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RESUMEN

En la Ciudad de México, la contaminacion atmosférica es un problema para la salud
y es considerada un factor de riesgo para el desarrollo o agravamiento de las
enfermedades autoinmunes (EA), las cuales han sido comunmente asociadas con
el aumento de la concentracion de especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno
(ERON). Uno de los contaminantes presentes en la atmdésfera es el vanadio, el cual
es un metal de transicion liberado al ambiente por la actividad industrial y por la
guema de combustibles fésiles. Los estudios del grupo de Fortoul y colaboradores,
han reportado efectos adversos en diferentes érganos por la inhalacion de vanadio
y sus compuestos, un ejemplo es el timo, el cual es uno de los principales 6rganos
implicados en la regulacion del sistema inmune. En este drgano se reportd un
cambio en el numero de células dendriticas y células epiteliales timicas medulares,
asi como alteraciones en su morfologia, mediante un modelo de inhalacién
subaguda a vanadio en ratones. Una de las causas podria ser el estrés nitrosante,
por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar el estrés nitrosante mediante el
marcador 3-nitrotirosina (3-NT) en el timo de ratdén por la inhalacién subaguda de
vanadio. Para este estudio se utilizaron 40 ratones machos de la cepa CD-1 de 4-6
semanas de edad. 20 como el grupo control inhalaron solucién salina al 0.9% y 20
del grupo experimental inhalaron V20s al 0.02M (con una concentracion en caja de
2.57mg/m3 V), 1h, 2 veces por semana durante 4 semanas. Se realizd
inmunohistoquimica para identificar la 3-NT y se realizé un andlisis de varianza
ANOVA (post hoc Tukey) con un nivel de significancia estadistica de p< 0.05. Se
observaron células 3-NT+ en corteza y en médula de ratones control y
experimentales. La 3-NT+ incremento significativamente a partir de la semana 2 con
respecto al control. La inhalacion de vanadio produjo un aumento de estrés

nitrosante en el timo, el cual podria incidir en el deterioro de la respuesta inmune.



1. INTRODUCCION

1.1.Contaminacién atmosférica

La contaminacion atmosférica, se define como cualquier modificacion
indeseable del ambiente causada por la introduccion de agentes fisicos, quimicos o
biolégicos en cantidades superiores a las naturales, de modo que excede la
capacidad de los procesos naturales de la atmosfera para transformarlos, afectando
el bienestar humano, asi como cualquier componente del ecosistema. Esta puede
ser clasificada segun su origen por causas naturales y antropogénicas (Romero et
al., 2006; Oyarzun, 2010).

La contaminacion atmosférica antropogénica, se refiere a la causada por la actividad
humana y es la que mas atencién ha tenido debido a que es un problema que ha
venido acompafiando al ser humano desde tiempo atras y la cual se ha visto en
aumento en las ultimas décadas (Rosales-Castillo et al., 2001). Gran parte de esta
problematica, es la consecuencia de un rapido y descontrolado crecimiento urbano
que lleva a la industrializacién. Siendo asi la contaminacién atmosférica, un factor
al que se le atribuyen diversos problemas en la salud humana, asi como
perturbaciones irreversibles en el equilibrio ecolégico (Lacasafia-Navarro et al.,
1999).

En los paises latinoamericanos el proceso de urbanizacion ha aumentado
significativamente durante el siglo XX. La Zona Metropolitana del Valle de México
(ZMVM) es una de las ciudades que ha presentado niveles altos de contaminacion
en el aire y para sus habitantes la exposicion continua a estos contaminantes por
largos periodos de tiempo, es un fendbmeno que se presenta cotidianamente
(Rosales-Castillo et al., 2001).

La exposicion a la contaminacion atmosférica incrementa la incidencia de una
amplia gama de enfermedades en los habitantes de la ZMVM, las cuales pueden
tener efectos tanto a corto como a largo plazo. Se ha estimado que la contaminacion

representa una fraccion significativa de la mortalidad a nivel mundial, debido a



enfermedades cardiovasculares como causa mas comun de muerte, seguida de las
enfermedades respiratorias y el cancer (Pozzer et al., 2019). A nivel mundial, se
estimaron 7 millones de muertes prematuras por exposicion a la contaminacion del
aire en el aflo 2012 y la mayor parte de estas fueron en paises en desarrollo (Kumar
y Attri, 2016).

1.2.Contaminacion atmosférica en la Zona Metropolitana del Valle de
México

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) cuenta con ciertas
caracteristicas que favorecen la contaminacion atmosférica. Esto debido a que es
una cuenca hidroldgica situada a 2,240m sobre el nivel del mar y rodeada por
montafias, por lo que la concentracion de oxigeno se ve disminuida en un -23% en
relacion con el nivel del mar. De igual manera, la direccidén de los vientos provoca
una mayor concentracion de los contaminantes en la zona sur de la ciudad, zona en
la que se obstaculiza su disipacion a causa de la sierra del Ajusco (Vallejo et al.,
2003).

Estas caracteristicas convierten a la poblacion de la ZMVM en una poblacion
susceptible, por presentar altos niveles de contaminacion atmosférica y pertenecer
a un pais en desarrollo. Las principales fuentes de contaminacion atmosférica son
el uso de vehiculos automotores y la industria, los cuales queman grandes
cantidades de combustibles fésiles, liberando al ambiente diversas particulas
capaces de causar efectos nocivos en las poblaciones, esto lo podemos ver

representado en la figura 1 (Lacasafia-Navarro et al., 1999).

La creciente urbanizacion y el consecuente aumento industrial y del parque
vehicular, que a su vez resultan en desechos poblacionales toxicos para la vida,
siguen aumentando progresivamente, se calculan 21 millones 581,000 habitantes
en la Ciudad de México, poblacién que continuara expandiéndose con un estimado
de 24 millones 490,000 habitantes para el 2035, segun la Revision 2018 de las
Perspectivas de Urbanizacion Mundial de la ONU.
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En la Ciudad de México se han identificado una gran cantidad y variedad de
contaminantes con efectos adversos para la salud humanay para los cuales se han
establecido normas de concentraciones permisibles en la atmosfera. Aqui

encontramos al ozono (Os), el mondxido de carbono (CO), el bidéxido de azufre

(SO2), el bioxido de nitrogeno (NO2), el plomo (Pb) y las particulas suspendidas
totales (PST), (Vallejo et al., 2003).

.y

- 0,c0,50, )
[~ NO,Pb,PST -

A

ontaminacion atmosférica
antropogénica.

Sobrepoblacion.

Capaces de causar

poblaciones.

= efectos nocivos en las
Uso de vehiculos
a

utomotoresy la industria.

Figura 1. Esquema de la problematica que representa la contaminacion
atmosférica en la ZMVM.
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1.3.Particulas suspendidas totales (PST)

Uno de los principales contaminantes, debido a su relacion con el incremento
en las tasas de morbilidad y mortalidad, son las particulas suspendidas (PS),
también conocidas como material particulado (PM) (Lacasafa-Navarro, et. al.,
1999). Las cuales consisten en nucleos de carbén a los cuales se adosan
compuestos como hidrocarburos aromaticos, gases, polvos, iones, material

biolégico y metales de transicién (Fortoul et al., 2009).

El PM proviene de una mezcla compleja de particulas soélidas y liquidas que se
liberan en el aire durante la combustion de carbon, madera, gasolina, diésel o
combustibles fésiles, asi como de fuentes naturales como incendios forestales,
emisiones volcénicas y la erosion del suelo y se clasifican de acuerdo a su diametro

aerodinamico (Gawda et al., 2017).

El PM se clasifica en: particulas gruesas; aquellas con un didmetro aerodinamico
menor de 10 um y mayor de 2.5 um (PMuio), particulas finas; con un diametro igual
0 menor a 2.5 pm (PMz) y las particulas ultrafinas; que tienen un didmetro menor
de 1 um (PM1.0), en la figura 2 podemos observar una comparacion en el tamafio de
sus diametros con algunos ejemplos (Vallejo et al., 2003). Cabe destacar, que las
particulas finas suelen ser mas toxicas que las mas burdas, esto debido a que tienen
mayor posibilidad de ingresar al espacio alveolar y de ahi a la circulacién. Y se
encuentran asociadas a un incremento en las enfermedades respiratorias y

cardiovasculares (Fortoul y Rojas-Lemus, 2007).

Las poblaciones sometidas a una exposicion prolongada del material particulado
han mostrado una exacerbacién en los sintomas respiratorios, disminucion de la
funcion pulmonar y uso recurrente de atencion médica. La Organizacion Mundial de
la Salud estima que la concentracion de PM2s contribuye aproximadamente a
800,000 muertes prematuras por afio, lo que la sitia como las 132 causa de

mortalidad en el mundo (Anderson et al., 2012).
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-
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Figura 2. Comparacion del tamafio de las particulas suspendidas con un cabello
humano y un grano de arena fina de playa en micras (imagen modificada de
Greenhub, 2017).

1.4.Vanadio (V)

Uno de los contaminantes atmosféricos adosado a las particulas finas (PMzs),
es el vanadio. El vanadio es un elemento de transicion color grisaceo con niumero
atomico 23 que podemos encontrar en la corteza terrestre con una presencia del
0.014% al 0.02%. Participa en la sintesis de clorofila de organismos fotosintéticos y
como micronutriente de varias especies marinas y terrestres, aunque Ssu
requerimiento en humanos aun no ha sido demostrado (Rodriguez-Mercado y
Altamirano-Lozano, 2006). Sus estados de oxidacion van del -1 al +5, pasando
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generalmente de un estado a otro por la transferencia de un electron a través de
reacciones de oxido-reduccién y su toxicidad aumenta conforme aumenta la
valencia y de los cuales, el pentoxido de vanadio (V20s) es uno de los compuestos
mas toxicos, asi como mas abundantes. El V20s es una sal de color amarillo-rojizo
con punto de ebullicion de 690°C y se considera un agente quimico peligroso

(Ustarroz-Cano et al., 2012), en la figura 3 podemos observar una imagen del V20s.

Figura 3. Pent6xido de vanadio, V20s (Imagen tomada de Made-in-China, 2019).

El vanadio lo podemos encontrar en grandes cantidades en forma de complejos
metalicos y organometalicos en todos los petréleos crudos y materiales de origen
fésil, mientras que en el gas natural se encuentra en muy pequefas cantidades. Su
concentracion en los petréleos es muy variable; sin embargo, en los paises
latinoamericanos ésta suele ser mas alta, con niveles de 243 pg/g para México y de
282 a 1,180 pg/g para Venezuela.
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El vanadio es liberado a la atmosfera principalmente por la actividad humana, por lo
que es considerado un contaminante ambiental. Aqui encontramos que el 91% del
vanadio en el ambiente, es producto de la actividad industrial, la combustion del
petréleo, de carbdn y de aceites pesados y el resto se deriva de la erosion del suelo,

emisiones volcanicas e incendios forestales.

Los niveles de vanadio en la atmosfera dependen de ciertos factores, como las
condiciones climéaticas, la posicidon geografica y las condiciones de urbanizacion
como se menciono anteriormente. En la Ciudad de México, se han reportado valores
que alcanzan 0.114 ug/m?3 en aeroparticulas de 10 umy 0.093 pug/m?2 en las de 2.5
pUm, estos datos coinciden con los niveles de vanadio encontrados en localidades
con intensa actividad industrial de Europa y Estados Unidos de América (Rodriguez-

Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Para la poblacion, la principal via de exposicidén a este contaminante es a través del
sistema respiratorio, 0 sea, por via inhalada, aunque también puede entrar mediante
el tracto gastrointestinal y a través de la piel. EI 10% del vanadio ingerido y el 25%
del vanadio inhalado es absorbido, mientras que en la piel su absorcién es minima
y se da mas por una exposicion laboral, posteriormente entra al sistema circulatorio

y es capaz de distribuirse a los diferentes 6rganos y tejidos (Mukherjee et al., 2004).

Una vez que el vanadio es absorbido, se puede encontrar en los estados de
oxidacion Ill, IV y V. Es transportado por la albimina y por la transferrina, se conoce
que el VY entra a la célula por mecanismos de transporte aniénico como los canales
de fosfato. Se acumula exclusivamente como VV!' (VO?*) en higado, rifién, hueso y
bazo, asi como en pulmones y testiculos en menor cantidad. Otros 6rganos en los
gue se ha detectado vanadio son corazén, tiroides, cerebro, musculo esquelético,

médula ésea y tejido graso (Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).

Se ha demostrado que el vanadio en los estados de oxidacion IV y V es capaz de
interactuar en concentraciones de micromoles (uUM) con moléculas organicas como
proteinas, péptidos, aminoacidos, nucleétidos y azucares. En las células, el vanadio
tiene preferencia por los grupos fosfato, carboxilo y amino de las biomoléculas. Una

vez que el vanadio es absorbido, se desecha rapidamente por rifiones o a través de

15



la bilis y es excretado via orina o por las heces. En la orina, la cinética de eliminacion
del vanadio sigue un comportamiento bifasico, debido a que es excretada la mayor
cantidad en las primeras 20 hrs y de 40 a 50 dias se excreta el resto. (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006). Esto se puede ver ejemplificado en el
esquema de la figura 4, el cual representa la entrada del vanadio a la circulacion por

la via inhalada.

Inhalacion

l Tracto
gastrointestinal

Sistema resplratorlo

s
(pulmonesy aIveoIos)
25% Bilis
3
H =50 b Torrente
uelsos:, rl:or;,, alzo, —— sanguineo —— i
ulmon, testiculo ) : igado
P B ’ — (sistema — g
entre otros organos. liafancol
l T 4
. —— Riﬁén
Orina Heces

Figura 4. Principal via de exposicion al vanadio y su toxicocinética (esquema
modificado de Rodriguez-Mercado y Altamirano-Lozano, 2006).
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1.5. Antecedentes con el modelo de inhalacién

Diversos estudios han encontrado efectos toxicos a causa del vanadio o sus
compuestos en una variedad de sistemas y 6rganos. Tales como alteraciones en la
membrana celular de los hepatocitos por dafio oxidativo (destruccion oxidativa de
los acidos grasos poliinsaturados en la membrana celular) e infiltrado inflamatorio
en higado, asi como un incremento en el nimero de células binucleadas con
meganucleo y modificaciones que indican actividad regenerativa (Fortoul et al.,
2011).

Con respecto a la toxicidad pulmonar, se observé que la inhalacion de vanadio
causO6 un aumento en las citoquinas (IL-6 y TNF-a) del epitelio bronquiolar en
ratones que llevd a un engrosamiento de la capa muscular bronquiolar. Asi como
cambios en el nucleo de células bronquiales no ciliadas (NCBC) y células ciliadas
que tenian un aspecto de pseudoinclusiones (Fortoul et al., 2011).

Otros estudios demostraron deterioro de la funcion pulmonar, abundancia de células
inflamatorias en el lavado bronquiolar y cambios fibréticos en pulmones de primates
y roedores. En los seres humanos, la exposicion en lugares de trabajo accidental o
involuntaria se ha asociado con respuestas inflamatorias en el tracto respiratorio

como bronquitis, neumonia, rinitis y faringitis (Fortoul et al., 2011).

De igual forma, se ha determinado neurotoxicidad a causa del vanadio debido a la
alta vulnerabilidad del sistema nervioso central ante el estrés oxidante. Se han
reportado alteraciones funcionales, citolégicas y ultraestructurales en bulbo
olfatorio, corteza motora, hipocampo, sustancia nigra, el estriado y en el epitelio
ependimario. En las células granulares del bulbo olfatorio, se detecté una
disminucion de la densidad de las espinas, asi como alteraciones asociadas a

disfuncion olfatoria (Fortoul et al., 2014).

Este modelo de estudio mostré6 también dafios en el sistema dopaminérgico
nigroestriatal, que se vieron reflejados en una disminucion en el numero de

neuronas inmunorreactivas a la tirosina hidroxilasa en la sustancia nigra compacta
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y pérdida de las espinas dendriticas de las neuronas espinosas de tamafio mediano

en el estriado de ratones expuestos (Fortoul et al., 2014).

En el hipocampo se observaron alteraciones morfolégicas y funcionales en
neuronas piramidales CA1y en células granulares, como disminucion de las espinas
dendriticas y necrosis de células granulares y piramidales. Mientras que en la
barrera hematoencefalica se observé la pérdida de cilios en el cuarto ventriculo,
desprendimiento de células y disolucion de las uniones estrechas entre células

ependimales y la membrana basal (Fortoul et al., 2014).

Se han reportado cambios ultraestructurales en testiculos de ratones por exposicion
a vanadio (V20s), como necrosis de espermatogonias, espermatocitos y células de
Sertoli. Se observaron alteraciones en la espermatogénesis, bajo recuento de
espermatozoides, asi como disminucién en su motilidad y un aumento en la
frecuencia en las anormalidades morfologicas que sugieren dafio al citoesqueleto.
Estos dafios se han reflejado en la disminucién de la gamma-tubulina y en menor
medida la actina en células de Sertoli, Leydig y células germinales (Fortoul et al.,
2011).

1.6. Antecedentes directos

Ademas de estos efectos toxicos a los 6rganos mencionados, se ha observado
que el vanadio también es capaz de afectar 6rganos relacionados con el sistema
inmune. Gonzalez-Villalva y colaboradores (2006), reportaron un aumento en el
namero de los neutréfilos, monocitos, asi como de las plaquetas. Con respecto a la
morfologia, se observaron alteraciones en el tamafio, formay color de los eritrocitos,
presencia de micronucleos y células eritroides inmaduras. En el timo, se observo
necrosis de linfocitos con edema de organelos (mitocondrias, reticulos, aparato de
Golgi) e infiltrado inflamatorio (con macréfagos y neutrdfilos), pérdida de la relacién
corteza-médula y presencia de nédulos linfoides con células plasmaticas y linfocitos
con caracteristicas atipicas. En médula 6sea se observo el aumento del nimero y

del tamafio de los megacariocitos, asi como el aumento en la lobulacion nuclear de
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los mismos (poliploidia), relacionado con el aumento plaquetario observado en
sangre periférica y con el dafio endotelial en vasos sanguineos (Gonzélez-Villalva
et. al., 2006)

Pifibn-Zarate y colaboradores (2008), observaron que el vanadio provoca
hiperplasia en centros germinales de bazo, debido al aumento de células CD19+
(linfocitos B), asi como supresion de la respuesta inmune humoral y un aumento en

el nimero y tamafio de megacariocitos con la pulpa roja pobremente delimitada.

Gonzélez-Villalva y colaboradores (2011), observaron un aumento de JAK2 y
STAT3 en megacariocitos en ratones expuestos a vanadio, células precursoras de
plaguetas. Asi como una disminucion en el receptor para el gen Mpl, el cual es el
gen encargado de la produccion de la proteina trombopoyetina, proteina encargada
de controlar a su vez la produccién de plaquetas. En este mismo estudio se report6
una inhibicion en la agregacién plaquetaria a las 4 semanas de exposicion, la cual

se revertia a las 8 semanas de exposicion y en el periodo post-exposicion.

Ustarroz-Cano y colaboradores (2011), reportaron cambios en la morfologia del timo
de ratones, en el cual se observo una distribucion irregular de la médula a través de
los l6bulos timicos, la cual ocupaba a su vez una menor area. Ustarroz-Cano y
colaboradores (2012), observaron una disminucién en la presencia y en la expresion
del CD11c, marcador de células dendriticas (CDs) y del MHCII, marcador de células
presentadoras de antigeno, en la médula del timo, asi como una disminucién en el
porcentaje de CDs (CD11c+ MHCII+) timicas medulares en el timo de ratones

expuestos a Vanadio (especificamente V20s) a una concentracion de 0.02M.

Finalmente, Ustarroz-Cano y colaboradores (2017), observaron la desorganizacion
en la citoarquitectura timica del ratén, la distribucién erratica de la expresion de la
citoqueratina 5 (K5*), marcador para células epiteliales timicas medulares, asi como
un incremento en la expresion del marcador K5*, el cual aumentaba después de 1
semana, lo que sugiere que pueda afectar el proceso de seleccion negativa y

provocar alteraciones en la inmunidad.
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En el estudio de Ustarroz Cano y colaboradores 2017 se observé que no hubo
cambios significativos en el peso del timo entre los ratones control y los expuestos
a la inhalacion de vanadio durante las cuatro semanas de experimentacién. Todos
los efectos mencionados se observaron en ratones machos de la cepa CD-1 de 4-
6 semanas de edad, utilizando el modelo de inhalacion a vanadio del grupo descrito

por Fortoul y colaboradores (2011).

Estos antecedentes nos indican que el vanadio es un contaminante ambiental capaz
de dafiar una variedad de oOrganos y tejidos, asi como tiene diversos efectos
adversos en los 6rganos implicados en la generacion y mantenimiento del sistema

inmune.

1.7.Sistemainmune y su importancia

El sistema inmune es el que nos permite discriminar entre lo propio y lo no-
propio, asi como es el principal sistema de defensa contra los microorganismos
patdogenos. Comprende una serie de factores humorales y celulares que actian en
conjunto y que no solo le permiten la defensa del huésped, si no que estan

involucrados en desarrollo, homeostasis y reparacion de los tejidos (Sattler, 2017).

Las diversas células y proteinas responsables de la inmunidad constituyen el
sistema inmune y la respuesta orquestada para defenderse de sustancias extrafias
(no-propias) se conoce como la respuesta inmune. La respuesta inmune se puede
dividir en innata y adaptativa segun la velocidad y la especificidad de la reaccion
(Tomary De, 2014).

La respuesta innata es con la que nacemos, ésta incluye cuatro tipos de barreras
defensivas; la anatdmica como la piel y las membranas mucosas que recubren la
nariz, garganta y tracto gastrointestinal, la fisioldgica que comprende la temperatura
y el pH, la fagocitica en la cual actian células como los neutréfilos, macréfagos y
monocitos de la sangre y la inflamatoria por proteinas séricas. Algunas otras células

gue forman parte del sistema inmune innato son las células Natural Killers,
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mastocitos, basdfilos, las células dendriticas, y los eosinodfilos. Estas se consideran
la primera linea de defensa ya que proveen una respuesta inmediata del hospedero
(Parkin y Cohen 2001; Tomar y De, 2014).

El sistema inmune adaptativo es aquel que desarrollamos a lo largo de nuestra vida
y consiste en reacciones de antigenos especificas a través de dos tipos de
respuestas. La humoral, que esta mediada por macromoléculas que se encuentran
en los fluidos extracelulares, en este tipo de respuesta actuan los linfocitos B y esta
mediada por anticuerpos, las proteinas del complemento (que también actdan en la
respuesta innata) y algunos péptidos antimicrobianos. Y la celular, mediada por la
activacion de macréfagos, y de linfocitos T, los cuales pueden ser CD4+ o
cooperadores y CD8+ o citotdéxicos, mediante la liberacion de varias citoquinas.
Estas respuestas son muy especificas, pero pueden tardar varios dias y semanas
en desarrollarse. La respuesta adaptativa tiene memoria, que se refiere a que una
exposicidon posterior lleva a una respuesta mas exacta y rapida, pero no inmediata
(Parkin y Cohen 2001; Tomary De, 2014). La division de la respuesta inmune innata
y adaptativa se puede ver ejemplificada en la figura 5, asi como las diferencias que

hay entre cada una de ellas y sus ejemplos.
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Figura 5. Division del sistema inmune con ejemplos de cada uno de ellos
(esquema modificado de Tomar y De, 2014).

Las células que forman parte del sistema inmune se organizan en tejidos y 6rganos

linfoides y son la médula 6sea, el timo, los ganglios linfaticos, el bazo, las amigdalas

y el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT). Estos son parte integral del sistema

inmune, por lo que los trastornos que los afectan pueden causar inmunodeficiencia

(Nosenko et al., 2016).

Los tejidos y 6rganos linfoides pueden ser clasificados segun su funcion en érganos

linfoides primarios, que son aquellos encargados de la produccion y maduracion de

los linfocitos B y T. Aqui encontramos a la médula 6sea, encargada de la produccion

y maduracion de los linfocitos B y de la produccion de los linfocitos T y el timo,

encargado de la maduracion de los linfocitos T. Y en érganos linfoides secundarios
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o periféricos, cuya funcion es el reconocimiento de los patdgenos y la produccion
de la respuesta inmune. Aqui encontramos a los ganglios linfaticos, el bazo, las
amigdalas y el MALT (Fortoul et al., 2019).

Los drganos linfoides también podemos clasificarlos segun su morfologia, aqui
tenemos a los encapsulados, que son aquellos rodeados por una capa de tejido
conectivo como el timo, los ganglios linfaticos y el bazo. Y los no encapsulados, que
presentan una capa periférica de tejido conectivo incompleta, como las amigdalas
0 que carecen completamente de ella como el MALT (Fortoul et al., 2019). Los tipos
de clasificacién de los tejidos y érganos linfoides pertenecientes al sistema inmune,

podemos observarlos en la figura 6.

* Médula 6sea

Primarios & "TiifG
Funcion
* Ganglios linfaticos
Secundarios * Bazo
o periféricos * Amigdalas
Tejidos y * MALT
organos linfoides
* Timo
Encapsulados * Ganglios linfaticos
* Bazo
Morfologia
No * Amigdalas

encapsulados e MAILT

Figura 6. Clasificacion de los tejidos y érganos linfoides (esquema modificado de
Fortoul et al., 2019).
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1.8.El Timo como parte del sistema inmune

El timo es el principal sitio de maduracion de las células T, por lo que es uno de
los principales 6rganos implicados en la generacion y mantenimiento del sistema
inmune, debido a que se encuentra dotado de un amplio repertorio para el
reconocimiento de antigenos que permiten la defensa contra infecciones y la
eliminacién de células malignas. De acuerdo con los antecedentes directos, el
vanadio es capaz de afectar su organizacion, asi como algunas de sus poblaciones

celulares, debido a esto, el timo es el 6rgano en el que se enfoca este trabajo.

El timo es un érgano linfoide primario encapsulado por una capa de tejido conectivo
denso irregular y bilobulado situado en el mediastino anterosuperior, por arriba del
corazon y delante de los grandes vasos. En los ratones, este 6rgano se encuentra
ubicado en la linea media de la columna vertebral, cerca de la base del corazén
(Ross y Pawlina, 2007).

Cada Iébulo timico esta dividido a su vez por tabiques fibrosos formando lobulillos
incompletos o pseudolobulillos. Estos se encuentran poblados por linfocitos T en
diferentes grados de maduracion, conocidos como timocitos. Los lobulillos a su vez,
estan constituidos por una zona periférica denominada corteza, altamente poblada
de timocitos en una fase mas inmadura y una zona interna de menor densidad
celular que recibe el nombre de médula, aqui se encuentran los timocitos en fases
de maduracion mas avanzadas (Marséan Suarez et al., 2013), en la figura 7 podemos
observar un corte histologico del timo tefiido con H-E, en el cual podemos apreciar
los lobulillos con sus diferentes areas (corteza y médula) pobladas de diversos tipos

celulares.

Ademas de los timocitos, el estroma del timo esta constituido por una red de células,
como las células epiteliales, varias subpoblaciones de células dendriticas timicas y
los macréfagos encargados de fagocitar a los timocitos en apoptosis (Castell-
Rodriguez et al., 2017).
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Las células epiteliales timicas (CET) son las mas abundantes en el estroma timico

y les proporcionan sostén a los timocitos. Actualmente se han descrito seis tipos

(tres en la corteza y tres en la médula), segun su localizacién, asi como sus

caracteristicas fenotipicas:

Células epiteliales tipo I: Se encuentran en la corteza aislando el
parénquima cortical lobulillar timico de la capsula de tejido conjuntivo denso,
de las trabéculas y de los vasos sanguineos corticales, por lo que forman
parte fundamental de la barrera hematotimica.

Células epiteliales tipo Il: Se encuentran en la corteza timica, poseen
maculas adherentes entre sus prolongaciones y expresan grandes
cantidades de moléculas clase | y Il del MHC (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad), las cuales son un grupo de glicoproteinas importantes

para el reconocimiento de antigenos de los linfocitos T.

Células epiteliales tipo Ill: Se encuentran en la region cortico-medular y
también expresan moléculas de ambos tipos del MHC aislando la corteza del

resto del timo.

Células epiteliales tipo IV: Se encuentran en la médula cerca de la region
cortico-medular y ayudan a mantener aislada a la corteza, ya que poseen

zonulas ocluyentes entre ellas y las células epiteliales tipo IlI.

Células epiteliales tipo V: Se encuentran distribuidas en la médula y unidas

mediante desmosomas formando una red de sostén para los timocitos.

Células epiteliales tipo VI: Se encuentran en la médula formando complejos
multicelulares unidos por desmosomas denominados corpusculos de Hassall
0 corpusculos timicos. Estos representan una caracteristica histologica

distintiva para reconocer al timo de otros 6rganos linfoides y juegan un papel
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importante en la maduracion de los linfocitos T (Castell-Rodriguez et al.,
2010).

La barrera hematotimica es la que impide el contacto de los timocitos corticales en
desarrollo con los antigenos que se encuentran circulando en la sangre, esto con el
fin de evitar la formacion de células autorreactivas a los antigenos propios (Castell-
Rodriguez et al., 2010).

Otras células presentes en el timo, son las células dendriticas (CD), mencionadas
anteriormente, las cuales son células presentadoras de antigeno importantes en la
inmunidad, ya que se encuentran involucradas en la seleccion negativa de clonas
de linfocitos T potencialmente autorreactivos. Existen varias subpoblaciones segun

su linaje, origen y funcion:

e Células dendriticas timicas plasmacitoides (TpCD): representan més del
65% de la poblacién de CD timicas.

e Células dendriticas timicas convencionales (TcCD); representa el 35%
de todas las CD timicas y se han descrito dos subpoblaciones.

o TcCDI: representan al 70% de todas las TcCD y son importantes para
el desarrollo de la tolerancia central. Producen Interleucina-12 (IL-
12p70) y la Quimiocina Expresada en Timo (TECK) e inducen
proliferacion de células T dependientes a la Reaccién Mixta de
Linfocitos (MLR).

o TcCDIl: representan al 25% de todas las TcCD vy tienen la funcion de
transportar, presentar antigenos periféricos, autoantigenos y
posiblemente estén involucradas en la generacién de los linfocitos T

reguladores (Treg), (Castell-Rodriguez et al., 2010).
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Figura 7. Fotomicrografia de timo. 10x. Teflida con H-E. Se puede observar la

médula (M) en el centro rodeada por la corteza (C), la flecha negra sefiala un
corpusculo de Nasal, representativo de la médula timica (Imagen proporcionada
por la Dra. Ustarroz-Cano, 2019).

El desarrollo de las células T, es un proceso que implica una intercomunicacion
celular intensiva, en la que una serie de tipos de células estromales, principalmente
las células epiteliales y en menor medida células mesenquimales, mieloides y
vasculares, proporcionan las sefiales moleculares necesarias para la supervivencia
de los progenitores linfopoyéticos, su adecuada diferenciacion, maduracion,
expansion y seleccién de los timocitos (Nacka-Aleksi¢ et al., 2019).
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Este proceso se divide en tres etapas:

Migracion y proliferacion: las células pre-T que se originan en la médula
0sea viajan hacia el timo, entrando a través de las venas postcapilares de la
regién corticomedular, aqui reciben el nombre de timocitos (Loyola et. al.,
2004).

Diferenciacion: los timocitos adquieren moléculas de superficie de las
células T maduras con funciones de reconocimiento de antigenos y
activacion una vez que llegan al timo, con el fin de adquirir la capacidad de
ejercer funciones cooperadoras o citoliticas (Loyola et. al., 2004). Aqui
encontramos a los dobles negativos (DN) CD4-CD8-, los cuales se dividen
en 4 subpoblaciones segun la expresion de los marcadores de superficie
CD44 y CD25 que han adquirido, estos pueden ser DN1 (CD44+CD25-), DN2
(CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) y DN4 (CD44-CD25-). Y estos van a
dar lugar a los timocitos llamados dobles positivos (DP) CD4+CD8+, este

proceso ocurre en la corteza externa del timo (Castell-Rodriguez et al., 2017).

Seleccion: los timocitos dobles positivos pasan por dos procesos de

seleccion.

o La seleccién positiva; los timocitos DP que hayan generado sus

receptores caracteristicos TCR y sean capaces de reconocer
moléculas MCH (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) propias con
una baja avidez sobreviven y se convertiran en los sencillos positivos
(SP) CD4+ o CD8+, esto se lleva a cabo por las células epiteliales
timicas corticales (CETc) en la corteza del timo (Castell-Rodriguez et
al., 2017).

o Y la seleccion negativa, en la que seran eliminados por apoptosis

aguellos timocitos que después de pasar por la seleccion positiva,
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sean autorreactivos, es decir, aquellos que reconozcan con una alta
avidez a las moléculas presentadas por el MCH propio. Este proceso
se lleva a cabo principalmente por las células dendriticas (CDs) y las
células epiteliales medulares (CETm) en la médula del timo (Castell-
Rodriguez et al., 2017).

Tolerancia central: Solo los timocitos maduros que hayan generado autotolerancia,
es decir, que no tengan inmunidad a las moléculas propias de cada individuo y que
sean capaces de reconocer antigenos, o bien, moléculas extrafias al propio
individuo sobreviven. Esta primera eliminacion de clonas autorreactivas llevada a
cabo en el timo se conoce como tolerancia central y es regulada en parte, por el

factor regulador autoinmune (AIRE) expresado por las CETm (Heber et al., 2013).

e Salida: Los linfocitos T maduros salen a la circulacién, sin embargo, solo un
pequefio porcentaje logra completar esta maduracion, por lo que solo del 1
al 3% logra salir a la circulacién y el 97% restantes muere por apoptosis
(Castell-Rodriguez et al.,, 2017). Los linfocitos T se distribuyen a los
diferentes tejidos y 6rganos linfoides, en los cuales se lleva a cabo la
tolerancia periférica, ésta se encarga de que aquellos linfocitos T
autorreactivos que logren salir del timo y viajen hacia los 6rganos linfoides
secundarios sean eliminados, con el fin de evitar que causen enfermedades
(Heber et al., 2013).
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Figura 8. Seleccion positiva y negativa de los linfocitos T en el timo (imagen
tomada de Universidad de Valencia, 2016).

En condiciones normales, el timo disminuye su tamafio, peso y actividad debido en
gran medida a factores genéticos, asi como a la influencia de los altos niveles de
hormonas sexuales durante la pubertad, por lo que se considera un proceso
multifactorial. Este proceso comprende la acumulacién de tejido conjuntivo
subcapsular, perivascular y la pérdida de células epiteliales timicas debido a la
transicion epitelial-mesenquimatosa, la cual es seguida de una diferenciacion previa
al adipocito, por lo que en la etapa adulta gran parte del parénquima timico es
reemplazado por tejido adiposo, este proceso es denominado involucion timica
(Nacka-Aleksic¢ et al., 2019).

En los ratones, el timo alcanza su maximo tamafio a partir de las seis semanas de
edad, lo que coincide con su maduracién sexual, mientras que en el raton adulto el
proceso de involucion ha causado la disminucion de su tamafio, por lo que en la
vejez es dificil detectarlo macroscépicamente (Marsan Suérez et al., 2013; Repetto
et al., 2010).

30



Cabe destacar, que la funcion del timo es vital para la maduracion de los linfocitos
T, ya que aqui se lleva a cabo la seleccion positiva y negativa de los mismos, por lo
que cualquier alteracién que pueda afectar este 6rgano podria llevar a la salida de
clonas autorreactivas a la circulacion, dando como resultado el desarrollo de

enfermedades autoinmunes.

1.9.Enfermedades autoinmunes y la contaminacion atmosférica

Las enfermedades autoinmunes (EA) son patologias cronicas asociadas con la
pérdida de tolerancia inmunolégica a los antigenos propios y una activacion
inadecuada del sistema inmune, afectan al 5% de la poblacion mundial de los cuales
el 80% de los pacientes son mujeres. La predilecciébn genética juega un papel
importante en la inmunidad, ya que se han encontrado méas de 200 loci involucrados
en trastornos autoinmunes. Sin embargo, el impacto de sustancias quimicas
inorganicas presentes en la contaminacion atmosférica, se han considerado un

factor de riesgo para el desarrollo o agravamiento de las EA (Gawda et al., 2017).

Estudios epidemiolégicos han demostrado la relacion entre la contaminacién
atmosférica y el desarrollo de enfermedades autoinmunes (EA), lo que convierte a
la contaminacién en un factor de riesgo para el timo y otros 6rganos implicados en
el sistema inmune. Algunas de estas correlaciones se han visto en el lupus
eritematoso sistémico (LES), que es una enfermedad autoinmune crénica en la cual
la exposicion laboral a silice, pesticidas, disolventes y otras sustancias inhaladas se
han relacionado con su desarrollo, asi como varios componentes de las PM2.s como
los oligoelementos y los hidrocarburos aromaticos policiclicos que se encuentran

asociados con la prevalencia de esta enfermedad (Zhao et al., 2019).

En la artritis reumatoide (AR), la cual es una enfermedad autoinmune sistémica
caracterizada por la inflamacién crénica y la destruccion de las articulaciones
sinoviales, tanto el consumo de tabaco como la exposicion a silice se han asociado
a un mayor riesgo para su desarrollo, de igual manera, las altas concentraciones de

PM:z.s aumenta el riesgo de la artritis idiopatica juvenil, asi como se ha asociado con
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la prevalencia de la AR sistémica. Los estudios realizados en el 2009 sugieren que
las emisiones de contaminantes vehiculares pueden agravar la AR, de igual forma,
las concentraciones de PM, SOz, NO2 y Os se han visto relacionadas con la
prevalencia de esta enfermedad. La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) es una
enfermedad autoinmune que resulta de la destruccion de las células beta
productoras de insulina en el pancreas. Esta enfermedad se ha asociado con la
exposicién a altas concentraciones de ozono, sulfatos y otros contaminantes en
nifos (Gawda et al., 2017; Zhao et al., 2019).

La esclerosis multiple (EM), es una enfermedad autoinmune en la que hay una
desmielinizacién inflamatoria del sistema nervioso central mediada por células T
especificas para un antigeno de mielina, en la que se ha visto que el aumento de la
concentracion de contaminantes como PMio, SO2, NO2 y NO, pueden ser un factor
de riesgo ambiental para el desarrollo y recaidas de la EM en adultos. La correlacién
entre la contaminacion y el desarrollo de las enfermedades autoinmunes, se puede
explicar por el desequilibrio de las células T, la produccién de citoquinas
proinflamatorias, la inflamacion pulmonar local, el estrés oxidante y cambios en la
metilacion provocados por la contaminacion del aire y que se han observado en el
desarrollo de las EA (Gawda et al., 2017; Zhao et al., 2019).

En la Ciudad de México, en un estudio llevado a cabo en nifios se observé que la
alta exposicion a contaminantes atmosféricos aumento las células T CD8+ y los
monocitos CD14+, redujo el nimero de las células natural killers, del interferén
gamma Yy el factor estimulante de las colonias de macrofagos y granulocitos, lo que
indica su papel en la alteracion del sistema inmune y la inflamacion sistémica (Zhao
et al., 2019).
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1.10.Radicales libres y estrés oxidante/nitrosante

Uno de los mecanismos asociado con el desarrollo de las enfermedades
autoinmunes, ha sido el aumento en la concentracion de radicales libres del oxigeno
y del nitrégeno, relacionado con la respuesta pro-inflamatoria que estos provocan.
Se ha observado que la presencia de ciertos contaminantes como el vanadio,
pueden provocar alteraciones en el equilibrio redox citoplasmico y mitocondrial
generando una alta produccion de radicales libres derivados del oxigeno (ROS) a
través de la reaccion de Fenton y mediante la inhibicion de ciertas enzimas

antioxidantes (Espinosa-Zurutuza et al., 2018).

Los radicales libres son atomos, moléculas o compuestos que tienen un electron
desapareado en su orbital exterior, lo que les proporciona gran inestabilidad y un
alto poder oxidante o reductor. Debido a esto, para alcanzar un estado quimico mas
estable, reaccionan con atomos o moléculas cercanas, alterando asi a biomoléculas
como proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos nucleicos, entre otras. Los radicales
libres, pueden reaccionar robando un atomo de hidrégeno, ligandose quimicamente
a otra molécula o actuando reciprocamente con otros radicales (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

Los radicales libres pueden ser derivados del oxigeno (ROS) o del nitrégeno (RNS)
segun el &tomo del que provengan. Si su produccién sobrepasa las defensas
antioxidantes ocasiona estrés oxidante y nitrosante respectivamente, este Ultimo
capaz de dafar los componentes macromoleculares de la célula y provocar su
muerte al activar el mecanismo de apoptosis, poniendo en riesgo al tejido y el

organo afectado (Hernandez-Rodriguez et. al., 2014).

33



1.11.Formacion de radicales libres derivados del oxigeno y nitrégeno

La mayoria de las especies reactivas del oxigeno (ERO) son generadas por la
pérdida de electrones durante la produccion de ATP por parte de las mitocondrias,
asi como por la NADPH oxidasa y otras oxidasas. Algunos de los ERO mas
importantes en los sistemas bioldgicos son anidén superéxido, el peroxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo (Gawda et al., 2017).

En el caso de las especies reactivas del nitrdgeno (ERN), el 6xido nitrico (NO) es la
fuente principal de todas las ERN presentes en los sistemas bioldgicos. EI NO es
una molécula de sefializacién que se genera a partir una reaccion de oxidacion-
reduccion en el que un atomo de nitrégeno del grupo guanidinio de la arginina se
oxida de -3 a +2, aqui el oxigeno molecular actia como agente oxidante y su estado
de oxidacion pasa de 0 a -2. Esta es una reaccion dependiente de NADPH, que
funciona como un segundo agente reductor y es catalizada por el éxido nitrico
sintetasa (NOS). La reaccidon ocurre en dos etapas con la formacion del
intermediario N%-hidroxi-L-arginina y finalmente la L-citrulina, esta reaccién la

podemos observar en la figura 9 (Centelles et al., 2004; La Padula, 2010).

NH, N OH
NADPH NADP* 1/2 NADPH 1/2 NADP”
NH NH S\
CoO™ COO™ COO™
L-arglnma N“’-hldroxl-L-argmlna L-citrulina

Figura 9. Formacion de NO a partir de la L-arginina en una reaccion catalizada por
la NOS (esquema tomado de Centelles et al., 2004).
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Las enzimas NOS presentes en los mamiferos, son hemoproteinas de las que se
conoce una isoforma inducible (iNOS), la cual no requiere de Ca?* para su funcién
y se expresa en varios tipos celulares, como macréfagos y células endoteliales, asi
como tres isoformas constitutivas dependientes de Ca?*, que corresponden a la
neuronal (nNOS), la endotelial (eNOS) y la mitocondrial (IMNOS), (Figueroa-Vega et
al., 2008; La Padula, 2010).

Las isoformas constitutivas producen cantidades mas bajas de NO durante periodos
cortos importantes para la homeostasis, como agente neurotransmisor y como
vasodilatador, mientras que las isoformas inducibles actian durante periodos mas
largos sintetizando cantidades mayores de NO en respuesta a citocinas como el
interferon gamma (IFN), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF) y la interleucina 1
(IL). Todas las células del organismo contienen NOS constitutivas, por lo que son
capaces de sintetizar 6xido nitrico, asi como muchos tipos celulares pueden inducir
la NOS como respuesta a diferentes estimulos (Figueroa-Vega et al., 2008;
Centelles et al., 2004).

1.12.Importancia del 6éxido nitrico (NO) como uno de los principales
radicales libres derivados nitrégeno

El 6xido nitrico (NO), es uno de los radicales libres derivados del nitrégeno que
mas atencion ha tenido, esto debido a que es un gas altamente difusible involucrado
en la citotoxicidad cuando se genera en exceso. Debido a que escapa a través de
la membrana celular y se difunde a las proximidades afectando otras células sin
necesidad de receptores en la superficie. Por lo que se considera una molécula-
sefal liberada desde cualquier parte de la célula y capaz de actuar en la misma o
en otras células cercanas que puedan responder a ella (Hernandez-Rodriguez et.
al., 2014).

Esta molécula, es altamente reactiva en los centros hemos de las proteinas que
controlan el tono vascular y es por eso que juega un papel importante en la

regulacion del calibre vascular. Para lograr su funcién, el NO es capaz de unirse
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covalentemente a diversos metales de transicion o a los grupos tiol de los
aminoacidos de las proteinas y producir moléculas a las que la célula sea sensible,
capaces de modificar directamente la actividad de una enzima o un receptor
membranal que su vez, alteran la transcripcion de una proteina determinada

(Hernandez-Rodriguez et. al., 2014).

El NO desempeiia un papel importante en la vasodilatacion y en la
neurotransmision, asi como participa en la respuesta antimicrobiana de los
fagocitos, sin embargo, el potencial del NO en la patogenia de las enfermedades
proviene de su reaccion con el superoxido, que da como resultado la formacion de

peroxinitrito, el cual es un potente agente nitrosante y oxidante (Gawda et al., 2017).

1.13.Funciones de los radicales libres derivados del nitrégeno en
condiciones normales

Las especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno son moléculas que se
producen naturalmente durante los procesos metabdlicos de las células y estan
involucradas en numerosos procesos fisioldgicos como el mecanismo respiratorio
de células fagociticas, la sefializacion celular y la sintesis de hormonas tiroideas
(Gawda et al., 2017).

EI NO, es un importante mensajero bioldgico tanto en animales como en plantas, ya
gue esta involucrado en diversos procesos fisiologicos como la neurotransmision, la
coagulacién sanguinea, el control de la presion sanguinea, la regulacién del tono

vascular y la modulacion de procesos inflamatorios, (Campolo, 2013).

El NO es sintetizado en el endotelio, que es un epitelio plano simple, formado por
células que recubre el interior de los vasos sanguineos y actia como vasodilatador
de las arterias, ya que impide que las células vecinas se ensanchen para poder
controlar el tamafio de su luz y por lo tanto la cantidad de sangre que pasa por ellas,

controlando asi la presion sanguinea (Gawda et al., 2017; Centelles et al., 2004).
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Algunas otras de las funciones que posee el NO, es como neurotransmisor en el
aprendizaje, la memoria y la fase cefélica de la excitacion sexual, ya que funciona
como regulador del musculo liso y actia en la vasodilatacion, vaciamiento gastrico
y ereccidn del pene y funciona como regulador vascular de corazén y rifiones. Tiene
un papel importante en la inmunidad, tolerancia, inflamacion y agregacion
plaguetaria y como regulador de la liberacion hormonal y de neurotransmisores. En
el timo y en los érganos linfoides periféricos, por ejemplo, los ganglios linfaticos, el
NO juega un papel fundamental debido a que es un factor proapoptético para
linfocitos T autorreactivos, tanto a nivel central, en forma coactiva con el factor de
crecimiento para células T derivado del estroma timico, como periféricamente
(Garcia et al., 2006).

1.14.Principales efectos toxicos generados por estrés nitrosante

Sin embargo, los radicales libres derivados del nitrdgeno y del oxigeno se ven
relacionados con la toxicidad cuando se generan en exceso, provocando estrés
nitrosante y oxidante respectivamente. Algunos de estos efectos se derivan de la
interaccion entre los radicales libres derivados del oxigeno y del nitrégeno con
lipidos de las membranas celulares, proteinas y acidos nucleicos (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

La produccién en exceso de los ERN, como lo es el NO, provoca relajacion en las
arterias y una presion sanguinea excesivamente baja (vasodilatacion excesiva). De
esta forma, los efectos toxicos de la sobreproduccion del NO pueden venir por la
accion directa de esta molécula sobre las proteinas o el ADN, o bien, debido a la
combinacion del NO con otros radicales, iniciando procesos oxidantes en cadena
gue pueden conducir a la muerte de las células afectadas (Centelles et al., 2004).
Un ejemplo de esto, es la formacion de nitrito y nitrato por la interaccion del NO con
el oxigeno. El nitrato, es capaz de reaccionar de forma rapida con el anién
superoxido (Oz2+—) para generar peroxinitrito (ONOO-), molécula capaz de hidroxilar

o nitrosilar los grupos sulfhidrilos y tioéster de las proteinas y lipidos. Esto dafia a la
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célula e induce la oxidacién de lipoproteinas, asi como fragmenta las moléculas de
DNA, disminuye los sistemas antioxidantes de la célula y ocasiona nitracion de
proteinas clave en los sistemas de sefializacién inter e intracelulares (Hernandez-
Rodriguez, et al., 2014).

1.15.La produccion de la Nitrotirosina (3-NT) y su papel como marcador de
estrés nitrosante

La tirosina es un aminoacido no esencial perteneciente al grupo de los
aminoacidos aromaticos. Es levemente hidréfila, rasgo que se explica por la
presencia de un anillo de benceno aromatico e hidr6fobo con un grupo hidroxilo. La
tirosina se encuentra expuesta en la superficie de las proteinas y esta disponible
para modificaciones, como lo es la nitracion por diversos factores, lo que resulta en
la formacion de 3-nitrotirosina (3-NT). Por lo que la 3-NT, es una modificaciéon
postraduccional en proteinas que ocurre mediante la accién de un agente nitrante y
que resulta en la adicion de un grupo —NO2, lo que conduce a la nitracion del
aminoécido tirosina, como se puede ver en la figura 10 (Ahsan, 2013).

En ciertas condiciones como en procesos inflamatorios, los radicales libres
derivados del nitrégeno, como el NO, participan en la nitracion del aminoacido
tirosina de las proteinas formando la 3-nitrotirosina (3-NT), la cual es un reflejo de
estrés nitrosante. Asi mismo, el peroxinitrito no puede reaccionar directamente con
los residuos de tirosina, sin embargo, puede producir especies oxidantes y
nitrosantes como el radical hidroxilo (+OH) y el diéxido de nitrégeno (NO2), que
pueden reaccionar promoviendo la formacion de la 3-NT (Rojas de la Fuente, 2015).

Ademas de la nitracion de la tirosina por generaciéon de radicales de diéxido de
nitrogeno por varias hemoperoxidasas en presencia de H202 y nitrito, otras
reacciones que llevan a su formacién son por la interaccion del 6xido nitrico con un
radical tirosilo, la accion directa del didxido de nitrdgeno, la formacién de acido
nitroso por acidificacion del nitrito, la oxidacién del nitrito por acido hipocloroso para

formar cloruro de nitrilo (NO2Cl), la accion de nitratos de acilo o alquilo y accion de
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nitratos de metal, por lo que la presencia de 3-NT se considera un marcador de

estrés nitrosante (Ahsan, 2013).

De igual forma, en condiciones normales es posible observar niveles bajos de 3-
nitrotirosina libre o unida a proteinas, lo que indica un bajo estado estacionario de
especies oxidantes y nitrosantes que son producidas en condiciones basales
(Campolo, 2013).

OH Sitio de nitracién OH
en tirosina
= NO,
Agentes nitrosantes
>
(ONOO-, NO,Cl, NO, HNO,,
HNO,, NO,-, HOCI, NO,)
HOOC HOOC
“; H A H
L-tirosina 3-Nitrotirosina

Figura 10. Formacion de la 3-NT a partir de la L-tirosina mediante agentes
nitrosantes; peroxinitrito (ONOO™), cloruro de nitrilo (NO2Cl), 6xido nitrico (NO),
acido nitroso (HNO2), &cido nitrico (HNO3), nitrito (NO2-), &cido hipocloroso
(HOCI), diéxido de nitrogeno (NO2), (esquema tomado de Ahsan, 2013).

Lo anteriormente expuesto muestra la importancia del buen funcionamiento del timo
y del balance del estrés nitrosante, cualquier factor que influya en esto, puede tener
como resultado un deterioro de la respuesta inmune y facilitar la salida de clonas
autorreactivas a la circulacion, y asi favorecer la incidencia de enfermedades

autoinmunes en las poblaciones expuestas a la contaminacion atmosférica.

39



2. Planteamiento del problema

La contaminacion atmosférica se ha convertido en un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades autoinmunes en la ZMVM. Los estudios previos del
grupo demostraron que la inhalacion de vanadio produce diversas alteraciones en
el timo de ratones. El estrés nitrosante produce efectos adversos en el timo, por lo
que es importante determinar si hay cambios en su produccién a causa de la

inhalacion de vanadio en este drgano.

3. Hipotesis

Si la inhalacion de vanadio produce estrés nitrosante mediante un aumento en
la sintesis de radicales libres derivados del nitrdgeno, entonces se observara un
incremento en el marcador 3-NT en el timo de los ratones expuestos a vanadio
comparados con los controles conforme aumentan las semanas de exposicion

durante 4 semanas.

4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo General

Determinar el estrés nitrosante mediante el marcador 3-NT en el timo de ratén por

efecto de la inhalacién subaguda de vanadio

4.2.0Dbjetivos Particulares

Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para el marcador 3-NT.

Identificar por inmunohistoquimica y cuantificar mediante densitometria la

produccion de la 3-NT en el timo de ratones control y expuestos a vanadio.
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5. Material y Métodos

5.1.Modelo biolégico

Se utilizaron 40 ratones de la cepa CD-1 machos con un peso de 33-35 gy de
aproximadamente 4 semanas de edad, los cuales fueron obtenidos del vivario de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autobnoma de México (UNAM). Los
ratones se colocaron en cajas de acrilico (5/caja) en una instalacion certificada
(animales libres de patdgeno) a una temperatura de 21°C con humedad relativa del
57% y un fotoperiodo de 12:12 (luz/oscuridad). Los ratones fueron mantenidos con

agua filtrada y pellets de Purina “rodent Chow” ad libitum.

Todos los protocolos experimentales se realizaron acorde a la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Recursos de Animales de
Laboratorio, Comision en Ciencias de la Vida y Concejo Nacional de Investigacion,
asi como la Guia para el Bienestar Animal (NOM-062-200-1999).

5.2.Protocolo de inhalacién

En el presente trabajo de investigacién, se ocup6 el modelo de inhalacién

descrito por Fortoul et al. en 2011 para las exposiciones, en el cual:

e 20 ratones como el grupo experimental fueron expuestos a pentoxido de
vanadio (V20s) disuelto en solucién salina al 0.9%, a una concentracion de
0.02M (2.57mg/m3 V) via inhalada, 1 hora 2 veces por semana durante 4
semanas.

e 20 ratones como el grupo control inhalaron solo el vehiculo, solucion salina

al 0.9%, 1 hora 2 veces por semana durante 4 semanas.

El procedimiento de inhalacion se realizé en una caja de acrilico transparente de
45x21x35 cm? con un volumen de 3.3 L conectada a un ultranebulizador Yuehua
WH 2000® con una tasa de nebulizacién méaxima de 4 mL/min, con 80% de las

particulas nebulizadas con diametros aerodinamicos de 1-5 um.
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5.3. Sacrificio y procesamiento de tejidos

Se sacrificé un lote de 5 ratones por grupo cada semana. Los ratones fueron
anestesiados con una inyeccion de pentobarbital sédico intraperitoneal, se
perfundieron por el ventriculo izquierdo con solucion salina (pH 7.4 al 0.9%) para el
lavado de los 6rganos y se fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos
(figura 11).

Posteriormente se extrajeron los timos, lo cuales se colocaron en paraformaldehido
y fueron procesados para su inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 8 um de
grosor y se montaron en portaobjetos cargados positivamente. Finalmente fueron
desparafinados y rehidratados con agua destilada durante 5 minutos para realizar

la técnica de inmunohistoquimica para 3-NT

El anti-nitrotirosina es un anticuerpo que funciona bien en cortes incluidos en
parafina, por congelacién y preparaciones celulares, por lo que se escogid la
inclusion en parafina debido a que los bloques se pueden guardar por mucho tiempo

para su uso posterior.
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Figura 11. Perfusion y diseccion del timo. En este esquema podemos observar en
el cuadro A la figura de un raton al cual se le abre la caja toracica y se le inserta una
canula por el ventriculo izquierdo, primero se deja pasar la solucién salina (B) para
el lavado de 6rganos y después se fijan con paraformaldehido al 4% (C) para la
posterior extraccion del timo.

5.4.Inmunohistoguimica para 3-NT

La inmunohistoquimica se realizé con el fin de localizar moléculas especificas,
gue en este caso corresponden a los radicales libres derivados del nitrégeno, en el
tejido mediante el uso de anticuerpos, en este caso la nitrotirosina (3-NT), ya que

poseen una gran especificidad y alta afinidad a estos.

Para su realizacion, después de haber desparafinado y rehidratado los cortes, se
inhibié la peroxidasa endégena con peréxido de hidrogeno (H20:2) al 30% durante
10 minutos, se escurrid el exceso y se enjuago con agua destilada dos veces. Los

cortes se colocaron en una solucion amortiguadora (4mL de buffer + 36mL H20
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destilada) y después se reactivaron los sitios antigénicos con calor mediante la olla
exprés a 15° C durante 3 minutos, con cuidado de que los cortes no se despegaran,
se dejaron enfriar y se realizaron 2 lavados en PBS por 3 minutos.

Posteriormente, se inhibio la peroxidasa enddégena durante 10 min, se escurrio el
exceso y se enjuagaron los cortes con agua destilada (2 veces) y se colocaron en
una solucién amortiguadora de fosfatos. Después, se inhibieron los sitios
inespecificos del anticuerpo secundario con un suero normal bloqueador anti-ratén,
el cual se dejo incubar durante 15 min, se escurrieron y fueron colocadas en la
camara humeda. Aqui se les puso el anticuerpo para 3-Nitrotirosina, se tapé la
camara humeda y se dejé incubar 30 min para luego ser guardadas en el

refrigerador durante toda la noche.

Al dia siguiente se realizaron 2 enjuagues con PBS y se colocé el anticuerpo
secundario (Anti IgG biotinilado) durante 30 minutos. Se quitd el exceso y se
realizaron 2 enjuagues con PBS por 2 minutos. Después se escurrieron bien las
muestras y se secaron con gasa, se incubo6 el complejo de estreptavidina por 30
minutos y se realizaron dos lavados con PBS por 2 minutos.

Se les coloc6 la Diaminobencidina (1 gota DAB + 1 mL de Buffer) por 5 minutos
aproximadamente o hasta que las muestras desarrollaran color. Posteriormente las
muestras se lavaron con agua destilada, fueron contratefiidas con Hematoxilina y

se lavaron con agua corriente para que viren.

Las muestras se enjuagaron con solucion amortiguadora durante 1 minuto, se
dejaron escurrir y se lavaron con agua corriente, finalmente se lavaron con agua
destilada y se dejaron escurrir. Por altimo, los cortes se deshidrataron en 3 cambios
de alcohol al 100%, se limpiaron en 3 cambios de xileno y fueron montados con un
cubreobjetos para ser observados en el microscopio. Los lavados realizados entre
cada paso se hicieron con una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH de

7.4. En la figura 12 podemos ver un resumen del proceso de inmunohistoquimica.
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Figura 12. Resumen de la inmunohistoquimica.

5.5. Densitometria

Para la densitometria primero se realizé la toma de fotomicrografias con una
camara Olympus C5050-ADU. Se tomaron 5 campos por animal (25 campos por
grupo) a 40x, tanto de corteza como de médula, las cuales se eligieron al azar y
fueron procesadas con el programa Photoshop 2015 para separar los canales, ya
que el programa trabaja en escala de grises, por lo que se utilizo el filtro amarillo
(yellow) debido a que en éste se observa la marca producida por el DAB de la

inmunohistoquimica.

Posteriormente, se pasaron a través del programa DensiFe para la realizacion de la
densitometria, este software nos permitio cuantificar a las células 3-NT+ en los
ratones control y expuestos a vanadio, las cuales se observaron como una marca
color ocre. Los datos fueron registrados en una hoja del programa Excel 2016, para

su posterior analisis.
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5.6. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados para determinar si cumplian una distribucion
normal. Finalmente se realizd un analisis de varianza ANOVA con una prueba post
hoc de Tukey con los datos obtenidos en la densitometria, esto con la finalidad de
determinar las diferencias significativas entre grupos, la cual se considerdé cuando
p< 0.05. Todos los datos fueron reportados con error estandar (SE). El analisis se

realiz6 con el programa Prism V 6.0.

El error estandar nos permite estimar cuanto varian nuestros valores de la muestra,
cuantificando las oscilaciones de la media muestral alrededor de la media
poblacional. En la figura 13 podemos ver un resumen del método utilizado en este

proyecto.
20 Grupo experimental ;
40 ratones B inhalaron V — " Sacrificio de 5 ratones
CD-1 4 de 0.02M (2.57mg/m? V). 1h, 2 veces por por semana de cada
33-35g (4- = > semana durante = grupo con inyeccién
6 semanas 20 Grupo control 4 semanas. de pentobarbital
de edad). ‘Whalaron Solicién sddico intraperitoneal.

salina al 0.9%.

Diseccion del timo y Perfusioén con solucién salina

Inmunohistoquimica procesamiento para su (pH 7.4 al 0.9%) seguida de
contra 3-NT. inclusion en parafina Paraformaldehido al 4% para

L (cortes de 8 um). lavado y fijacion de érganos.

l

Toma de
fotomicrografias de
25 campos por
grupo a 40x
(corteza y médula).

—

las células 3-NT en timo de
| ratones control y expuestos.

determinar diferencias
significativas entre grupos.

Densitometria para cuantiﬁcar\\ fngisis de varanza ANOVA (Rost
p hoc Tukey) con p= 0.05 para

4

Figura 13. Diagrama de flujo del método.
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6. Resultados

Estandarizacion de la técnica de inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica se estandarizdé con un control de la semana 1
(S1), con dilucién de 1:100 y se incubd toda la noche a una temperatura de 4°C. En
la figura 14 se puede ver una fotomicrografia del resultado de la estandarizacién de

la técnica en un control S1.

Figura 14. Fotomicrografia 100x de un control de la S1 para la estandarizacion
de la técnica de inmunohistoquimica contra 3-NT. Se puede ver representada
la médula (M) timica en el centro y un poco de la corteza (C) en las orillas. Las
flechas negras marcan las células positivas contra la 3-NT (3-NT+) que se
pueden observar en color ocre.
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Presencia de 3-NTen el timo de ratones expuestos a la inhalacion de vanadio

Descripcion morfolégica:

Las células positivas a la 3-nitrotirosina (3-NT+) se observaron en color ocre
sobre una contratincion azul, estas células positivas tienen forma redonda y podrian
ser linfocitos y también se observaron algunas células de forma dendritica, que
pudieran ser células dendriticas o células epiteliales, esta positividad se observé en
el timo de los ratones controles como en los expuestos a la inhalacién de vanadio.
La expresion de 3-NT+ se observld desde la semana 1 de exposicion a vanadio
hasta la semana 4, asi como en todos los controles. La expresion de la 3-NT+ en
los controles se observa en cantidades menores a comparacion de los expuestos a
la inhalacion de vanadio. La expresion de 3-NT+ se observd en mayor cantidad en
las semanas 3 y 4 en los timos de los animales expuestos a vanadio (figura 15).

Las células 3-NT+ se encontraron distribuidas tanto en la corteza como en la médula

del timo, con una distribucién aparentemente igual en ambas regiones (figura 15).

En la figura 16 se puede apreciar con mayor detalle la fotomicrografia de la
inmunohistoquimica para 3-NT del timo de raton expuesto a la inhalacion de vanadio
de la semana 4 (ES4), en la cual podemos observar diferentes células 3-NT+, tales
como posibles linfocitos, los cuales se observan de forma redonda y con un color
ocre, distribuidos en la médula y en la corteza del timo representados con las flechas
negras. En esta misma figura, podemos observar otro tipo de células 3-NT+ con una
forma denditica y de color ocre, las cuales pueden ser células dendriticas o células
epiteliales, estas se encuentran distribuidas tanto en la corteza como en la médula

timica y estan sefialadas con una cabeza de flecha.
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Figura 15. Fotomicrografias a 40x de la inmunohistoquimica para 3-NT en timos de
ratones control y expuestos a la inhalacion de vanadio. Se observan en color ocre y
con una forma redonda las células positivas para la 3-NT (3-NT+). En estas
fotomicrografias se pueden comparar los timos controles de la semana 2 (CS2)
contra el experimental de la semana 2 (ES2), asi como el control de la semana 4
(CS4) contra el experimental de la semana 4 (ES4). Las flechas negras marcan
diferentes tipos de células 3-NT+ (como células dendriticas, linfocitos, células
epiteliales y macrofagos), las cuales se encuentran distribuidas tanto en médula (M)
como en la corteza (C). Se observa mayor cantidad de células 3-NT+ en el ES2 a
comparacion del CS2 y en ES4 en comparacion del CS4.
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Figura 16. Fotomicrografia a 40x de la inmunohistoquimica para 3-NT en el timo de
un raton expuesto a la inhalacion de vanadio de la semana 4 (ES4). En esta imagen
podemos ver con mayor detalle las células 3-NT+ en color ocre y con una forma
redonda, las cuales pueden ser linfocitos, representados con las flechas negras y
los cuales se encuentran presentes en la médula (M) y en la corteza (C) timica.
Tambien podemos observar en color ocre y con una forma dendritica a las células
3-NT+ que pueden ser células dendriticas o células epiteliales, sefialadas con una
cabeza de flecha, tanto en la corteza como en la médula del timo.
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Analisis estadistico:

En la figura 17 podemos observar en el eje de las X la expresion de la 3-NT+
en el timo de todos los ratones controles (en la primera barra de color rosa) y de los
expuestos a la inhalacion de vanadio a través de las semanas de exposicion, desde
la semana 1 (S1) hasta la semana 4 (S4), mientras que en el eje de las Y podemos
observar la densidad media en pixeles de la cantidad de 3-NT+ expresada en el

timo de los ratones controles y expuestos a la inhalacion de vanadio.

Con respecto al andlisis estadistico, en la figura 17 se puede observar el analisis de
varianza ANOVA con una prueba post hoc de Tukey para determinar las diferencias

significativas entre grupos (p< 0.05) reportado con Error Estandar (SE).

El andlisis estadistico determin6 que hay mayor produccion de 3-NT+ en el timo de
los ratones expuestos a la inhalacién de vanadio en comparacion con los controles,
que es estadisticamente significativa a partir de la semana 2 de exposicion en
adelante, la cual se puede ver representada con un asterisco (*), también se observa
una mayor concentracion de 3-NT+ en las semanas 3 y 4 de los ratones expuestos
a la inhalacion de vanadio. De igual forma, hay una mayor expresion de la 3-NT+
estadisticamente significativa desde la semana 2 de exposicion a vanadio en
adelante con respecto a la semana 1 de exposicién, la cual se ve representada con
un simbolo de gato (#), (figura 17). La expresion de la 3-NT+ se mantuvo igual en

los ratones controles a lo largo de las 4 semanas que duré el experimento.
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3-NT+ en timos de ratones control y expuestos a
Vanadio.

800000+
600000+
400000~

200000+

Densidad media
(pixeles)

Control $1 S2 S3 S4
Semanas de exposicion

ANOVA p< 0.05 (post hoc Tukey)

* Diferencia significativa vs Control
# Diferencia significativa vs S1
SE

Figura 17. Analisis estadistico de la densitometria para 3-NT+ en el timo de ratones
control y expuestos a vanadio. ANOVA p< 0.05 (post hoc Tukey) reportados con SE
(error estandar). *Diferencia significativa vs Control y #Diferencia significativa vs S1
(semana 1). Se observa un incremento en la densidad media en pixeles desde la
S1 de inhalacion que se mantiene constante a partir de la S3 hasta la S4. Hay una
diferencia significativa en el aumento de la marca para 3-NT+ a partir de la S2 en
adelante con respecto al control, asi como de la S2 en adelante con respecto a la
S1.
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7. Discusion

El timo juega un papel esencial en el desarrollo de la inmunidad mediada por
células (linfocitos T). Cualquier dafio en este 6rgano, puede causar el deterioro de
la defensa inmune, que depende en gran medida de la actividad de los linfocitos T.
Por lo tanto, es necesario la busqueda y generacion de informacion actualizada que
nos permita proporcionar elementos que contribuyan a un mejor conocimiento de

este 6rgano.

De acuerdo con nuestros antecedentes, el vanadio es un contaminante atmosférico
capaz de afectar 6rganos relacionados al sistema inmune como lo es el bazo, la
médula 6sea y en este caso el timo. Los trabajos anteriores reportaron que la
inhalacion de vanadio produce cambios en la relacion corteza-médula, disminucion
en la expresion de los marcadores CD11c y MHCII, disminucion en el numero de
CDs, asi como un aumento de las CETm y una distribucion errética en la expresion
del marcador K5* en el timo de ratones. Por lo que nos preguntamos si algunos de
estos efectos podrian ocasionar un cambio en la produccion de radicales libres
derivados del nitrdgeno en las células, que condujeran al estrés nitrosante. Ya que
el estrés oxidante y nitrosante, son dos factores que han sido relacionados con el
desarrollo de las enfermedades autoinmunes (Gonzélez-Villalva et al., 2006; Pifidn-
Zarate et al., 2008; Fortoul et al., 2014; Ustarroz-Cano et al., 2017).

Ustarroz-Cano y colaboradores (2012), mencionan que la disminucién del CD11c
puede deberse al gran potencial del vanadio de inducir estrés oxidante, al liberar
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS), las cuales pueden traer
como consecuencia la modificacion de la actividad de factores de trascripcion en la
respuesta inflamatoria. Para este trabajo nos dimos a la tarea de corroborar la
presencia de estrés nitrosante en el timo, lo que nos ayudara a conocer los posibles
mecanismos y rutas de accion que llevan al dafio en este drgano causado por la

inhalacion de vanadio.
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Ahsan, H. (2013), reportdé que los macrofagos, presentes en la corteza y en la
médula timica, expresan especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ERON)
como el anién superéxido (O27) y el NO, los cuales son capaces de convertirse en
peroxinitrito (ONO27), el cual promueve de forma indirecta la formacion de la 3-NT.
La formacion de 3-NT también puede deberse a la expresion de dioxido de
nitrégeno, acido nitroso, cloruro de nitrilo y ciertas peroxidasas derivadas de células
inflamatorias, como lo son; linfocitos (presentes en corteza y médula) y las células
dendriticas (presentes solo en la médula timica), células que pueden mediar en la
nitracion de la tirosina para formar 3-NT. De acuerdo a los resultados obtenidos en
la presente investigacion, se observé produccion de 3-NT por la inhalaciéon de
vanadio conforme avanzé el tiempo de exposicién tanto en la corteza como en la
meédula del timo de ratones, la cual podria ser producida por macrofagos, linfocitos

y células dendriticas (figura 15y 16).

Asi mismo, Regal y colaboradores (2015), reportaron que el interferén gamma, el
cual es un promotor para la produccion de NO por parte de los macrofagos, puede
ser producto de los linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, células NK, linfocitos B,
linfocitos TNK, monocitos, los mismos macréfagos o las células dendriticas. Estas
células se encuentran distribuidas en diferentes partes del timo, tanto en corteza
como en médula, lo que podria explicar la expresion de 3-NT en todo el timo como

se pudo observar en los resultados (figura 15y 16).

El aumento en la produccion de ERN conduce al estrés nitrosante, y se puede ver
reflejado en el incremento del marcador 3-NT en todo el timo, esto puede deberse
a que diversos compuestos de vanadio incrementan la fosforilacion y la actividad de
la NOS, lo que estaria relacionado con el incremento de la 3-NT en el timo de
ratones expuestos a la inhalacion de vanadio y lo que concuerda con nuestros
resultados (figura 17), en los cuales se observa un aumento de la 3-NT+ conforme
aumentan las semanas de exposicion y el cual es estadisticamente significativo a
partir de la semana 2 de exposicion a la inhalacién de vanadio comparado con los

controles (Bhuiyan et al., 2009).
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El aumento de las ERN como el NO, también puede estar asociado con la muerte
por apoptosis de los linfocitos T, debido a que los macréfagos producen NO como
factor proapoptoético para linfocitos T autorreactivos y asi evitar que éstos salgan a
la circulacion (Garcia et al., 2006).

Ademas de evitar la salida de clonas autorreactivas de linfocitos T a la circulacion,
el aumento del NO puede provocar un deterioro en la respuesta inmune, debido a
la disminucion de poblaciones celulares como las CD4 y CD8, las cuales son las
principales encargadas de dar una respuesta ante la presencia de un antigeno,
como un microorganismo patdégeno, lo que resultaria en un deterioro del organismo
(Herbin et al., 2016; Kocic et al., 2010).

Como mencionamos anteriormente, en condiciones normales, el NO se encuentra
relacionado con la muerte de linfocitos T autorreactivos, sin embargo, en este
estudio no sabemos si todas las clonas de linfocitos T autorreactivas estan muriendo
por apoptosis, una sobreproduccion de NO que provoque estrés nitrosante puede
danar a todas las poblaciones celulares presentes en el timo, tanto a los linfocitos T
como a las poblaciones encargadas de su maduracion, como lo son las CET y las
CD, y tal vez no todos los linfocitos T autorreactivos mueran, dando paso a que

algunos logren salir a la circulacion.

De acuerdo con los resultados reportados por Ustarroz-Cano (2017) y Fortoul, et
al., (2011) la inhalacién de vanadio provoca un aumento en las CETm, asi como
una distribucién erratica en el marcador de citoqueratina 5 (K5+) y cambios en la
relacion corteza-médula, en la cual la médula ocupaba una menor area y se
encontraba distribuida a través de los lobulillos timicos y no en el centro como
deberia; estos resultados sugieren que también las CETc pueden estar alteradas y
por lo tanto la barrera hematotimica (conformada por CET) también. Esta barrera es
la encargada de evitar la entrada de antigenos circulantes al timo, los cuales podrian

formar clonas autorreactivas de linfocitos T.
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Gonzalez-Villalva (2004), con microscopia electronica de transmision observo
estructuras similares a nédulos linfoides y presencia de células plasmaticas, lo que
sugeria la presencia de linfocitos B activados en el timo de ratones expuestos a la
inhalacion de vanadio, sin embargo, la presencia de linfocitos B en el timo ha sido
reportada en condiciones normales en la médula timica (Perera y Huang, 2015;
Herbin et al., 2016).

Se ha descrito que la actividad citotoxica del NO por si sola es débil, sin embargo,
esta molécula es capaz de reaccionar con los aniones superéxido producidos por
los macréfagos y causarle un dafio al tejido al generar perdéxidos de nitritos
(Figueroa-Vega, 2008). Hernandez-Rodriguez y colaboradores (2014), han
reportado que el NO tiene la propiedad de atravesar facilmente las membranas sin
necesidad de receptores en la superficie, asi como tiene la capacidad de unirse
covalentemente a metales de transiciébn. Estos mecanismos permiten que el NO
pueda modificar directamente la actividad de una enzima o un receptor membranal

y alterar la transcripcion de proteinas.

Por lo tanto, el estrés nitrosante es capaz de dafar proteinas, acidos grasos,
carbohidratos y acidos nucleicos (como DNA y RNA) de las células, dafiando su
estructura y su funcion biolégica. Estos dafios promueven a su vez diversas
alteraciones en los procesos bioquimicos de la célula y llevan a la activacion del
mecanismo de muerte celular programada, 0 mejor conocido como apoptosis, lo
que podria explicar la disminucién en la expresién de los marcadores CD11c y
MHCII, asi como en el numero de CDs y a su vez la pérdida de relaciéon en la
corteza-médula, ya que la médula esta constituida en gran medida por las CDs
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Garcia et al., 2006).

La sobreproducciéon de NO puede llevar a una alteracion en las poblaciones
celulares del timo, sin embargo, el aumento de las CETm y la expresion erratica en
su marcador K5+ puede deberse a que la disminucion de las CDs provoque una
alteracion en la seleccion negativa de los linfocitos T, por lo que las CETm aumenten
para realizar la seleccion negativa, pues la funcion de las CD y las CETm es
redundante (Herbin et al., 2016).
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Gonzales-Villalva (2006) menciona la presencia de necrosis de linfocitos e infiltrado
inflamatorio en timo por inhalacion de vanadio, el cual se debe a una posible
alteracion en el citoesqueleto de los linfocitos, asi como por la inhibicion de la
enzima PTP (proteina tirosina fosfatasa). Esto puede ser una de las causas del
aumento del estrés nitrosante en el timo, al ser la nitracion de la tirosina la principal
fuente de las ERN.

En las imagenes de la figura 15 y 16, asi como en la grafica de la figura 17, pudimos
observar la presencia de células 3-NT+ en el timo de todos los ratones controles, lo
gue concuerda con lo descrito por Figueroa-Vega y colaboradores (2008), quienes
mencionan que las isoformas constitutivas eNOS y nNOS producen NO en
pequefias cantidades, esto resulta importante durante la homeostasis como agente
neurotransmisor y como regulador de la vasodilatacion y permeabilidad vascular.
En contraste, la INOS permite que las células liberen grandes cantidades de NO en
respuesta a ciertas citocinas, como el interferén (IFN) gamma, el factor de necrosis
tumoral (TFN) alfa y la interleucina (IL) 1.

Figueroa-Vega y colaboradores (2008) también mencionan que el NO es capaz de
mediar algunos de los efectos citotoxicos y citostaticos del sistema inmune, lo que
concuerda con lo reportado por Trujillo y Tovar (2008), donde se habla del NO como
un factor importante para la inmunidad, debido a que es efector de la citotoxicidad
mediada por macrofagos, inhibe la proliferacion de linfocitos T, en especial los T
cooperadores tipo 1 (Thl), asi como ayuda a mantener el balance entre los Thly
Th2, importantes en la respuesta inflamatoria y funcién inmune. La sobreexpresion
del NO es importante para evitar la expansion de las células Thl, involucradas en
el desarrollo de inflamacion persistente o no controlada. Esto corrobora la presencia
de 3-NT en el timo de ratones controles, ya que hay expresion de NO en condiciones

normales.
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Existen muchos estudios que han demostrado la fuerte relacion entre el desarrollo
de enfermedades autoinmunes con la exposicion a la contaminacion atmosférica,
especialmente, al material particulado (PM), caracterizado por el aumento en la

mortalidad y morbilidad a causa de enfermedades respiratorias y cardiovasculares.

Las enfermedades autoinmunes se caracterizan por una activacion prolongada del
sistema inmune innato y una respuesta inflamatoria crénica. Estas han sido
comunmente asociadas con un aumento en la concentracion de ERON en las
células. Esto se relaciona no solo con el inicio de la respuesta pro-inflamatoria por
parte de las ERON, sino también con la modificacion estructural de los
autoantigenos que resulta en la generaciéon de nuevos epitopos (determinantes
antigénicos) potencialmente autorreactivos. Estas alteraciones ocurren en la
peroxidacién dependiente de las ERON de lipidos dentro de las células, lo que
conduce a la formacion de aldehidos altamente reactivos que pueden formar
enlaces covalentes con proteinas y alterar tanto su estructura como su funcién
bioldgica. Y los productos de modificacién oxidativa presentes en la sangre se
consideran biomarcadores potenciales del estrés oxidativo sistémico, de la

inflamacion y de las enfermedades autoinmunes (Gawda et al., 2017).

Kyogoku y colaboradores (2019), mencionan que respuestas inmunes e
inflamatorias provocan una excesiva produccion del NO, lo que conduce a la
formacibn de ERN como el peroxinitrito y el diéxido de nitrdgeno. Esta
sobreproduccién de ERN lleva al estrés nitrosante, el cual causa inflamacion de vias
respiratorias y dafio tisular en pulmén entre otras cosas. De igual forma, Sugiura
(2008) muestra que hay numerosos mediadores proinflamatorios biologicamente
activos responsables en la patologia del asma, entre los cuales hay mayor evidencia
que indica que las ERON endbégenas o0 exdgenas son responsables de la

inflamacion en vias respiratorias de individuos con asma.

Monteiro y colaboradores (2019) explican que el cancer promueve una condicion
inflamatoria crénica sin solucion, en la cual las ERO y el NO son mediadores y

moduladores de diversos procesos de sefializacion celular que llevan al desarrollo
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de los tumores, ya que juegan un papel esencial en el mantenimiento del estrés

oxidante y nitrosante en los mismos.

Las patologias mencionadas anteriormente nos indican la existencia de un dafio en
la respuesta inmune, la cual puede conducir a enfermedades pulmonares y al
desarrollo de melanomas, en las que se ha observado un papel importante de las
especies reactivas del nitrogeno. En el timo se ha observado un dafio en las
poblaciones celulares encargadas de la seleccion positiva y negativa de los
linfocitos T por la inhalacién de vanadio, lo que nos hace pensar que el aumento de

estrés oxidante y nitrosante en este 6rgano puede afectar la respuesta inmune.

El timo, es un érgano linfoide esencial no solo para el desarrollo de los linfocitos T,
sino que es un o6rgano fundamental en la linfocitopoyesis y en la inmunogénesis,
controla la funcion inmune de otros 6rganos linfoides (ganglios, bazo y nodulos) y
juega un papel importante en la inmunidad del recién nacido, por los que estas
alteraciones pueden comprometer sus funciones a lo largo del desarrollo y

desencadenar diversos tipos de enfermedades autoinmunes (Loyola et al., 2004).

Es la primera vez que se reporta que la inhalacién de vanadio produce un aumento
en la expresion de 3-NT en el timo de ratones conforme avanza el tiempo de
exposicién a este metal, ahora tenemos un reto muy importante, demostrar los
mecanismos de accidbn que nos permitan relacionar los cambios observados
anteriormente en el timo por la inhalacion de este metal con el aumento en la

expresion de 3-NT.
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8. Conclusiones

La expresion de la 3-NT es mayor en el timo de los ratones expuestos a vanadio
a comparacion de los ratones controles, lo que se observo a partir de la semana 2

de exposicion.

La expresion de la 3-NT en el timo de ratones controles y experimentales se observo

tanto en corteza como en la médula timica.

La inhalacién de vanadio produjo un aumento en la 3-Nitrotirosina (3-NT), marcador
para estrés nitrosante, en el timo de ratones conforme aumentan las semanas de

exposicion.
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