de MHCII. (1) Expuesto, (2) Curva control y
(3) Control de isotipo. Se observa un corrimiento a la derecha de (2) comparado
con (1). Este corrimiento indica que la expresion de MHCII en los controles es
mayor comparada con la de los expuestos. Modificado de Ustarroz-Cano et. al,
2012
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X. DISCUSION

Se han documentado ampliamente los efectos de los contaminantes inhalados en
el sistema respiratorio, siendo éste la principal via por la cual las PST,5 llegan
directamente a la circulacion (Nenmar et al.,, 2004). Cuando el V entra al
organismo, por via inhalada, puede causar dafnos en diferentes érganos tales

como el pulmodn, el cerebro, el higado y el bazo (Bonner et al., 2000).

Debido a que la concentracion del V se ha incrementado en las ultimas décadas
en la atmosfera de la Ciudad de México, resulta de interés el estudio de sus
efectos en diferentes 6rganos y sistemas. Nuestro grupo ha reportado alteraciones
en el sistema inmunoldgico debido a la exposicion de V en un modelo murino; en
estos trabajos se observaron cambios morfolégicos y funcionales en el bazo de
ratones expuestos a la inhalacion de V (Fortoul et al., 2002; Gonzalez-Villalva et
al., 2006); ya que el bazo es un érgano inmunoldgico y tiene una participacion
importante en la respuesta inmunoldgica, nos preguntamos si estos efectos se

presentarian también en otros érganos inmunoldgicos, particularmente en el timo.

El timo es un d6rgano linfoide primario al que llegan, desde la médula 6sea, los
progenitores linfoides para madurar y diferenciarse en linfocitos T. El desarrollo de
linfocitos T requiere de una interaccion estrecha de los timocitos inmaduros con
las CD y las CET. Es en este 6rgano donde se lleva a cabo la seleccién negativa
de linfocitos T, lo que asegura la adquisicion de un repertorio de linfocitos T

funcional, y al mismo tiempo evita la salida de clonas autorreactivas a la
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circulacién. En especifico las CD del timo tienen un papel crucial en este proceso

de tolerancia central (Krueger, 2011).

En este trabajo demostramos los efectos que el V inhalado produce en las CD del
timo del ratén in vivo. Los resultados obtenidos fueron, una disminucién en la
expresion del CD11c y del MHCII de las CD, asi como una disminucion en el

porcentaje de éstas.

Para este trabajo se utilizé el anticuerpo anti CD11c, tanto para la técnica de
inmunohistoquimica y como para la citometria de flujo, porque es el marcador
comun de las tres poblaciones de CD timicas que se han reportado: las CD
plasmacitoides (pCD) y las dos poblaciones de CD convencionales (cCD), una de

origen linfoide y otra de origen mieloide (Li et al., 2009).

Los resultados de inmunohistoquimica mostraron que en los timos de los ratones
expuestos se observaba la médula un poco mas pequefia que en los controles,
por lo que supusimos que el numero de las CD era menor, ya que éstas se
encuentran en la zonas corticomedular y medular timicas (Steinman et al., 1996);
es por esto que se realizdé una densitometria de la marca positiva, y los resultados
indicaron que la presencia del CD11c disminuyé conforme se avanz6 en las
semanas de inhalacion. Estos resultados se podrian interpretar como, que el
numero de CD disminuy6 o que la expresion del CD11c fue menor, por lo que era
importante corroborarlo cuantitativamente y con este fin utilizamos la citometria de

flujo.
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Para la citometria de flujo se necesité de un método de separacion de CD timicas.
Nos basamos en el método de Baba (2009), el cual modificamos, para obtener
suficiente numero de CD para utilizar el MACS. El uso del MACS fue importante
pues en otros métodos de separacion de CD timicas utilizan una pequefia
coladera; esto es eficaz para la separacion de linfocitos timicos pero no para las
CD, ya que éstas se quedan atrapadas en la malla (Baba, 2009). Otra ventaja de
este método de separacion es que utilizamos unicamente dos anticuerpos, un anti-
MHCII y un anti CD11c a diferencia de otros métodos en los que utilizan varios
anticuerpos para aislar, ademas de las CD, a todas las demas poblaciones del

timo (Varas, 2008).

La citometria de flujo demostré que no soélo disminuyd la expresion del CD11c,
sino el porcentaje de células dobles positivas, CD11c+ MHCII+, fenotipo de las
CD, es decir, disminuyd la expresion del marcador CD11c y el numero de CD,
corroborando nuestros resultados obtenidos cuando utilizamos a la

inmunohistoquimica para identificar las CD.

Nuestros resultados fueron diferentes a los obtenidos por Chan y Filgueira (2011),
ya que ellos reportan en su estudio que el V ejercié un débil efecto sobre la
maduracién y funciéon de las CD, y no reportan cambios en la expresion del
CD11c. Esto se puede deber a que nuestro trabajo fue realizado en ratén e in vivo
mientras que ellos hicieron el estudio in vitro en células obtenidas de médula 6sea
(monocitos) de humanos promoviendo su diferenciacion a CD, para
posteriormente cultivarlas y exponerlas a diferentes compuestos de V en

diferentes concentraciones y tiempos. Nosotros utilizamos CD aisladas
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directamente del timo del raton, a una concentracion de 0.02M, durante 4
semanas, es decir, la obtencion de CD, la forma de administracion, el tiempo de

exposicion y la concentracién utilizada, fueron diferentes.

Se han reportado cambios por la inhalacion de V, en otro érgano linfoide como es
el bazo (Fortoul et al., 2002; Gonzalez-Villalva, 2006). Se observé un aumento en
la cantidad de megacariocitos e hiperplasia de los centros germinales; los autores
sefalan que estas lesiones esplénicas pueden derivar en lesiones histoldgicas y
alteraciones funcionales de este 6rgano linfoide. Esto va de acuerdo con nuestros
resultados, en los que sugerimos que los cambios que observamos en las células

dendriticas, pueden provocar alteraciones funcionales en el timo.

La disminucién de la expresion del CD11c y en el numero de CD que observamos,
que sugieren alteraciones en la respuesta inmunoldgica, estan de acuerdo con lo
reportado por Pifdn-Zarate (2008), los autores observaron una disminucion de la
respuesta inmune humoral por la inhalaciéon de V utilizando el mismo modelo, otra
vez hiperplasia de centros germinales en el bazo y ademas disminucion del
namero de células CD19+, es decir, linfocitos B. En este trabajo también
inmunizaron a ratones con el antigeno de superficie de la Hepatitis B (HBsAg) y
después midieron por ELISA la cantidad de anticuerpo formada (HBsADb) la cual
resulté menor en los ratones que inhalaron V, y concluyeron que la respuesta

inmunoldgica humoral se encuentra disminuida por efecto de la inhalacion de V.

Las CD son muy importantes en la respuesta inmunoldgica de los linfocitos B, ya

que activan la proliferacion de linfocitos CD40 y la de los linfocitos B de memoria,
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asi como la diferenciacion de linfocitos B a células plasmaticas, productoras de

inmunoglobulinas (Caux et al., 1995).

Pensamos que la presencia del CD11c esta disminuida porque el V tiene un gran
potencial para inducir estrés oxidante, esto ya lo reportamos, lo que concuerda
con los resultados de otros autores (Gusik et al., 2003; Cano-Gutiérrez et al.,
2011). El estrés oxidante libera especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
de nitrégeno (NOS), y se ha demostrado que estas especies pueden tener como
consecuencia la modificacion de la actividad de factores de transcripcion en la

respuesta inflamatoria.

El CD11c es una subunidad que forma parte de una integrina denominada también
como: Axb2, CR4 6 antigeno leucocitario de superficie p150, 95, (Pribila, 2004).
Esta integrina es un heterodimero, en el que el CD11c forma la cadena alfa X
(ITGAX) que se combina con la cadena beta 2 (ITGB2), formando una integrina
especifica de leucocitos (Steinman et al., 1996), que interactua con elementos de
la matriz celular (D’Amico et al.,1998), por esto pensamos que la disminucién en el
CD11c podria traer como consecuencia una alteracion en el trafico de las CD, esto

a su vez podria repercutir, una vez mas, en alteraciones funcionales del timo.

Otra posible consecuencia de la disminucién en la expresion seria la alteracion de
la interaccion con los linfocitos T, ya que la presencia de CD11c se encuentra
asociada con la presencia del CD40 (Pribila et al., 1994) y del MHCII (Mausberg
et al., 2009). Esto ultimo concuerda con nuestros resultados ya que en el estudio

también se observé la disminucién de la expresion y el numero de células MHCII+.
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Los resultados obtenidos en este estudio muestran alteraciones en el timo como
resultado de la inhalacion del V, en particular del V,0s5; estos resultados son
importantes ya que la disminucion de la presencia y la expresion del CD11c son
indicadores de que la funcién de las CD timicas pudiera estar alterada, lo que
implicaria efectos en la seleccion negativa de los linfocitos T y esto a su vez puede
implicar cambios en la respuesta inmunoldgica, ya que los linfocitos CD4
interactuan con el MHCII de las CD, por lo que podriamos sugerir un cambio en la
respuesta de los linfocitos cooperadores, basandonos en resultados previos del
grupo en los que la inhalaciéon de V provocé disminuciéon en el numero de los
linfocitos dobles positivos en el timo de ratones tratados (Pifidn, 2005), suponemos
que también habra un cambio en la seleccion no soélo de los linfocitos CD4 sino
también en la de los CD8. Dichos cambios podrian favorecer el desarrollo de
respuestas autoinmunes como lo sugiere Chang (2010) e indirectamente Zouali
(2011), quien propone un efecto epigenético debido a la contaminacién
atmosférica, que daria como resultado fenotipos alterados de las células

inmunoldgicas y asi favorecer el desarrollo de autoinmunidad.

Como se observa en la Figura 13, los resultados presentados aqui favorecen
nuestra hipotesis de que los contaminantes atmosféricos, especialmente las
PST+25, son capaces de inducir cambios en la respuesta inmunoldgica sistémica,
hecho que podria explicar el incremento de una variedad de enfermedades
autoinmunes, tales como, el lupus, la artritis reumatoide, por mencionar algunas,
que no han sido claramente asociadas con factores ambientales (Fortoul et al.,

2002; Fortoul y Rojas-Lemus, 2007).
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Figura 13. Descripcion esquematizada del efecto propuesto del V sobre las CD. La
disminucién en la expresion del CD11c y del MHCII, tendrian como consecuencias
un decremento de las células CD40 y una proliferacion de linfocitos B (Caux et al.,
1995), asi como un incremento en los niveles de clonas autorreactivas (Chang,
2010). Modificado de Ustarroz-Cano et al., 2012.

En resumen, estamos conscientes de la necesidad de continuar el estudio de los
efectos del vanadio para explorar este fendmeno, empezando por utilizar
marcadores de maduracion, moléculas coestimuladoras (CD80; CD86) vy
coinhibidoras (B7-H1, B7-DC) de las CD, y por supuesto la evaluacion de la

funcién de las CD in vitro e in vivo.
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Xl. CONCLUSIONES

1.- Existe una disminucién significativa en el porcentaje de células dendriticas
(CD11c+MHCII+) en el timo de ratones tratados.
2.- El efecto de la inhalacién de V afecta tanto el porcentaje, como la intensidad de

la expresién de los marcadores CD11c y MHCII de las células dendriticas timicas.
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