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RESUMEN

El vanadio es el principal contaminante ambiental con efectos toxicos, carcinogénicos e in-
munosupresores en la respuesta inmune adaptativa. Sus efectos en la respuesta inmune innata
son poco explorados. El objetivo de este estudio fue identificar si el pentoxido de vanadio
(V20s) deteriora la funcion inmunoreguladora de células NK y determinar el posible meca-
nismo asociado con este efecto. Las células NK-92mi independientes de interleucina IL-2 fue-
ron expuestas a diferentes concentraciones de V205 durante 6, 12 y 24 horas. La proliferacion
celular fue evaluada usando la tincion con CFSE, la apoptosis con la union de anexina V' y la
necrosis con la tincion de 7-AAD. La liberacion de varias citocinas clave, como por ejemplo IL-
2, -4, -6, -10, -17A, interferdn (IFN)-y y factor de necrosis tumoral (TNF)-a fue evaluada usando
el kit de CBA humano. La expresion de CD45, SOCS1, JAK3, pJAK3, STAT5, pSTATS, IL-2R,
IL-15R, Fas y FasL fue determinada por citometria de flujo. La expresion de JAK3 y pJAK3
también fue evaluada por microscopia confocal. Los resultados indican que V205 inhibe la proli-
feracion de celulas NK-92mi e induce apoptosis de una manera dosis y tiempo dependiente. V205
también inhibe la secrecion de IL-2, IL-10 e IFN-y pero solo después de 24 horas de exposicion
y con concentraciones de 25 pM o mayores. V205 no tiene efecto en la expresion de JAK3 y
STATS5, pero provoca un incremento en pJAK3 y reduce los niveles de pSTATS. V20s incre-
menta la expresion de IL-2R, IL-15R, Fas y FasL en concentraciones por arriba de 50-100uM.
V205 no afecta la expresion de la fosfatasa de membrana CD45, pero causa un incremento en la
expresion de SOCSL. Estos resultados indican que el efecto toxico de V20s en las células NK-
92mi es a través de la desregulacion de las vias de sefializacion mediadas por IL-2. Estas altera-
ciones corroboran algunos efectos reportados previamente en la respuesta inmune innata del hos-

pedero expuesto a V205 inhalado.




V>0s altera la via JAK/STAT en células NK Gallardo-Vera JF.

ABSTRAC

Vanadium is a major air pollutant with toxic and carcinogenic effects; it also exercises im-
munosuppressive effects on the adaptive immune response. Its effect on the innate immune re-
sponse is poorly explored. The aim of this study was to identify if vanadium pentoxide (V205)
impairs the function of immunoregulatory NK cells and to determine posible mechanisms
associated with this effect. Interleukin-2-independent NK-92mi cells were exposed to different
V205 concentrations for 6, 12, or 24 h periods. Cell proliferation was then evaluated using
CFSE staining, apoptosis by Annexin V binding, and necrosis by 7-AAD staining. The release
of IL-2, -4, -6, -10, -17A, interferon (IFN)-y and tumor necrosis factor (TNF)-a by the cells
were assessed using a human CBA Kkit. Expression of CD45, SOCS1, JAK3, pJAK3, STATS5,
pSTATS5, IL-2R, IL-15R, Fas, and FasL in/on the cells was determined by flow cytometry;
JAK3 and pJAKS3 expression were also evaluated via confocal microscopy. The results indicated
that V205 could inhibit NK-92mi cell proliferation and induce cell apoptosis in a dose- and
time-related manner. V205 also inhibited IL-2, IL-10, and IFNy secretion but mostly only after
24 h of exposure and with primarily the higher doses tested. V205 had no effect on expression
of JAK3 and STATS, but did cause an increase in pJAK3 and appeared to lead (trend) to reduc-
tions in levels of phosphorylated STAT5. V205 increased the expression of IL-2R, IL-15R,
Fas, and FasL at concentrations above the 50-100 mM range. V205 had no effect on expression
of the CD45 membrane phosphatase, but it did cause an increase in the expression of SOCS1.
These results indicate that a key toxic effect of V205 on NK cells is a dysregulation of signaling
pathways mediated by IL-2. These effects could help to explain the previously-reported delete-

rious effects on innate immune responses of hosts exposed to inhaled V205.

Vi
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I. INTRODUCCION

Algunos medicamentos o farmacos han sido disefiados para incrementar la inmunidad y
reforzar las reacciones contra patoégenos o celulas cancerosas, pero de manera constante también
para suprimir la inmunidad y reducir el rechazo de trasplantes o procesos patologicos de enferme-

dades autoinmunes.

De manera similar a los medicamentos desarrollados para ciertos propositos, los agentes
ambientales pueden incrementar o suprimir la inmunidad. Los agentes ambientales toxicos por
ejemplo: cadmio y manganeso que son liberados del convertidor catalitico; niquel y diéxido de
sulfuro provenientes de la combustion del diésel; mercurio, antimonio, arsénico y talio, que son
liberados a la atmosfera por centrales eléctricas que queman carbén (Chukhlovi et al., 2001), son
algunas veces referidos como inmunotoxinas o sustancias inmunotoxicas cuando estos ejercen un
efecto modulador directo o indirecto en el sistema inmune, lo que puede resultar en una enferme-

dad.

El sistema inmune es principalmente afectado por mercurio, niquel, zinc, cadmio, arsénico,
cromo y plomo (ATSDR, 1999), las enfermedades autoinmunes asociadas con metales toxicos,
especialmente mercurio, incluyen esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, der-

matitis por contacto, escleroderma, asma, estomatitis, alergias, artritis reumatoide y fibromialgia.

Por otro lado, el termino inmunotoxina ha sido usado para conjugar toxinas con anticuerpos
dirigidos a células tumorales (Vitetta and Uhr, 1985). En cuanto al sistema inmunolégico, asi
como para otros sistemas de drganos, determinar los efectos positivos versus los negativos es
especialmente dificil con algunos agentes ambientales. Por ejemplo, los rayos solares (radiacion

UV) pueden causar cancer de piel o suprimir la inmunidad, pero la radiaciéon UV también induce
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la sintesis de vitamina D, la cual incrementa la inmunidad innata contra patogenos (Liu et al.,
2007) y regula la autoinmunidad (Adorini and Penna, 2008). Los metales pesados toxicos inducen
un aumento de la inmunidad de tipo Th2, pero suprimen la inmunidad de tipo Th1 (Lawrence and
McCabe, 2002). Por lo tanto, los efectos de cada compuesto en el sistema inmune deben ser eva-

luados cuidadosamente.

En este proyecto se evaluo el efecto del pentoxido de vanadio sobre la funcion inmunore-
guladora de células NK (natural killers), utilizando como modelo la linea celular NK-92mi trans-
fectada con el gen de IL-2, lo cual nos permite evaluar a nivel intracelular el efecto del vanadio

en la via de sefializacion inducida por esta citocina.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Vanadio

El vanadio (V) es un metal de transicién que pertenece al grupo VB de la tabla periddica,
fue descubierto originalmente por Andrés Manuel del Rio, mineralogista hispanomexicano de ori-
gen espafiol, en 1801, en la mina del cordonal en el municipio de Zimapéan en el estado de Hi-
dalgo, México. En 1831, el quimico sueco Nils Gabriel Sefstrom, redescubrié el elemento. Lo
Ilam6 vanadio en honor a la diosa escandinava de la belleza y la fertilidad VVanadis, nombre que
oficialmente mantiene hasta la fecha. Este elemento puede existir en multiples valencias (0, +2,
+3, +4, +5) tanto en formas anidnicas como cationicas. No obstante las formas tetravalentes y
pentavalentes son las mas estables. Los iones de cada uno, no existen en la naturaleza. Por lo
general, estos iones se unen al oxigeno como oxianiones poliméricos con carga negativa que fa-
cilmente forman complejos con ligandos polarizables como azufre o fosfato. En la naturaleza, el
vanadio pentavalente es cominmente encontrado en forma de pentoxido de vanadio (V20s), aun-
que ferrovanadio, carburo de vanadio y otras formas de vanadatos pueden existir. El vanadato es
un monomero pentavalente de 6xido de vanadio que puede existir ya sea en forma -Meta u Orto-
en funcion del numero de ligandos de oxigeno (meta- si n = 3; orto- si n = 4) sobre el atomo de

vanadio (fig.1).

Las conversiones 0 especiacion, y por lo tanto, la distribucion de las especies de vanadio
en soluciones dependen del pH y de la concentracion de vanadio. Como regla general, conforme

el nimero de unidades de vanadato se incrementan en el polimero, la toxicidad disminuye; sin




V>0s altera la via JAK/STAT en células NK

Gallardo-Vera JF.

embargo, incluso polimeros grandes como decavanadatos pueden dar lugar a efectos toxicos.

(Cohen, 2004, Cohen et al., 1997, Owusu-Yaw et al., 1990)

-H,0 -H,0
OH 9]
~ X
V205 |—>|V-(OH)s _L, 0=V - OH —Ab ;v— OH
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pentoxide  Vanadium Orthovanadate Metavanadate
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_ OH
o=V : OH
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Figura 1. Formacion de vanadatos y polimeros del pentoxido de vanadio.
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Las primeras aplicaciones de los compuestos de vanadio remontan a Berzelius quien,
alrededor de 1835, recomendaba la adicion de vanadato de amonio a las decocciones de nuez
de agalla para la preparacion de tinta negra. Berzelius y, mas tarde, Deville también considera-
ron el uso de dxidos de vanadio como aditivos de esmaltes y vidrios. Hoy en dia, el pentoxido
de vanadio (V20s) es un aditivo comun en el vidrio fundido para la elaboracion de botellas
transparentes de cerveza: el 6xido de vanadio previene el contacto directo de la luz y el desagra-

dable sabor asociado con la exposicion de la cerveza a los rayos UV.

Otros usos de vanadatos y 6xidos de vanadio son la produccion de acido sulfurico, ya
que este cataliza la oxidacion de SOz a SOs y la oxidacion de benceno u otros compuestos
aromaticos, en anhidrido maleico para la fabricacion de polyester. Desarrollos recientes, que se
aproximan hacia aplicaciones mas amplias y diversas incluyen acumuladores y/o baterias de
energia basados en el 6xido de vanadio, fabricacion de macro-poros de 6xidos de vanadio para
Su uso en procesos cataliticos y el empleo de nano-particulas de V2Os como descontaminantes

bioldgicos (Rehder, 2013a)

2.2 Distribucion, beneficios y potencial toxico

El vanadio esta ampliamente distribuido en la naturaleza, el vanadio no se encuentra en
forma pura, por sus propiedades intrinsecas es propenso a reaccionar con otros elementos. Los
principales estados de oxidacion del vanadio bajo condiciones 0xicas son oxidovanadio (+1V),
o vanadil y (+V). El hidréxido de vanadil es poco soluble, pero es facilmente movilizado con

una gran variedad de ligandos presentes en materia organica en descomposicion y sélidos.
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En la naturaleza, sin embargo, su liberacion en la atmosfera es principalmente ocasio-
nada por la actividad humana, por lo que es considerado un contaminante ambiental. Se ha es-
timado que de las 64 mil toneladas de vanadio descargadas anualmente, alrededor del 91% son
producto de la actividad industrial, de la combustion de petrdleo y gasolinas, de carbén y de
aceites pesados y el resto son derivadas de la erosion del suelo, emisiones volcanicas, incendios

forestales y otros procesos biogenicos (IPCS 2001).

El aceite crudo (petréleo) puede contener altas cantidades de vanadio (méas del 0.12%)
en forma de porfirinas de vanadil. En aguas subterraneas y otras fuentes de agua fresca el con-
tenido de vanadio esta presente en forma de H.VO* y es de aproximadamente 10 nano molar
(nM) (Rehder, 2012). En areas volcanicas, las concentraciones pueden subir 4 6rdenes de mag-
nitud. En el agua de mar, el promedio en la concentracion de vanadato, presente en forma de
pares de iones Na"H2V Oy, se calcula en 35 nM, convirtiendo al vanadio en el segundo metal
de transicion mas abundante en el océano, superado solo por el molibdeno (100 nM Mo0Q4%).
En los alimentos (grasas, frutas y vegetales) su contenido se encuentra entre 1y 5 pg de vanadio,
mientras que en la carne, mariscos, granos enteros y productos lacteos es de 5 a 30 pg por Kg

de alimento.

En el agua para beber se describen valores por debajo de 10 ug/L, con un promedio de
4.3 pg/L. Cantidades altas, que van de 49.2 a 70 pg/L, se han encontrado en rios cercanos a
minas y mantos acuiferos ubicados cerca de zonas industriales (Lagerkvist et al. 1986, IPCS

1988).

El desgaste de las rocas oceanicas y de los minerales terrestres libera vanadio en el agua

y en el aire. Se considera que la concentracion promedio de este metal en el suelo es alrededor
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de 100 pg/g de peso seco, pero en suelos cercanos a plantas metaldrgicas los valores superan los

400 pg/g (Lagerkvist et al. 1986, IPCS 1988, 2001), (Aragon and Altamirano-Lozano, 2001).

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climéticas, la posicion geogra-
fica y las condiciones de urbanizacion, entre otros factores. En grandes urbes se han detectado
concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 pg/m3 y en areas rurales cantidades menores a
0.024 pg/m3 (Lagerkvist et al. 1986, IPCS 1988). Para la Ciudad de Meéxico se han reportado
valores que alcanzan 0.114 ug/m3 en aeroparticulas de 10 um y 0.093 ug/m3 en las de 2.5 um
(Gutierrez-Castillo et al. 2006), datos que coinciden con las cantidades encontradas en otras

localidades con intensa actividad industrial de Europa y Estados Unidos de Ameérica.

En zonas industriales con combustion de materiales fdsiles y actividades de procesa-
miento de vanadio, los 6xidos de vanadio en el aire pueden aumentar de manera dramatica, en
varios érdenes de magnitud, causando problemas pulmonares (Cohen et al., 2007) y dafio al
DNA en leucocitos (Ehrlich et al., 2008). La toxicidad potencial de éxidos de vanadio al inha-
larse ha permitido fijar limites de exposicion; la concentracion méxima permisible de V20s en

areas de trabajo es de 0.05mg/m?.
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2.3 Especiacion y Biodisponibilidad

La mayoria de los compuestos de vanadio, una vez introducidos dentro del organismo via
tracto gastrointestinal, sistema pulmonar, o en el caso de aplicaciones medicas intravenosa o in-

traperitoneal, sufren una especiacion en varios fluidos del cuerpo y compartimentos celulares

(Fig.2).

fmm—————— Captura -------- 1
¥ ¥
Vanadio en comida Vanadioen el aire
(VOL,VO,) y Agua que respiramos
potable (H,VO,) (V,05, V,0,)
) ) Circulacién pulmonar:
Tractg gastromtlestmali —Redox — H,VO,
parcial y cambios de ligando L =
¥ Torrente sanguineo Compartimentos
iy internos iz
E [ . ] — _Inte o Excrecion
?;;igsn VOLL" VOTEHVO, | > | (oorazon. higado, riion) | b
M VOL', H,VO,"

(=) M

V-apatita -
Otros compartimentos
(tejidos, cerebro)
VOL", H,VO,

Figura 2. Farmacocinética y farmacodinamia del vanadio. L es cualquier ligando “externo” de un com-
puesto de vanadio aplicado oral o intravenosamente, o introducido en el curso de la especiacién en el
intestino, mientras L~ representa cualquier ligando dentro del cuerpo; TF= transferrina (Rehder, 2013a).

En soluciones acuosas y fluidos biologicos, la especiacion del vanadio depende del pH,
quelantes y proteinas. En soluciones &cidas el vanadio existe predominantemente en estados de

valencia de +4 como vanadil (VO2+), mientras que a pH alcalino la forma V (+5) es favorecida.
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En sistemas biologicos a pH fisioldgicos, las especies predominantes son monomericas con
valencia de +4 [VO(OH)3], diméricas [(VO)2(OH)s] y con valencia de +5 H2V O, las cuales son

transportadas activamente dentro de las células (Crans et al., 2004).

En sangre, el vanadio puede circular como V(+4) y polivanadatos (ejm. Decavanadato:
V1o estructura formada por la agregacion de VO, 3- protonado) unido a proteinas, tales como
transferrina o albumina (Valko et al., 2006). En tejidos, V(+5) puede ser reducido a vanadil
V(+4)O2+ por agentes reductores como el glutation (Pierce et al., 1996), mientras en soluciones a

pH 7.4 el VV(+4) puede ser oxidado a V (+5) (Li et al., 1996).

El matavanadato (VOz3") es la forma mas cominmente encontrada en fluidos extracelula-
res, mientras que las formas quadrivalentes predominan intracelularmente (Fortoul et al., 2002).
El vanadato es generalmente considerado como un analogo del fosfato y es capaz de imitar alguna
de las acciones biolégicas del mismo, dado que puede adoptar una estructura similar al fosfato
inorganico (Fig. 3), asi como también, una estructura triangular bipiramidal de 5 coordenadas que
asemeja el estado de transicién de muchas reacciones de transferencia de fosforilos o reacciones

de hidrolisis de éster de fosfatos, catalizadas por las fosfatasas (Huyer et al., 1997).

Ademas, la inhibicion de algunas fosfatasas por el vanadil, VV(+4), puede ser explicada por
la formacion de un estado de transicion analogo entre el anién [VO(OH)3], el cual predomina a
pH neutro, y los residuos de aminoacidos en el sitio activo de la enzima (Crans et al., 2004).
Asimismo, las especies de peroxovanadios 0 pervanadatos se pueden formar entre vanadato y el
peroxido de hidrogeno (H202) que también son considerados importantes en términos bioldgicos

(Huyer et al., 1997, Valko et al., 2006).
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De esta forma, la exposicion del tejido blanco a vanadio depende de la biodisponibilidad,
solubilidad y ruta de exposicion. Por ejemplo, en células epiteliales alveolares humanas A549, se
demostrd que las nano-particulas de V(+3) como el V203 son més solubles y citotoxicas que el

V>03 disponible comercialmente (Worle-Knirsch et al., 2007).

Ademas, en ratas que fueron inyectadas intraperitonealmente con diferentes compuestos
de V (+3), V (+4) o V (+5) se observaron diferentes patrones de absorcion y distribucion, no
obstante solo los niveles de V(+4) fueron determinados (Sakurai, 1994). Ante esto, es necesario
considerar que deben tomarse en cuenta las diferencias en biodisponibilidad, solubilidad y via de
exposicion de los compuestos de vanadio cuando se intente extrapolar los resultados de estudios

in vitro a las condiciones in vivo y de una sustancia a otra.

0 0
o 0 / /
| 1 I I Q.\_‘\ _____ " wOH ~‘~"‘O§""“--. et OH,
- P \\“".. v F___—H- \\ d..——-—"_’v\
HoY [ DNo HON[ Do O 71 Non }0
OH HO :
OH OH, OH,

Figura 3. Estructura quimica del fosfato, vanadato y pervanadato (mono y diperoxo) (Huyer et al.,
1997).

El vanadio muestra sus efectos farmacoldgicos a bajas concentraciones, alrededor de 10° a
107" M y su concentracion en mamiferos y plantas se encuentra en el rango de 10° a 10° M

(Rehder, 2003).

El vanadio es el unico metal natural que se encuentra en cantidades trazas en todos los

tejidos del cuerpo humano. De acuerdo a los calculos, el cuerpo humano contiene alrededor de

10



V>0s altera la via JAK/STAT en células NK Gallardo-Vera JF.

100 a 200 pg de vanadio. En el cerebro, musculo, higado, testiculos y pulmones las concentracio-
nes de vanadio son: 0.59 + 0.16, 1.18 = 0.06, 0.78 + 0.2, 3.92 + 1.58 y 1.96 £ 0.39 umol/kg,
respectivamente. Las concentraciones de vanadio en sangre son menores a 0.9 umol/L (Fedorova

etal., 2013)

Los estudios dedicados a investigar el papel fisiologico del vanadio iniciaron en 1997,
cuando se descubrio que este compuesto inhibia la actividad de ATPasas de Na+ y K+ (Strasia,
1971). Numerosos estudios han mostrado que el vanadio esta involucrado en la regulacién del
metabolismo de lipidos y carbohidratos, en procesos de formacion de huesos y dientes, también

estimula el crecimiento y la reproduccion de células.

Los primeros experimentos que demostraron el papel fundamental del vanadio en los orga-
nismos bioldgicos fueron llevados a cabo en ratas (Hopkins, 1971) y pollos (Hopkins, 1974). En
las ratas, la deficiencia de vanadio durante 4 a 6 generaciones seguidas, origind una reduccién de
la fertilidad en hembras, redujo el nimero de embarazos por apareamiento e incremento la mor-

talidad de su descendencia (Golden, 1981).

En pollos, la deficiencia de vanadio (10 pg por Kg de comida) causo: retraso en el creci-
miento, desarrollo anormal del esqueleto y retrasé la aparicion de plumas en alas y cola. La inhi-
bicion de ATPasas de Na" y K* por el vanadio en el tibulo renal de ratas ocasiono un edema
alimentario (Berceloux, 1999), mientras una dosis incrementada de vanadio consiguid inducir

una diuresis y natriuresis (Soremark, 1962).

Altas concentraciones de vanadio también promueven una mayor mineralizacion activa de

huesos y dientes y disminuye la frecuencia de caries en ratas (Akera, 1983). Asi mismo, el vana-

11
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dato de amonio (20-500 pmol/L) aumento el efecto inotropico positivo inducido por la estimula-
cion eléctrica en el musculo miocardico papilar de gatos (Nechay, 1984). No obstante, el efecto
inotropico del vanadio depende de la especie del animal en experimentacion, tejido, concentracion
y forma quimica del vanadio, asi como también de la presencia de otros iones y la actividad de la

adenilato ciclasa.

Aunque esto sugiere que el vanadio es un elemento esencial para ciertos animales, inclu-
yendo pollos y ratas, su funcion principal en los seres humanos y muchos otros animales superio-

res aun no ha sido demostrada (Rehder, 2013a).

Actualmente, los efectos tdxicos en la salud humana inducidos por compuestos inorganicos
de vanadio estan ligados con problemas carcinogenicos, neurotoxicos e inmunotoxicos. Los com-
puestos de vanadio tienen propiedades carcinogénicas y estimulan el desarrollo tumoral. Cationes
de vanadil y V205, compuestos encontrados en el aire contaminado, generan ROS que causan
dafio al DNA lo cual puede permitir mutaciones y, como consecuencia, el desarrollo de células

tumorales (Ehrlich et al., 2008).

Con respecto al potencial carcinogénico, estudios basados en cultivos celulares han pro-
bado la habilidad del vanadio para inducir lesiones genotoxicas, transformacion morfoldgica y
efectos anti-apoptéticos en ciertos tipos celulares.

En células deficientes de p53 (células tumorales o células knock out para p53 no tumora-
les), los compuestos de vanadio inhiben el ciclo celular y de esta forma inducen apoptosis (Zhang
et al., 2002). La activacion de NF-xB por el ROS, que a su vez es generado por compuestos de
vanadio, realzan el efecto apoptotico (Parrondo et al., 2010). En contraste, en células con p53

funcional, la alteracion de la fosforilacion de p53 permiten la inhibicidn de apoptdsis (Morita et

12
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al., 2010). Ademas los compuestos de vanadio estimulan el ciclo celular, en consecuencia se in-
hibe la apoptosis, ya que ambos procesos estdn mutuamente conectados (Zhang et al., 2002).

También, la activacion de NF«B inhibe la apoptosis de células tumorales. Otro hecho im-
portante es que los compuestos de vanadio causan mucho méas dafio al DNA en células tumorales
comparado con células no tumorales en las mismas condiciones (Wozniak and Blasiak, 2004). El
dafio excesivo al DNA conduce a la apoptosis de células tumorales, mientras una menor intensidad
del dafio al DNA, evocado por compuestos de vanadio en células no tumorales, puede estimular
la sintesis y activacion de enzimas reparadoras, de esta forma se generaria una proteccion de estas
células a la apoptosis.

Los procesos antes mencionados promueven el crecimiento de células tumorales en los
estados tempranos de la enfermedad y tienen un efecto antitumoral en los estados avanzados de
cancer. Estudio con animales tratados con carcindgenos sugieren que los compuestos de vanadio
usados a bajos niveles tienen efectos selectivos en las células tumorales (Chakraborty et al., 2007,
Ray et al., 2007)

A nivel inmunoldgico, estudios en trabajadores en contacto con sales de vanadio y parti-
culas suspendidas totales (TSP), asi como en estudios in vitro, reportaron la produccion de citoci-
nas inflamatorias tales como IL-1, IL-6, IL-8, asi como también de factores de crecimiento (TNF-
a, IFN-y), ademas de un incremento en el conteo de leucocitos. En aves, la modulacion inmune
por sales de vanadio indujo la activacion y proliferacion in vitro de linfocitos T CD4+, CD8+,

células B y macrdfagos (Qureshi et al., 1999, Shen et al., 2001).

La activacion de linfocitos por vanadio (Fig.4) es mediada a través de proteinas cinasas,
fosfatasas, asi como también por MAPK cinasas; como consecuencia pueden activarse factores

de transcripcion tales como: NF-«xB, c-Jun, ATF-2, AP-1, los cuales regulan la transcripcion de

13
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una amplia variedad de genes (ejm. IL-8, IL-6 Y TNF-a), los cuales estan relacionados con la
respuesta inmune (Jaspers et al., 2000). Ademas, el vanadio induce la activacion de PLC-y acti-
vada por N-FAT y el incremento de calcio intracelular, puede activar los linfocitos T (Huang et

al., 2000).

Incremento de
linfocitos CD4* y CD8*

Activacion de linfocitos
TyB

Produccidon de
citocinas inflamatorias
(ejm.IL-1,2,3,5,6,8y

TNF-a)

Figura 4. Efectos del vanadio en el Sistema Inmune.

3.1 CELULAS NK

La induccion de la respuesta inmune es el resultado de la interaccion de varios componentes
del sistema inmune innato y adaptativo; uno de los principales tipos celulares efectores de la res-
puesta innata son las células natural killers (NK), las cuales rapidamente reconocen y destruyen
células transformadas o infectadas con virus. Se reconocen como mediadoras de la respuesta in-
flamatoria y reguladoras de funciones inmunes innatas y adaptativas via la interaccion con otras

células inmunes (Andrews et al., 2003, Banchereau and Steinman, 1998).
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Las células NK representan una de las primeras lineas de defensa inmune del hospedero
contra virus y cancer, asi como también, son reguladores centrales de funciones inmunes. Las
células NK tienen una marcada habilidad para potenciar el trasplante de células madre hematopo-
yéticas y para responder a citocinas tales como IL-2 para su activacion, expansion e incremento

en la actividad antiviral y antitumoral (Moretta, 2002, Moretta et al., 2003).

Dentro del sistema inmune, las células NK representan una poblacion relativamente pe-
quefia mezcladas con otras poblaciones de células inmunes y comprenden entre el 5-15 % de
leucocitos mononucleares de sangre periférica humana (PBMNL) y de 1 a 3 % en los esplenocitos
murinos. Las células NK humanas son fenotipicamente definidas por la expresion en la superficie
celular de CD56 (molécula de adhesion neural-celular N-CAM), CD161 (NKR-P1A), CD122 (ca-
dena B del complejo IL-2/IL-15R), CD132 (cadena y comun del complejo IL-2R, yc), CD16
(FeyRIIL receptor de baja afinidad para IgG), receptores de muerte tipo Ig o receptores inhibidores
(KIR), receptores activadores de muerte celular (KAR) y por la ausencia de receptores antigeno

especificos y marcadores de linaje de células T, células B o macréfagos/monocitos.

Ademaés, las células NK contienen granulos lisosomales en su citoplasma y tienen una mor-
fologia linfocitica granular (Moretta et al., 2003). Las células NK humanas son heterogéneas y
consisten en dos subtipos principales. En cuanto a las células NK de sangre periférica humana,
90-95% son células citotoxicas CD56'°%, CD16* IL-2RpBy* con poca capacidad proliferativa y
producen citocinas inmunoreguladoras solo en presencia de altas concentraciones (6000 unidades
internacionales [IU] 0 22 nM) de IL-2. El resto de las células NK de sangre periférica humana son
CD56Me", CD16~ IL-2Rpya*, carecen de actividad citotoxica, son altamente proliferativas en

presencia de bajas concentraciones (6-601U, 0.2-2nM) de IL-2, y producen altas concentraciones
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de citocinas inmunoreguladoras tal como IFN-y, TNF y GM-CSF (Pilbeam et al., 2008). Un sub-
tipo adicional de células NK de sangre periféerica humana, denominadas células pre-A-NK, han
sido definidas con base a la expresion selectiva de isoformas de N-CAM, estas son llamadas ANK-
1y presentan altos niveles de adhesividad y proliferacion en respuesta a altas concentraciones de
IL-2 (22 nM), con la habilidad de penetrar y eliminar células cancerosas en tejido de tumores
solidos. En contraste con las células NK humanas, las células NK de ratdn son menos heterogéneas

y no expresan CD56 y ANK-1 (Pilbeam et al., 2008).

3.2 Localizacion y migracion

Las células NK se desarrollan en la medula 6sea (MO) y no son estaticas, sino que habitan
organos linfoides primarios y secundarios. Una de las caracteristica de las células NK es la expre-
sion de sus receptores activadores e inhibidores, los cuales les permiten responder cuando los
ligandos para los receptores activadores estan sobre expresado o cuando los ligandos para los
receptores inhibidores estan disminuidos, (Yokoyama and Plougastel, 2003). Dentro de cada te-
jido, las células NK a menudo adquieren una funcion Unica y un fenotipo que es regulado por el

microambiente local, Tabla 1 (Vitetta and Uhr, 1985).
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Tabla 1. Localizacion anatomica de células NK maduras

Organo Localizacién especifica Caracteristicas especiales

Nodulos —\\ 0V ona T CD56"9" en humanos
linfoides y CD27"9" en ratones

Poblaciones mixtas
Bazo Pulpa roja (zona marginal) migran a la pulpa blanca
después de su activacion

Baja citotoxicidad e IFNy

Se parecena LTi

Algunas producen IL-22

y algunas pueden participar en
respuestas Th2

Intraepitelial, lamina

Intestino ) )
propia y criptoplacas

Espacio broncoalveolar, in- Reguladas localmente por
tersticio pulmonar macrofagos alveolares

Expresan TRAIL

CD16" en humanos
Higado Sinusoides Bajo Umbral de activacion
Reguladas por células de Kupf-
fer
IL7Ra, GATA-3%, CD16",
CD11b/Ly49'""
Baja citotoxicidad, elevado
IFNy

Pulmones

Timo Corteza y medula

LTi, célula inductora de tejido linfoide.

En pulmén, por citar un ejemplo, las investigaciones de citotoxicidad realizadas con prepa-
raciones linfociticas de extractos pulmonares murinos, indicaron la presencia de células NK
(Puccetti et al., 1980). Posteriormente se demostrd que la deplecion de células NK con anticuer-
pos, disminuyo la citotoxicidad celular en pulmon, mientras la infeccién con influenza increment6
la citotoxicidad, proporcionando evidencia de la existencia de células NK residentes en pulmones

de raton (Stein-Streilein et al., 1983).
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Experimentos adicionales con ratones, mostraron que las células NK de pulmon pueden
presentar niveles elevados de actividad citotoxica en comparacion con poblaciones de sangre pe-
riférica y bazo (Wiltrout et al., 1985), mientras que la deplecion de células NK en pulmén incre-
mento la susceptibilidad y mortalidad de ratones infectados con el virus de la influenza (Stein-
Streilein and Guffee, 1986). A la par, linfocitos de pulmones humanos mostraron actividad citoto-
xica, conjuntamente, las células NK de pulmon en reposo, sélo fueron capaces de eliminar a su
blanco despues de dicha estimulacion, estos estudios sugieren que aungue las células NK estan
presentes en el pulmén normal, éstas son funcionalmente inactivas, debido al menos en parte, a la

influencia local inhibitoria.

En presencia de IL-2, sin embargo, la actividad de las células NK de pulmén es inducida, lo
cual sugiere que la actividad de las células NK en pulmon puede ser modulada (Robinson et al.,
1984). También se demostro que macrofagos alveolares pueden potencialmente inhibir la activi-
dad celular de NK en pulmon, la inhibicién requiere contacto celular directo y es independiente
de especies reactivas de oxigeno soluble, prostaglandinas o la activacion por el humo del tabaco
y tienen poco efecto sobre células NK de sangre periférica (Roth and Golub, 1989), sugiriendo
que en el pulmon, las células NK pueden representar un subtipo diferente y que responde a dife-

rentes mecanismos regulatorios.

Por otro lado, la localizacion de estas células es principalmente dirigida por la accion de
quimiocinas y por lo tanto estan en estrecha asociacion con su estado de activacion dentro del
organismo. Cambios en la expresion de quimiocinas durante la enfermedad resulta en una mayor
movilizacién de estas células y les permite proteger al hospedero de infecciones y alteraciones

malignas.
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3.3 Receptores

Las células NK derivadas de linfocitos de medula Gsea, estan bien equipadas para la des-
truccion de células infectadas con virus y células tumorales, sin la necesidad de una estimulacion
antigénica previa. Su maquinaria de eliminacion es bastante compleja y es determinada por la

integracion de sefiales obtenidas de receptores activadores e inhibidores (fig. 5).

Los receptores inhibidores reconocen moléculas que son expresadas en células normales,
como una manera para proteger células sanas del ataque de células NK. Los receptores inhibidores
prototipos reconocen moléculas MHC de clase I, recientes estudios han identificado receptores
inhibidores que tienen como ligando moléculas no MHC. Todos los receptores inhibidores de NK
definidos, contienen en su tallo citoplasmatico uno o méas inmunoreceptores con dominios inhibi-
dores basados en tirosina (ITIM, por sus siglas en ingles) que incluyen la secuencia consenso:
lle/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val (donde “X” representa cualquier aminoacido). Tras la liga-
cion, el residuo de Tyr en el ITIM es fosforilado (probablemente por cinasas de la familia Src) y
el reclutamiento de B-arrestina (Yu et al., 2008), la cual lleva a cabo la union de tirosin fosfatasas.
El reclutamiento de las fosfatasas se localiza proxima a lamembrana lo cual obstaculiza o previene

sefiales activadoras.

Por muchos afios se penso que las células NK eran controladas solo por mecanismos inhi-
bitorios. La eliminacion de células blanco fue considerado un hecho, como resultado de la ausen-
cia de sefiales inhibitorias. Sin embargo, ahora es bien sabido que las células NK requieren sefiales
de activacion especifica para eliminar a una célula blanco. Los receptores activadores (fig.5) son
definidos por su habilidad para directamente eliminar un blanco. Sin embargo, recientemente se

ha demostrado que la activacion de algunos de los receptores activadores de NK, en células NK
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en reposo, requiere la estimulacion sinérgica de mas de un receptor (Bryceson et al., 2006). Ade-

mas, se cree que algunos receptores de NK sirven como receptores coestimuladores que reducen

el umbral de activacion pero estos no llevan a cabo la lisis directamente (Moretta et al., 2002).

Activating receptors

Receptors Adaptors

Cytokine receptors

Inhibitory receptors

h KIR-L
NKp46 CD3L, FeRy h LILRB1
CD16 CD3L, FeRy CD94/NKG2A
h NKp30 CD3L, FcRy m Inh. Ly49
h NKp44 DAP12 m NKR-P1B p—
h NKp80 & m NKR-P1D s
m NKR-P1C  FcRy KLRG-1 SaL
NKG2D DAP10 TIGIT AR
mNKG2D-S  DAP12 CEACAM-1 el
hKIR-S DAP12 LAIR-1 s
mAct. Ly49  DAP12, DAP10 e
CD94/NKG2C DAP12 S
CRACC SAP, EAT2
Ly9 SAP h Chem23R
CD84 SAP, EAT2 S1P5
NTBA SAP
2B4 SAP, EAT2,
ERT

IL-1R o
IL-2R Adhesion receptors
IL:12R CD2
IL-15R

DNAM-1
IL-18R ; ;
IL-21R B1 integrins
IFNAR B2 integrins

Figura 5. Receptores de células NK expresadas en la mayoria de las superficies de células NK (Vivier et
al., 2011).

A diferencia de los receptores inhibidores que contienen un motivo inhibitorio en su tallo

citoplasmatico, la transduccion de las sefiales activadoras es mediada por la asociacion de los
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receptores activadores con un motivo inmunodominante de activacion basado en tirosina (ITAM)
que contienen proteinas adaptadoras, tales como CD3(, FceRly, DAP10 y DAP12 (Lanier, 2003).
El hecho es que estos receptores no sefializan a través de su tallo citoplasmatico, mas bien estan
acoplados a diferentes proteinas adaptadoras que proveen una maquinaria mas flexible para el

control de la actividad de muerte en diversas condiciones fisioldgicas (Horng et al., 2007).

3.4 Produccion de citocinas por subtipos de NK

Las células NK representan una importante fuente de citocinas y quimiocinas inmunoregu-
ladoras. Ellas se unen a otras células inmunes durante las fases tempranas de la respuesta inflama-
toria y las interacciones funcionales resultantes dan forma tanto a la respuesta inmune innata den-
tro del tejido periférico inflamado y la respuesta inmune adaptativa localizada en érganos linfoi-

des secundarios (Vivier et al., 2008).

Las funciones efectoras o inmunoreguladoras de las células NK se correlacionan con los
niveles de expresion del marcador de superficie CD56. Células CD56™ representan la mayoria
de las células NK, las cuales expresan altos niveles de CD16 y funcionan como efectores de cito-
toxicidad natural y de citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos. Por otro lado, las células
CD56""9"  que representan una poblacion menor del subtipo de NK en sangre (~10%), son
CD16%™"ed y myestran funciones inmunoreguladoras a través de la secrecion de citocinas (Cooper

etal., 2001).

La regulacion del desarrollo de células NK humanas en subtipos de CD56°"9" o CD56%™

parcialmente ha sido clarificado con la caracterizacion funcional de una nueva citocina, IL-21
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(Parrish-Novak et al., 2000). En sinergia con IL-15, IL-21 y F1t3L promueven la expansion y
diferenciacion de células NK de progenitores de médula 6sea in vitro. Mientras la combinacion
de estas tres citocinas soporta el desarrollo de CD56%™ y CD16"9", células NK altamente liticas,
en ausencia de 1L-21 se favorece la generacion de células NK CD569" que carecen de CD16 y
KIRs (Sivori et al., 2003). Asi, la diferenciacion de células NK a CD56°"9" o0 CD56™ es proba-
blemente dependiente de la presencia relativa y abundancia de factores de crecimiento tales como

IL-15 e IL-21 dentro del microambiente de la médula 6sea.

El interferon vy, la citocina mas abundante producida por todas las células NK, es una cito-
cina pleiotrdpica que promueve la activacion de macréfagos, media la inmunidad antibacterial y
antiviral, promueve la autofagia e incrementa la presentacion de antigeno, orquesta la activacion
del sistema inmune innato, coordina la interaccion linfocito-endotelio, regula el balance Thl y

Th2 y controla la proliferacion celular y la apoptosis (Schoenborn and Wilson, 2007).

Aunque otras citocinas derivadas de NK son producidas a bajos niveles en comparacién con
el INF-y, esta citocina juega un papel importante en diferentes funciones regulatorias de células
NK, incluyendo la modulacion de respuestas alérgicas e inflamatorias, funciones de APC, dife-
renciacion de células B y hematopoyesis extramedular. El subtipo de células NK CD56°9" es |a
fuente primaria de citocinas inmunoreguladoras derivadas de NK, ademéas de INF- vy, las células
NK CD56"9" también secretan TNF-a, TNF-B, GM-CSf, IL-10 y IL-13 en altos niveles compa-

rado con el subtipo de células NK CD56%™ (Cooper et al., 2001).

La diferencia en la produccion de citocinas entre los dos subtipos puede estar relaciona a la
expresion diferencial y/o densidad de receptores para monoquinas, los cuales, en turno, inducen

la secrecion de citocinas por las células NK. Sin embargo, la estimulacion de subtipos de células
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NK con ésteres de forbol mas inomincina, la cual es independiente de la activacion de receptores
a monoquina, resulta en una produccion significativamente mayor de INF- vy, INF-B Y GM-CSF
por células NK CD56"9" que por células CD56%™ (Cooper et al., 2001). Asi el subtipo NK
CD56""9 tiene significativamente mayor capacidad para la produccion de citocinas que el subtipo

CD564m,

3.5 Citocinas que afectan a células NK (IL-2)

En dosis supra-fisiologicas, la IL-2 causa activacion y proliferacion, incremento de citoto-
xicidad y produccion de IFN-y (Trinchieri et al., 1984). El receptor de IL-2 estd compuesto
de las subunidades a y B especificas de IL-2 en asociacion a la cadena y comun (yc) del receptor
acitocinas. Las células NK CD56+ (Bright) expresan un receptor de alta afinidad para IL-2, mien-

tras que las células NK CD56+ (dim) expresan méas un receptor de afinidad intermedia para IL-2.

La deficiencia de la cadena a del receptor a IL-2 no afecta el desarrollo de células T o B;
sin embargo, ratones adultos deficientes de esta subunidad desarrollan una sobre expansion de
poblaciones linfoides periféricas y enfermedades autoinmunes tales como anemia hemolitica y
enfermedad intestinal inflamatoria (Willerford et al., 1995). La cadena  de IL-2 es compartida
con el receptor de IL-15, y la deficiencia de la cadena [ del receptor a IL-2 en ratones resulta en
un numero reducido de células NK circulantes e inhabilitacion de capacidades citotdxicas (Suzuki

etal., 1997).

La expresion forzada de bcl-2 en animales deficientes de la cadena 3, restablecio la proli-

feracion, probablemente via el efecto de IL-15, pero no mejoro la citotoxicidad (Minagawa et al.,
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2002). La cadena y comun usada por los receptores de IL-2, IL-4, IL-7, IL-9y IL-15. La deficien-
cia de esta subunidad en ratones resulta en la ausencia de células NK, nddulos linfoides periféricos
y los asociados a mucosa intestinal, células dendriticas intraperitoneales (DCs) y linfocitos T y-9,
asi como también a las deficiencias en células T y poblaciones de células By T (Cao et al., 1995).
En humanos, una mutacion homologa de la cadena comun esta presente en el 75% de los nifios

con inmunodeficiencia combinada severa (SCID) (fig.6).
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Figura 6. Tres clases del Receptor a IL-2 con diferentes afinidades (Kq4), composicion y cinasas
Jak asociadas al receptor (Liao et al., 2013).

La IL-2 causa un incremento en la transcripcion y la estabilizacion postranscripcional del

MRNA para la sintesis de granzimas y en menor medida para el mRNA de perforinas.
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La IL-2 también media una sobre-regulacion del producto del gen SAP (proteina asociada
a SLAM), la cual en conjuncion con 2B4 y SLAM (molécula de activacion de la sefializacion en
linfocitos) en la superficie de células NK, son importantes para la respuesta de células NK a la
infeccion por EBV (Virus de Epstein-Bar). Anormalidades en el producto de este gen son encon-

tradas en el sindrome linfoproliferativo ligado a X (Sayos et al., 2000).

3.6 Desarrollo de lineas celulares NK

7~ Kk

So6lo unas pocas lineas celulares de NK’s “verdaderas” han sido establecidas y pueden ser
mantenidas en cultivo. Las lineas celulares de NK legitimas son definidas por la expresion de
CD56, negativas para la expresion de CD3 y el rearreglo de receptores de células T, con la excep-
cion de la cadena TCDRJ truncada observada en algunas células. La mayoria de las lineas celu-
lares de NK fueron aisladas de pacientes con linfoma de NK’s o con leucemia de linfocitos gra-
nulares gigantes (LGL) y la mayoria son positivas para el virus de Epstein-Barr (EBV), lo cual

probablemente contribuye a su expansion clonal. La linea celular NK-92 fue inicialmente negativa

a EBV, pero con el tiempo adquiri6 el virus, aunque no produce viriones activos.

Esta linea celular ha llegado a ser util para los investigadores que estudian la biologia de
las células NK y leucemias/linfomas de NK. La linea NK-92 fue obtenida en 1992 de un paciente
con linfoma de células NK, ha sido bien caracterizada y utilizada en tratamientos clinicos fase |
en los Estados Unidos y Europa. La alta actividad citotdxica de las células NK-92 es debida a que
no expresan ningun inhibidor KIR conocido actualmente. Cuando las células NK-92 son trasfec-
tadas con KIR, estas pierden su actividad citolitica, fomentando la importancia de los KIR en la

interaccion de células tumorales blanco y las NK’s (Lutz and Kurago, 1999, Suck, 2006).
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Para permitir la proliferacion y expansion de células NK-92 independientemente de IL-2
exogena, algunas variantes fueron creadas via transfeccion del gen de IL-2, que las hace capaces
de producir bajas (NK-92ci) o altas concentraciones de IL-2 (NK-92mi) (Tam et al., 1999). Ambas

variantes no requieren IL-2 en el medio de cultivo para su expansion.

Datos preclinicos confirmaron que la transfeccion no impacto en su habilidad citotoxica y
no las hizo mas sensibles a la radiacion ya que la citotoxicidad fue mantenida después de 1000

cGy de radiacion gamma (Tam et al., 1999).

Otra linea celular que ha sido transfectada con un gen de citocinas es la NKL, una linea
celular que solo tiene una moderada y variable citotoxicidad. Después de la transfeccion con el
gen de IL-15, la citotoxicidad contra algin blanco mejoré (linea celular de hepatoma) y la proli-

feracion celular llego a ser menos dependiente de IL-2 exdgena (Jiang et al., 2008).

3.7 Vias de sefalizacion efectora

Un numero de vias individuales de sefializacion rio abajo han mostrado ser importantes
mediadoras de la sefializacion de citocinas en las células NK. En particular, varias de las vias;
JAK/STAT, Fosfolipasa C-y, p38 MAP cinasa, vias dependientes de ERK y proteina cinasa C-0
median la sefializacion de citocinas que son importantes para la activacion y funcion de células

NK.

Seguido de la unioén al receptor, la IL-2 activa multiples vias de sefializacion, la hetero-
dimerizacion de los dominios citoplasmaticos permite la activacion de tirosinas cinasas de la fa-

milia Janus, Jak1 y Jak3, con Jak1l asociada a IL-2Rf3 y Jak3 con yc.
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Las cinasas JAK se activa una a la otra y fosforilan residuos claves en IL-2Rp. La fosfori-
lacion de tirosina (Y338) en humanos (Y341 en ratones), permite la asociacion de la proteina
adaptadora SHC, la cual provee una plataforma para la activacion de cinasas Ras-MAP y pro-
mueve el crecimiento celular. La fosforilacion de Y392 y Y510 en humanos (Y395 y Y498 en
ratones) influyen en el reclutamiento de STAT1, STAT3, STAT5A y STAT5B, con una activa-

cidn sostenida y mas potente de proteinas STATS.

La IL-2 también activa la via de sefializacion de fosfoinositol 3-cinasa (Pl 3-cinasa)-Akt-
p70 S6 cinasa, la cual promueve el crecimiento celular y supervivencia. Esta via es inhibida por
rapamicina, la cual bloquea la funcion de una cinasa con actividad serina/treonina, mTOR (blanco

mecanistico de rapamicina), que es activado por la via PI-3K-AKT (Thomson et al., 2009).

STAT5A y STATSB se anclan en IL-2Rp, son fosforilados, dimerizados y translocados a
nacleo, donde se unen a genes esenciales que participan en funciones celulares efectoras y creci-
miento de células NK (Lin et al., 2012), asi como también en su diferenciacion. Generalmente,
IL-2 es vista como un activador, porque induce la expresion de mas genes de los que reprime (Lin
et al., 2012). Analisis de expresion de genes y ChIP-Seq (Inmunoprecipitacion de cromatina y
Secuenciacion de DNA) de células de ratones mutantes y silvestres han permitido la identificacion
de genes regulados por dimeros de STAT5 versus tetrameros y la definicion de sitios conceso de

tetrdmeros versus dimeros (Lin et al., 2012).

La expresion deficiente de ciertos genes, tal como I12ra en los ratones deficientes de tetr-
amerizacion, pudo ser rapidamente atribuida a sitios de union de tetrdmeros de STAT5 conocidos,
estos ratones tienen una disminucion de células NK, células T CD8" y una expresiéon de genes

deficiente en respuesta a IL-2 o IL-15. Ademas, estos animales exhibieron una disminucién en
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la expansion de células T CD8*, particularmente después de una infeccién temprana con el virus
de coriomeningitis linfocitica (LCMV) o adenovirus 5, indicando que los tetrdmeros de STAT5
son mas importantes para una respuesta temprana que para el desarrollo y mantenimiento de me-
moria a largo plazo. De esta manera, la funcion de IL-2 requiere de tetrameros asi como dimeros

de STATS (Liao et al., 2013).

A bajas concentraciones, I1L-2 estimula la fosforilacion de STAT-5 en subtipos de célu-
las NK humanas CD56+ (bright) (Wendt et al., 2007). Otras citocina, IL-12 incrementa la fos-
forilacion de STAT1y STAT4 (Zhang et al., 2008). IL-21 preferencialmente incrementa la fos-
forilacion de STAT3 (Wendt et al., 2007). Seguido a la estimulacion de los IFNAR, los com-
plejos heterodimericos de STAT1/STAT?2 con la proteina p48 conocido como factor 9 de res-
puesta a IFN (IRF9), forman el factor 3 de genes estimulados por IFN (ISGF-3). ISGF-3 induce
la transcripcion como resultado del reconocimiento de elementos de respuesta estimulados por

IFN (ISREs) en regiones promotoras de genes sensibles a IFN (Biron, 2001).

IL-2 es una citocina esencial que es requerida para la proliferacion y activacion de células
NK, su efecto es mediado a través del receptor de IL-2 via la sefializacion JAK/STAT. Un dete-
rioro en la via de sefializacion inducida por IL-2/IL-2R suprime la proliferacion celular y otras
funciones inmunes.

Aunque muchas de las vias de sefializacion de citocinas y la respuesta que estas generan
tienen que ser elucidadas completamente, es claro que las funciones de células NK dependen en

gran medida de estas vias de sefalizacion.
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4.1. VANADIO Y EL SISTEMA INMUNE

En células del sistema inmune (como en todos los tipos celulares), los iones de vanadato
son capaces de entrar al citoplasma a través de canales utilizados por iones de cromato y fosfato;
las formas insolubles de vanadio entran a través de pinocitosis. Una vez dentro de las células
(Fig.7), el vanadato es rapidamente atacado por reductores celulares (tales como NAD(P)H, glu-
tation, ascorbato y catecol) y transformado en especies tetravalentes de vanadil (Heide et al., 1983,

Bruech et al., 1984).

A diferencia de otros oxianiones de metales toxicos (como el crémato), el vanadil puede
unirse a proteinas o puede oxidarse facilmente y volver al ion vanadato. Puesto que se cree que
solo la forma pentavalente del vanadio puede salir de la célula, esto representaria una via de des-
toxificacion. Sin embrago, este ir y venir entre estados de oxidacion también representa una via

para la re-toxificacion.

No solo son los bajos niveles de agentes reductores dentro de la célula durante estos even-
tos de oxido/reduccion, sino que hay otras alteraciones que son inducidas en la funcion celular,
estas incluyen: incremento en la generacion de especies reactivas de oxigeno, alteraciones en el
balance fosforilativo de numerosas proteinas secundarias debido a la inhibicion de fosfatasas ce-
lulares, modificaciones en la actividad de las enzimas involucradas en procesos nucleares y cito-
plasmaticos, incluyendo los utilizados para la destoxificacion de especies reactivas de oxigeno y

glicolisis (Fortoul et al., 2011, Klarlund, 1985, Rehder, 2013b).
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Ya sea como pentoxido de vanadio o vanadato, el vanadio ha demostrado alterar la respuesta
inmunologica en humanos y animales experimentales desde inicios de los afios 90°s (Crans et al.,
2004). Sus efectos inmunosupresores se hicieron aparentes mucho después de su uso farmacolo-
gico inicial como un potenciador inmunoldgico. Muchos trabajadores expuestos a vanadio atmos-
férico han mostrado un incrementado en los casos de ataques de tos, tuberculosis e irritacion ge-
neral del tracto respiratorio. Exdmenes postmortem de estos trabajadores revelaron un extenso
dafio pulmonar, a menudo, la principal causa de la muerte fue una insuficiencia respiratoria, se-

cundaria a la infeccion bacteriana.
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Estudios epidemiologicos posteriores demostraron que la exposicion aguda y/o exposicion
cronica a moderada de niveles de vanadio, producen una mayor incidencia de varias enfermedades
pulmonares, como asma, rinitis, faringitis, neumonia y bronquitis (Levy et al., 1984). Estudios
citologicos mas detallados con células de trabajadores expuestos a este metal, demostraron altera-
ciones inducidas por el vanadio en células polimorfonucleares (neutrofilos) y en la produccion de
inmunoglobulinas de células plasmaticas, asi como también, en la respuesta mitogénica de linfo-

citos (Marini et al., 1987).

4.2 Evidencia en animales

Los cambios inducidos por el vanadio en funciones inmunoldgicas son reproducibles en una
variedad de modelos animales (Cohen et al., 1996a). La exposicion aguda o subcrdnica de roedo-
res a compuestos pentavalentes de vanadio (via diferentes rutas de exposicion) han demostrado
alterar: la proliferacion de linfocitos inducida por mitogenos, fagocitosis de macrofagos perito-
neales/alveolares y la liberacion/actividad de enzimas lisosomales, resistencia del hospedero a
endotoxinas bacterianas (LPS) y microorganismos intactos. Ademas, de alteraciones en las po-
blaciones de células inmunes pulmonares, la induccion in situ de interferon (IFN-) e interleucina-
6 (IL-6) por el acido polinosinico:policytidilico, la formacion ex vivo del factor de necrosis tumo-
ral (TNF) e intermediarios reactivos del oxigeno (anién superoxido y perdxido de hidrogeno) por
macrofagos pulmonares, la liberacidn de histamina por mastocitos, induccion y/o expresion de
moléculas presentadoras de antigeno de clase Il por IFN- y el balance de iones de calcio en ma-

crofagos alveolares (Cohen et al., 1996b, Cohen, 2004).

31



V>0s altera la via JAK/STAT en células NK Gallardo-Vera JF.

La exposicion a vanadio también produce alteraciones patologicas en 6rganos linfoides se-
cundarios y primarios (ejm. Placas de Peyer’s, Bazo y Timo) (al-Bayati et al., 1992, Fortoul et
al., 2011). Estudios con cultivos de lineas celulares de macrofagos o ratones expuestos a NH4
VO3 han demostrado reducen los niveles de receptores Fc que se unen a diferentes subclases de
inmunoglobulinas y aminoran la produccion de TNF e IL-1 (Cohen et al., 1993), en este ultimo
estudio también se demostro que, en la ausencia de estimulo exdgeno, los macrofagos expuestos
a vanadio espontaneamente liberaban grandes cantidades de prostaglandina E2 inflamatoria que

los controles no tratados.

Ensayos de resistencia a la bacteria patdgena Listeria monocytogenes despues de la exposi-
cién aguda o subcronica de vanadato al huésped, demostraron que la funcion de macrofagos peri-
toneales residentes, y consecuentemente la inmunidad mediada por células, fue negativamente
afectada. En el sitio de la infeccion, el nimero de bacterias se increment6 rapidamente, pero no
asi el namero de macrofagos o neutrdfilos (Cohen et al., 1989). Macréfagos obtenidos de ratones
tratados con vanadio revelaron una disminucion en la capacidad de fagocitar Listeria opsonizada
o eliminar los pocos microrganismos que fueron ingeridos. Estos defectos pudieran ser atribuidos
a alteraciones ocasionadas por el vanadio en la formacion de anidn superoxido, la actividad del
ciclo redox del glutation y la derivacion de activacion del monofosfato de hexosa, eventos criticos
para el mantenimiento energético en los procesos de fagocitosis y muerte intracelular (Cohen et

al., 1986).

4.3 Evidencia a nivel Celular

Mientras que el mecanismo exacto de los efectos inmunomoduladores del vanadio ain no

son claros, estudios in vitro e in vivo han comenzado a producir informacién que permiten sean
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propuestos algunos mecanismos hipotéticos. En macrdfagos, como en otros tipos celulares, los
iones de vanadato han mostrado que: alteran la integridad estructural de microfilamentos y micro-
tubulos, inducen alteraciones en el pH local debido a la formacién de polianiones de vanadato,
modifican la actividad y liberacion de enzima lisosomales, altera la fusion de vesiculas secretoras
a lisosomas e interrumpe el metabolismo de proteinas a nivel de sintesis y catabolismo. Ademas,
modula la formacién y liberacion de intermediarios reactivos del oxigeno (Fig. 8) (Cohen et al.,

19964, Cohen et al., 2007).

Aparte de estas alteraciones estructurales y bioquimicas las cuales pueden trastornar la fun-
cionalidad de los macrofagos y otros tipos celulares expuestos a vanadio, cambios en la capacidad
de estas células para interactuar con, y responder a moléculas de sefializacion durante la respuesta

inmune, también pueden explicar las inmunomodificaciones inducidas por el vanadio.
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Figura 8. Inmunomodificaciones observadas después de la exposicion in vivo e in vitro a compuestos de
vanadio.

Dos efectos contradictorios del vanadio sobre las funciones de células inmunes se han ob-
servado. El primero, involucra una reduccién en la respuesta inmune celular, es decir, la inhibicién
de las funciones inducidas por citocinas, las cuales pueden revelar el mecanismo de inmunosupre-
sion inducido por el vanadio. El segundo, involucra una estimulacion de la actividad inmune, por
ejemplo, un incremento en la produccién de citocinas, las cuales pueden contribuir a procesos

inflamatorios dependientes de vanadio (Zwolak, 2014).
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Los efectos en los receptores de superficie son aparentemente una caracteristica comun de
la toxicologia del vanadio, en linfocitos (y otros tipos de células no inmunes) tratados in vitro con
vanadato, han mostrado alteraciones de afinidad por hormonas (ejm. factor de crecimiento epider-

mal e insulina) o Citocinas (Evans et al., 1994)

En celulas HL-60, las respuestas modificadas de los receptores puede también estar relacio-
nadas a cambios inducidos en la actividad de Proteinas cinasas y/o Fosfatasas (Trudel et al., 1991).
Como fue en el caso de las células Jurkat (Células T leucémicas de origen humano), donde se
observd una fosforilacion prolongada (inducida por el vanadio) de proteinas acopladas a recepto-
res y 2° mensajeros inducidos por citocinas, que pueden generar estados prolongados de activa-
cion celular modulando la expresion de los receptores a citocinas (Imbert et al., 1994).

Esta fosforilacion prolongada de proteinas celulares también puede conducir a la derivacion
de las vias normales de transduccion de sefiales y la subsecuente activacion de elementos de res-
puesta a citocinas en el DNA de monocitos de sangre periférica (Igarashi et al., 1993) que en turno,
permiten una baja regulacion de la expresion de receptores a citocinas y su funcion. El efecto en
la fosforilacion también puede ser la base de algunos efectos observados con respecto a los estados
de activacion de los macrofagos asi como la induccion de inflamacion local después de la exposi-
cion a vanadio.

Los mecanismos de inactivacion de fosfatasas de tirosina ain no son claros, al parecer estos
procesos también pueden ser causados por radicales libres. Uno podia asumir que los compuestos
de vanadio causan inhibicién de PTP-1B via ROS (Kaltschmidt et al., 2000).

Estudios con macrofagos alveolares (AM) y miofibroblastos de pulmdn, mostraron una

inhibicion de fosfatasas de tirosina, la cual fue inducida por vanadio (en conjuncion con el subse-
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cuentemente incremento en la formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno via NA-
DPH) (Grabowski et al., 1999), permitiendo la activacion de tres miembros de la familia MAP
cinasa (JNK. p38 y ERK (Torres and Forman, 2002).

Las implicaciones precisas de la activacion prolongada de las cinasas JNK y p38 (media-
dores de la sefializacion en respuesta a citocinas) o0 ERKSs (transductores de cascadas de sefializa-
cion celular en respuesta a factores de crecimiento y/o sefiales hormonales) en receptores de cito-
cinas permanece incierto. Sin embargo, es claro que la activacion de ERK esta asociado con un
incremento en la inducibilidad de 6xido nitrico en macréfagos (que puede actuar como un supre-

sor de la activacion celular) y la formacion de MIP-1o y MIP-2 (Chan and Riches, 2001).

La activacion de ERKSs provee uno de los mejores mecanismos posibles para explicar los
hallazgos encontrados in vivo e in vitro por Chong et al. (Chong et al., 2000), En donde evalu6
el efecto del vanadio en la regulacion de la expresion de la quimiocina MIP-2 y determino los
mecanismos moleculares que controlan la expresion del gen MIP-2 en celulas RAW-264.7 trata-
das con ortovanadato de sodio soluble (NaVO3).

También se ha observado un incremento de la fosforilacion de JAK2 y STAT3 en mega-
cariocitos de ratones expuestos a pentoxido de vanadio (0.02 M) inhalado (Gonzalez-Villalva et
al., 2014). Igualmente, se ha observado en fibroblastos un aumento en la fosforilacion de STAT1
(inducida por V20s), la cual es mediada por H20>, causando un arresto en el crecimiento celular,
apoptosis y un aumentd en los niveles de CXCL10, un factor antifibrético potente (Antao-
Menezes et al., 2008). Al parecer los efectos proapoptéticos o antiapoptéticos de los compuestos

de vanadio dependen en gran medida del tipo celular.
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La desregulacion de varias vias de transduccion de sefiales esta asociado con diversas pa-
tologias, por lo tanto una comprension de como el V205 es capaz de inducir y/o modificar la
respuesta inflamatoria (por ejemplo, la induccion de citocinas) en las células NK es un esfuerzo
importante para ayudar a explicar los efectos de V205 en las células del sistema inmune innato.

Dado que el efecto de los compuestos de vanadio depende de muchos factores, principal-
mente del tipo de celula, del tipo de compuesto de vanadio y la dosis. Nos preguntamos si el
pentoxido de vanadio modifica la funcion inmunoreguladora de las células NKP"9" y sj esta alte-
racion pudiera estar asociada con la desregulacion de la via de sefializacion JAK/STAT inducida

por IL-2?

IV. HIPOTESIS
El pentoxido de vanadio modifica la funcion inmunoreguladora de las células NKP9" me-

diante una alteracién en la via de sefalizacion de Jak/STAT.
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V. OBJETIVO

Determinar si el vanadio modifica la via de sefializacion JAK/STAT inducida por IL-2 en células

NK-92mi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar si el V205 induce proliferacion o muerte celular de la linea NK-92mi a dife-
rentes concentraciones.

e Cuantificar la secrecion de citocinas Thl, Th2 y Th17 en respuesta a diferentes concentra-
ciones de V20s.

e Analizar los estados de fosforilacion de Jak-3 y STAT-5 con diferentes concentraciones
de V20s.

e Evaluar la expresion del receptor a IL-2Ro, IL-15Ra, CD95, CD95L inducida con dife-
rentes concentraciones de V20s.

e Examinar los niveles de la fosfatasa CD45 y el inhibidor de la sefializacion de citocinas

SOCS-1 a diferentes concentraciones de V20s.
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VI. METODOLOGIA

Cultivo y Linea Celular

La linea celular NK-92mi, es de origen linfoide y fue aislada de sangre periférica de un
paciente con linfoma no-Hodgkin’s, esta linea tumoral de células NK fue obtenida de American
Type Culture Collection (ATCC® CRL-2408). Dicha linea es estable y fue transfectada con cDNA
de IL-2 por lo cual es Independiente de Interleucina 2 (IL-2). El crecimiento de esta linea fué
realizado en medio esencial minimo (a-MEM) sin ribonucleosidos y desoxiribonucleosidos, su-
plementado con 12.5% de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor a 50 °C por 30 minutos,
12.5% de suero de caballo, 100 UI/mL de penicilina y estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 0.2
mM de inositol, 20 mM de &cido folico y 0.1 mM de 2-mercaptoetanol. EI medio de cultivo y
todos los reactivos fueron adquiridos de GIBCO (Life Technologies, Grand Island, NY) y Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). La confluencia del crecimiento se mantuvo hasta un 90% en cajas de
cultivo de 25 cm? (Corning Costar, Cambridge, MA) a 37°C en una incubadora con CO: al 5%.
Las células fueron congeladas con 10% de dimetil fulfoxido y 90 % de SFB (v/v) y mantenidas
en nitrégeno liquido hasta su uso. Células recién descongeladas fueron usadas para todos los ex-

perimentos.

Una solucion stock 10 mM de pentoxido de vanadio (Sigma; 99.99%) fue preparada en 1
mL de Buffer salino de fosfatos (PBS, pH 7.4). Esta solucidon stock fue usada para generar todas

las concentraciones (UM) del agente metalico usado en los experimentos.
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Ensayos de Proliferacion Celular

Los ensayos de proliferacion fueron realizados utilizando un colorante vital que se une a
membrana, CFSE (diacetato de carboxifluoresceina succinimidil éster). Las células fueron sus-
pendidas en PBS + 5% FBS vy tefiidas con CFSE (Sigma 21888) a una concentracion de 5 uM
durante 10 minutos a 4°C. La tincion se detuvo agregando 10 mL de PBS frio/5% FBS, posterior-
mente las células se lavaron dos veces con PBS/5% FBS a 4°C. Las células marcadas fueron
sembradas en placas de cultivo de seis pozos (Corning Costar) a una densidad de 5x10° células/ml
y expuestas a diferentes concentraciones de V20s (25, 50, 100, 200, o 400 pM). Despues de 48
horas, las células fueron cosechadas y la intensidad de fluorescencia se cuantifico utilizando un

citometro de flujo FACS Calibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).

Cuantificacion de apoptosis

La determinacion de apoptosis se realizd por citometria de flujo usando Anexina V aco-
plada a APC (Allophycocyanin) y un colorante 7-Amino-Actinomicina D (7-AAD) (BD Phar-
mingen, San José, CA). La Anexina V se une a fosfatidilserina localizada en la cara externa de la
membrana citoplasmatica de células en procesos tempranos de apoptosis asi como a células ne-
croticas, mientras que el colorante 7-AAD se une al DNA de células apoptoticas tardias y células
necroticas. Brevemente, las células NK-92mi (5 x 10° células/pozo) fueron expuestas a diferentes
concentraciones de V205 (25, 50, 100, 200, o 400 uM) durante 6, 12 y 24 horas. Las células
tratadas fueron lavadas dos veces con PBS 1X frio y resuspendidas en Buffer de unién 1X [0.1M
HEPES (pH 7.4), 1.4M NaCl, 25mM CaCl2 (BD Pharmingen)] a una densidad de 1x10° célu-

las/ml. 100 pL de esta suspension (1x10° células) fueron colocadas en tubos para citometria (
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12x75mm Falcon) de 5ml a los cuales se les agrego 5uL de Anexina V-APC y 5uL de 7-AAD.
Después de dar vortex, las células fueron incubadas 15 minutos a temperatura ambiente y prote-
gidas de la luz. Posteriormente, se agregd 400uL de Buffer de union 1X a cada tubo, finalmente
las células fueron sometidas a analisis por citometria de flujo dentro de un lapso no mayor a una

hora utilizando un citometro de enfoque actstico Attune™ Blue/Red (Life Technologies).

Determinacién de citocinas.

Las células NK-92mi fueron sembradas en placas de cultivo de seis pozos a una densidad
de 5 x 10° células/pozo. Después de la exposicion a diferentes concentraciones de V20s por pe-
riodos de tiempo variables, las células fueron cosechadas y centrifugadas 1200 rpm. El sobrena-
dante se colecto y se congel6 a -20°C hasta su analisis. La cuantificacion del factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, IFN-y e IL-2, -4, -6 y -17A, se realiz0 utilizando un kit de CBA (Cytometric
Bead Array) Thl/Th2/Th17 (BD Bioscience) para humano, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Todas las muestras fueron analizadas usando el citometro FACS Calibur. El analisis
de los datos se realizé utilizando el software FCAP Array 3.0.1 (Soft Flow, St. Louis Park, MN).
Los limites de deteccidn para cada citocina fueron: 1L-2, 2.6 pg/ml; I1L-4, 4.9 pg/ml; 1L-6, 2.4

pg/ml; IL-10, 4.5 pg/ml; (TNF)-a, 3.8 pg/ml; IFN-y, 3.7 pg/ml; e IL-17A, 18.9 pg/ml.
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Citometria de flujo.

Al termino del tratamiento con V20Os, las células se lavaron dos veces (5 minutos, 250 x g)
con buffer FACS (PBS 1X con 0.09% de azida de sodio [p/v] suplementado con 1% FBS), des-
pués fijadas y permeabilizadas con Fix Buffer | y Perm Buffer 111 (BD Phosflow) respectivamente,
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células fueron resuspendidas en buffer FACS e
incubadas a 4°C toda la noche con los anticuerpos primarios en diluciones previamente determi-
nadas por titulacion. Posteriormente, las células fueron lavadas dos veces e incubadas una hora
con el anticuerpo secundario (dilucion 1:500). El andlisis de las muestras se realizo utilizando el
citometro de flujo Attune™ Blue/Red. Los siguientes anticuerpos fueron utilizados: policlonal
(Ab) anti-JAK3, monoclonal (mAb) anti-fosfo JAK3 (Tyr980/981) (D44E3), mAb anti-STAT5
(3H7), mAD anti-fosfo STATS (Tyr694) (C11C5) y Ab anti-SOCS1, todos los anteriores fueron
hechos en conejo y adquiridos de Cell Signaling Technology (Beverly, MA). El anti-conejo (IgG;
H+L) de cabra conjugado con Cy5 fue adquirido por Life Technologies. Después de la adquisi-
cion en el citometro, la estrategia de analisis se realizo sobre el “gating” de las células de acuerdo
a las propiedades de dispersion frontal y lateral (FSC x SSC) seguido por un “gating” de células

unicas o Single Cell (FSC-A x FSC-H).

Para la determinacion de CD45 y SOCS1 una marca inicial con 1gG1 de ratén anti- CD45
humano conjugado a Phicoritrina (PE) (en diluciones previamente determinadas por titulacion)
posteriormente, fueron fijadas y permeabilizadas usando una solucién de fijacion y permeabiliza-
cion (BD Cyto-fix/Cytoperm™), seguido de un proceso de lavados con el Buffer de lavado y
permeabilizado (BD Perm/Wash™) y finalmente marcadas con el anticuerpo IgG de conejo anti-

SOCS1 humano no conjugado y detectado con el anticuerpo secundario arriba mencionado.
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Para la determinacion de CD25, CD95, CD95L e IL-15Ra, las células se combinaron pri-
mero con la dosis recomendada por el fabricante de los anticuerpos primarios; 1gG de ratén anti-
CD25 humano conjugado con FITC; (Biolegend Inc., San Diego, CA) e IgG de raton anti- CD95
humano conjugado con APC (BD Pharmingen™, San Jose, CA), incubados durante 30 minutos
a4°C en oscuridad, se lavaron dos veces en buffer FACS y fueron analizados. La determinacion
de CD95L e IL-15Ra se realiz6 utilizando una IgG de raton anti-CD95L humano no conjugado
(Chemikon Biotek, Millipore Corp., Billerica, MA) e IgG de cabra anti-1L-15Ra humano no con-
jugado (Sistema R&D, Minneapolis, MN); los anticuerpos secundarios usados para la deteccion
final fueron anti-ratén 1gG1 de rata conjugado con APC (Biolegend) y anti-cabra 1gG (H+L) de

burro marcado con Alexa 488 (Abcam, Cambridge, MA).

Las células marcadas se colectaron en el citometro Attune™ Blue/Red o FACSCalibur
usando el software Attune v2.1 y CellQuest Pro Version 6.0 (BD Bioscience), respectivamente.
Todos los analisis de citometria de flujo incluyen el apropiado control de isotipo del anticuerpo.
Para cada muestra se colectaron 20,000 eventos de la region 1 (R1). Los datos fueron analizados
en términos de intensidad de fluorescencia media (MFI) o en téerminos de porcentaje de células

positivas

Microscopia confocal.

Después de la adquisicion de las muestras en el centimetro de flujo, el resto de las células
se centrifugaron 1200 rpm durante 5 min y el pellet fue resuspendido en un volumen de 100 pL

de PBS a una concentracion de 100nM del colorante verde SYTOX® (Life Technologies), se-
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guido de una co-incubacion por 15 minutos en obscuridad a temperatura ambiente. Posterior-
mente, las células se centrifugaron 5 minutos a 700 rpm sobre un portaobjetos (Cytospin) usando
un CitoSistema-Hettich (Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen, Germany). A este césped de
células se agregaron 10 pL del medio de montaje para fluorescencia (DAKO #S3023) y fueron
visualizadas bajo un objetivo 100X apococromatico plano con aceite de inmersion (N. A. 1.4) en
un sistema confocal Zeiss LSM 5 Pascal (Zeiss, Oberkochen, Germany) usando una longitud de

onda de 488 y 633 nm con un pequefio orificio de abertura (Pinhold) <1 Au (Air Unit).

Analisis estadistico.

Los valores reportados son expresados como media + desviacion estandar. Los analisis es-
tadisticos fueron realizados usando un analisis de varianza de una via y la prueba de Tukey para
comparaciones multiples. Para todos los procesos estadisticos se utilizo el software GraphPad
Prism v 6.1 para Windows (La Jolla, CA). Todos los datos obtenidos por citometria de flujo fueron
analizados usando el software FlowJo v X.0.7 (Tree Star, Inc. Ashland, OR). Un valor de p < 0.05

fue considerado como significativo.
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VIl. RESULTADOS

El pentoxido de Vanadio (V20s) influye en la

proliferacién celular de la linea NK-92mi.

Las concentraciones crecientes de V205 inhi-
ben la proliferacion celular de la linea NK-92mi de
manera dosis dependiente. Comparado con las célu-
las control (sin exposicion a V20s), la tasa de proli-
feracion de células NK-92mi disminuye conforme
al nivel de V205 aumenta. El efecto inhibitorio de
V205 alcanzé un 78% a una concentracion de 400
UM (Fig. 9). Esta inhibicion fue acompafiada por
una disminucién en tamafio y un incremento en gra-
nularidad de las células, cambios caracteristicos de
procesos apoptaticos.

Figura 9. Efecto de V2Os en la proliferacion de células
NK-92mi. Las células fueron tratadas con concentracio-
nes crecientes (25-400 uM) de V05 durante 48h. Las
celulas fueron tefiidas con CFSE y la proliferacion celu-
lar fue determinada por citometria de flujo. Los datos son
expresados en porcentajes y cada concentracion de V205
esta representada con un histograma, junto con su res-
pectiva grafica de puntos de tamafio y granularidad. Los
resultados mostrados es un experimento representativo

de tres realizados con cada una de las concentraciones de
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Influencia del V20s en la expresion de Anexina V'y 7-AAD.

La presencia de V205 desencadend la apoptosis en las células NK-92mi de manera relacio-
nada a la dosis y tiempo dependiente (Fig. 10). El porcentaje de células que sufrieron apoptosis

aumenta dramaticamente después de 12 horas de exposicion (51.2 y 64.7% a las 12 y 24 horas,

respectivamente).
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Figura 10. Externalizacion de fosfatidilserina inducida por V,0s a diferentes tiempos 6, 12 y 24 h. El
cuadrante inferior derecho (Anexina V* / 7-AAD") representan células apoptdticas tempranas; el cuadrante
superior derecho (Anexina V* / 7-AAD") representan células apoptoticas tardias. El cuadrante inferior iz-
quierdo (Anexina V- / 7-AAD") representan células vivas y el cuadrante superior izquierdo (Anexina V-/
7-AAD"). Los resultados mostrados es un experimento representativo de tres realizados con cada una de
las concentraciones de V0.
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Las células apoptoticas fueron claramente distinguidas de las células control debido a su
tamario reducido (parametro FSC bajo) y el aumento de la granularidad (parametro SSC alto).
Interesantemente, el porcentaje basal de células 7-AAD" fue insignificante y se mantuvo después
de que las células fueron expuestas a V20s por 6, 12 0 24 horas. El cuadrante inferior izquierdo
de todas la graficas de densidad que se muestran en la Figura 2 demuestra que la viabilidad de la

célula disminuye conforme el nivel de V205 aumenta.

Efecto del V20s en la produccion de citocinas.

Mientras las células NK-92mi secretan altas concentraciones de IL-2 (Tam et al., 1999), los
niveles basales de IL-2 en cultivos de células sin tratamiento alcanzaron en ultima instancia (ulti-
mately reached?) 2800pg/ml después de 24 horas (Fig. 11). Los cultivos tratados con concentra-
ciones crecientes (25-400 uM) de V205 por 24 horas mostraron una disminucion continua signi-
ficativa (p<0.01) en la produccion de 1L-2, hasta casi 500 pg/ml para a dosis mas alta utilizada.
Se observé la misma disminucion después de 12 horas, a pesar de que los niveles basales de 1L-2
fueron inferiores a las de 24 horas; curiosamente, la produccion de IL-2 nuevamente se acerco a
los 500 pg/ml con la dosis mas alta probada. No se observaron efectos parecidos con Vanadio

después de 6 horas de incubacion.

Con respecto a IL-10, aunque las concentraciones basales no fueron tan altas como los de
IL-2, los efectos de V20s fueron inmediatamente evidentes ain en bajas dosis es decir, 25 uM

durante 24 horas. La produccion fue por otra parte casi totalmente abatida en concentraciones de
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V205 >50 uM. Los efectos en los periodos de incubacion mas cortos (6 y 12 horas) no eran evi-
dentes ya que la produccidn basal ya era bastante baja. Los efectos sobre la liberacion de IFN-y
fueron similares a los de la IL-10. Niveles basales de IL-4, IL-6, IL-17a y TNF-o estaban por

debajo de los limites de deteccidn para el kit de CBA en todas las muestras.
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Figura 11. Produccion de citocinas en células NK-92mi expuestas a V20s. A) IL-2, B) IL-10 y C) IFN-y.
Estas fueron medidas en sobrenadantes de células tratadas con V.Os a 6, 12 'y 24 h usando un arreglo de
perlas por citometria. Los resultados para IL-4, IL-6, IL-17A y TNF-o no se muestran, ya que los niveles
de estas, fueron menores a los detectados por el kit.

V205 afecta la expresion de moléculas de superficie celular.

La expresion de CD25 (sub-unidad a del receptor a IL-2) comenz0 a incrementar significa-
tivamente por encima de la concentracion de 50 uM de V205 y alcanzo un valor maximo de MFI
a la mayor concentracion probada de V205 (400 uM) (Fig. 12a). Se observo un patron similar
para los cambios inducidos en la expresion de IL-15Ra (sub-unidad o del receptor a IL-15) (Fig.

12b). La expresion de Fas y FasL se comporta de manera similar, pero la concentracion de V205
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donde se observ6 un aumento en la expresion de estas moléculas se observo a partir de 100 uM

para CD95 (Fas) y 50 uM para CD95L (FasL) (Fig. 12c y d).
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Figura 12. Modificaciones en la expresion de ligandos de membrana en células NK-92mi tratadas con
V,0s. Niveles de expresion de (a) CD25; (b) IL-15R cadena a; (c) Fas y (d) FasL. Los resultados muestran
el porcentaje de células positivas en relacion a los niveles de expresion en células que recibieron control de
isotipo respectivo. (€) La estrategia de analisis de los datos de citometria; la imagen representa los datos
(%) obtenidos cuando la expresion de CD25 fue evaluada en células NK-92mi no tratadas con VOs.

Todos los datos fueron analizados usando esta misma estrategia.
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Curiosamente, el efecto sobre la expresion de FasL llega al maximo entre 100 y 200 uM de
V205, mientras que la de CD95 tiende a incrementarse conforme la dosis de V2Os se duplica.
Ademas, los patrones de expresion observados para Fas y FasL a 400uM V2Os mostraron un

inesperado pico de expresion alto en términos de tamafo y granularidad.

El efecto de V205 en la via JAK3/STATS.

Las células NK-92mi tratadas con concentraciones crecientes de V205 (25-400 uM) por
diferentes periodos de tiempo mostraron un incremento significativo en la fosforilacion de JAK3
con las dosis de 200 y 400 uM dependientes del tiempo de exposicion (p<0.001 y p<0.01 respec-

tivamente, comparado con el valor control) (Fig. 13).

La fosforilacion de JAK3 en el cultivo de 6 horas fue nominal. La incubacion de células
con V205 result6 en una tendencia a la baja de la fosforilacion de STATS, pero los efectos obser-
vados no fueron estadisticamente significativos. El estado de JAK3 y STAT5 no se afecto en
ninguno de los tratamientos con VV205. En la Figura 14 (una imagen representativa de la tincién
intracelular de células NK-92mi para JAK3 y pJAK3), vale la pena notar que hay una fuerte pre-
sencia de la fosforilacion de JAK3 en la cara interna de la membrana de células tratadas con

cantidades crecientes de VV205.
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Figura 13. Efecto de V05 en la activacion de JAK3/STATS. Las células NK-92mi fueron tratadas con
medio solo o 25, 50, 100, 200 y 400 uM de V,0s a 37°C y luego tefiidas intracelularmente para su anlisis
por citometria de flujo. Los niveles de proteina de JAK3, pJAK3, STAT5 y pSTATS fueron determinadas
después de 6, 12 y 24 h de exposicion. MFI= Intensidad Media de Fluorescencia. Los resultados muestran
la media de tres experimentos diferentes realizados con cada una de las concentraciones de V>Os. *p<0.01,
**p<0.001 contra la misma dosis de V2Os en los diferentes tiempos de exposicion.
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Figura 14. Imagenes de la fosforilacion de JAK3 en células tratadas V2 Os durante 24 h. La figura muestra
imégenes de microscopia confocal de células analizadas por citometria. Las imagenes del lado izquierdo
de la figura muestran JAK3, mientras las iméagenes del lado derecho muestran pJAK3. JAK3 y pJAK3 se
muestran en rojo; la tincién de los acidos nucleicos fue marcada con verde (SYTOX®). La primera y quinta
columna muestran a JAK3 y pJAKS3, respectivamente. La segunda y sexta columna muestran la contra
tincion del nicleo celular. La tercera y séptima columna muestran imagenes de microscopia de luz. La
cuarta y octava columna muestran la combinacion de los canales rojo y verde. La barra blanca en la parte
inferior de la seccidn derecha de la imagen representa una distancia de 20 pm.
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Efecto de V205 en la expresion de SOCS1 y CD45.

La expresion de CD45 en células NK-92mi expuestas a diferentes concentraciones de V20s
durante 24 horas se mantiene sin cambios (Fig. 15). En contraste, la expresion de SOCS1 mostro
un incremento gradual dependiente de la dosis de V20Os; el incremento con 200 y 400 uM de

V205 fue significativa con respecto a la expresion en los controles o con las dosis mas bajas de

V20s.

A5 p<0.05 , 1 SOCS-1
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Figura 15. Expresion de CD45 y SOCS1 en celulas NK-92mi expuestas a V2Os. La grafica muestra la
intensidad media de fluorescencia (MFI) de CD45 y SOCS1 obtenida de los parametros FSC-SSC corres-
pondientes a la poblacién de células NK-92mi.
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VIII. DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que el pentéxido de vanadio (V20Os) inhibe la pro-
liferacion de células NK-92mi via induccion de apoptosis. El uso especifico de esta linea celular
se determino por el hecho de que es una linea celular humana que conserva su fenotipo CD56° 9"
después del proceso de transfeccion con cDNA de IL-2, lo que la hace un prototipo valido de una
celula natural killer activada (Maki et al., 2001, Sharma and Das, 2014). Las células NK son con-
sideradas un importante efector de la respuesta inmune innata y juegan un papel importante en la

resolucién de inflamacion pulmonar inducida por V2Os (Turpin et al., 2010).

Las concentraciones de V205 usadas en los experimentos se encuentran dentro del rango
reportado por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO) en el aire (0.01-60mg/m3) y en suelos
cercanos de plantas petroquimicas en México (Hernandez and Rodriguez, 2012) WHO, 2000). A
diferencia de la inhalacion de compuestos hidrosolubles de vanadio (V) que entran en las células
pulmonares usando sistemas de transporte que utilizan otros aniones (como fosfatos o iones sul-
fato), las particulas insolubles como el VV2Os son ingeridos por macrofagos alveolares residentes.
Una vez en los fagosomas de los macrdfagos, las particulas de V2Os experimentan una disolucion
lenta que generaiones libres que potencialmente pueden salir de las células, y luego entrar o cruzar
a través de las células epiteliales y entrar en los eritrocitos cuando ellos estan en los alvéolos y de
esta forma llegar a ser parte de la circulacién sanguinea (Cohen et al., 2010). Esta ultima forma

solubilizada de Vanadio es a la que las células NK estan mas expuestas (Roberts et al., 2004).

Otros compuestos de V son conocidos por inducir apoptosis y han sido evaluados para el

tratamiento contra el cancer (Leon et al., 2014). El hecho de que la captacion celular de 7-AAD
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no se modifico por la exposicion implicita a V2Os, refleja una intrascendente necrosis ya que este
compuesto solo puede penetrar en aquellas células con membranas comprometidas ((Darzynkie-
wicz et al., 1992, Schmid et al., 1992). Por lo tanto, los resultados en el presente estudio con la
captacion de 7-AAD confirman que las células NK no fueron dafiadas pero, en cambio, las células
NK fueron inducidas a entrar en procesos apoptéticos. La alta afinidad de anexina V por la fosfa-
tidilserina la hace una prueba sensible para el analisis de células en apoptosis; sin embargo, el solo
uso de anexina V no puede distinguir entre células apoptoticas tempranas, tardias o necraticas.
Por lo tanto, los resultados sugieren que el principal efecto toxico de la exposicion al V2Os en las
células NK es la induccion de apoptosis. Esto corrobora observaciones anteriores de los efectos

apoptoticos del V20s en células endoteliales (Montiel-Davalos et al., 2012).

La produccion de IL-2 es resultado de la activacion de un gran nimero de genes, incluyendo
aquellos asociados con la proliferacion celular. Recientemente, la gama de acciones reconocidas
para IL-2 se ha expandido, con funciones que llegan a definir la promocién de la diferenciacion
de células T-cooperadoras (Th) 1 y Th2 (Dilworth-Anderson and Cohen, 2010); también la IL-2
causa la inhibicion del desarrollo de células T cooperadoras foliculares (T) y Thl7, pero pro-
mueven de la expansion de células Th17 una vez que las células se desarrollan (Liao et al., 2013).
Con esto como base, el presente estudio evalud el perfil de citocinas Thl, Th2 y Th17 de las

células NK-92mi y como su liberacion se ve afectada por la exposicion a V20Os.

Varias citocinas importantes regulan la sobrevivencia, desarrollo y funcion de las células
NK, incluyendo IL-2, -4, -7, -10, -12, -15, -18 y -21, factor de crecimiento transformante (TGF)-
B e interferones de tipo | (Marcais et al., 2013, Nandagopal et al., 2014). Mientras las células NK
secretan las citocinas antes mencionadas, también producen IFN-y. El presente estudio mostré que

el V205 causa la reduccion de la secrecion de 1L-2, IL-10 e IFN-y en la célula tratada debido a la
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disminucion en la viabilidad celular dependiente de procesos apoptdticos que fueron inducidos
por V20Os. Sin embargo, la disminucion de los niveles de IL-2 eran lo suficientemente altos para

compensar y asegurar una proliferacion celular.

Los mecanismos compensatorios han sido reportados en el sistema inmunolégico (Di Caro
et al., 2011). Es muy probable que dicho mecanismo esté presente en nuestros resultados, dado
que la viabilidad celular fue disminuyendo, la expresion de IL-2R y IL-15R [probablemente de
afinidad intermedia (Pillet et al., 2009)] fue en aumento, posiblemente como parte de algin me-
canismo para mantener captacion de IL-2 con el fin de mantener la viabilidad y/o activacion ce-
lular. Sin embargo, estaba claro que las células experimentaban algin compromiso extremo para
sobrevivir, tal como lo demuestran los patrones de expresion observados para Fas y FasL en la
concentracion mas alta de VV2Os probada, lo cual llevo a un inesperado pico de expresion de estas
moléculas, con cambios de tamafio y granularidad. Este patron puede reflejar la activacion de la

via apoptotica extracelular inducida por V20s.

La subunidad B del receptor a IL-2 tiene un largo tallo citoplasmético que dimeriza con la
cadenay comun del receptor de dicha citocina y activa la via JAK/STAT. En contraste, en células
NK la cadena a del receptor a IL-15R en la superficie de las células dendriticas presenta IL-15
(transpresentacion) a células NK que expresan la cadena 3 y y del receptor I1L-2/IL-15R, permi-
tiendo la sefializacién a través de estos complejos (Liao et al., 2013, Waldmann, 2006). JAK1,
JAK3, y STATS5 son elementos de transduccion de sefiales vinculadas al IL-2R y su via JAK-
STAT (Frank et al., 1995, Russell et al., 1994, Ross et al., 2010), pero la linea celular NK-92mi

es conocida por una subexpresion de CD25 en comparacion con la linea celular NK-92 (Maki et
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al., 2001, Tam et al., 1999). Por lo tanto, una explicacion mas probable para los resultados pre-
sentados fue que el V2Os altera la via de sefializacion mediada por la sub-unidad B del receptor a

IL-2/IL-15 que responde a IL-2 (Long et al., 2013).

La via de sefializacion mediada por IL-2/IL-15 requiere la autofosforilacion y activacion de
Janus cinasas (especialmente JAK1 y JAK3), que es esencial para la produccion de IFN-y e induce
tres cascadas de sefializacion paralelas (por ejemplo Ras-Raf-MEK, PI3-AKT-mTOR y STAT5)
(Kovanen and Leonard, 2004, Ma et al., 2006). El vanadato interfiere con la cascada de sefializa-
cion PIBK/Akt/mTOR (Goncalves et al., 2011) y algunos resultados preliminares de nuestro labo-
ratorio sugieren que el VV2Os también interfiere con la expresion de Akt y pAkt (datos no presen-
tados). Debido a la inhibicion de la via de PI3-AKT-mTOR la produccion de IFN-y se reduce
severamente (Nandagopal et al., 2014). La disminucion de la produccion observada de IFN-y que
se detect0 en el presente estudio podria ser secundaria a un efecto inhibidor de V2Os en la via de

sefializacion mediada por IL-2/IL-15.

El supresor de sefializacion de citocinas (SOCS) puede también regular la via JAK/STAT
pero por diferentes mecanismos (Haque and Sharma, 2006). Normalmente SOCS se une a los
residuos de fosfotirosina en los receptores y bloquea la union de STAT a los receptores; también
se une directamente a JAKSs especificas, inhibiendo de esta manera la actividad cinasa correspon-

diente a JAK (Furgan et al., 2013).

Los resultados indican que el V2Os induce un incremento en la fosforilacion de JAK3 y una
tendencia no significativa en la disminucién de la fosforilacion de STATS5 en conjunto con el
aumento de la expresion de SOCSL. Esto nos sugirio que V205, de una manera similar al vanadato

(Rehder, 2013a), inhibe las proteinas tirosina fosfatasas, previniendo asi la desfosforilacion de
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JAKy, por tanto, mantiene el estado de fosforilacion de JAK3. El incremento observado en SOCS
seria un intento de las células para apagar la via JAK/STAT; la consecuencia de esto seria la
inhibicion de la fosforilacion de STAT y la supresion de la sefializacion de citocinas. Del mismo
modo es bien sabido que el exceso de actividad de receptores tirosina cinasa (RTK) bajo ciertas
condiciones pueden conducir a la induccion de apoptosis (Kazi et al., 2014). El incremento de la
expresion de IL-2R/IL-15R y Fas/FasL observado en las células tratadas puede interpretarse como
un intento de las células para anular/compensar la retroalimentacion negativa de la sefializacion a
partir de los aumentos en SOCS vy la disminucién en la produccion de IL-2. La fosforilacion sos-
tenida de la cinasa se ha observado con otros tipos de agentes de vanadio, incluyendo vanadatos

(Huyer et al., 1997) y el oxovanadio (Vardatsikos et al., 2009).

IX. CONCLUSION

Los resultados de este estudio muestran que el V205 puede inhibir, a través del incremento de
SOCS la proliferacion de células NK-92mi asi como, la secrecion de la citocina anti-inflamatoria
IL-10 y la pro-inflamatoria IFN-y. Es posible que la exposicion de celulas NK humanas a V20s
pueda resultar en la inhibicion de la secrecion de esta y otras citocinas inmunorreguladoras a traves
de un mecanismo similar (Fig. 16). Estas evidencias podrian ayudar a explicar los efectos de V20s
en las células del sistema inmune innato y la incidencia elevada de infecciones, alergias y otros
padecimientos en trabajadores expuestos al V2Os/V y a residentes que viven en areas altamente

contaminadas conocidas por tener altos niveles de V en el aire y/o agua.
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Figura 16. Representacion esquematica del mecanismo de toxicidad inducido por V.0Os. Del lado
izquierdo de la figura se muestra la via de sefializacién activada por IL-2 en células NK-92mi (en relacion
a los pardmetros evaluados en este trabajo). En el lado derecho, la representacion gréafica de los efectos de
V205 en la via de sefalizacion inducida por IL-2. Los resultados demostraron que V,Os incremento la
fosforilacién de JAK3 via una posible inhibicion de proteinas tirosina fosfatasas (PTP), que resulto en un
decremento en la fosforilacion de STATS. Este decremento fue también secundario a un incremento en la
sintesis de SOCSL1 (este ultimo mecanismo necesita ser determinado). La disminucion en la fosforilacion
de STATS5 implico una reduccion en la sintesis de citocinas inflamatorias. El incremento de receptores en
la membrana celular tales como CD95, FasL y las dos subunidades o de los receptores IL-2R e IL-15R,
pudiera ser un mecanismo compensatorio secundario para disminuir la actividad de sefializacion de la pro-
liferacion. La regulacion negativa de la fosforilacion de JAK3 mediada por CD45 permanecié inalterada.
La translocacion de la fosfatidilserina fue evidente.
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