UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

AVEN"MA CE
Moo

EFECTO DE LA INHALACION DE VANADIO EN
CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO
(CPA) CD11c+ EN PULMON DE UN MODELO

MURINO

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

B I O L O G A

PRESENTA

SONIA ANDREA RIVERA PINEDA

DIRECTORA DE TESIS
DRA. MARTHA LUZ USTARROZ CANO

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dedicatoria

El presente trabajo esta dedicado a las personas mas importantes para mi por todo
el amor, esfuerzo y paciencia que me han brindado no sélo durante esta etapa, sino

cada dia de mi vida.

A mis papas, Sonia Pineda Aguirre y Ernesto Rivera Lopez, quienes han estado a
mi lado apoyandome incondicionalmente. A mis hermanos, Jorge y José, por
hacerme repasar todo lo aprendido y porque sin ellos la vida no seria divertida. Y a
Eduardo Martinez por todo lo compartido.



Agradecimientos

A mi directora de tesis, la Doctora Martha Ustarroz, por haberme aceptado como su
alumna en el laboratorio y haberme apoyado en el desarrollo del presente proyecto.
Por haberme ensefiado muchas cosas utiles para mi formacion tanto en el &mbito

académico como personal.

A la Doctora Nelly Lépez por los conocimientos compartidos sobre el vanadio y el
sistema respiratorio, asi como el apoyo y ensefianza tanto en el manejo, el sacrificio
y disecciéon de los ratones, como por las aportaciones al presente trabajo y la

resolucién de las dudas que tenia.

A la Doctora Teresa Fortoul por haberme acogido como miembro de su laboratorio
y por el apoyo brindado en la parte estadistica, asi como por sus consejos para darle

un mejor enfoque al proyecto.

A la Doctora Laura Colin Barenque por cuidarnos en los congresos y ser siempre
amable y accesible; por los aportes en la correccion de la Tesis y el apoyo brindado

para terminar este proyecto.

A todos los miembros del grupo de investigacion de la Doctora Fortoul, tanto
doctores como alumnos, por las observaciones y aportes al proyecto, por el
conocimiento y los alimentos -incluso las ensaladas- compartidos durante los

seminarios.

A la Doctora Diana Millan Aldaco de la unidad de Fisiologia Celular por su apoyo al

realizar los cortes por congelacién de los pulmones con tanto cuidado.
A Araceli Martinez por toda la ayuda y desveladas que hicieron posible esta tesis.

A mis sinodales, la Doctora Leticia Moreno, la Doctora Verdnica Anaya y el Doctor
Maximiliano Fierro, quienes han contribuido en el desarrollo del presente proyecto

desde el LICyT y lo han enriquecido con sus valiosas observaciones.



INDICE

INAICE A FIGUIAS. ... e, 5
INAICE @ CUAAIOS. ......evee e 6
1Yo [1oT=No [N | =T - TR 6
Glosario de abreviaturas. ... ... ... 7

R SUMI BN .o e e e 9

INErOAUCCION. ... e 10
Zona Metropolitana del Valle de MEXICO...........o.ouiuiiiiiiii e 10
CoNtaMINACION. ... 13
Particulas suspendidas (PM)...........oieiiiii e 14
N ANAAIO. e 18
Vanadio y el Sistema Respiratorio. ..o 23
Sistema Respiratorio y sus Mecanismos de Defensa.................coiiiiiiinn, 24

Cavidades NaSalesS. .........c.ouiuiiii 25
= 1] o = T 26
0= 4 o = PP 26
=1 10T 26
BrONQUIOS. ..ot 26
BroNQUIOIOS. ... e 27
Bronquiolos respiratorios. ... ... ..o 27
AIVEOIOS. ..o 28
MACTOfAQOS. ...ttt e 32
CAlUIAS DeNAritiCaS. ... .t 35
Células de Langerhans...........coouiiiiiii e 36



O LT e 37

CDC2. . e 37

Células Dendriticas Plasmacitoides..............coooiiiiiiiiiiiiiee e 38

Células Dendriticas Derivadas de MoNOCitos..............ccccvvviiiiiiiiieneennn. 38

Células Presentadoras de Antigeno.........ccooiiiii i 39

(O] i e e PP 42
JUSHIFICACION. .. 43
T 00 =S PP 43
ODJEtiVO GENEIAL. ... .. 43
Objetivos PartiCUIares. .........ooiii i e 43
MaterialeS Y MELOTOS. ... ... 44
MOdElO BiOlOQICO. ... e 44
Protocolo de INhalacion........... ..o 44
Sacrificio y DISecCiOn PUIMONAr..........o.iuiiii e 45
INMUNONISTOQUIMICA. .....eii e eae e 47
ANALISIS. .ot 49
RESURAAOS. ... e 51
CoNtEO CelUIAN. ...t 51
DENSIHOMEITA. .. e 52

IS CUSION . ..t 59
L@ o 0= o = 65
REFEIENCIAS. ... e 66



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Zona Metropolitana del Valle de MéXiCO...........ccciiiiiiiiiiiiie 11
Figura 2. Contaminantes primarios y SECUNdarios. .............ocvuvuiiiuiiiiiiiiiiiiieeeeaes 14

Figura 3. Diametro de las particulas suspendidas y su deposicién en las vias

BB, ..ttt e 16
Figura 4. Grupos sensibles a la contaminacion.................oooiiiiiiiiiiii e 17
Figura 5. Principales fuentes de vanadio en la atmésfera...................cccoiin, 20
Figura 6. Efectos de la exposicién a vanadio en las vias respiratorias......................... 23
Figura 7. El sistema respiratorio. ..........o.ouiuiuii e 25
Figura 8. Células Presentadoras de Antigeno alveolares.................cccooiviiiiiiiiiinn.. 31
Figura 9. Macrofagos residentes de tejidos........o.oviiiiiiiiii 32
Figura 10. Desarrollo de las Células Presentadoras de Antigenos...............cccccceeenen. 40
Figura 11. Camara de acrilico y nebulizador para las exposiciones....................ccccuue. 45
Figura 12. Fijacion por PerfUSION. .........ouu e 46
Figura 13. Diagrama del método de inmunohistoquimica......................col. 48
Figura 14. USO de IMageJ. ... oo 49
Figura 15. Resumen del MEtOdO. .........ouieiiii e 50

Figura 16. Fotomicrografias representativas de la inmunohistoquimica, control, semana 2,

Figura 17. Procesamiento de imagenes en Photoshop............c.cooiiiiiiiiiiiiii i, 53

Fotomicrografias representativas de la inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmon:

Figura 18. OrganiSmo CONtrOl..........coii e 54
Figura 19. Organismo expuesto a V>Os por una Semana.............c.ccueuvrerenenennns 55
Figura 20. Organismo expuesto a V>Os por dos Semanas...............cceeveveeennnnnn. 56
Figura 21. Organismo expuesto a V>Os por tres Semanas. ............cc.vuveveeneiennnnns 57



Figura 22. Organismo expuesto a V,Os por cuatro semanas...............ccco.cueneene. 58

Figura 23. Organismo expuesto a V2Os por cuatro semanas, células

DINUCIEAAAS. .. .o e e e e 58

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Efecto de la exposicion a V20s en un modelo murino.............c.coceeeiviiiieinnnnnn. 22

INDICE DE GRAFICAS

Grafica 1. Efecto de la exposicién a V20s sobre el nimero de células CD11c+ de

Gréfica 2. Efecto de la exposicion a V20s sobre la densidad media de la marca CD11c

expresada en las CPAsS de pulmoON. ... ... 53



Al

CD
CD11c
CDc
CDmo
CDp
CL

CcO
CPAs
CSF-1
dsRNA
EPOC
Fe
IFNy

IRF4
M1
M2
MAT
MHC
MHCII
Na
NO:
NOx

Os

Pb
PM
PM
PMao
PMas
PS
PST
SO,
SOx
TGFB
Ti
TLR
TNFa

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Aluminio

Carbén

Células dendriticas

Cluster of differentiation 11c

Células dendriticas convencionales
Células dendriticas derivadas de monocitos
Células dendricas plasmacitoides
Células de Langerhans

Monoxido de carbono

Células presentadoras de antigenos
Factor estimulante de colonias

RNA de doble cadena

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
Fierro

Interferon gamma

Interleucina

Factor 4 regulador del interferon
Macréfagos activados por la via clasica
Macréfagos activados por la via alternativa
Macréfagos asociados a tumores
Complejo mayor de histocompatibilidad
Complejo mayor de histocompatibilidad I
Sodio

Dioxido de nitrdgeno

Oxidos de nitrégeno

Oxigeno

Ozono

Plomo

Particulate Matter (Material Particulado)
Material Particulado <1pym

Material Particulado <10pum

Material Particulado <2.5um

Proteina surfactante

Particulas suspendidas totales

Dioxido de azufre

Oxidos de azufre

Factor de crecimiento tumoral beta
Titanio

Tool like receptor

Factor de necrosis tumoral alfa



\% Vanadio

V205 Pentoxido de vanadio

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial
ZMVM Zona Metropolitana del Valle de México



EFECTO DE LA INHALACION DE VANADIO EN CELULAS
PRESENTADORAS DE ANTIGENO (CPA) CD11c+ EN
PULMON DE UN MODELO MURINO

RESUMEN

Los productos derivados de la combustién de petréleo, como la gasolina, son la principal
fuente de vanadio (V); las particulas suspendidas (PM) pueden ser vehiculo de dicho metal.
La inhalacién de V es la mayor fuente de absorcion (+ 25%) y ocasiona sintomas como:
dificultad respiratoria, inflamacién, irritacion en mucosas, etc. Entre los mecanismos de
defensa del sistema respiratorio estan las células presentadoras de antigenos (CPAs), tales
como los macréfagos que actian como mediadores de una respuesta innata, y las células
dendriticas (CD), favorecen una respuesta inmune adaptativa, ambas CD11c+. Los
cambios en estas poblaciones celulares pueden ocasionar alteraciones en la respuesta
inmunoldgica por lo que se determind el efecto de la exposicion a V2Os en las CPAs del
pulmén de ratdén caracterizandolas mediante inmunohistoquimica para CD11c, para su
cuantificacion y andlisis. Se utilizaron 20 ratones en el grupo experimental y 20 de control;
inhalaron 1.4mg/m? de V, 2 veces por semana, durante 4 semanas. Se sacrificaron 5
ratones por grupo cada semana; se extrajeron los pulmones y se realizaron cortes por
congelacion a los que se les hizo inmunohistoquimica para CD11c. Se cuantificaron las
células (ImageJ) CD11c+ y analisis de densitometria de marca positiva (DensiFe, MATLAB
central). Los datos se analizaron mediante un ANOVA p<0.05 post Hoc Dunnet. Los
resultados muestran que posterior a la exposicion a V por 4 semanas hubo un aumento de
las CPAs CD1lc+, tanto en numero de células con marca, como en intensidad del
marcador, siendo un cambio significativo con respecto al control. Probablemente este
aumento se deba a que el pulmén es el primer 6rgano al que llega el V. Este resultado es
importante pues cualquier cambio en el marcador o en el nimero de CPAs CD11c+ puede

repercutir en la respuesta inmunolégica, ocasionando problemas en la salud.



INTRODUCCION
ZONA METROPOLITANA DEL VALLE DE MEXICO

Al centro de la Republica Mexicana, en la porcion meridional de la altiplanicie mexicana, a
una altitud promedio de 2240 metros sobre el nivel del mar, se encuentra la Cuenca del
Valle de México y dentro de ésta se localiza la Zona Metropolitana del Valle de México
(ZMVM) (Comision Ambiental Metropolitana, 2000; SMA-GDF, RAMA, 2005). La ZMVM
forma parte de una cuenca endorreica, es decir, se encuentra rodeada por sierras de origen
volcénico con cumbres que alcanzan alturas promedio de 3,200 m y superiores a los 5,000
m, por lo que se constituye como una cuenca atmosférica semicerrada (SMA-GDF, 2008);
se integra por varias entidades federativas: la mayor parte del Estado de México, la
totalidad de la Ciudad de México, el occidente de Tlaxcala, una pequefia porcion del oeste
de Puebla y el sur del estado de Hidalgo (Figura 1). Aproximadamente el 65.5% de su
superficie es de uso urbano y 34.5% es zona rural, incluyendo usos: agricola, pecuario,

forestal y areas de conservacion (Comision Ambiental Metropolitana, 2000).

Las Zonas Metropolitanas se caracterizan por una tendencia a la concentracion de la
poblacion, se delimitan a partir de la interaccién de municipios completos que, ademas de
la colindancia geogréfica, comparten un alto grado de integraciébn socioeconomica
rebasando sus limites territoriales e incorporandose en sus areas de influencia directa y
compartiendo procesos de conurbacion (SEDESOL, CONAPO, INEGI, 2012).

Debido a su alta densidad poblacional la ZMVM es considerada la tercera metrépoli mas
poblada del mundo (después de Tokio y la conformada por Nueva York — Filadelfia) y la
mas grande de América Latina y del pais, con poco mas de 20 millones de personas, lo que
equivale a 17.9% de los habitantes del pais 0 31.5% de las personas asentadas en alguna
de las 59 zonas metropolitanas del pais (Comision Ambiental Metropolitana 2000; INEGI,
2011; SEMARNAT, 2012).

Y también se le considera como una de las zonas urbanas con mayor contaminacion
atmosférica en el mundo, y aunque este fendbmeno se ve favorecido por una serie de
caracteristicas fisiograficas -los distintos tipos de relieve- y climéticas propias de la zona,
son las actividades humanas o factores antropoldgicos y las emisiones contaminantes que
generan los que han contribuido considerablemente al deterioro de la calidad del aire que
los residentes de la ZMVM han respirado durante las ultimas décadas (SMA-GDF, 2008;
SMA-GDF, RAMA, 2005; Comision Ambiental Metropolitana, 2000).
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Figura 1. Zona Metropolitana del Valle de México. Limita al norte con el estado de Hidalgo, al oriente con los estados de Tlaxcala y Puebla,
al sur con el estado de Morelos y al poniente con la Cuenca del Panuco; se encuentra rodeada por diversas elevaciones y a una altitud
promedio de 2240 msnm. Tomado de INEGI. Cuaderno estadistico y geografico de la zona metropolitana del valle de México 2014. Mapa
2.

Entre los diversos factores fisiograficos y climéticos que influyen en la calidad del aire de la

ZMVM podemos destacar los siguientes:

e Orografia: Al encontrarse rodeada por diversas elevaciones se forma una barrera
natural en la que los fendbmenos meteorolégicos que confluyen dificultan la
circulaciéon del aire, propiciando la acumulacion de los contaminantes (Comision
Ambiental Metropolitana, 2000; SMA-GDF, 2008).

e Altitud: Debido a los 2,240 msnm iniciales de la cuenca, los procesos de combustion
operan deficientemente y emiten mayor cantidad de contaminantes a la atmésfera,
esto como consecuencia del bajo contenido de oxigeno en el aire, el cual es
aproximadamente 23% menor que a nivel del mar. Ademas, a mayor altitud se debe
inhalar una mayor cantidad de aire para obtener suficiente O, y como consecuencia
también se inhala una mayor dosis de contaminantes. (Molinay Molina, 2004; SMA-
GDF, 2008; PROAIRE, 2002).
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Posicion latitudinal: Esto ocasiona que reciba una radiacion solar intensa, gracias a
la cual se acelera la formacion fotoquimica de contaminantes atmosféricos como las
particulas secundarias y el ozono, esto como resultado de complejas reacciones
que la luz ultravioleta del sol desencadena entre los 6xidos de nitrégeno y los
hidrocarburos emitidos a la atmésfera, los cuales son precursores del ozono (SMA-
GDF 2008; PROAIRE, 2002).

Ubicacion en la region centro del pais: Propicia que a lo largo del afo resulte
afectada por sistemas anticiclénicos generados tanto en el Golfo de México como
en el Océano Pacifico, los cuales tienen la capacidad de generar capsulas de aire
inmovil, que incluso pueden abarcar regiones mayores que el Valle de México;
dichas capsulas mantienen el cielo despejado, aumentan la capacidad fotoquimica
de la atmosfera e inducen la disminucion de la velocidad de los vientos cerca de la
superficie del suelo, inhibiendo el movimiento vertical y horizontal del aire lo cual
dificulta la dispersion de gases y particulas contaminantes (SMA-GDF, 2008;
Comision Ambiental Metropolitana, 2000; PROAIRE, 2002).

Posicion geogréfica, morfologia del valle de México y sistemas de alta presion:
Como resultado de la asociacion de estos factores se presentan frecuentes
inversiones térmicas; estas se producen con el aumento de la temperatura en ciertas
capas de la atmosfera que frenan el movimiento del aire (el aire frio de las capas
inferiores no puede elevarse), produciendo una estabilidad atmosférica temporal
que induce el estancamiento de masas de aire en la atmésfera, esto inhibe la
capacidad de autodepuracion atmosférica y favorece la acumulaciéon de los
contaminantes (SMA-GDF, 2008; PROAIRE, 2002).

Actividad volcénica: Vulcanismo cercano a la ZMVM emite principalmente roca

pulverizada y vapores de acidos minerales.

Mientras que los factores antropolégicos que provocan la aparicion de contaminantes
encontramos el uso desmedido del automévil y vehiculos de combustion en general (para
el 2012 se reporté el uso de 47 millones de litros de gasolina), el funcionamiento de las
fabricas e industrias, los suelos carentes de cubierta vegetal o asfaltica, asi como una gran

variedad de actividades en donde se utilizan solventes (SMA-GDF, 2013).
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Estas fuentes emiten diversos tipos de contaminantes dentro de los que destacan el
mondxido de carbono (CO), los compuestos organicos volatiles (COV), éxidos de nitrégeno
(NOX), particulas suspendidas totales (PST) y, dentro de éstas, las particulas menores a
10u (PMyo), las particulas menores a 2.5 (PMs) y las menores a 1 o ultrafinas (PM 1) (PM
por sus siglas en ingles Particulate Matter) que terminan en la atmdésfera (SEMARNAT,
2013).

CONTAMINACION

El aire estd compuesto de manera natural por nitrégeno (78%), oxigeno (21%) y pequefias
cantidades de otros gases (1%), sin embargo, en muchos lugares, principalmente en las
grandes urbes, como la Ciudad de México, esta estructura se encuentra alterada por
diversos componentes como sustancias quimicas o polvos emitidos en su mayoria por la
actividad humana (SMA-GDF, 2013).

La contaminacién atmosférica es una mezcla altamente variable y compleja de substancias
sélidas, liquidas y gaseosas gue interactlian entre si y que pueden resultar dafiinas para la
salud de los seres vivos. Dichas substancias o contaminantes pueden ser producidos de
dos maneras: ya sea al ser emitidos directamente a la atmésfera o ser formados en la
atmadsfera a partir de reacciones de los contaminantes ahi presentes, por lo que se clasifican

en dos categorias: primarios y secundarios (Figura 2) (WHO, 2006).

e Contaminantes primarios: Son aquellos que se emiten a la atmésfera a partir de una
fuente como las chimeneas de las fabricas, incendios forestales o agricolas,
volcanes o a través de la suspension de polvo por accién del viento o el paso de

vehiculos, asi como sus emisiones de combustion.
¢ Contaminantes secundarios: Son aquellos que se forman por reacciones de los

contaminantes primarios y los componentes naturales de la atmésfera como el

oxigeno y el agua.

13
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Figura 2. Los contaminantes primarios son emitidos a partir de diversas fuentes (azul) y los secundarios se forman a partir de diversas

reacciones en la atmdsfera, por ejemplo: (O2 -> Ogs); (SO2 -> HzS04); (NO -> NOz). Imagen tomada y editada de
http://www.aire.df.gob.mx/default.php?opc=%27Y6BhnmKkZg==%27

Muchos de los contaminantes atmosféricos son generados y respirados por los seres
humanos y son potencialmente dafiinos para su salud de diversas maneras, desde sutiles
cambios bioquimicos y fisioldgicos, hasta enfermedades severas, lo que produce un
aumento en la morbilidad y mortalidad; sus efectos perjudiciales se atribuyen a 6xidos de
nitrégeno (NOx), ozono (O3), monoxido de carbono (CO) y 6xidos de azufre (SOXx), sin
embargo, las particulas suspendidas y en especial las PM2s son el contaminante
atmosférico més estudiado y frecuentemente usado como un indicador proxy -medicion
indirecta que representa un fendmeno en ausencia de un método directo de medicién- de

exposicion a contaminacion aérea (Alfaro-Moreno, et al, 2002; WHO, 2016).

PARTICULAS SUSPENDIDAS (PM)

Las particulas suspendidas son una mezcla compleja de materiales soélidos y liquidos
generalmente asociados a un nucleo de carbon que se encuentran suspendidos en la
atmosfera provenientes tanto de contaminantes primarios como secundarios por lo que su
composicion y tamafio pueden variar significativamente. El tamafio de las particulas puede

ir desde 0.005 hasta 100um de didmetro aerodindmico, sin embargo, las particulas de

14



mayor tamafio tienen tiempos cortos de presencia en la atmésfera, ya que se depositan
rapidamente por la accion de la gravedad, por lo que su presencia es mas frecuente en
areas cercanas a las fuentes de emision; debido a lo anterior, en el aire hay pocas particulas
que exceden los 20um de diametro, mientras que las menores a 10um las que representan
mayor riesgo para la salud debido a que por su tamafio pueden ingresar facilmente al
sistema respiratorio (Zuk, et a., 2007; Vallejo, et. al, 2002; WHO, 2006).

Para su estudio, la clasificacion de las particulas suspendidas se ha elaborado con base en
su tamafio aerodinamico; dicha clasificacibn comenzé en los afios 70 con el estudio de las
particulas suspendidas totales (PST), que son aquellas con un didmetro menor de 100um
y en 1994 se implementaron normas para las PMio en México y poco mas de una década
mas tarde, en 2005 para las PM2s (Zuk, et. al., 2007).

Actualmente, la clasificacion de las particulas suspendidas es la siguiente (Vallgjo, et. al.,
2002):

e PMyo. Particulas burdas: Tienen un didmetro menor de 10 um, pero mayor de 2.5

um. Tienen algunos componentes como silicatos, Ti, Al, Na, Fe y cloruros.

e PM;s. Particulas finas: Tienen un diametro igual o menor a los 2.5 um. Estan
compuestas por productos derivados principalmente de la combustion de diesel,
como C, Pb, V, SOz y NO..

e PM.. Particulas ultrafinas: Tienen un diametro igual o menor a 1 um. Estan
compuestas por productos de quema agricola y forestal y combustién de gasolina y

diesel.
-Por definicion, las PMyg incluyen a las PM2s y a las PM 1.

Esta clasificacién de las particulas suspendidas de acuerdo a su tamafio aerodinamico sirve
para determinar los procesos de transporte y remocién en el aire y los sitios de deposicioén

y limpieza en el tracto respiratorio de las particulas (WHO, 2006).

El sistema respiratorio es el medio de entrada para las particulas inhaladas, lo que se ve
reflejado en sus potenciales efectos clinicos o subclinicos en las diferentes regiones del
tracto respiratorio como resultado de las distintas interacciones con las particulas. Se sabe
que entre mas pequefia sea una particula, mayor serd la posibilidad de entrada a zonas

profundas en las vias respiratorias. Las PM;o pueden entrar directamente a las vias aéreas
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conductoras y se depositan en sus diferentes regiones, mientras que las PM.s y las
particulas ultrafinas pueden alcanzar las vias aéreas respiratorias y depositarse en los
alveolos, aunado a esto, se han observado muchas asociaciones epidemiolégicas entre las
exposiciones, tanto de corto como largo plazo a particulas de menor tamafio y un aumento
en la incidencia de enfermedades pulmonares y cardiovasculares y de mortalidad;
globalmente, 3 millones de muertes fueron atribuibles a la contaminacién ambiental aérea
en 2012 (Figura 3) (Harrison y Yin, 2000; Alfaro-Moreno, et. al., 2002; WHO, 2006; Zuk, et.
al., 2007).

PM10 <10 pm

PM2.5<2.5 um

|‘ PM Ultrafinas <1pm

Figura 3. Diametro de las particulas suspendidas y su deposicion en las vias aéreas. Composicién propia.
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Las particulas suspendidas pueden actuar como vehiculo de substancias toxicas
absorbidas o adheridas a su superficie, lo que complica su investigacion y la interpretaciéon
de los hallazgos en los riesgos de exposicion debido a su gran heterogeneidad; son muchos
los factores presentes en la composicion que definen su toxicidad relativa (como el area de
superficie y su composicion), juegan un rol en la promocién y perpetuacion en la respuesta
inflamatoria pulmonar asociada al desarrollo o exacerbacién de enfermedades como asma,
bronquitis crénica o cancer de pulmén y con esto favorecen la obstruccién de las vias
aéreas y la disminucion del intercambio gaseoso. Los efectos en la salud producidos por
las particulas se presentan en todas las edades, sin embargo, hay sectores de la poblacion
con mayor sensibilidad, como nifios, adultos mayores y personas con problemas
respiratorios o cardiovasculares (Figura 4). Dentro de esta gran heterogeneidad, elementos
metalicos como el vanadio (V), niquel (Ni), o plomo (Pb) son conocidos causantes de
inflamacién o cancer, y también han sido reportados como elementos toxicos presentes en
las particulas producidas durante la quema de combustibles y han sido detectados con
frecuencia en las PMyo de la Ciudad de México. De acuerdo a la revision realizada por
Cohen y colaboradores en 2007, varios estudios han relacionado la presencia de V como
un factor significativo en la inmunomodulacién pulmonar tras la inhalacion de PM. (Alfaro-
Moreno, et. al., 2002; WHO, 2006; De Haar, et. al., 2008; Rondini, et. al., 2010; SIMAT,
2015).

Grupos sensibles a la contaminacién

Nifos Adultos mayores Asmaticos Deportistas

o 0‘ @G-

o \&
Su organismo se Por su edad el La contaminacion es La actividad fisica
encuentra en organismo presenta un activador de aumenta la
desarrollo. Suelen alta sensibilidad a la episodios de asma demanda de aire y
permanecer mas contaminacion en cualquier época por lo tanto la
tiempo al aire libre del ano. exposicion a los

contaminantes

Figura 4. Grupos sensibles de la poblacion ante la exposicién a contaminantes como las particulas suspendidas. Tomada del informe de
calidad del aire en la Ciudad de México 2014, SIMAT 2015.
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Fortoul y colaboradores en 2002 realizaron el analisis de muestras de tejido pulmonar de
personas que murieron en las décadas de 1960 y 1990 y observaron un aumento de
aproximadamente 20% en las concentraciones de vanadio en las muestras: habia 1.04+-
0.05ug/gm en los tejidos de 1960 y 1.36+-0.08ug/gm en los de 1990; esto podria ser un
reflejo del incremento en el consumo de gasolina como consecuencia del crecimiento del
parque vehicular de la ZMVM, ya que la Unica correlacién encontrada fue la década, ni el
género, edad, causa de muerte, ocupacion, habitos tabaquicos o area de residencia fueron
factores significativos. Esta tendencia implica el aumento de las concentraciones de V en
el ambiente y con ello un riesgo para la salud humana por lo que resulta un metal de interés

para la evaluacion de los efectos adversos de los contaminantes.

VANADIO

El V es el primer metal de transicion del grupo Vb y como tal puede existir en un amplio
rango de estados de oxidacion, desde -1 y hasta +5, tanto de forma ani6nica como
catidnica, siendo las formas tetravalente y pentavalente las mas comunes en los sistemas
biol6gicos, este elemento de numero atomico 23 puede ser un metal de color gris-
blangquecino o un polvo blanco lustroso o gris claro; el V elemental no se encuentra en la
naturaleza, sin embargo, compuestos de V se encuentran en aproximadamente 65
minerales y forman parte de rocas y suelos ricos en azufre y también se encuentran en
depdsitos de petréleo crudo. La forma comercial mas comuin es el pentdxido de vanadio
(V20s), en el cual se encuentra de forma pentavalente como un polvo de color amarillo-
rojizo (Cohen, 1998; Costigan, et. al., 2001; IARC, 2006; Lopez, 2008; ATSDR, 2012;
Assemy Levy, 2012).

El'V, principalmente como V,0s, es usado en muchas areas, por ejemplo: en la manufactura
de aleaciones metalicas (acero y titanio), como catalizador oxidante en la produccién de
quimicos industriales (acido sulfdrico a partir de diéxido de azufre), en la produccion de
pigmentos o colorantes (amarillo y azul), como inhibidor de corrosién en procesos de
produccion de hidrégeno o despolarizante de luz UV en vidrios, entre otros usos
industriales; algunos compuestos con este metal también se han usado a lo largo de la
historia en tratamientos médicos para anemia, diabetes, tuberculosis, leishmaniasis, sifilis,

para mejorar el rendimiento de los atleta o disminuir el colesterol, sin embargo, se ha
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observado la manifestacion de signos y sintomas téxicos tanto en los tratamientos como en
los trabajadores expuestos a este metal en entornos industriales. (Barceloux, 1999; Fortoul,
et. al., 2002; IARC, 2006; Ingram, et. al., 2007; Assem y Levy, 2009; Black, et. al., 2015).

Musk, y Tees en 1982 y posteriormente Irsigler, et al. en 1999 observaron la induccion de
asma e hiperreactividad bronquial en trabajadores expuestos ocupacionalmente a
compuestos de V que previamente se encontraban sanos, sentando interés en el efecto
adverso de dicho metal en la salud humana. La exposicién ocupacional a particulas de V20s
se da principalmente durante la limpieza de calderas de quema de petréleo y hornos, ya
que compuestos organicos con V presentes en el petrdleo y carbdn pueden ser liberados;
las exposiciones clinicas mas significativas ocurren cuando los trabajadores inhalan V2Os,
casi como una regla, se ha observado que la toxicidad de vanadio aumenta conforme su
valencia aumenta, siendo el V.Os siendo la forma mas toxica. (Pierce, et. al., 1996;
Barceloux,, 1999; Assem y Levy, 2009).

En el petrdleo se puede encontrar al V como un compuesto organometalico, su
concentracion varia dependiendo de la fuente de extraccion; petréleos como el Western
venezolano o el Maya mexicano tienen las concentraciones mas altas de V. La fuente mas
importante de contaminacién ambiental con V es la quema de petréleo (como gasolina en
vehiculos automotores) y carbén con aproximadamente el 90%. Las particulas de V en la
atmoésfera suelen depositarse en el suelo o son despejadas del aire por la lluvia, sin
embargo con frecuencia tienden a encontrarse como V.0s adheridas en las fracciones de
particulas suspendidas mas pequefas, principalmente en las PM.s ya que mientras mas
pequefia es la particula, mayor es la cantidad de metales que se le puede adosar, y de esta
manera pueden permanecer en el aire por periodos de tiempo mas largos y ser
transportadas lejos del sitio de emision. El V no puede ser destruido en el ambiente, solo
puede cambiar su forma o unirse o separarse del material particulado (Barceloux, 1999;
Costigan, et. al., 2001; Rheder, 2003; Fortoul, et. al., 2011; ATSDR, 2012). Las principales

fuentes naturales y antropogénicas de V en la atmdsfera se ilustran en la figura 5.

México consume grandes cantidades de combustibles ricos en V y el V.05 que se emite a
la atmdsfera en este proceso entra al cuerpo a través del sistema respiratorio adosado a
particulas suspendidas en el aire, ésta es la principal forma en que la poblacién general se
ve expuesta; mientras que la absorcion de compuestos de V es pobre después de la

administracion oral, la exposicion por inhalacion es la principal forma de absorcion, con
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aproximadamente 25% (Fortoul, et. al., 2002; Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano,
2006; Black, et. al., 2015).

Vanadio

lncendios \

* 4* is* 56;‘_ Vulcanismo

4 Ay f‘&ﬁﬁ

_F::a'_bricas A

Suelossinastuiglr- Quema‘de combustlbles , o
Figura 5. Principales fuentes de vanadio en la atmésfera. Fuentes naturales: intemperismo de suelos y rocas, actividad volcanica, incendios

forestales y procesos biogénicos. Fuentes antropogénicas: combustion en vehiculos automotores, generacién de energia y agricultura.
(Costigan 2001; Fortoul, 2002; Imagen tomada y editada de http://www.aire.df.gob.mx/default.php?opc=%27Y6BhnmKkZg==%27

Como reflejo del aumento en la quema de combustibles fosiles se ha observado la emisién
de grandes cantidades de vanadio a la atmdésfera, dando como resultado que la
concentracion de este elemento en el aire de las grandes ciudades se incremente. Se ha
reportado que en zonas urbanas las concentraciones de V en el aire van de 0.05 a 1.4
ng/m?® mientras que en areas rurales se llegan a alcanzar 0.0024 ug/m?3, para la Ciudad de
México se han encontrado valores de hasta 0.114 ug/m®en PMioy 0.093 pg/m? en las PMas.
Los suelos con poca actividad antropogénica poseen bajos niveles de V, a diferencia de
suelos asociados a actividades industriales, los cuales presentan un aumento significativo
de estos niveles, alcanzando hasta 19.3 g de V por gramo de suelo en la vecindad de una
refineria de crudo en Catalufia. Byrne y Kosta (1978) estimaron que se presenta una ingesta
diaria de 1ug de vanadio por inhalacion, asumiendo que la concentracion de V en el aire
sea de aproximadamente 0.05ug/m?® (Cohen, 1998; Nadal, et. al., 2004; Gutiérrez-Castillo,
et. al., 2006; IARC, 2006).
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La intoxicacion por V se refleja en sintomas como: irritacion ocular, de nariz y pulmones,
tos, sibilancias, disnea, dolor de pecho y disminucion de la funcién pulmonar; se ha
observado que otros érganos como rifién, higado, sangre y tejidos formadores de sangre,
tracto reproductivo y algunos érganos linfoides también se pueden ver afectados como
resultado de transporte sistémico de V (Fortoul, et. al., 2002; IARC, 2006; Turpin, et. al.,
2010). Algunos efectos observados en un modelo murino de exposicion a V,0s se enlistan
en la tabla 1 (Fortoul, et. al., 2014).

La mayor parte de los efectos toxicos de la exposicién a V se observan en el sistema
respiratorio, que es la principal via de entrada, los compuestos de V pueden llegar a las
vias aéreas mas profundas y alcanzar la zona alveolar donde pueden traslocarse y entrar
al sistema circulatorio donde se oxidan a iones vanadato que son transportados por
transferina o albumina, proteinas que contienen fierro y con el cual probablemente se asocia
selectivamente; pueden entrar a células a través de canales anionicos de fosfatos y
cromatos y son reducidos de vanadato a vanadil (IV) por reductores celulares como el
glutation, 4cido ascérbico y NADPH, entre otros; el vanadil puede unirse a proteinas o de
nuevo ser oxidado facilmente a vanadato. Estos cambios oxido-reductivos representan un
medio significativo de toxicidad, ya que durante estos procesos no sélo se ven disminuidas
las cantidades de reductores en la célula, sino que también se producen otras alteraciones,
como el aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno, alteraciones en el
balance fosforilativo de muchas proteinas como consecuencia de la inhibicion de fosfatasas
y la inhibicién de sistemas enzimaticos por el parecido de los iones vanadato con los restos
de fosfato (Cohen, 1998; Pierce, et. al., 1996; Evangelou, 2002; Goc, 2006; Cooper, 2007;
Korbecki, et. al., 2012).

Los compuestos de V se distribuyen principalmente en rifiones, higado, sangre y hueso
estos organos tienen sus propios mecanismos de limpieza, sin embargo, parece que el sitio
de mayor retencién a largo plazo es el hueso; al actuar como depésito, la posibilidad de
sufrir efectos téxicos aumenta, no sélo en la funcidn y bioquimica del hueso, sino en las
funciones hematopoyéticas que realiza, incluyendo el desarrollo y funcion de las células del
sistema inmune (Cohen, 1998; Pierce, et. al., 1996; Evangelou, 2002; Cooper, 2007;
Korbecki, et. al., 2012).
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ORGANO

PULMON

SISTEMA NERVIOSO

TEJDO
HEMATOPQYETICO

TIMO

BAZO Y NODULOS
LINFATICOS

SISTEMA

REPRODUCTIVO

HIGADO

PANCREAS

CANCER

ENFERMEDAD
Asma
Hiperreactividad bronquial

Bronquitis
Neumonia

Neurodegeneracion

Anemia normociticay
normocromica

Baja fertilidad

SINTOMAS CLIiNICOS

Tos persistente
Dificultad para respirar
Sibilancias

Irritacién pulmonar

Alteraciones neuro
comportamentales
Disfuncién olfatoria
Discapacidad de memoria
espacial

Bajo conteo y
malformaciones de
espermas

Inflamacién

Disminucion del area y
tamario de los tumores

HISTOLOGIA

Inflamacion en el parénquima y epitelio bronquiolar
Hiperplasia de células bronquiolares no ciliadas
Engrosamiento de la capa de musculo liso.

Perdida de espinas dendriticas

Muerte neuronal

Perdida de cilios y desprendimiento celular del epitelio ependimal
de la membrana basal en la barrera hematoencefalica

Daiio oxidativo en el pleuro coroideo

Hemolisis

Estrés oxidativo

Peroxidacion lipidica

Leucocitosis (neutrofilos)

Linfocitosis

Trombocitosis

Megacariocitosis en bazo y medula osea
Plaguetas gigantes

Medula mas delgada y distribuida en los l6bulos timicos

Esplenomegalia

Aumento dela pulpa blanca, con centros germinales grandes no
delimitados claramente y proliferacién de linfocitos

Aumento en numero y tamafio de los centros germinales en
nodulos linfaticos

Activacian de linfocitos independiente de antigeno

Aumento en numero y reactividad de células B

Cambios en la morfologia nuclear y aumento de nucléolos

Reabsorciones y disminucion de sitios de implantacion
Aumento del estado de anestro

Baja viabilidad y malformaciones fetales

Aumento de foliculos atresicos

Disrupcion en tubulos seminiferos

Apoptosis de células germinales

Inhibicién de la espermatogénesis

Meganucleos en los hepatocitos

Aumento de células inflamatorias

Peroxidacion lipidica

Aumento de granulos de zimogeno e hinchazon en células
acinares

Muerte por apoptosis en células tumorales

BIOQUIMICA

Aumento Disminucion
IL—6
TNFa
4-hidroxinonenal
Actividad de MMP-
9y MMP-2 en
corteza, bulbo
offatorio, hipocampo
y cuerpo estriado
ATPasa Na/K
IR Agregacion
Fustfqnlauon plaquetaria
pPro ellcar Proteinas tirosin
“Seetia fosfatasas
CD11c
MHCII
Ki67
IL-12
CD25
4-hidroxinonenal Gamatubulina
Actina
TBARS
Amilasa
Trigliceridos
P53
Bax Bcl2

TABLA 1. Efecto de la exposicién a la inhalacién de V20s en un modelo murino. Se describen los efectos en varios érganos a través de los cambios observados en diversos marcadores (bioquimica),

[44

cambios en los tejidos (histologia) y sintomas clinicos observados. En los recuadros en blanco no se han observado ese tipo de efectos. (Fortoul, 2014)



VANADIO Y EL SISTEMA RESPIRATORIO

Se ha reportado que la inhalacion de V causa irritacion tanto en garganta como en las vias
respiratorias superiores e inferiores, produce tos, sibilancias, mayor produccion de moco y
flujo nasal, opresién en el pecho, hiperreactividad bronquial y limitacion de flujo de aire en

las vias aéreas (Pierce, et. al., 1996; Rondini, et. al., 2010; Fortoul, et. al., 2014).

Estos sintomas pueden ser reflejo de diversos cambios histol6gicos causados por el V; en
trabajadores cronicamente expuestos se observé aumento de neutrdéfilos en la mucosa
nasal y en primates no humanos el aumento de neutréfilos se observé en pulmon; en ratas
se ha reportado hiperplasia de las células bronquiolares no ciliadas, aumento de musculo
liso en vias aéreas y fibrosis peribronquial; en ratones el flujo de leucocitos
polimorfonucleares y aumento en la sintesis de mediadores proinflamatorios y la presencia
de focos inflamatorios en el parénquima pulmonar (Figura 6) (Pierce, et. al., 1996; Ingram,
et. al., 2007; Cooper, 2007; Lépez, 2008; Fortoul, et. al., 2014).

Tos

APARATO Disnea
Irritacion / Inflamacidn

4+ Mdsculo liso
Hiperplasia de células no ciliadas

Fibrosis peribronquiolar

-~
»
Y

Dolor de pecho

Metaplasia

4 Células polimorfonucleares

Figura 6. Efectos de la exposicion a Vanadio en las vias respiratorias. Elaboracién propia.
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Aunque la eliminacion inicial de V en pulmén es rdpida (40% en una hora), no se ha
registrado que ocurra la depuracién total, por lo que las particulas permanecen en los
pulmones y sus sitios inmunolégicamente activos por largos periodos de tiempo; si bien son
muchos los efectos que se han descrito tras la inhalacion de V en el pulmén, son pocos los
trabajos que se han enfocado al estudio de las células encargadas de la defensa del sistema
respiratorio, como los macréfagos o las células dendriticas (CD); los macrofagos
constituyen la primer linea de defensa contra particulas extrafias o microrganismos
inhalados, y las CD son el primer paso para desencadenar una respuesta inmune
adaptativa. Tanto las células dendriticas como los macréfagos alveolares se encuentran en
contacto directo con los contaminantes inhalados, por lo que son blancos importantes en

sus efectos toxicos (Cohen, et. al., 1996).

Como se mencioné anteriormente, la inhalacion de V aumenta la incidencia de
enfermedades como asma, bronquitis 0 neumonia en el tracto respiratorio; enfermedades
gue estan relacionadas con alteraciones en la modulacion de la respuesta de las células
del sistema inmune mediante la liberacién de citocinas y quimiocinas o la interaccién entre
los diversos tipos celulares. Por ejemplo, se ha sugerido que muchas de las neumonias
agudas resultado de la exposicion industrial a la inhalacién de V pueden ser de origen
guimico-bacterial, podria parecer que la exposicion a V resulta en el deterioro de la
resistencia pulmonar a infecciones (Waters, et. al., 1974). Dado el rol central de los
macrofagos alveolares en la respuesta innata y de las células dendriticas en la inmunidad
adaptativa, cualquier alteracién en numero, viabilidad o funcién de estas células como
resultado de la inhalacién de V podria esperarse que altere las defensas pulmonares con

la posible induccion de alteraciones en el tejido.

SISTEMA RESPIRATORIO Y SUS MECANISMOS DE DEFENSA

El sistema respiratorio trabaja en conjunto con el sistema circulatorio para llevar a cabo la
respiracion, proceso vital en el que se lleva a cabo el intercambio de oxigeno y diéxido de
carbono, entregando oxigeno de los pulmones a las células y regresando el diéxido de

carbono a los pulmones de donde es exhalado (Bérubé, et. al., 2010).

Para su estudio, el sistema respiratorio se divide en: vias aéreas conductoras, las cuales
incluyen las regiones del tracto respiratorio donde no se lleva a cabo el intercambio

gaseoso, se dividen en superiores (cavidades nasales, faringe y laringe) e inferiores
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(traquea, bronquios y bronquiolos terminales), y vias aéreas respiratorias (bronquiolos

respiratorios y alveolos).

A continuacion se describen brevemente los elementos del sistema respiratorio que se
esquematizan en la Figura 7 con base en la informacién de Pilette, et. al. (2001) y Ross
(2007).

APARATO b Cavidad nasal
RESPIRATORIO &

Figura 7. El sistema respiratorio. Elaboracién propia.

CAVIDADES NASALES

Son camaras pares separadas por un tabique éseo y cartilaginoso y se dividen en tres
regiones: el vestibulo, el segmento respiratorio y el segmento olfatorio. Las cavidades
conectan con el medio externo y contienen gran cantidad de vibrisas o pelos rigidos que
atrapan las particulas mas grandes y glandulas sebaceas en la region del vestibulo,
posteriormente el epitelio estratificado plano se adelgaza y sufre una transicion a epitelio
cilindrico pseudoestratificado caracteristico del segmento respiratorio, aqui podemos
encontrar diversos tipos celulares, como las células ciliadas (poseen cilios que proyectan
dentro del moco), células caliciformes (sintetizan y secretan moco), células en cepillo
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(poseen microvellosidades) o células basales (células madre de las que derivan los otros
tipos celulares). El segmento olfatorio es muy similar al segmento respiratorio, carece de
células caliciformes y tiene poblaciones de células olfatorias, células de sostén, células

basales y en cepillo.
FARINGE

Une a las cavidades nasal y oral con la laringe y el es6fago, permitiendo el paso del aire y
los alimentos; también actia como cdmara de resonancia para la fonacién y comunica con

las trompas auditivas (de Eustaquio).
LARINGE

Es un segmento tubular complejo formado por placas irregulares de cartilago hialino y

elastico, sirve de conducto para el aire y es el 6rgano de la fonacion.
TRAQUEA

Posee anillos cartilaginosos incompletos que sirven de sostén e impiden el colapso de la
luz traqueal y tiene cuatro capas bien definidas: mucosa (epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado con células caliciformes y una lamina propia con abundantes
fibras elasticas), submucosa (tejido conjuntivo), cartilaginosa (cartilago hialino en forma de
“C”) y adventicia (tejido conjuntivo que la adhiere a estructuras contiguas). El tipo celular
predominante en la trdquea son las células ciliadas, seguidas por las células mucosas. Esta
estructura tubular va desde la faringe hasta la mitad del térax, donde se divide en dos

bronquios principales o primarios.
BRONQUIOS

Los dos bronquios principales formados a partir de la traquea se designan generalmente
como bronquios fuente derecho e izquierdo, los cuales a su vez se segregan en una serie
de vias bronquiales intrapulmonares. A la primer division de los bronquios principales se les
llama bronquios lobares (0 secundarios), el bronquio derecho se divide en 3 ramas vy el
izquierdo en dos, una para cada l6bulo del pulmén; los bronquios secundarios se dividen
en bronquios segmentarios o terciarios, y ya que el pulmon izquierdo esta subdividido en 8
segmentos broncopulmonares y el derecho en 10, los bronquios lobares del pulmén

izquierdo dan origen a 8 bronquios segmentarios y los del pulmén derecho a 10.
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Al inicio los bronquios tienen la misma estructura histolégica general que la traquea, pero
ésta cambia en el sitio donde los bronquios entran en los pulmones; los anillos de cartilago
son remplazados por placas cartilaginosas que le dan a los bronquios una forma circular,
conforme los bronquios se van ramificando van disminuyendo su tamafio y las placas de
cartilago también se tornan mas pequefias y desaparecen donde la via aérea alcanza un

diametro de alrededor de 1mm, y el bronquio comienza a llamarse bronquiolo.

En los bronquios se pueden definir cinco capas: mucosa (similar al epitelio traqueal),
muscular (capa continua de musculo liso en bronquios mayores que se adelgaza y es
menos organizada a medida que se reduce el diametro de los bronquios), submucosa
(tejido conjuntivo laxo con glandulas y tejido adiposo), capa cartilaginosa (placas de
cartilago discontinuas que se disminuyen conforme se disminuye el tamafio de los

bronquios), y la adventicia (tejido conjuntivo).
BRONQUIOLOS

Los segmentos broncopulmonares se subdividen en lobulillos pulmonares, y a cada lobulillo
llega un bronquiolo. Estas vias aéreas de conduccion miden 1mm o menos y sufren varias
ramificaciones hasta dar origen a los bronquiolos terminales, los cuales a su vez dan origen

a los bronquiolos respiratorios.

En la pared de todos los bronquiolos hay una capa de musculo liso relativamente grueso,
no hay placas cartilaginosas como en los bronquios y células como las caliciformes se

pueden encontrar en los bronquiolos mas grandes, pero no en los bronquiolos terminales.

Los bronquiolos terminales estan revestidos por epitelio cubico simple, en el cual hay
células ciliadas y dispersas, entre ellas, células de Clara (células no ciliadas secretoras de
agentes tensoactivos que impiden la adhesion luminal si la pared de la via aérea colapsa y
proteina de célula de Clara, la cual disminuye las lesiones pulmonares); las células de clara

aumentan conforme disminuyen las células ciliadas a lo largo de los bronquiolos.
BRONQUIOLOS RESPIRATORIOS

Estos forman una zona de transicién con caracteristicas tanto de conduccion como de
intercambio gaseoso. El epitelio de los segmentos iniciales de esta porcion contienen
células ciliadas y células de Clara y, en menor cantidad, células en cepillo y células
granulares. La pared del bronquiolo respiratorio tiene evaginaciones de paredes delgadas

diseminadas en toda su longitud llamados alveolos.
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ALVEOLOS

Son la unidad funcional de los pulmones, ya que en ellos ocurre el intercambio gaseoso,
son la parte terminal de los bronquiolos respiratorios. Los alveolos estan rodeados y
separados unos de otros por una fina capa de tejido conjuntivo que tiene capilares

sanguineos, poniendo la sangre muy cerca del aire inspirado.

El epitelio alveolar se compone de varias células especializadas: los neumocitos de tipo 1
son células planas muy delgadas que facilitan el intercambio gaseoso; los neumocitos de
tipo 2 o células de tabique son células cubicas que secretan surfactante pulmonar y son
progenitoras de los neumaocitos tipo 1, tras una lesién proliferan y restauran ambos tipos de
células alveolares; en cantidad escasa se pueden encontrar células en cepillo que

funcionan como receptores que verifican la calidad del aire en los pulmones.

La superficie alveolar forma una interfaz biolégica vulnerable, ya que estd sometida a
muchas fuerzas superficiales desestabilizantes y a la exposicion continua a particulas,
agentes patdgenos y toxinas inhaladas presentes en el aire, por lo que sus mecanismos de
defensa y la regulacién de los mismos son muy importantes, ya que deben proteger al
organismo de posibles dafios, pero al mismo tiempo debe controlarse la reaccién ante
agentes inocuos para no generar una respuesta inmune o inflamatoria que comprometa el
mantenimiento del delicado mecanismo de intercambio gaseoso llevado a cabo por los

pulmones.

El tracto respiratorio parece estar bien equipado para la eficiente eliminacion de posibles
agentes dafiinos y cuenta con diversos componentes para llevar a cabo esta defensa, la
cual recae en dos mecanismos: los localizados principalmente en las vias aéreas (tanto
superiores como inferiores) que son de tipo mecéanico predominantemente y los del espacio
alveolar que estan mediados por células fagociticas con capacidad de presentar antigenos
gue son capaces de regular la respuesta innata y la inmunidad adaptativa (macréfagos y

células dendriticas).

La distribucién anatémica y funcional de las poblaciones celulares permiten la filtracion,
limpieza y eliminacién de agentes extrafios, los cuales pueden ser diversos patdgenos,
material particulado procedente de la contaminacion, alérgenos y antigenos inofensivos

(entre otros) presentes en el aire, para lo cual se utilizan diferentes niveles de defensa.

Las vibrisas y las secreciones de las glandulas sebaceas en la primer porcion de la cavidad

nasal atrapan las particulas mas grandes, posteriormente, los cornetes causan turbulencia
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en el flujo aéreo, lo que ocasiona la precipitacion de las particulas y su adhesién a la pared
cubierta de moco producido por las células caliciformes; las particulas atrapadas en esta
capa de moco son transportadas a la faringe por medio de movimientos de barrido ciliar y
posteriormente son deglutidos o expectorados; lo mismo ocurre con las particulas
atrapadas en el moco de los senos paranasales y de la cubierta mucosa de la traquea y
bronquios. Algunos elementos de las particulas inhaladas son solubles, por lo que se
pueden eliminar mediante mecanismos de absorcion; las moléculas liposolubles cruzan el
epitelio respiratorio por transporte pasivo, mientras que las hidrosolubles pueden hacerlo a
través de los espacios intercelulares o por transporte activo. Una vez cruzado el epitelio
pueden entrar a la circulacion sistémica. Los mecanismos de defensa en el tracto
respiratorio se encuentran coordinados en relacion al tamafio de la via aérea, por ejemplo,
una gruesa capa de moco es efectiva en los conductos grandes, sin embargo, puede
resultar contraproducente en los conductos mas pequefios ya que los puede obstruir, por
lo que en las vias aéreas respiratorias predominan otro tipo de defensas; las células de
Clara producen compuestos antimicrobianos y detoxificantes en el area bronquiolar,
mientras que en la zona alveolar, los neumocitos tipo Il producen diversas proteinas
surfactantes (PS), de las cuales la PS-A, entre otras funciones, modula las respuestas
inmunitarias contra virus, bacterias y hongos y la PS-D se une a diversos microorganismos
(como bacterias gram negativas) y a linfocitos y participa en una respuesta inflamatoria local
como consecuencia de una lesién aguda, tanto PS-A como PS-D modulan la respuesta
alérgica ante varios antigenos inhalados. La eliminacién de la mayor parte de los elementos
gque alcanzan esta zona recae en los macréfagos alveolares, los cuales barren la superficie
para eliminar las particulas inhaladas (aunque también se pueden encontrar en las vias
aéreas superiores). Algunos macréfagos distendidos por el material fagocitado ascienden
por el moco del tracto respiratorio y son deglutidos o expectorados al llegar a la faringe,
mientras que los otros se pueden quedar en el tejido pulmonar y permanecer durante gran
parte de la vida de una persona, esto se ve claramente cuando se realizan autopsias de
habitantes de grandes ciudades o fumadores los cuales suelen exhibir gran cantidad de
macroéfagos alveolares y septales repletos de material fagocitico como particulas de carbén
0 pigmento antracético. Otro tipo celular importante en la defensa de este sistema son las
células dendriticas (CD) las cuales se pueden localizar en todos los compartimientos del
pulmén, incluyendo vias aéreas conductoras, parénquima pulmonar y en el intersticio
pulmonar (el cual se define como el espacio entre las células del epitelio alveolar y los

capilares alveolares) distribuidas en forma de una red de manera que pueden muestrear
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los antigenos inhalados y posteriormente migrar a los nédulos linfaticos mediastinales;
estas células juegan un rol importante tanto en la determinacion de la induccién de
tolerancia o inmunidad como en su regulacién mediante la unién de una respuesta innata y
la inmunidad adaptativa, sin embargo, la respuesta predominante ante la inhalacién de
elementos extrafios es la tolerancia lo cual evita la inflamacién de las vias aéreas ante la
exposicion constante a agentes inocuos. El desequilibrio en este control puede tener graves
consecuencias, como el desarrollo de asma alérgico, deficiencias inmunitarias o
enfermedades autoinmunes (Pilette, et. al., 2001; Jan de Heer, et. al., 2005; Von Garnier,
et. al., 2005; Ross, 2007; Blank, et. al., 2008; Wikstrom y Stumbles, 2007; Fernandez y
Casa, 2012).

Los macrofagos son la mayor poblacion celular en los alveolos, se encargan principalmente
de fagocitar particulas, microorganismos, células apoptoéticas y desechos celulares para
mantener la homeostasis del tejido, por lo que son la primer linea de defensa. Ademas se
ha observado la capacidad de presentar antigenos de esta poblacion alveolar, esto se
apoya en la observacién de su capacidad de presentar similitudes con las CD, como la alta
expresion de MHCII y la expresién de la integrina CD11c caracteristica de CD, y que no es
expresada generalmente por macréfagos de otros tejidos, se hipotetiza también que las
células presentadoras de antigenos (CPAs) no migratorias como los macréfagos pueden
presentar antigenos y activar ciertas poblaciones de células T, como las de memoria, dentro
del parénquima pulmonar; aunado a esto se ha observado su migracion a tejidos linfoides
cercanos (Von Garnier, et. al., 2005; Wikstrom y Stumbles, 2007; Kugathasan, et. al., 2008;
Poole, et. al., 2012; Hoffmann, et. al., 2016; Iwasaki, et. al., 2016).

Las células dendriticas son CPAs indiscutibles, hay mucha evidencia que apoya el papel
de las CD pulmonares en el transporte de antigenos a los nédulos linfaticos secundarios y
su papel en la activacion de células T naives. En condiciones normales las poblaciones de
CD comprenden una pequefia porcion de las células alveolares, sin embargo, se expanden
considerablemente tras una respuesta inmune, principalmente del tipo Th2; en
enfermedades como el asma se da este tipo de respuesta mediada por linfocitos CD4 Th2
efectores que reaccionan ante alérgenos inocuos inhalados. Se ha observado tanto en
humanos, ratas y ratones que las CD intersticiales son predominantemente CD11c+, estas
capturan antigenos aéreos y los pueden retener por tiempo prolongado, manteniendo la

capacidad de activar células T especificas aun cuando ha transcurrido mucho tiempo de la
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exposicion. (Jan de Heer, et. al., 2005; Von Garnier, et. al., 2005; Wikstrom y Stumbles,
2007; Kugathasan, et. al., 2008).

El pulmdn es uno de los 6rganos mas comprometidos del cuerpo ya que se ve expuesto al
ambiente externo con cada respiracion; la velocidad y eficiencia en la defensa y
funcionamiento del tracto respiratorio se pueden ver alterados por diversos factores tanto
internos (enfermedades pulmonares, envejecimiento u obesidad) como externos
(contaminacion aérea por material particulado), y son células como los macréfagos y células
dendriticas las que juegan un rol critico en la defensa contra los retos ambientales,
regulando el reclutamiento de otras células del sistema inmune y la intensidad de la
respuesta mediante la liberacion de diversos mediadores. Las CPAs y su ubicacion en el
tracto respiratorio se representan en la Figura 8. (Von Garnier, et. al., 2005; Poole, et. al.,
2012; lwasaki, et. al., 2016).
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Figura 8. CPAs alveolares. Los Macréfagos alveolares (MA) son la principal poblacion de células residentes en los alveolos y se ubican
principalmente en los espacios alveolares (EA). De CD podemos encontrar dos poblaciones principalmente, las CDp y las CDc, se puede
encontrar algunas CD en el EA, sin embargo, cominmente se ubican en la membrana basal (MB) del epitelio alveolar. Modificado de Voss
Condon, 2011
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MACROFAGOS

Los macréfagos son células fagociticas que tienen funciones importantes en la homeostasis
y respuesta innata; se encargan de eliminar bacterias, cuerpos extrafios, desechos
celulares y células muertas o senescentes, de dirigir la reparacién tisular, de reclutar
monocitos, macrofagos o neutrdéfilos y también se ha observado su rol en la presentacion
de antigenos, regulando asi la inflamacion y la respuesta inmunitaria. Se ha observado que
durante el desarrollo embrionario los macréfagos contribuyen en el correcto desarrollo
vascular al actuar como células chaperonas endoteliales, promoviendo la fusion de los

extremos de células endoteliales (Kadowaki, et. al., 2012; Epelman, et. al., 2014).

Los macréfagos se pueden encontrar distribuidos por todo el cuerpo de los mamiferos,
ocupan nichos anatémicos precisos en los érganos y las membranas serosas que los
rodean, especialmente cerca de la vasculatura y el epitelio y presentan funciones altamente
especificas dependiendo de su ubicacién anatémica y reciben diferentes nombres basados
en su localizacibn como: macréfagos alveolares o células del polvo en el pulmdn,
osteoclastos en hueso, histiocitos en tejido conectivo intersticial, células de Kupffer en el

higado, microglia en cerebro, células mesangiales en los rifiones y macréfagos de la pulpa
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Figura 9. Ejemplos de macréfagos residentes de tejidos y sus funciones. Modificada de Kierdorf, 2015.
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roja en bazo; aunque difieren en su morfologia y tienen diversas capacidades funcionales
y caracteristicas transcripcionales, todas son células con una plasticidad importante, la cual
les permite responder eficientemente ante varias sefiales y cambiar su fenotipo, por lo que
todos son esenciales en la mediacion de la inflamacion, reparacion de tejidos, homeostasis
e inmunidad (Los diversos tipos de macréfagos residentes de tejidos y su funcién se
describen de manera breve en la Figura 9) (Kadowaki, et. al., 2012; Kierdorf, et. al., 2015;
Schultze, et. al., 2015; Castafieda, et. al., 2017; He, et. al., 2017; Ross, 2017).

Los macrofagos pueden reconocer patdogenos asociados a moléculas y células apoptoticas
o infectadas asociadas a ligandos enddgenos por medio de receptores de patrones de
reconocimiento, esto induce la activacién de los macréfagos, la cual lleva a un cambio en
la morfologia celular que les permite fagocitar a los patdgenos, desechos o particulas y
degradarlos mediante su unién a fagosomas y la subsecuente resolucién del dafio. Esta
activacion suele ser acompafiada por la liberacibn de quimiocinas que reclutan mas
macrofagos al sitio comprometido, ademas liberan también citocinas que intervienen en la
activacion del complemento, la produccién de procoagulantes, lisis celular y para activar o
reprimir la respuesta inmune. Los macréfagos pueden ser clasificados de acuerdo a su via
de activacion: clasica (M1) o alternativa (M2) (Haniffa, et. al., 2015; Castafieda, et. al., 2017;
He, et. al., 2017).

Los M1, o macréfagos clasicamente activados, se caracterizan por su capacidad
proinflamatoria y antitumoral; son activados por productos de una respuesta Thl, como
IFNy e IL-1B o productos bacterianos como lipopolisacaridos, estos macréfagos expresan
altos niveles de citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1, IL-12, IL-23, asi como 6xido
nitrico sintasa y MHC. En contraste, los M2 o macrofagos alternativamente activados son
antiinflamatorios e incluso se han relacionado con macréfagos asociados a tumores (MAT)
tras su polarizacién; son activados por citocinas Th2 como IL-4 o IL-13 y estimulos
inmunoregulatorios como TGF[3 o la citocina antiinflamatoria IL-10, a su vez, estos expresan
altos niveles de IL-10 y arginasa y muy poca IL-12 y MHCII. Por otro lado, la polarizacion
de M2 a MAT se asocia con productos metabdlicos derivados de células tumorales, como
el factor estimulante de colonias (CSF-1), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
diversas citocinas (IL-6, IL-10, IL-13, TGFB) y el microambiente tumoral hipéxico, los MAT
se caracterizan por promover en el tumor procesos como la angiogénesis, remodelamiento
tisular y de matriz, inflamacion, evasion inmune y la invasion, progresion y metéstasis

tumoral (Allavena, et. al., 2008; Sica, et. al., 2008; Grivennikov, et. al., 2010; Allavena y
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Mantovani, 2011; Kadowaki, et. al., 2012; Marelli, et. al., 2015; Xing, et. al., 2015; He, et.
al., 2017).

Sin embargo los diversos macréfagos y sus estados de activacién no son tipos celulares
distintos, por el contrario, son los extremos de un continuo de caracteristicas fenotipicas las
cuales son definidas por un perfil de expresion génica dictado por sefiales especificas del
microambiente en el que se desarrollan y que modulan sus caracteristicas y no por vias de
diferenciacion deterministicas; son células con gran plasticidad (Grivennikov, et. al., 2010;
Marelli, et. al., 2015; Xing, et. al., 2015).

El papel de los macréfagos residentes de tejidos es amplio, durante la homeostasis éstos
se encuentran activamente involucrados en el mantenimiento de la integridad del tejido a
través de la remocion de células muertas o desechos, la regeneracion tisular y en procesos
fisiol6gicos como la angiogénesis; tras sefiales de dafio en el tejido sus nUmeros aumentan
significativamente por medio del reclutamiento y extravasacion de monocitos que
posteriormente maduran en el tejido, se ha observado también que muchas poblaciones de
macrofagos residentes de tejido pueden proliferar localmente (Aggarwal, et. al., 2014;
Schultze, et. al., 2015).

Recientemente se ha estudiado y propuesto que los macrofagos alveolares (asi como las
diversas poblaciones de macréfagos residentes de tejidos) se desarrollan a partir de
monocitos fetales provenientes del saco vitelino o bien, del higado fetal que colonizan el
pulmén pocos dias después del nacimiento; se ha observado también que la contribucion
de monocitos circulantes durante la vida del organismo a esta poblacion es minima, ya que
los macrofagos alveolares se renuevan a si mismos, otra caracteristica distintiva de los
macrofagos alveolares es que expresan la integrina de superficie CD11c, a diferencia de
muchas poblaciones de macréfagos que no lo hacen. Estos macrofagos residen en la luz
alveolar por lo que, a diferencia de las demas poblaciones de macréfagos, se encuentran
en constante exposicion al ambiente externo y los posibles riesgos que esto conlleva
(Aggarwal, et. al., 2014; Epelman, et. al., 2014; Kierdorf, et. al., 2015; Gibbings, 2017;
Iwasaki, et. al., 2016; Hoffmann, et. al., 2016).

Durante la homeostasis, los macréfagos alveolares se encargan de fagocitar polvo,
alérgenos, microorganismos y células senescentes, entre otras tareas tréficas; para realizar
esta funcién, expresan altos niveles de receptores de patrones moleculares asociados a

patdégenos y de patrones moleculares asociados a peligro que les permiten censar el
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potencial dafio y definir un perfil de activacion antiinflamatorio ante estimulos constantes
y/o de bajo nivel, o bien, desencadenar una respuesta rapida y robusta proinflamatoria para
limpiar las vias aéreas y propagar la respuesta innata mediante la secrecion de quimiocinas
que reclutan monocitos y neutréfilos necesarios para la limpieza. Cuando se da una
respuesta inflamatoria incontrolada ante un agente inocuo o un estimulo persistente, o en
ausencia de vias antiinflamatorias intrinsecas los macréfagos alveolares M1 pueden inducir
dafio en el tejido por la gran cantidad de especies tdxicas como Oxido nitrico o las
metaloproteinasas de matriz producidas, ademas de la gran cantidad de neutrofilos
reclutados; la desregulacién de la funcién e infiltracién de macrofagos se ha caracterizado
en casi todas las condiciones de inflamacion cronica como la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) y crecimiento y metastasis de tumores malignos, obesidad,
arterioesclerosis, enfermedades autoinmunes e infecciones crénicas (Aggarwal, et. al.,
2014; Epelman, et. al., 2014; Schultze, et. al., 2015; He, et. al., 2017).

CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas CD son un linaje celular inmune especializado en la presentacion
de antigenos, conocido por su habilidad migratoria y su potente capacidad de estimular
linfocitos T e iniciar la respuesta inmune adaptativa, aunque también puede inducir
respuestas tolerogénicas ante antigenos inocuos (Pribila, et. al., 2003; Murphy, et. al., 2009;
Chung, et. al., 2013; Rescigno, 2015; Schraml y Souza, 2015).

Las CD fueron descritas por primera vez por Paul Langerhans, sin embargo, fueron
Steinman y Cohn quienes describieron sus funciones en el bazo de ratén y las distinguieron
de los macro6fagos por su morfologia estelar y reciben su nombre por sus prolongaciones
de membrana que se parecen a las dendritas de las neuronas (Valladeau y Saeland, 2005;
Lewis y Reizis, 2012; Schraml y Sousa, 2015).

Se puede localizar alas CD como residentes de los 6rganos linfoides y como CD migratorias
presentes en todos los érganos, principalmente en las interfases entre el medio interno y el
medio externo como las superficies mucosas y piel, donde actian como centinelas
censando la presencia de patégenos a través de receptores especializados en el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a microbios; la uniébn de estos
receptores con su ligando induce la activacién de las CD, donde fagocita y procesa el

antigeno, y para poder ser reconocida como célula presentadora de antigenos (CPAS)
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potente atraviesa procesos de migracion desde el sitio de infeccién (generalmente un
organo no linfoide) al érgano linfoide mas cercano, y de maduracién en el que se regula la
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad o MHC (mediante las
cuales se da el reconocimiento del antigeno correspondiente para el linfocito T) y la
liberacion de moléculas coestimuladoras necesarias para la correcta activaciéon de los
linfocitos T naives; la probabilidad de que una célula T naive sea especifica para un
determinado antigeno es de 1 en 105 aproximadamente y el desarrollo adecuado de la
respuesta inmune adaptativa depende de la activacién y expansion de estas células. Las
CD también estan implicadas en la prevencion de la autoinmunidad mediante la induccién
de apoptosis de linfocitos T autoreactivos en timo (tolerancia central) y por la induccion de
anergia, delecioén o tolerancia en la periferia a través de la cooperacion con Treg (tolerancia
periférica) (Blank, et. al., 2008; Murphy, et. al., 2009; Chung, et. al., 2013; Rescigno, 2015;
Schlitzer, et. al., 2015; Schraml y Souza, 2015).

Las CD se han agrupado como una poblacién con base en su morfologia caracteristica con
dendritas y la expresién de grandes cantidades de moléculas especificas como el MHCIl y
la integrina CD11c, sin embargo, existen diversas subpoblaciones con caracteristicas
fenotipicas y funcionales distintas denominadas de la siguiente manera: células de
Langerhans (CL), CD convencionales (CDc), CD plasmacitoides (CDp) y CD derivadas de
monocitos (CDmo); recientemente, Guilliams y colaboradores en el 2014 propusieron la
clasificacion de las CDc en CDcl y CDc2 (Pribila, et. al., 2003; Wu y Dakic, 2004; Lewis y
Reizis, 2012; Guilliams, et. al., 2014; Haniffa, et. al., 2015; Perié y Naik 2015; Schlitzer, et.
al., 2015; Schraml y Souza, 2015).

CELULAS DE LANGERHANS

Las CL juegan un papel crucial en la iniciacion de las respuestas inmunes ante antigenos
cutaneos. Esta poblacion fue descrita en 1868 por Paul Langerhans cuando aplicé sales de
oro en muestras de piel y reveld una red celular sorprendentemente organizada, pero fue
hasta 1970 que se describieron las CD que se caracterizaron como células especializadas
en la presentacion de antigenos (Lucas y MacPherson, 2002; Wu y Dakic, 2004; Valladeau
y Saeland, 2005; Lewis y Reizis, 2012).

Las CL migran a los nédulos linfaticos continuamente, incluso en condiciones normales, por
lo que para mantener su red deben ser reestablecidas; en principio esto podria lograrse

mediante la migracion de células precursoras, sin embargo, se ha observado que las CL
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son remplazadas a partir de precursores locales, muy probablemente a través de una
constante, pero baja proliferacion, mientras que durante procesos inflamatorios se da
principalmente a través de precursores sanguineos derivados de la medula ésea (Merad,
et. al., 2002; Lucas y MacPherson, 2002; Villadangos y Heath, 2005; Doebel, 2017).

Se ha observado que las CL, al igual que los macréfagos residentes de tejidos, surgen a
partir de precursores embrionarios que se mantienen dentro de la epidermis a través de la
proliferacion local, por lo que actualmente se propone su clasificacion como macrofagos
(Doebel, et. al., 2017)

CD CONVENCIONALES
a) CDcl

Las CDcl expresan CD8 en o6rganos linfoides y CD103 en érganos periféricos y en la
fraccion migratoria de los érganos linfoides. Son células que presentan TLRs 3, 4, 11y 13,
los cuales les permiten censar una gran variedad de patrones moleculares; son las Unicas
que presentan TLR3, el cual reconoce dsRNA viral. Esta poblacién es muy eficiente para
inducir respuestas efectoras Thl o inflamatorias potentes mediante la presentacion de
antigenos virales a través del MHCI a linfocitos TCD8 citotéxicos. Ademas se ha observado
que las CD103 tienen un papel importante en la presentacion de antigenos de material
apoptotico a células TCD8 en sitios periféricos donde inducen tolerancia para prevenir la
autoinmunidad (Guilliams, et. al., 2014; Perié y Naik 2015; Schlitzer, et. al., 2015).

b) CDc2

Las CDc2 coexpresan CD4 y CD11b en el bazo y CD24 y CD11b en érganos linfoides. Esta
poblacion celular se caracteriza por su alta expresion de IRF4 y TLRs 5, 6, 7, 9 y 13,
ampliando el rango de patrones moleculares que reconocen las CD. Estas células se han
especializado en la induccion de respuestas del tipo Th17 y Th2 mediante la presentacion
de antigenos a través de la via clasica del MHCII de patdégenos extracelulares durante
infecciones bacterianas o micéticas. Los altos niveles de IRF4 expresado por las CD11b,
tanto en pulmoén como en la ldmina propia intestinal favorecen la regulacion primaria de la
homeostasis Treg/Thl7 altamente relacionada al mantenimiento del microambiente
inmunolégico en estos sitios de barrera (Guilliams, et. al., 2014; Perié y Naik, 2015;
Schlitzer, et. al., 2015).
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CD PLASMACITOIDES

Las CDp son morfolégicamente muy parecidas a las células B plasméticas, pero pueden
asumir una apariencia dendritica tras su activacion; se reclutan rapidamente al tejido
durante procesos inflamatorios y se caracterizan por su capacidad de secretar grandes
cantidades de interferon de tipo 1 (INF-a/B) en respuestas viricas; expresan altos niveles
de TLR 7 y 9 para el reconocimiento de acidos nucléicos viricos y propios y expresan en
cantidades muy bajas la integrina CD11c. Esta poblacién es capaz de polarizar la
diferenciacién de linfocitos TCD4 a Thl o Th2. La desregulacién de las CDp se ha
observado en enfermedades autoinmunes ligadas a la perdida de tolerancia (Wu y Dakic,
2004; Barchet, et. al., 2005; Kim, et. al., 2010; Guilliams, et. al., 2014; Haniffa, et. al., 2015).

CD DERIVADAS DE MONOCITOS

Aunque el desarrollo temprano de sus precursores hematopoyéticos no es del todo claro,
se sabe que las CD se originan a partir de progenitores tanto de origen linfoide como
mieloide, estudios en modelos de rata indican que las redes de CD pulmonares no se
desarrollan en el nacimiento, sino que la poblacion del tracto respiratorio se va
incrementando lentamente durante las primeras semanas de vida (Holt, 2000; Blank, et. al.,
2008).

Durante su diferenciaciéon las CD comparten algunas caracteristicas fenotipicas de
monocitos y macrofagos, como la expresion de receptores Fc y la habilidad fagocitica,

atributos que pierde cuando se diferencia completamente (Schneeberger, et. al., 2000).

En pulmén y tejidos periféricos, principalmente en lugares susceptibles a la invasiéon de
patégenos (interfases ambientales como el pulmén o intestino) residen CD inmaduras, las
cuales se encuentran constantemente ingiriendo antigenos extrafios que han logrado cruzar
las barreras epiteliales, éstos antigenos son procesados y expresados en la superficie
celular asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), esto inicia
su transicion de célula captadora de antigenos a célula presentadora de antigenos (CPA) y
posteriormente, madura; las CD maduras inician su migracion por medio de los vasos
linfaticos a partir del tejido en el que se encuentran hacia el 6rgano linfoide periférico méas
cercano que es donde realizan la presentacion de antigeno a las células T naive; este
proceso va acompafiado del aumento de la expresién de moléculas coestimuladoras, asi
como de citocinas cruciales para la diferenciacion de las células T. Como la exposicion a

agentes extrafios en érganos como el pulmén es constante, la reposicion de CD es rapida,
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por lo que se necesita una continua liberacion de precursores de CD. A lo largo del tracto
respiratorio se pueden encontrar CD en las vias aéreas conductoras y en el parénquima
pulmonar, dentro de la pleura y las paredes alveolares y algunas cuantas en la luz alveolar.
(Schneeberger, et. al., 2000; Pedroza-Gonzalez, et. al., 2004; Wu y Dakic, 2004; Hume,
2008; Bérubé, et. al., 2010; Lewis y Reizis, 2012; Chung, et. al., 2013).

CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENO

La respuesta inmune adaptativa se inicia en los tejidos linfoides secundarios, sin embargo,
la mayoria de los patégenos se encuentran inicialmente en tejidos periféricos, por lo que
los antigenos necesitan ser transportados a los nédulos linfaticos para llevar a cabo la
presentacion de antigenos. Este mecanismo es esencial para desencadenar una respuesta
inmune ante un agente dafino y para establecer mecanismos de tolerancia para agentes
inocuos, dichas tareas son llevadas a cabo por las células presentadoras de antigeno
(CPA), en esta familia encontramos a las CD y a los macréfagos (Lucas y MacPherson,
2002; Rescigno, 2015).

Las CD, macréfagos y monocitos son células funcionalmente especializadas que forman
parte del sistema fagocitico mononuclear, el cual fue establecido en 1982 por llya
Metchnikoff, quien fue el primero en comprender la capacidad de los fagocitos y demostrar
que su importancia va mas alla de la habilidad de fagocitar a un microorganismo extrafio
para eliminarlo intracelularmente, sino que también es un mecanismo que permite iniciar y
regular las respuestas inmunes adaptativas a través del procesamiento y presentacion de
antigenos de los microorganismos fagocitados (Kugathasan, et. al., 2008; Guilliams, et. al.,
2014; Haniffa, et. al., 2015; Rescigno, 2015).

Se ha agrupado a los monocitos con las CD y macréfagos ya que han sido considerados
como los precursores definitivos de los macréfagos y las CD; esto fue demostrado por
primera vez con los experimentos de Ebert y Florey en 1939, quienes usando la camara de
la oreja de conejo mostraron que los monocitos sanguineos en mamiferos migraban
activamente a la herida y se diferenciaban en macréfagos in vivo; los monocitos son células
leucociticas que presentan el ndcleo en forma arriionada o con I6bulos, tras producirse en
la médula 6sea y migran a los tejidos a través del torrente sanguineo. Los macréfagos a su
vez se distinguen por ser células vacuolares grandes que son excelentes en la limpieza de

células apoptoticas, restos celulares y patdgenos, mientras que las CD son células con
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morfologia estelar que realizan la presentacion de antigenos de manera eficiente y activan
células T. Estas poblaciones celulares se encuentran en casi todos los tejidos, incluyendo
la sangre periférica; los macrofagos se encuentran como residentes en los tejidos, mientras
que las CD tienen capacidad migratoria, sin embargo, juegan un rol de vital importancia en
las mucosas del organismo como pulmones o intestino, ya que es en estos 6rganos donde
ocurre la mayoria de los encuentros con microorganismos potencialmente dafinos. En la
figura 10 se muestra de manera simplificada un esquema del desarrollo de las CPAs (Wu
y Liu, 2007; Murphy, et. al., 2009; Kugathasan, et. al., 2008; Haniffa, et. al., 2015; Hoffman,
et. al., 2016; Rescigno, 2015; Famili, et. al., 2017).
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Figura 10. Desarrollo de las CPAs. Todas las poblaciones de CPAs de se originan a partir de células madre hematopoyéticas pluripotenciales
(CMHP) presentes en la médula 6sea, las cuales se diferencian en dos linajes: el progenitor linfoide comun (PLC) y el progenitor mieloide
comun (PMC). El PLC da lugar tanto a CDp (CD plasmacitoides) como a las diferentes poblaciones CDc (CD convencional): CDcl y CDc2.
Por otra parte, el PMC se diferencia en el progenitor de monocitos y CD (PM-CD), del cual a su vez surgen el progenitor de CD (PCD) y los
monocitos. El PCD genera precursores tanto para CDp como para CDc (preCDp y pre CDc) y posteriormente, al llegar al tejido, maduran
hacia pCD, CDcl y CDc2. Los monocitos circulan en el torrente sanguineo y entran a los tejidos donde se diferencian tanto en macréfagos
como en CD, dependiendo del microambiente al que se vean sometidos. Se ha observado que la poblacién de macréfagos alveolares, asi
como de otros macréfagos residentes de tejidos y de células de Langerhans (CL) derivan de progenitores provenientes del saco vitelino
(SV) y del higado fetal (HF), los cuales colonizan los tejidos a los pocos dias del nacimiento, estas poblaciones son mantenidas mediante
la auto renovacién durante condiciones normales. Elaboracién propia.
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A pesar de que tanto CD como macrofagos son CPAs realizan virtualmente las mismas
funciones, no las llevan a cabo de la misma manera. La capacidad fagocitica de las CD
inmaduras es menor a la de los macréfagos, y pierden esta funcién tras su maduracion,
ademas, ya que su principal funcion es la presentacion de antigenos, su capacidad de
acidificacion y degradacion fagosomal son menores, permitiéndoles preservar la
informacién derivada del patdégeno, a diferencia de los macréfagos que son células
fagociticas profesionales con alta capacidad de internalizar y eliminar microorganismos
siendo la primer linea de defensa del sistema respiratorio. En contraste, las células
presentadoras de antigeno por excelencia son las CD, ya que pueden activar a las células
T indiferenciadas por medio de la secrecién de moléculas coestimuladoras, mientras que
los macréfagos generalmente activan células T de memoria que han sido reclutadas al sitio
del dafio; en el area del epitelio pulmonar se ha sugerido que los macréfagos realizan una
transferencia de antigenos a las CD, haciendo mas eficiente el procesamiento y
presentacion de éstos; lo anterior sugiere que los macréfagos y las CD presentes en el
tracto respiratorio colaboran de manera cercana como centinelas contra los antigenos
inhalados, también se ha demostrado la influencia supresora de los macréfagos alveolares
sobre las CD para evitar la exacerbacién de respuestas inflamatorias dafinas en el pulmén
frente a antigenos inocuos mediante la limpieza de los antigenos del espacio alveolar
(Tsirogianni, 2006, Blank, et. al., 2008; Kadowaki, et. al., 2012; Hoffmann, et. al., 2016;
Jawhara, et. al., 2016; Lukacsi, 2017).

Las CPAs pulmonares comparten la expresiéon de la integrina de superficie CD11c. Esta
integrina se utiliza generalmente para definir fenotipicamente las poblaciones de CD ya que
la expresan en altos niveles, sin embargo, los macréfagos alveolares (a diferencia de
muchas otras poblaciones de macréfagos residentes de tejidos) también la expresan (Wu
y Dakic, 2004; Aggarwal, et. al., 2014; Rescigno, 2015).

Es sabido que la activacion de células inmunes, especialmente las CPAs, como macrofagos
o CD, pueden ayudar en la resolucion tanto como exacerbar diversas enfermedades,
incluyendo el cancer, por lo que la correcta activacion y regulacion de su actividad son de

vital importancia (Kadowaki, et. al., 2012).
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CD11c

El CD11c fue el primer marcador identificado para CD. Es la subunidad ax de la integrina
axB2, cuyo ligando natural es el fragmento iC3b del complemento; se une también al
fibrindgeno e ICAM-1, facilitando su adhesion celular y migraciéon. La CD11c también puede
mediar la fagocitosis de particulas inactivadas del complemento C3b opsonizadas. Se han
descrito como ligandos para CD11c componentes de la pared celular bacteriana (LPS),
proteinas del complemento, proteinas de la matriz, moléculas de adhesion y proteinas
desnaturalizadas que podrian estar actuando como sefiales de peligro. La integrina axf32
esta involucrada en la eliminacién de muchos patégenos bacterianos y micéticos a cargo
de los macréfagos (Pribila, et. al., 2003; Sadhu, et. al., 2007; Singh-Jasuja, et. al., 2012;
Kamphuis, 2016; Qualai, et. al., 2016; Jawhara, et. al., 2016; Luckasi, 2017).

Las CPAs CD11c+ pueden diferir tanto en funcibn como en ontogenia, ya que se pueden
diferenciar tanto de precursores de CD como de monocitos, siendo miembros de esta familia
los macroéfagos y CD, aunque a diferencia de las demas CD, las CDp se caracterizan por
una expresion disminuida de esta integrina (Jan de Heer, et. al., 2005; Haniffa, et. al., 2015;
Rescigno, 2015).
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JUSTIFICACION

El Vanadio es un contaminante ambiental producto de la actividad industrial y la quema de
combustibles fosiles que es liberado principalmente como V20s, su forma mas téxica por lo
que las concentraciones atmosféricas de este metal han aumentado en la ZMVM en las
dltimas décadas, y ya que entra de forma inhalada al sistema respiratorio y se deposita
directamente en los pulmones puede comprometer la respuesta inmune. Resultados
previos del grupo muestran que el nimero y la expresion del marcador CD11c+ en CD
timicas se encuentra disminuido en ratones expuestos a la inhalacion de V; con base en lo

anterior, nos preguntamos si el V también afectard a las CPA CD11c+ de pulmén.

HIPOTESIS

Si la inhalacion de V produce diminucién en el numero de CD timicas, que son CPAs, asi
como disminucion en la expresion del marcador CD11c, entonces la inhalacion de V

también afectara a las CPAs de pulmon.

OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto de la exposicion a V20s en las células presentadoras de antigeno
(CPAs) CD11c+ de pulmédn de raton.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar a las CPAs mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo anti-
CD11c.

e Cuantificar a las CPAs CD11c+ presentes en pulmoén de ratones expuestos a V20s.

e Identificar cambios en la expresion del CD11lc mediante densitometria tras la
exposicion a V20s.

e |dentificar diferencias en el nimero de CPAs CD11c+ en el pulmoén de ratones
expuestos a V.05 en 4 semanas.

¢ |dentificar diferencias en la expresion del CD11c+ en las CPAs de pulmon de ratones

expuestos a V>0s durante 4 semanas
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MATERIALES Y METODOS

Modelo biolégico

El modelo empleado en la presente investigacibn ha sido ampliamente estudiado en
relacién a la exposicion a V20s. Se utilizaron 40 ratones macho de la cepa CD1, de
aproximadamente 8 semanas de edad y de entre 30 y 35 g de peso, alimentados con Purina
rat chow y agua ad libitum y en condiciones de luz-oscuridad (12:12h).

Los ratones se dividieron en los siguientes grupos:

e Semana 0 o control (SO): 20 ratones que inhalaron solamente vehiculo (solucion
salina 0.9%). 5 organismos por semana, 1 hora, dos veces por semana, durante 4
semanas.

e Semana 1 (S1): 5 ratones que inhalaron 1.4mg/m? de pentéxido de vanadio (V2Os)
[0.2M], 1 hora, 2 veces por semana durante 1 semana.

e Semana 2 (S2); 5 ratones que inhalaron 1.4mg/m? de pentéxido de vanadio (V2Os)
[0.2M], 1 hora, dos veces por semana durante 2 semanas.

e Semana 3 (S3): 5 ratones que inhalaron 1.4mg/m? de pentéxido de vanadio (V2Os)
[0.2M], 1 hora, dos veces por semana durante 3 semanas.

e Semana 4 (S4): 5 ratones que inhalaron 1.4mg/m?3 de pentéxido de vanadio (V2Os)

[0.2M], 1 hora, dos veces por semana durante 4 semanas.

Protocolo de Inhalacion

Avila-Costa en el 2005 propuso un modelo con la concentraciéon minima de V.Os que
produce cambios observables en microscopio éptico (0.02M), asi como la frecuencia de las
exposiciones con base en la vida media del V (48 horas). Bajo el mismo modelo de
exposicion, en el 2002, Fortoul et. al. calcul6 el volumen de V20s en la camara, siendo éste
de 1.4 mg V.0s/m®. En el presente trabajo de investigacion se siguidé el mismo protocolo
para las exposiciones.

Los ratones experimentales fueron expuestos a la inhalacion de 1.4mg/m? de pentéxido de
vanadio (V20s, pureza 99.99%, Sigma, St. Louis, MO) suspendido en solucién salina 0.9%

a una concentracion de 0.2M. EIl grupo control fue expuesto a solucion salina 0.9%.
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La exposicion se realizd en una camara de acrilico transparente de 45x21x35 cm, con una
capacidad de 3.3 L, conectada a un nebulizador Ultraneb 99 DeVilbis con un flujo de 10
L/min (Figura 11). Lo anterior durante 1 hora, 2 veces por semana, por un periodo de 4

semanas; al final de cada semana se sacrificaron 5 ratones expuestos y 5 ratones control.

Figura 11. Camara de acrilico y nebulizador empleados para las exposiciones

Sacrificio y diseccién pulmonar

Al finalizar el periodo de exposicion, los ratones se anestesiaron via intraperitoneal con
Pisabental (pentobarbital sédico) y se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con
solucién salina (0.9%) para el lavado de los 6rganos y posteriormente con paraformaldehido

a temperatura ambiente al 4% para su fijacion.

La perfusién es unatécnica en la cual se introduce una solucion fijadora a través del sistema
circulatorio y gracias a la red de capilares ésta puede llegar a todos los tejidos del
organismo, permitiendo la fijacion de un animal completo. Antes de introducir el fijador en
el sistema es necesario eliminar la sangre con una solucién de lavado para evitar la

formacion de trombos tras la interaccion del fijador con la sangre (Figura 12).
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Figura 12. Fijacion por perfusiéon. La bomba peristaltica aporta la presion suficiente para permitir a las
soluciones entrar a través del ventriculo izquierdo (Vi) y pasar a la aorta, desde la cual se distribuyen por
todo el cuerpo. Después de pasar por la red capilar, pasan a los vasos venosos que terminan en la auricula
derecha (Ad) en la cual se hace una abertura para permitir la salida de las soluciones. Modificado de
Universidad de Vigo, Espafia, 2016.

Se realiz6 de la siguiente manera:

¢ Inyeccidn intraperitoneal de 1.5 unidades de Pisabental por raton.
Esperar a que el ratén se encuentre totalmente sedado.

e Fijar el ratén a un soporte que sostenga todas sus extremidades.

e Hacer una incisién de la piel para exponer la caja toracica.

e Realizar dos incisiones a la parrilla costal en las lineas axilares anteriores y levantar
la parrilla costal.

o Exponer el corazén .

¢ Realizar un pequefio corte en la auricula derecha del corazén para permitir el
drenaje de la sangre y posteriormente de la solucién salina y el fijador.

¢ Introducir la canula conectada a la bomba peristéltica en el ventriculo izquierdo, la
cual debe estar previamente preparada para evitar la presencia de burbujas.

e Permitir el flujo de solucién salina (0.9%) hasta que, a su salida por la auricula
derecha, ésta sea transparente de nuevo.

e Cambiar el flujo de solucion salina por el de paraformaldehido (4%).

Interrumpirlo pasados 30 minutos.

Se extrajeron los pulmones y el pulmén izquierdo se coloc6 en paraformaldehido;
posteriormente se sometié a un gradiente de sacarosa del 10%, 20% y 30% para realizar

cortes por congelacion. Aungue solo se utilizé el pulmén izquierdo para realizar el analisis
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del presente trabajo, también se extrajeron y fijaron otros 6rganos (como el pulmén derecho,

higado, rifidn e intestino) para su andlisis en otros proyectos.

El proceso de extraccion se realiz6 de la siguiente manera:

¢ Realizar un corte en la traquea e introducir una canula plastica.

¢ Fijar los pulmones via intratraqueal con paraformaldehido (4%), insuflando a su
capacidad total.

e Asegurar la trAquea con un hilo para evitar la salida del fijador.

e Colocarlos en paraformaldehido al 4% en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M,
pH 7.4, por 24 h a -4°C.

e Cambiarlos a una solucién de sacarosa 10% en solucion amortiguadora de fosfatos
0.1 M, pH 7.4 a -4°C. Dejar por 24 horas.

e Cambiarlos a una solucién de sacarosa 20% en solucién amortiguadora de fosfatos
0.1 M, pH 7.4 a -4°C. Dejar por 24 horas.

e Cambiarlos a una solucién de sacarosa 30% en solucién amortiguadora de fosfatos
0.1 M, pH 7.4 a -4°C. Dejar por 24 horas.

e Realizar cortes en el criostato de 10 um de grosor, sélo del pulmén izquierdo.

Se utiliza la congelacion de las muestras cuando los procesos histolégicos (por ejemplo, la
perfusion en parafina) alteran las caracteristicas de la muestra que se quiere estudiar, como
moléculas sensibles a dichos tratamientos, en este caso, el CD11c es una proteina sensible

a la inclusién en parafina.

Inmunohistoquimica.

La inmunohistoquimica se emplea para localizar moléculas especificas en los tejidos
mediante el uso de anticuerpos, ya que poseen una gran especificidad y alta afinidad;
ademas, su conjugacién con enzimas o con sustancias fluorescentes permite detectar

cantidades muy pequefias de moléculas presentes en el tejido.
Se realiz6 una inmunohistoquimica convencional para analizar la expresion del CD11c. Se
utilizé el anticuerpo primario anti-mouse CD11c de BiolLegend (catalogo #117301; clona

N418). Para el anticuerpo secundario se utilizé Biotin Goat anti-hamster (armenian) de
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BioLegend (catélogo #405501; clona Poly4055). Se bloqueé la peroxidasa enddégena con
HIO. y se hizo una contratincién con hematoxilina. Los cortes se montaron con cubreobjetos

del nimero 1 y se observaron con un microscopio Olympus CX 31 (Figura 13).

| Inmunohistoquimica (CD11c) |——| HIO, 30% |—— 3 lavados PBS |

60 segundos Camarg humeda

Anticuerpo
| Estreptavidina peroxidasa |~—| 3 lavados PBS I—— anti-CD11c¢ biotinilado
(1:50)

Toda la noche

| 3 lavados PBS |—-| DAB |—.| Contratincion hematoxilina |

3 minutos

Figura 13. Diagrama del método de inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realiz6 de la siguiente manera:

Descongelar los cortes:
o Dejar a temperatura ambiente por 15 minutos.
o Poner en acetona por 10 minutos.
o Dar dos bafios en PBS por 5 minutos cada uno.

e Colocar la muestra en HIOs al 30% durante 60 segundos para bloquear la
peroxidasa endégena.

e Enjuagar con PBS por 3 minutos y escurrir.

e Poner albumina sérica bovina al 5% y dejar por 2 horas a temperatura ambiente.

e Escurrir.

e Diluir el anticuerpo primario 1:100 en albumina sérica bovina y colocar en la muestra.
Dejar incubar en refrigeracion por 24 horas.

¢ Enjuagar con PBS por 5 minutos y escurrir.

e Diluir el anticuerpo secundario 1:500 en albumina sérica bovina y colocar en la
muestra. Incubar a temperatura ambiente por 1 hora.

e Enjuagar con PBS por 5 minutos y escurrir.

e Dejar 45 minutos con Avidina.

e Enjuagar 2 veces con PBS por 3 minutos y escurrir.

e Colocar el DAB chromogen por 5 minutos.

e Enjuagar 2 veces con PBS por 3 minutos y escurrir.
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e Poner en H,Od.

e Realizar contratincién con hematoxilina:

O

Analisis

Enjuagar con agua corriente por 3 minutos.

Poner en hematoxilina por 4 minutos.

Enjuagar con agua corriente por 3 minutos.

10 bafios rapidos en etanol 80%.

10 bafios rapidos en etanol 96%.

10 bafios rapidos en etanol absoluto.

10 bafios rapidos en solucién de xilol/alcohol.

2 bafios rapidos en xilol.

Montar el corte con una gota de resina y un cubreobjetos del nimero 1.

De la inmunohistoquimica realizada en los pulmones de los ratones expuestos a Vanadio y

los controles se tomaron 15 fotomicrografias / pulmon de 5 ratones / grupo de manera

aleatoria y enfocadas en zonas alveolares con una camara Olympus Camedia C-7070.

En la inmunohistoquimica las CPAs CD11c+ eran aquellas marcadas de color ocre y se

contabilizaron todas las presentes en cada fotomicrografia previamente tomada mediante

el programa ImageJ (Rasband, W.) (Figura 14).

;:Ile Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Bolc|v)~«|+/\]Alx 0|0 wfs|£]8]#

Image)

[ Counter Window - Counter Window - Ctrl S3.jpg (25%)

[# CeliCounter - &

Counters Actions
Type1 | 0 Keep Original
® Type2 |13 Initialize

Add
Remove
Delete

Delete Mode

Results

Reset

v] Show Numbers.

Save Markers
Load Markers.

Export Image

Measure...

Figura 14. Ejemplo del uso de Image J para el conteo celular. Se puede llevar el conteo de varios tipos
celulares (fleche negra), cada tipo se marca con un color y nimero para diferenciarlos entre si (circulo amarillo). (Se usé
el tipo dos para que el color contrastara mas)
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Cuando se realiza una densitometria se determina la densidad de la muestra a partir de
diferencias en las lecturas. Con ayuda del programa DensiFe (MATLAB central) se puede
realizar el calculo de los pixeles correspondientes a la marca ocasionada por la DAB en la
inmunohistoquimica.

Se realiz6 un analisis de densitometria de marca positiva, para esto se separaron los
canales mediante Photoshop, se utiliza el amarillo ya que en éste se encuentra la marca
producida por la DAB de la inmunohistoquimica en las células CD11c+, dichas imagenes
fueron procesadas con el programa DensiFe (MATLAB central) con un threshold promedio
de 0.4. Se realiz6 un analisis de varianza, ANOVA con una prueba post hoc de Dunnet para
determinar diferencias significativas con respecto al control, considerando la significancia
cuando p<0.05.

‘ 40 ratones J; cepa CD1; 8 semanas de edad (30-35g) ‘
|

¥
| Grupo experimental ] Grupo control
\
Inhalacion » ; =
1h 2 veces por semana V 1.4mg/m I Solucién salllna (0.9%) |

v v v v
= 5 ratones 5 ratones 5 ratones 5 ratones
Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
I [ ]
v
Anestesia N Perfusion »{ DiSacEi8r bulFGnaT I
Pentobarbital sédico Paraformaldehido 4% P

i Gradiente de sacarosa
| Paraformaldehido }—- 10,20y 30%
e —
| Cortes por congelacién (10um) |
v
‘ Inmunohistoquimica para CD11c I

Fotomicrografias
Analisis estadistico ANOVA

Figura 15. Resumen del método
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RESULTADOS

De los experimentos realizados se obtuvieron los pulmones izquierdos de 20 organismos
control, 5 expuestos una semana, 5 expuestos por dos semanas, 5 expuestos por tres
semanas y 5 expuestos por 4 semanas. A estos pulmones se les realizaron cortes por
congelacion de manera longitudinal; se utilizé un corte de la region media para su analisis

mediante inmunohistoquimica.

CONTEO CELULAR

De la inmunohistoquimica realizada en los pulmones de los ratones expuestos a Vanadio
se observaron las CPAs CD11c+ marcadas de color ocre (Figura 16). Se contabilizaron
todas las células marcadas positivamente (15 fotomicrografias / pulmoén x 5 ratones / grupo).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas del nimero de células en los
organismos controles de las cuatro semanas de tratamiento, por lo que se juntaron los datos
en un solo grupo denominado SO o control con una media de 33.66 (£12.42) células.

Con respecto a las semanas 1, 2 y 3 se obtuvo un promedio de 25.5 (+ 2.4), 42.5 (+ 16.26)
y 42.07 (+ 6.47) células respectivamente, y no se obtuvieron diferencias significativas con
respecto a la SO (o control) aunque aparentemente se observe una tendencia a aumentar
el nimero celular; es hasta la semana 4 que se presenté una diferencia estadisticamente
significativa, con un aumento de aproximadamente 2.5 veces el numero de células (85.12
+53.95) (Grafica 1).

Efecto de la inhalacién de Vanadio sobre el nimero de células
CD11c+ de pulmén

1504

100+

504

Namero de células CD11c+

SO0 S1 S2 S3 S4

Tiempo de exposicion (semanas)
GRAFICA 1. Efecto de la exposiciéon a V,Os sobre el nimero de células CD11c+ de pulmén a lo largo de 4 semanas.
Semana 0 o control (S0, 33.6 células); Semana 1 (S1, 25.5 c.); Semana 2 (S2, 42.5 c.); Semana 3 (S3, 42.1 c.); Semana
4 (S4, 85.1 c.). Promedio de 15 fotomicrografias/pulmén de 5 ratones/grupo, p<0.05 ANOVA (post hoc Dunnet). * denota

diferencia significativa con respecto al control.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas del control y semanas 2, 3 y 4 de la inmunohistoguimica para
CPAs CD11c de pulmén. Con la flecha negra se sefialan CPAs en espacios alveolares y con la flecha roja
las CPAs intersticiales.

DENSITOMETRIA

En las mismas fotomicrografias empleadas para el conteo celular se realizé el andlisis para
la densitometria. Para dicho analisis se obtuvieron las imagenes del canal amarillo de las
fotos mediante Photoshop (Figura 17) para separar los canales de la imagen, de la cual se
utiliza el amarillo ya que en éste se encuentra la marca producida por la DAB en las células
CD11c+; tras analizar estas imagenes con el programa DensiFe (MATLAB central)
obtenemos el nimero de pixeles provenientes de la marca positiva, es decir, de las células

marcadas en color ocre.

Debido a que los organismos controles no mostraron diferencias significativas entre ellos,
a lo largo del tratamiento se agruparon los datos en el grupo SO o control, presentando una
densidad media de 8312 +4442. En el andlisis de densitometria se observd el mismo
comportamiento que el conteo celular, las semanas 1, 2 y 3 no mostraron diferencias
significativas con respecto a la SO con densidades medias de 7773 (x1278), 15354 (+1359)
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y 15234 (£7558) respectivamente; por el contrario, la semana 4 si mostré diferencia

estadisticamente significativa con respecto al control, con un aumento de aproximadamente
5 veces en la intensidad de la marca (42564 +47707) (Gréafica 2).

Q
) "0
v ©
Q
’
(4] [s)
50um
(®)

Figura 17. Se muestra en A) fotomicrografia de inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmén de un organismo control. B)

Imagen procesada en Photoshop para obtener el canal amarillo.

Efecto de la inhalacién de Vanadio sobre la densidad media
de CD11c+ en CPAs de pulmén

80000+

60000

40000

(pixeles)

20000+

Densidad media de CD11c+

& % &

&

%b-

Tiempo de exposicion (semanas)
p < 0.05 ANOVA (post hoc Dunnet)

* Diferencia significativa vs. control

GRAFICA 2. Efecto de la exposicion a V,0s sobre la densidad media de la marca de CD11c expresada en pixeles en las CPAs de
pulmén a lo largo de 4 semanas. Semana 0 o control (SO, 8312); Semana 1 (S1, 7773); Semana 2 (S2, 15354); Semana 3 (S3,
15234); Semana 4 (S4, 42562). Promedio de 15 fotomicrografias/pulmén de Sratones/grupo, p<0.05 ANOVA (post hoc Dunnet).

* denota diferencia significativa con respecto al control.
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En el analisis de la inmunohistoquimica realizada se observd la presencia de células
representativas del proceso inflamatorio, tanto de linfocitos desde la semana 1 y durante el
periodo de exposicién, asi como un gran nimero de células polimorfonucleares en la
semana 4 (Imagenes 18-22). También se observé la presencia de CPAs binucleadas,

principalmente en la semana 4 (Imagen 23).

La presencia de los linfocitos en los pulmones de los organismos controles y los expuestos
a V en las primeras semanas se puede explicar por las poblaciones de linfocitos residentes
de tejidos, éstos funcionan como controladores intermediarios que integran las sefales de
citocinas para reclutar células efectoras y llevar a cabo una respuesta adecuada; estas
células se encuentran presentes en el tejido en el momento en que se da el reto, a diferencia
de los linfocitos efectores que son reclutados como consecuencia de la activacion de la
inmunidad adaptativa dias después (lwasaki, et. al., 2016).

Figura 18. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmén realizada en un

organismo control. Se observan algunas CPAs CD11c+ (flecha negra), en su mayoria en la luz alveolar (A).
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Figura 19. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoguimica para CPAs CD11c de pulmén realizada en un

organismo expuesto a V,Os por una semana. Se observan algunas CPAs CD11c+ (flecha negra) en su mayoria en la
luz alveolar (A); la cantidad de células no es estadisticamente significativa con respecto al control. Se observan leucocitos
polimorfonucleares (flecha amarilla) y linfocitos (flecha roja).
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Figura 20. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmoén realizada en un
organismo expuesto a V,Os por dos semanas. Se observan algunas CPAs CD11c+ (flecha negra) en su mayoria en la
luz alveolar (A); la cantidad de células no es estadisticamente significativa con respecto al control.
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Figura 21. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmén realizada en un
organismo expuesto a V,Os por tres semanas. Se observan algunas CPAs CD11c+ (flecha negra) en su mayoria en la
luz alveolar (A), también se observan leucocitos polimorfonucleares (flecha amarilla); la cantidad de células no es

estadisticamente significativa con respecto al control.

57



Figura 22. Fotomicrografia representativa de la inmunohistoquimica para CPAs CD11c de pulmén realizada en un
organismo expuesto a V,0s por cuatro semanas. Se observa mayor cantidad de CPAs CD11c+ (flecha negra) con
respecto al control, la diferencia es estadisticamente significativa. Se observan leucocitos polimorfonucleares (flecha

amarilla) en la luz alveolar (A). Hay también CPAs CD11c+ binucleadas (circulo negro).

Figura 23. Fotomicrografias representativas de CPAs CD11c binucleadas observadas en organismos expuesto a V,0s por

cuatro semanas.
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DISCUSION

De los resultados obtenidos en la presente investigacion encontramos que existe aumento
tanto en el numero de CPAs CD11c+ como en el marcador CD11c en pulmén de ratén
después de cuatro semanas de exposicién a la inhalacién de V, esto contrasta con lo
reportado por Ustarroz y colaboradores en el 2012, quienes reportan una disminucién tanto
en el nimero de células como en el marcador en CD timicas, a pesar de haber utilizado el
mismo modelo de exposicion a V. Esto podria explicarse principalmente por las diferentes
vias de interaccién del V con ambos drganos; mientras que las particulas de V pueden ser
depositadas en el pulmén y actuar de manera directa, el V que llega a timo ha sufrido
diversos procesos de oOxido-reduccion y ha interactuado con diversas moléculas en la
circulacion sistémica, por lo que el V que llega al timo puede ser mas reactivo, ademas, el
efecto puede verse influido por las diversas secreciones de citocinas y factores de
transcripcion inducidos por V en otros érganos que llegan a timo a través de torrente
sanguineo. Aunado a esto, se ha sugerido (Kugathasan, et. al., 2008) que las locaciones o
microambientes tisulares diferentes influencian profundamente el fenotipo y funcion de las
poblaciones de CPAs, produciendo variaciones en la susceptibilidad de las poblaciones de
CD timicas y CPAs alveolares que generan respuestas diferentes ante un mismo reto, por
ejemplo, que haya un aumento de CPAs alveolares mientras que las CD timicas disminuyan

en el mismo modelo de inhalacién de V.

Se ha reportado que el reclutamiento y acumulaciéon de CD en las mucosas de las vias
aéreas es una respuesta comun ante infecciones virales locales como neumonia, asma, 0
ante retos por alérgenos y a la exposicién crénica de irritantes aéreos, como el polvo de
pino 0 contaminantes, siendo aparentemente una caracteristica universal la respuesta
celular aguda ante un reto (Blank, et. al., 2008; Veres, et al., 2013). Se ha demostrado el
aumento de CD en la mucosa nasal en rinitis tras el reto a alérgenos ambientales (Fokkens,
1989 revisado en Holt, 2000) y cambios en el nimero y fenotipo de CD en personas con
asma atopica (Tunon-de-Lara, 1996 y Hoogsteden, 1999 revisados en Holt, 2000); Jan de
Heer y colaboradores en 2005 mostraron que las CD CD11c+ de vias aéreas son esenciales
en el mantenimiento de los rasgos caracteristicos del asma, como la eosinofilia, hiperplasia
de células mucosas e hiperreactividad bronquial, caracteristicas que han sido descritas tras
la exposicién a V por el grupo de Fortoul y colaboradores; Roa et. al. en 2015 reportaron
el aumento de CD CD11c+ pulmonares tras la exposicion a PM, s y Holt y colaboradores en

el 2000 encontraron asociacion entre los niveles de inflamacién crénica en fumadores y el
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incremento en el numero de CD tanto en la superficie alveolar como en las mucosas
bronquiales. Los datos anteriores demuestran la concordancia entre el aumento de CD con
procesos inflamatorios cronicos, esto relaciona el aumento de CPAs encontrado en el
presente trabajo con los procesos de inflamacién descritos previamente por el grupo de

Fortoul en el mismo modelo de exposicién a V empleado en esta investigacion.

La expansion de las poblaciones de CD en mucosas, como los alveolos, es atribuida
generalmente al reclutamiento tanto de CD como de sus precursores sanguineos, mientras
que el aumento en las poblaciones de macréfagos alveolares se atribuye a su proliferacion
local; sin embargo, se ha observado que la poblacion de CD en las vias aéreas puede
aumentar por su constante proliferacion en estado basal y que este mecanismo es
potenciado en las mucosas tras la inhalacion de alérgenos, sugiriendo que la proliferacion
local contribuye de manera importante en el aumento de CD en condiciones inflamatorias;
asi mismo las poblaciones de macrofagos alveolares pueden ser repuestas por monocitos
(Veres, et. al., 2013).

Se ha observado la reduccion en el reclutamiento de macréfagos derivados de monocitos
tras la eliminacion de axf32, lo que sugiere que esta integrina tiene un papel importante en
el reclutamiento de monocitos a sitios de infeccion (Jawhara, et. al., 2016). Ademas Sadhu
et. al. en 2007 describieron la adhesion celular mediada por CD11c, la cual se une a las
integrinas I-CAM y V-CAM, esto es relevante, ya que Alfaro Moreno y colaboradores han
reportado que la exposicién a contaminantes atmosféricos, como PMio y PM2s produce un
aumento en las selectinas P y E vy las integrinas I-CAM, V-CAM y P-CAM involucradas en
la adhesion celular, en lineas celulares tanto epiteliales (A549) como endoteliales (HUVEC).
Este aumento de integrinas en modelos pulmonares refuerza la idea de que el aumento de
CPAs observado podria deberse a los monocitos circulantes reclutados al pulmén siendo
asi uno de los posibles mecanismos mediante el cual se dio el aumento de las CPAs aqui
descrito, ademds, se tiene conocimiento de que las CPAs diferenciadas a partir de

monocitos son CD11+ (lwasaki, et. al., 2016).

Como se observo en la presente investigacion, el aumento de las CPAs durante las
primeras semanas de inhalacién de V no fue significativo estadisticamente, esto podria

deberse a que el V,0s es la forma menos soluble de V, por lo que se elimina de los
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pulmones a una tasa muy baja, lo que podria desencadenar un patron de deposicion y
acumulacién de V, el cual induciria un aumento gradual en el nimero de células como
resultado de los procesos inflamatorios/irritativos que se observan en el pulmon,
representado por un aumento significativo de CPAs CD11c+ en la cuarta semana de
exposicion a V205 (Waters, et. al., 1974; Cooper, 2007). Es posible también que el aumento
en el nimero celular observado en la cuarta semana como respuesta ante la acumulacion
de las particulas de V en el pulmén y el reclutamiento o division de las poblaciones de
células residentes sea resultado del intento de las CPAs de “limpiar” dicha acumulacion de

particulas.

Otra posible explicacién para el tiempo que tom6 encontrar diferencias significativas (cuatro
semanas) en el aumento del numero de CPAs podria ser que la respuesta inmune del
pulmén ante los diversos elementos que pueden llegar a esta zona debe ser regulada de
manera que, tanto su intensidad como duracién, puedan llevar a cabo la neutralizacién del
antigeno, asi, los mecanismos operativos locales deben mantener los niveles de actividad
dentro de limites definidos que controlen la respuesta sin comprometer la integridad de la
funcion pulmonar; uno de estos mecanismos involucra las funciones de inhibicion de los
macrofagos residentes de pulmoén. En concordancia con esta linea de accion del sistema
inmune alveolar, podriamos atribuir el aumento de CPAs CD11c+ observado en la cuarta
semana a unaregulacion de la respuesta ante un agente que, aungque puede resultar dafiino
por la generacion de especies reactivas de oxigeno, no tiene potencial infeccioso, por lo

que genera una respuesta de tolerancia.

Si bien el aumento de CPAs observado ocurre después de cuatro semanas de exposicion
a V, sugiriendo una regulacion en la inmunidad pulmonar, puede que su viabilidad y
funciones se encuentren alteradas, por ejemplo, Waters y colaboradores en 1974
analizaron el efecto de diversos compuestos de V sobre macrofagos alveolares de conejo
in vitro y observaron disminucion en la viabilidad celular, asi como en el nimero de células
expuestas a concentraciones de 1 a 20 ug/ml de V.Os; en las concentraciones mas bajas
el nimero celular disminuyd, sin embargo, en concentraciones altas observaron muchas
células intactas, a pesar de esto, no eran viables; los investigadores atribuyeron este
fendmeno a la posible “fijacion” de membranas celulares que previene la lisis celular, y
aungue no explican el mecanismo potencial si lo atribuyen al V, ya que observaron el mismo

fendmeno con tridoxido y dioxido de vanadio. Este fendmeno de “fijacién” de membrana
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descrito por Waters y colaboradores podria explicar el aumento de CPAs reportado en el
presente trabajo, sin embargo, no realizamos el analisis de la viabilidad de las CPAs en el
tejido pulmonar; no obstante, las concentraciones empleadas en ambos estudios son
distintas: nosotros usamos 1.4mg/m?3, lo que equivale a 0.0014ug/ml, la cual es mucho
menor a la empleada por Waters et. al., y segun lo reportado, a esta concentracion habria
una disminucion del nimero celular, contrario a lo que se observé. Estas diferencias pueden
ser resultado del tipo de exposicion, pues ellos utilizaron un modelo in vitro mientras que el
presente trabajo se realiz6 in vivo; en un modelo in vivo el microambiente generado por
factores secretados por los diversos tipos celulares que interactiian en el pulmén pueden
actuar sobre la regulacion de células como los macrofagos, ademas, las poblaciones de
CPAs alveolares tienen la capacidad de autorrenovarse, y durante procesos infecciosos se
ha observado el reclutamiento de monocitos que pueden diferenciarse tanto en macréfagos

y células dendriticas y asi aumentar el nimero de CPAs.

Similar a los resultados del aumento de CPAs en el pulmén en la cuarta semana que
observamos, Pedroza-Gonzalez y colaboradores (2004) encontraron que durante una
infeccion pulmonar de tuberculosis murina inducida experimentalmente mediante la
inoculacion intratraqueal con la cepa virulenta H37Rv hubo un aumento en el flujo de CPAs
CD11c+ en los pulmones, siendo este méas aparente en la tercer semana de infeccién. Las
posibles explicaciones atribuidas a este mecanismo que los autores discuten se relacionan
en primer lugar a la baja tasa de tuberculosis y el tiempo que le toma a la infeccion
diseminarse, también podria ser atribuido a la presencia sui generis de compuestos
antigénicos con efectos inmuno regulatorios, al efecto supresor de los macréfagos
alveolares, o bien, a la alteracion en la expresion de quimiocinas y sus receptores en el
tejido pulmonar, alterando el flujo de células durante la fase temprana. A pesar de ser retos
completamente distintos, en ambos trabajos se observa que durante las primeras semanas
no hubo aumento de CPAs, por lo que atribuimos este tipo de respuesta al efecto regulatorio
de los macréfagos, o bien, a algin mecanismo que regula la expresién de quimiocinas y
sus receptores en la fase temprana, sin embargo, un estudio profundo sobre este tema es

necesario.

Evidencias clinicas de personas ocupacionalmente expuestas a la inhalacion de V sugieren
gue muchas de las neumonias agudas resultantes de dicha exposicion pueden tener un

origen quimico-bacterial, es decir, la exposicion a V puede dar lugar a la desregulacion de
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la resistencia pulmonar a infecciones secundarias y dado el rol central de los macréfagos y
células dendriticas en la defensa de este 6rgano, es posible que los efectos del V sobre
estas CPAs sean los motivos del dafio a la resistencia pulmonar (Waters, et. al., 1974).
Cohen y colaboradores en 1989 (revisado en Cohen, 2007) reportaron un aumento en la
mortalidad y disminucién en la resistencia a infeccidon por Listeria monocytogenes en
ratones expuestos de manera aguda/subcroénica intraperitoneal a metavanadato de amonio;
los macréfagos peritoneales expuestos a este compuesto de V disminuyeron su capacidad
de fagocitar las bacterias Listeria opsonizadas y eliminar a las pocas ingeridas; por lo que
Cohen et. al. sugieren que el V podria modificar directamente las proteinas que constituyen

algunos receptores de superficie de citocinas/opsoninas de los macréfagos.

Por otro lado, Singh-Jasuja et. al. en el 2012 reportaron que en las CD murinas in vitro se
disminuye la cantidad de CD11c en la superficie celular mientras que aumentan sus niveles
intracelulares tras la activacién de la CD mediante algunos ligandos TLR. Sugieren que,
tras la activacion de la célula, el CD11c de la membrana es internalizado, o bien, se
desencadena la produccién de CD11lc y/o se inhibe el transporte de la integrina a la
membrana plasmatica, en relacién con el aumento observado tras la inhalacion de vanadio,
esto podria implicar que las CPAs CD11c no estén siendo activadas y por lo tanto su
participacion en la respuesta inmune se vea alterada; estos resultados abren un area de
oportunidad para estudiar el efecto del V sobre la activacion de la respuesta inmune

mediada por CPAs.

Las modificaciones en los receptores celulares podrian estar relacionadas con los cambios
inducidos por el V en las actividades de proteinas cinasas/fosfatasas. El V puede inducir
fosforilaciones prolongadas de proteinas receptoras, y los segundos mensajeros inducidos
por citocinas podrian producir estados prolongados de activacién celular, los cuales a su
vez modulan la expresiéon de los receptores. Esta fosforilacion prolongada de proteinas
celulares podria alterar las vias normales de transduccion de sefales y la subsecuente
activacion de elementos de respuesta a citocinas del DNA, lo cual a su vez lleva a la baja
regulacion de la expresion y funcion de receptores de citocinas. Aunado a este papel del V,
se ha reportado su papel en la generacion de ROS y se sabe que éstas pueden modular
respuestas fisioldgicas en macréfagos, lo cual puede afectar significativamente la expresion
de mediadores inflamatorios actuando como segundos mensajeros (Forman y Torres, 2001;
Cohen, 2007).
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Estas alteraciones en el CD11c parecieran contrastar con su papel en el reclutamiento de
monaocitos, sin embargo, los monocitos CD11c+ podrian ser reclutados al espacio alveolar,
donde entran en contacto con el V depositado y ahi sufrir las alteraciones en sus receptores.
Se ha observado que alteraciones en la afinidad de receptores de superficie (alteraciones
en la afinidad de linfocitos a hormonas y citocinas) son una caracteristica comun de la
toxicologia del V, por lo que, a pesar del aparente aumento del marcador CD11c,
alteraciones en su expresién/funcién/afinidad podrian estar implicadas en la disminucion de
la fagocitosis de bacterias opsonizadas (Cohen, 1996; Torossian, 1988 y Evans, 1994
revisados en Cohen, 2007; Sadhu, et. al., 2007; Luckasi, 2017).

A pesar de que el modelo propuesto por Singh-Jasuja y colaboradores en el que la CD
disminuye sus niveles de CD11c extracelular tras la activaciéon aiin no ha sido descrito por
completo y parece ser que no todas las poblaciones de CD se comportan de la misma
manera ante la activacién, dada la evidencia del efecto de V en la regulacién inmune
pulmonar y los resultados del presente trabajo podria parecer que en la poblaciéon pulmonar
de CPAs si actian de esta manera y que las funciones de las CPAs podrian estar siendo
afectadas in situ por el metal a través de alteraciones en la afinidad de receptores como el
CD11c. Las infecciones en el tracto respiratorio, y las alteraciones en la regulacion de la
respuesta inmune pulmonar representan un gran reto para el organismo, en 2015 las
infecciones de vias respiratorias fueron la tercer causa de muerte a nivel mundial y la
enfermedad transmisible mas letal (WHO, 2017), por lo que el estudio mas detallado de la
contaminacién atmosférica, sus diversos componentes y sus efectos en la inmunidad
pulmonar son de vital importancia. Por lo que creemos que, en relacion al estudio del V' y
sus compuestos, es necesaria la evaluacion de: a)citocinas que induzcan la proliferacién
local de las CPAs y el andlisis de la migracién de monocitos para diferenciar cual es el
mecanismo que induce el aumento de las CPA b)moléculas de activacion, tanto de
monocitos, CD y macréfagos para analizar la correcta maduracion de las CPA, asi como el
andlisis de los perfiles de activacion (M1/M2, tolerogenicas/CPA) c)de la secrecion de las
moléculas coestimuladoras por parte de las CD vy el perfil de citocinas de los macrofagos
para analizar su correcta funcion d) la evaluacion de la respuesta inmune en adicion de un
agente infeccioso al modelo de inhalacion de V que ayudaria a dilucidar todos los

cuestionamientos planteados a partir del presente trabajo.
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CONCLUSIONES

¢ La inhalacion de V produce un aumento significativo tanto en el numero de CPAs
CD11c+, asi como del marcador de la integrina CD11c en las CPAs de pulmén de

ratones en la cuarta semana de exposicion.
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