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RESUMEN

En las ultimas décadas la contaminacion atmosférica ha ido en aumento en la zona
metropolitana del valle de México (ZMVM) con graves consecuencias para la salud.
Los seres vivos se encuentran expuestos a dicha contaminacion por la quema de
combustibles fosiles que liberan particulas contaminantes a las que se adhieren
algunos elementos, como el vanadio (V), que entran al organismo principalmente
por la inhalacion. ElI sistema inmunoldgico, del que depende la defensa del
organismo contra agentes patégenos, es uno de los mas afectados. De acuerdo con
los antecedentes se han observado alteraciones en células relacionadas con la
respuesta inmune por efecto de la exposicion a V como son las células presentes
en el timo: las células dendriticas y las células epiteliales timicas, asi como en sus
marcadores. Estas células se relacionan con la producciéon de linfocitos T
reguladores (Treg) los cuales se encargan de regular la actividad de linfocitos T

cooperadores y citotéxicos, asi como linfocitos NK y B.

En el timo las células dendriticas timicas (CDt) y las células epiteliales timicas
medulares (CETm) tiene un papel redundante en la regulacién de la eliminacién de

clonas autorreactivas.

De acuerdo con los antecedentes, la exposicion a V por inhalacion genera
alteraciones en CDt y CETm. Se observo una disminucion en el nimero de CDt y
un aumento en las CETm. La acciéon de CETm en la regulacién y produccion de
Treg es relegada en favor del proceso de eliminacion de clonas reactivas.

El proposito de este trabajo es estudiar el efecto de la inhalacion de V sobre la

cantidad de los Treg presentes en el timo en raton.

Se realizdé un protocolo de inhalacion de V20s, a una concentracion de 0.02 M
durante 4 semanas, con 20 ratones control y 20 experimentales de la cepa CD1,
machos, con peso de 32+2q, ciclo de luz-oscuridad de 12-12h y alimento ad libitum.
Al final de cada semana se disectaron los timos de 5 ratones del grupo experimental

y 5 del control, los cuales se procesaron con la técnica histologica, y se realizo la



inmunohistoquimica contra FOXP3, marcador de los Treg. Se tomaron
fotomicrografias para realizar un analisis densitométrico seguido de un analisis por

ANOVA del grupo control contra los experimentales de cada semana.

Las células FOXP3+ se encontraron en corteza, médula y zona corticomedular
timica, en el grupo control y en el experimental, no se observaron cambios
estadisticamente significativos. Sin embargo, esto no implica que estos linfocitos se
encuentren activos o que funcionen adecuadamente, por lo que se tendrian que

hacer estudios con marcadores de activacion de Treg.



1. INTRODUCCION

1.1. Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM)

Se denomina zona metropolitana al espacio geografico urbanizado o municipio que
cuenta con al menos 50 mil habitantes, donde la actividad y funciones exceden el
espacio del municipio por lo que incluyen a municipios vecinos, en el que el
municipio mas grande toma el papel de municipio central y contempla también a
aquellos municipios con un 50 por ciento de su poblacion unida
socioeconémicamente al municipio central (Consejo Nacional de Poblacion 2012;
CONAPO, 2013).

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM), llamada también de manera
indistinta Zona Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), comprende las 16
alcaldias de la Ciudad de Meéxico, 59 municipios del Estado de México y un
municipio del estado de Hidalgo, con una superficie aproximada de 7,866 km? y
alberga aproximadamente al 17% de la poblacion total del pais (OCDE, 2015).

1.2. Contaminacion atmosférica en la ZMVM

La composicion del aire en zonas urbanas, los diversos procesos relacionados con
el viento en asentamientos urbanizados y las condiciones geograficas han

propiciado el incremento de la contaminacién atmosférica en la ZMVM.

Por otra parte, de acuerdo con la OCDE, el incremento de motorizacion; la falta de
opciones de movilizacion dentro de la ZMVM; el interés en la construccion de vias
destinadas a vehiculos automotores; el crecimiento urbano no planificado y la
irregularidad en el cumplimiento de las leyes ambientales, asi como el mal manejo
de desperdicios solidos han derivado en una disminucion en la calidad del aire en
las ultimas decadas (OCDE, 2013, 2015).

10
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Figura 1. Mapa del Valle de México (Modificado de INEGI-SEDESOL-CONAPO
2012).
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1.3. Contaminacién atmosférica

1.3.1. Composicion del aire

En condiciones normales, como es el caso de las zonas rurales, la composicion del
aire esta conformada por nitrégeno (N), oxigeno (O), argon (Ar) y didxido de carbono
(CO2) entre otros gases y por material particulado en estado solido o en suspension
como son el agua, polvo, sales y microorganismos como bacterias y algas aerobias
entre otros. Mientras que la composicion atmosférica en zonas urbanas contienen
ademas otros gases como dioxido de azufre (SOz), 6xido de nitrégeno (NO), dioxido
de nitrogeno (NO2z), monoéxido de carbono (CO); por smog fotoquimico (reaccion
qguimica desencadenada por la interaccion de la luz solar, diversos Oxidos y
compuestos volatiles) como el ozono, otro material particulado en suspension
(aerosoles) o en estado sélido como polvos, cenizas, sales entre otros, dando como
resultado una contaminacion del aire o contaminacion atmosférica. Cuando las
concentraciones de estos componentes son altas representan un peligro para la
salud de las diversas formas de vida, asi como para los ecosistemas. Estos efectos
pueden presentarse inmediatamente o con el paso del tiempo dependiendo del tipo,
duracion y dosis de la exposicién (Moreno, 2010, Oke et al., 2017; Tesé6n et al.,
2016; Tomasi et al., 2017).

La diferencia entre los componentes del aire tipo (rural) y el aire urbano es
propiciada por la quema de combustibles fésiles por parte de vehiculos
automotores, la actividad industrial, el uso de calefactores, refinerias y otras

actividades antropogénicas (Moreno, 2010).

12



Mezcla de gases v

Particulas en suspension v
SO2, NO, NO2, CO etc.
Compuestos organicos

Ozono (0s)

Aerosoles

NN N N N X

Tabla 1. Comparacion de la composicion del aire tipo (rural) y el aire urbano

(basado en Moreno, 2010).

Algunas particularidades notables del aire en zonas urbanas son:

Dioxido de carbono (CO2) — Es un gas emitido por seres vivos y por el suelo; es el
producto principal de la quema de combustibles. Aunque no es toxico para los seres
humanos per se, su acumulacién desplaza y reduce el oxigeno. Es un gas de efecto
invernadero de vida larga implicado en el proceso del cambio climético (Oke et al.,

2017).

Monoxido de carbono (CO) — Contaminante derivado de la combustion incompleta
en actividades antropogénicas (uso de vehiculos, actividad industrial, uso de estufas
y calentadores). Afecta tanto a seres humanos como a otros animales ya que
interfiere con la absorcion de O por parte de la hemoglobina causando falta de

oxigeno. En bajas concentraciones pueden causar dolores de cabeza y reducir

13



funciones a nivel cerebral. En altas concentraciones puede ser letal. Contribuye a la

formacion de gases de efecto invernadero cuando se oxida (Oke et al., 2017).

Halocarburos y gases halogenados — Son gases inertes, se utilizan como gases
dieléctricos (o insulantes) que actuan como aislantes o refrigerantes en aparatos
eléctricos; en la industria metallrgica y en la fabricacion de polimeros plasticos.
Aunque hasta el momento no se conocen efectos directos sobre la salud, muchos
de esos componentes son gases de efecto invernadero de vida larga y afectan la

capa de Os al nivel de la estratosfera (Oke et al., 2017; Tomasi et al., 2017).

Plomo (Pb) — Se utiliza como aditivo para el petrdleo y se libera por combustion en
actividades antropogénicas. Por su toxicidad tiene efectos en diversos sistemas y
organos, como en rifiones, higado, sistema hematopoyético, en la capacidad
reproductiva, puede causar dafios en el cerebro, afectar el desarrollo mental y el
crecimiento. En el ambiente, se deposita en los sistemas terrestres y acuaticos

alterando los ecosistemas (Oke et al., 2017).

Metano (CHa) - Es un gas inflamable, se libera a la atmdsfera como derivado de la
guema de combustible y por descomposicion anaerdbica. Hasta el momento no se
conocen efectos directos sobre la salud, sin embargo, en dosis altas puede
desplazar el oxigeno y provocar asfixia, en dosis menores se presentan mareos,
somnolencia, salivacion excesiva y vomito. Actia como gas de efecto invernadero

de vida larga (Oke et al., 2017; Tomasi et al., 2017; Hoja de seguridad, 2009).

14



Oxidos nitrogenados (NO, NO2) — Contaminantes resultantes de la quema de
combustible organico (carbén, aceite, gas, gasolina) y en menor medida como
productos del ciclo del nitrogeno (N) llevado a cabo por la interaccion entre
organismos, suelo y atmdsfera. La exposicion cronica a los 6xidos nitrogenados se
relaciona con diversas enfermedades respiratorias. Ocasiona una hipertroficacion o
eutrofizacion (enriquecimiento exacerbado de nutrientes) de los sistemas acuaticos
gue provoca el crecimiento de algas, alterando la cantidad de oxigeno en el sistema
y por tanto imposibilita el proceso de fotosintesis (Oke et al., 2017; Curtis et al.,

2008; Villaserior et al., 2001).

Oxido Nitroso (N20) — Derivado de la quema de combustible y por emisiones del
suelo. Gas inflamable, se le conoce también como “gas de la risa” por su uso como
sedante en el area de odontologia. No se conocen efectos directos en la salud, pero,
como el caso del metano, desplaza el oxigeno lo que puede causar mareos y
somnolencia y en concentraciones altas puede ocasionar asfixia. Gas de efecto
invernadero de vida larga (Oke et al., 2017; Hoja de seguridad, 2015; Pubchem,

2019).

Compuestos organicos volatiles (VOC) — Son diversos compuestos de carbono
que se encuentran volatiles a temperatura ambiente. La principal forma de emision
en zonas urbanas es por medio de residuos de gasolina, pinturas, limpiadores,
pesticidas y solventes. Algunos de estos compuestos son carcinogénicos, otros
pueden ocasionar irritacion en la mucosa nasal y en ojos; fatiga, pérdida de

coordinacion, afectaciones en higado, rifidn, dafio al sistema nervioso central entre

15



otros. Estos compuestos afectan también a la vegetacion (Oke et al., 2017; Cicolella

et al., 2008; EPA, 2019; Tomasi et al., 2017).

Ozono (O3) — Contaminante secundario, se deriva de VOC, Oxidos de nitrégeno
(NOx), Metano (CHs4) y CO. La exposicion cronica deriva en dafios al sistema
respiratorio disminuyendo la capacidad pulmonar y potencialmente causando
mortalidad prematura, también se ha ligado a alteraciones en la fisiologia del
sistema nervioso central. Es un gas de efecto invernadero de vida corta. Las
concentraciones altas de Oz afectan a la vegetacion reduciendo el crecimiento en

plantas (Oke et al., 2017; Zhao et al., 2018).

Dioxido de Azufre (SO2) — Es el contaminante primario derivado de la ignicion de
combustibles que contienen Azufre (S) como el carbon, diésel y el petrdleo; y como
derivado de la actividad industrial. Entre los efectos en la salud humana se ha
observado que promueven la inflamacion de vias respiratorias agravando la
intensidad de los ataques de asma. Por otra parte, presenta un efecto sinérgico
positivo (un reforzamiento del efecto de dos 0 mas componentes por separado) con
el O3y particulas suspendidas totales (PM) de las cuales se hablara mas adelante.
Como efectos en los ecosistemas se presenta la acidificacion de suelos y promueve
la formacion de particulas suspendidas totales PM (Oke et al., 2017; Gomez et al.,

2002; Tomasi et al., 2017).

Las condiciones meteoroldgicas en zonas urbanizadas también juegan un papel

sustancial en el incremento de la concentracion de contaminantes atmosféricos.

16



Como son las condiciones anticiclonicas invernales, zonas de alta presion
atmosférica mayor que la presion del aire circundante, que propician capas densas
de aire frio encapsuladas entre capas de aire mas calido de menor densidad, dentro
de un valle o cuenca urbana, fenomeno denominado inversion térmica. Este proceso
mantiene los contaminantes atmosféricos atrapados en corrientes ascendentes,
inhibiendo la accion de plumas de dispersion (modelo de dispersion de
componentes y moléculas suspendidos en el aire, afectados por la direccion del
viento) (Oxford, 2000; Spellman et al., 2016).

La direccion y desplazamiento de los vientos en las zonas urbanas se encuentran
afectados a su vez por la presencia de construcciones como edificios, los cuales
crean obstaculos que alteran el patron de dispersion del material transportado por

el aire (Moreno, 2010; Oke et al., 2017).

17



Figura 2. Patrén de direccion del viento perturbado por la presencia de un edificio.
El curso de particulas contenidas en el aire es alterado por la presencia de
construcciones de gran altura, modifica su dispersion y las concentra en la parte
inferior (basado en Moreno, 2010).

18



Aire caliente

Figura 3. En la inversion térmica el aire frio se mantiene en la zona inferior del valle,
atrapado por una capa media de aire caliente que no permite el flujo de aire fuera
del valle, afectando la dispersiébn de contaminantes atmosféricos (basado en
Moreno, 2010).
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1.4. Particulas suspendidas

Se define como particulas suspendidas (PM) al material particulado o aeroparticulas
gue no forman parte de la composicién natural del aire. Esta conformado por trazas
de metales, suelo, quimicos organicos, acidos y polvo. De acuerdo con su origen se
pueden catalogar como PM de fuentes naturales (material volcanico, material de
origen marino, polvo disperso por via aérea) y antropogénico (industrial, automotriz,
etc.). De acuerdo con la fuente de la que provienen pueden dividirse a su vez en
aguellas particulas provenientes de la erosién y aquellas provenientes de la
combustion. Por ultimo, las aeroparticulas también pueden catalogarse de acuerdo
con sus propiedades, como su contenido de carbon (C), el grado de solubilidad que
presentan o la concentracion de metales que contienen. Poseen un diametro que
abarca de >100um a <0.1lum aproximadamente. Son producto de residuos
metallrgicos, smog, humo diésel (resultado de la combustion de combustible
diésel), pigmentos y en la ceniza resultante de la quema de C. Estan conformadas
por trazas de derivados de C o silica (SiO2) usualmente, pero pueden contener
Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Cobre (Cu), Plomo (Pb), Cadmio (Cd), Berilio (Be),

Niquel (Ni), V entre otros (Anderson 2011, Oke et al., 2017, Fortoul et al., 2014).

20



Antropogénico
e

Combustlon
Fuente
PM
Erosion
Solubilidad

Propiedades Contenido de Carbdn (C)
Contenido de metales

Figura 4. Clasificacién de las particulas suspendidas por su tipo de origen, fuente
de produccién y propiedades (Tomasi et al., 2017).
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De manera empirica se han definido tres categorias para las particulas suspendidas

de acuerdo con su tamafio:
PM1o nomenclatura para definir a las particulas < 10 um
PM:s se utiliza para designar a las particulas < 2.5 um

UFP (Particulas ultrafinas) para aquellas trazas con un tamafio < 0.1 um (Tomasi et
al., 2017).

1.4.1. Efecto de las particulas suspendidas

En los dltimos 50 afios se ha documentado el efecto de las particulas suspendidas,
como contaminante, por su efecto en la salud, asi como su rol a nivel ambiental ya
que estas afectan la calidad del aire y pueden causar alteraciones en los

ecosistemas (Tomasi et al., 2017).

Debido a su tamafio, las PM se mantienen suspendidas en el aire por mayor tiempo
gue particulas mas grandes antes de precipitarse. Entre menor sea el tamafio, se
incrementa la posibilidad de exposicidén ya que las particulas mas pequefas pueden
persistir suspendidas por semanas y pueden ingresar facilmente al organismo por
diversas vias, principalmente por inhalacién, donde las trazas pueden acceder al

sistema respiratorio.

22



Q0o -

Tamafio: 100 - 15 ym Tamafio: 10 - 5 um Tamafio: 5 —2.5 ym Tamafio: < 2.5 um
Alcance: Nariz y Alcance: Pulmén Alcance: Alvéolos Alcance: Torrente
aaraanta ]anaiiinen

Figura 5. Tras su inhalacion, las particulas suspendidas totales ingresan al
organismo, alcanzando diferentes partes del sistema respiratorio dependiendo de
su tamafo. En el caso de las PM < 2.5 pm, debido a su reducido tamafio, ingresan
facilmente al torrente sanguineo, lo que les permite desplazarse a diferentes
organos (Oke et al., 2017; Fortoul et al., 2014).

Se ha documentado que la exposicion cronica a las PM esta relacionada con
perturbaciones en el organismo como dafio celular, disminucién en las funciones
cardiacas y respiratorias; desarrollo de bronquitis cronica y asma; incremento del
estrés oxidante; asi como alteraciones al sistema inmunologico (Fortoul 2014, Oke
et al., 2017; Tomasi et al., 2017; Khaniabadi et al., 2017).

Los efectos del incremento en la concentracion de las PM no se limitan solo a
alteraciones a la salud humana y animal. Se han observado alteraciones en la

morfologia de las hojas (dafios en cuticula, disminucién del tamafio de los estomas,
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de las células del tejido epidérmico y un menor tamafo de la hoja en general) de

algunas especies de plantas herbaceas, asi como una reduccion en la capacidad

de algunos arboles de capturar y retener particulas suspendidas (PMzs) (Rai et al.,
2010; Chen et al., 2017; Tomasi et al., 2017).
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es cardiacas,
Arritmia

Figura 6. Ruta de efectos adversos a la salud asociados con la exposicion a PM

(basado en Tomasi et al., 2017).
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1.5. Vanadio
1.5.1 Generalidades del Vanadio

Fue descubierto en 1801 por el quimico espafol-mexicano Andrés Manuel del Rio
Fernandez, originalmente le dio el nombre de “pancromo” por la variedad en la
coloracion del elemento en disolucion, en precipitados y en sus 6xidos. Nombre que
fue cambiado después por “eritronio” por la coloracion rojo escarlata que adquirian

las sales de este elemento al calentarse (Rivas 1985; Burriel et al., 2002).

Este descubrimiento no tuvo gran impacto y en 1930 el sueco Nils Sefstrom
(quimico) descubri6 el mismo elemento al cual denominé “Vanadio” en honor de una
deidad escandinava (Vanadis o Freyja), el cual fue estipulado como el nombre oficial
(Rivas, 1985; Burriel et al., 2002).

El V es un metal de transicion con el nUmero atdmico 23 y una masa atémica de
50.94 con una valencia de +2, +3, +4 y +5; posee estados de oxidacién que van de
-1 a +5, con un punto de fundicién de 1715°C. No se encuentra en su forma metalica
en la naturaleza. Posee un color plateado, con textura dura, ductil en estado puro,
pero quebradizo con la presencia de impurezas. Es utilizado en aleaciones como en
acero para la fabricacion de maquinaria y herramientas (Barceloux, 1999; Burriel et
al., 2002; Chang et al., 2013).
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Figura 7 y 8 a) Vanadio en estado puro, b) Pentoxido de vanadio (tomado de
chemistrylearner.com/vanadium.html y Materialscientist: shorturl.at/cCASWX).
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1.5.2. Vanadio como contaminante

El'V se puede encontrar en los depdsitos de petréleo, principalmente en yacimientos
de Venezuela, Kuwait y México. La combustion incompleta de este carburante, de
carbon y fueldleo o HFO (remanentes de la destilacion fraccionada de petroleo
crudo, utilizado principalmente en el area maritima y de transportacion) resulta en
PM:s con trazas de V, en forma de pentoxido de Vanadio (V20s) asociadas, entre
otros metales. Asi como resultado de los hornos de fundiciébn en la industria
metallrgica. Las PM quedan suspendidas en el aire e ingresan al organismo por la
via respiratoria en primera instancia con la capacidad de ingresar en el sistema

circulatorio (Barceloux, 1999; Fortoul et al., 2014).

De acuerdo con la edicion més reciente del inventario de emisiones de la ZMVM
(2018) publicado por la Secretaria del Medio Ambiente de la Ciudad de México, se
emiten aproximadamente 362.43 kilogramos anuales de V en la ZMVM (SEDEMA
2021).

1.5.3. Efectos del vanadio en la salud

La exposicion crénica a V esté relacionada con diversos efectos adversos en la
salud que han sido ampliamente documentados. Entre ellos, en el sistema
respiratorio estd asociado a procesos inflamatorios, asma, dafio en el tracto
respiratorio. En el sistema nervioso se ha observado incremento de estrés oxidante
a nivel tisular y en las neuronas se observo pérdida de espinas dendriticas, entre
otros efectos, que podrian relacionarse con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. Por otra parte, se han registrado alteraciones en el tejido
hematopoyético, presentandose toxicidad en los eritrocitos; en el tejido testicular en
las células de Sertoli (células involucradas en el proceso de espermatogénesis); el
V, como promotor de estrés oxidante, fomenta el avance de enfermedades
hepaticas e inflamacion en higado y pancreas (Avila et al., 2006; Fortoul et al., 2007;
Fortoul et al., 2012; Fortoul et al., 2014; Gonzélez et al., 2009).
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Por otra parte, se han encontrado evidencias del papel de la exposicion a V en la
teratogénesis, en modelos biologicos de ratdn, hamster y pollo. Se observo letalidad
en embriones, toxicidad en fetos y embriones, asi como acumulaciéon de V en

placenta y tejidos (Avila et al., 2005; Fortoul et al., 2014).

Por ultimo, se han registrado también diversas alteraciones en el sistema

inmunologico que se trataran a continuacion.

1.5.4. Efecto del vanadio en el sistemainmunoldgico

La inhalacion de V se relaciona con diversas alteraciones en el sistema
inmunologico tanto en los 6rganos linfoides primarios como en los secundarios. Se
observd un cambio en la citoarquitectura de la corteza y de la médula del timo; asi
como un cambio en la cantidad y expresién de sus marcadores en las diversas

poblaciones celulares del timo (Ustarroz et al., 2017).

A partir de 2008 Fortoul y colaboradores observaron alteraciones en bazo y en
médula 6sea con un modelo de inhalacion de V en un periodo de 12 semanas.
Encontraron un aumento de la pulpa blanca del bazo y en la cantidad y tamafio de
los megacariocitos y establecieron las implicaciones en el sistema inmunolégico y
la produccion de plaquetas como posible potenciador de eventos tromboembdélicos

(blogueo de la circulacién por presencia de coagulos).

De acuerdo con el trabajo de Pifidn y colaboradores en el 2008, se encontraron
cambios histologicos y funcionales en bazo (6rgano linfoide secundario). En un
modelo de inhalacion de V durante 12 semanas observaron que el bazo de los
ratones expuestos tuvo un incremento en el nimero y en el tamafio de los centros
germinales, un incremento de las células CD19+, y la pulpa roja no estaba bien
delimitada, todo esto comparado con los controles. Estas alteraciones morfologicas

y funcionales en bazo pueden suprimir la respuesta inmune humoral.
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Fortoul y colaboradores (2009) identificaron un aumento en el tamafo de los
megacariocitos de bazo y en médula 6sea (6rgano linfoide primario, cuya funcién
es la hematopoyesis, es decir, la producciéon de células sanguineas); como
resultado de la inhalacion a V durante 12 semanas de exposicién en un modelo

murino.

En 2012, el trabajo de Ustarroz y colaboradores registran que como resultado de la
inhalacion de V se presenta una disminucion en el numero de células dendriticas
timicas (CD) asi como en sus marcadores CD11c y MHCII (presentes en las células

presentadoras de antigenos).

Por ultimo, en el 2017 Ustarroz y colaboradores corroboran un desarreglo en la
distribucion de las poblaciones medulares y corticales, o que ocasion6 un cambio
en la citoarquitectura del timo, como resultado de la exposicion a la inhalacién de
V20s durante 4 semanas, asi como un cambio en la expresion de K5, marcador de
las células epiteliales timicas medulares (CETm), con un aumento de este marcador
en la primera semana, en ratones expuestos a V contra ratones control, para
después observar una disminucion en la semana 3y 4, sin que alcanzara los valores
basales (grupo control). Estas alteraciones pueden permitir la salida a la circulacién
de clonas autorreactivas que deriven en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes y otros padecimientos relacionados con la alteracion de las funciones
del sistema inmunolégico (Fortoul et al., 2008; Pifion et al., 2008; Fortoul et al., 2009;
Ustarroz et al., 2012; Ustarroz et al., 2017).
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spleen and bone marrow
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Loépez, M. 2020 Efecto nitrosante en el ? Estrés nitrosante
timo de raton por la
inhalacion de V

Tabla 2. Antecedentes de efectos de la inhalacién de V en el sistema inmunoldgico
(Fortoul et al., 2008; Pifidn et al., 2008; Fortoul et al., 2009; Ustarroz et al., 2012;
Ustarroz et al., 2017; Lopez, 2020).

1.6. Generalidades del sistema inmunoldgico

El sistema inmunolégico se define como un conjunto de 6rganos, tejidos y células
gue reconocen entre “lo propio” y “lo no propio”. La respuesta de este conjunto ante
elementos propios y no propios se denomina respuesta inmunoldgica. Esta puede
ser desencadenada por moléculas llamadas inmundgenos. Principalmente
proteinas y carbohidratos, aunque casi cualquier molécula del cuerpo puede actuar

como inmundgeno (Abbas et al., 2018; Fortoul et al., 2019; Romero et al., 2007).

Los organos linfoides que conforman el sistema inmunolégico pueden clasificarse
de acuerdo con su funcién, en primarios o secundarios, o de acuerdo con su

morfologia, en encapsulados o no encapsulados.

En mamiferos los 6rganos linfoides primarios estan compuestos por la médula 6sea
y el timo, los cuales se encargan de la produccion y maduracion de las células
involucradas en la respuesta inmunoldgica, y los secundarios, que se encargan del
reconocimiento de los estimulos y generar una respuesta, y son los ganglios

linfaticos, el bazo y los tejidos linfoides asociados a mucosas (MALT).

Por otra parte, de acuerdo con su forma, los 6rganos linfoides encapsulados reciben
ese nombre porque poseen una capa de tejido conectivo, este grupo esta
conformado por el timo, el bazo y los ganglios linfaticos. Mientras que los 6rganos

linfoides no encapsulados carecen de capa de tejido conectivo. Pueden presentarse
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como tejido linfoide difuso (MALT y amigdalas) y tejido linfoide nodular (n6dulos
linfoides como las placas de Peyer o los nédulos en apéndice) (Abbas et al., 2018;
Fortoul et al., 2019).

Primarios: Médula 6sea y timo

Funcion

Secundarios: Ganglios linfaticos, MALT,
Bazo y amigdalas
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Encapsulados: Timo, bazo y ganglios
linfaticos

Morfologia

No encapsulados: Amigdalas y MALT

Figura 9. Clasificacion de los 6rganos linfoides por su funcién y su morfologia
(basado en Fortoul 2019).
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La respuesta inmunoldgica se divide en innata (también llamada natural o nativa), y

en adaptativa (especifica o adquirida).

La respuesta innata es la primera linea de defensa, tiene nula o muy limitada
memoria, es de accion rapida, no tiene especificidad y promueve la accién de la
respuesta adaptativa. Esta conformada por las barreras epiteliales, macrofagos,
células dendriticas (CD), mastocitos, linfocitos NK (Natural Killer) y complementos.
Se encarga de bloquear la entrada de microorganismos potencialmente patégenos
con barreras quimicas y fisicas, asi como la eliminacion de estos en caso de que

atraviesen las barreras fisicas (piel) asi como la eliminacién de células afectadas.

Por su parte la respuesta adaptativa genera memoria inmunoldgica, su accion es
mas lenta y tiene especificidad frente antigenos, estad conformada los linfocitos B,
los linfocitos T, anticuerpos y los linfocitos T efectores. (Cooperadores, o linfocitos
Th). Es importante mencionar a las CD que son células presentadoras de antigenos,
constituyen la mediacion entre la respuesta innata y la adaptativa (Abbas et al.,
2018, Fortoul et al., 2019).

1.7. Timo

El timo es un érgano linfoide primario, encapsulado, es decir cubierto por una
capsula de tejido conjuntivo, bilobulado, se localiza en mediastino anterior. Este

involuciona con la edad.

Cada I6bulo esta rodeado por una delgada capa de tejido conjuntivo denso irregular
(capsula), con nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos eferentes. En el tejido
también se presentan células tipicamente asociadas a tejido conjuntivo como son
las células cebadas (mastocitos), células plasmaticas, adipocitos, linfocitos,

granulocitos y macréfagos.
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La capsula del timo emite prolongaciones, también llamadas trabéculas formando
lobulillos incompletos, éstos estan constituidos por dos zonas: una externa de alta
densidad celular de linfocitos T inmaduros o timocitos, llamada corteza, y una zona
interna con una densidad menor de timocitos, en estados mas avanzados de
maduracion, denominada médula, Dentro de estas zonas se observa un gradiente
de diferenciacion celular, relacionado con su funcionalidad. Tiene como
caracteristica histologica la presencia de organizacion tipica de células epiteliales
timicas medulares tipo VI bautizadas con el nombre de corpusculo de Hassall, el
cual tiene un papel en la maduracion de los linfocitos T. Al interior de la médula se
observa presencia de macréfagos y Células dendriticas medulares (CDm). En la
zona cortical la presencia de células epiteliales timicas corticales (CETc) (Abbas et
al., 2018; Fortoul et al., 2017).

El timo tiene la funcion de liberar linfocitos inmunocompetentes, asi como eliminar
la mayor parte de la clonas autorreactivas, proceso que recibe el nombre de

tolerancia central en los érganos linfoides primarios.

Los linfocitos inmaduros provenientes de la médula désea son capacitados
(maduran) por medio de una serie de procesos denominados seleccién positiva y
seleccion negativa. Los linfocitos inmaduros ingresan al timo por la unién cortico-
medular. En este estado carecen de receptores CD4 (Cooperadores) y C8
(Citotoxicos) por lo que se les denomina doble negativas (DN), mediante procesos
de reordenamiento génico expresan TcR (Receptor de linfocito T), CD y CDS8

simultaneamente, recibiendo el nombre de doble positivas (DP).

Se lleva a cabo un simulacro de la presencia de un antigeno dentro del estroma
timico en el que los linfocitos interactian con moléculas del MHC | y Il que expresan
las CETc, si los linfocitos DP no reaccionan al estimulo del MHC propio, se activa la
via apoptética asegurandose que el linfocito muera; El linfocito seguira su proceso
de maduracion de acuerdo a la avidez con la que TcR reconozca la molécula de

MHC ya que tanto baja avidez como una avidez exacerbada daran como resultado
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la muerte del linfocito, buscando que solo los timocitos de avidez media sean

liberados al sistema inmunolégico periférico.

La seleccion positiva se encarga de facilitar la supervivencia de los linfocitos cuyos
receptores hayan respondido al estimulo del MHC y cuyo correceptor del linfocito
CD4 o CD8 coincida con el MHC (tipo | o Il) correspondiente (Abbas et al., 2018,
Chavez et al., 2017; Fortoul et al., 2017).

Por otra parte, aquellos linfocitos que reaccionen de manera exacerbada al
simulacro pasaran por el proceso de seleccion negativa activando la via apoptética
del linfocito T (o eliminacién clonal). Durante este proceso se lleva a cabo una
migracion celular hacia el centro del timo; desde la corteza, cerca de la zona de
union corticomedular, en la zona corticomedular y hacia la médula. Dentro de la
meédula, los linfocitos DP son expuestos a antigenos propios, cuando estos
presentan gran avidez por los autoantigenos son eliminados. Una porcion reducida
de linfocitos que presentan alta avidez, escapa el proceso de apoptosis y se
diferencian en Treg.

De esta manera las CETc y las CETm en conjunto con las CD eliminan a los
linfocitos T potencialmente autorreactivos y regulan la produccion de los linfocitos
T. De estos procesos solo sobreviven del 3% al 4% de los linfocitos (Abbas et al.,
2018, Chéavez et al., 2017; Fortoul et al., 2017).
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Figura 10. Fotomicrografia de timo de raton con tincién de H-E a un aumento de
10x. Se observa la zona cortical (C) con una tonalidad violeta (zona mas basdfila) y
la zona medular (M) con una tonalidad rosacea (zona mas aciddfila), al interior de
la médula se pueden observar agrupaciones celulares en todo rosa como
caracteristica histolégica tipica (corpusculos de Hassall) (cH) sefialado con una
flecha (Autora: Martha Ustarroz Cano).
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Figura 11. Proceso de capacitacion de los timocitos inmaduros dentro del timo
(basado en Abbas et al., 2018).
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1.7.1. Poblaciones celulares del timo
Dentro del timo se encuentran diversas poblaciones celulares como son:

Linfocitos T o timocitos. Son linfocitos que reconocen los antigenos de
microorganismos asociados a células, su funcion es facilitar el trabajo de los
fagocitos para destruir microorganismos patdgenos, asi como células propias del
organismo que hayan sido infectadas. Son responsables de mediar la respuesta
inmunitaria en la inmunidad celular. Tienen especificidad restringida, reconocen
proteinas unidas al MHC. Reconocen y responden a antigenos asociados a
superficie. Dentro del timo se encuentran en proceso de maduracidn o capacitacion
como CD4 o CD8, para después integrarse al sistema inmunolégico periférico por

medio del sistema circulatorio.

Macréfagos. Son fagocitos activos encargados de defender y llevar la limpieza
celular, ya que se encargan de ingerir patdégenos, restos celulares (detritos), células
apoptéticas, células dafiadas o viejas y material que no es propio del organismo.
Una vez llevada a cabo la fagocitosis realiza la funcion de célula presentadora de
antigenos, mostrando en su membrana moléculas antigénicas para ser reconocidas

por linfocitos.

Los macréfagos también llevan a cabo la produccién de citocinas, proteinas que se
encargan de la comunicacién intercelular, denominadas monocinas; llevan a cabo
la regulacién de los procesos inflamatorios, ya sea promoviendo la inflamacion
(proinflamatorias) o restringiéndola (antiinflamatorias). También secretan enzimas
lisosbmicas en poca cantidad en comparacion con otros fagocitos dentro del

organismo.

Las CET. Son células de origen endodérmico, presentadoras de antigenos. Se
dividen en corticales o CETc, del tipo |, Il y lll (involucradas en la seleccion positiva)
y las medulares o CETm, del tipo IV, V y VI (involucradas en la seleccion negativa).
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Las CETm VI forman espirales compactas que reciben el nombre de corpusculo de

Hassall.

CET | — Células que aislan el parénquima cortical de los lobulillos de las trabéculas
y vasos sanguineos de la corteza. Esto crea una zona aislada, libre de antigenos
dentro de la corteza. Forman parte de la barrera hematotimica

CET Il — Células de citoplasma abundante y ndcleos grandes con abundante
eucromatina. Tienen maculas adherentes entre sus prolongaciones y expresan
MHCI y MHCII

CET Ill — Presentes en el limite corticomedular, se entrelazan a través de zénulas
ocluyentes, aislando la corteza del resto timo. Expresan tanto MHC | como MHC II.
Las CET | y Il rodean a los timocitos corticales por su gran cantidad de citoplasma,
creando nichos microambientales en la corteza, los cuales reciben el nombre de
complejos de células nodrizas del timo. Estos expresan grandes cantidades de MHC
I y Il y tienen organelos necesarios para la presentacién de antigenos. Lo que los
convierte en un sitio primario para la seleccion positiva.

CET IV — Se encuentran en el limite corticomedular, en la zona medular, mantienen
aislada la médula de la corteza. Cuentan con zé6nulas ocluyentes entre ellas y las
CET Il

CET V - Se distribuyen ampliamente en la zona medular, se encuentran sostenidas
por desmosomas (uniones celulares que enlazan las membranas celulares y los
filamentos plasmaticos intermedios celulares), construyen un sostén para los
timocitos.

CET VI — Forman complejos unidos por desmosomas, de forma concéntrica y
nacleos aplanados, que reciben el nombre de corpusculos de Hassal. Presentan
filamentos intermedios de queratina (Abbas et al., 2018; Fortoul et al., 2017).
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I. Localizadas debajo de la IV. En la zona corticomedular. Con
capsula. Parte de la barrera uniones estrechas con las CET Il

hematotimica. Presenta zénulas

ocluyentes

Il. Corticales, presentan V. Medulares, presentan
desmosomas desmosomas

Ill. Se ubican en la zona cortico- VI. Forman estructuras
medular. Poseen uniones concéntricas (corpusculos de
estrechas entre siy con las otras Hassall)

células medulares

Tabla 3. Tipos de CET presentes en el timo

Las CD. Células de origen mieloide (de la médula 6sea), son una poblacion
heterogénea, parte del linaje de los monocitos, un tipo de fagocitos. Presentan
proyecciones citoplasmicas con forma dendritica, tienen citoplasma carente de
tonofilamentos (filamentos protéico citoplasmaticos que forman parte del
citoesqueleto), lo que le permite alterar la forma de su citoplasma para migrar entre
las células. Tienen la funcién de detectar la presencia de patégenos e inciando
reacciones de defensa del sistema inmunitario innato, al capturar proteinas
pertenecientes al patogeno, la presentan ante los linfocitos para iniciar una
respuesta inmunitaria adaptativa; por lo que se considera como un puente entre los

dos tipos de inmunidad.
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Dentro del timo se localizan en médula y en la zona corticomedular y son
presentadoras de antigenos. Estas también estan relacionadas con la seleccion
negativa. Se identifican tres tipos en el timo: CDc de forma dendritica (CD11c+),
CDc (SIRP+) y CD plasmacitoides o CDp de forma redonda.

Linfocitos T reguladores (Treg). Desde los afios 60s se tiene conocimiento de la
existencia de linfocitos T con accidn supresora en el sistema inmunologico, pero no
fue hasta 1995 que se definié el fenotipo de dichos linfocitos T con el nombre de
linfocitos T reguladores (Treg) (Abbas et al., 2018; Fortoul et al., 2017).

1.7.2. Linfocitos T reguladores

Estos son una subpoblacion heterogénea de linfocitos T CD4* que durante la
seleccion negativa pueden reconocer antigenos propios, diferencidndose a Treg,

tienen su origen en la zona medular del timo.

Componen un 5 a 10% de los linfocitos T CD4*. Estos suprimen o regulan la
respuesta inmunitaria de otras células del sistema inmune como CD4 y CD8, se
encargan de mantener la tolerancia central. También participan en el control de la

respuesta inflamatoria y en infecciones y respuestas alérgicas. (Li et al., 2015)

Existen diferentes fenotipos, pero el mas frecuente es CD4*CD25*FoxP3*. A los
linfocitos Treg presentes en el timo se les llama también tTreg, Treg virgenes o Treg
naturales mientras que los Treg producidos fuera del timo (en el sistema periférico)
se denominan pTreg o Treg adaptativos Estos se inducen por la estimulacion por
parte de TcR o por precursores maduros que no expresan el receptor para la cadena
alfa de interleucina 2 (IL-2) o pierden la habilidad para expresarlo como un método
de mantener su funcion supresora. Una vez maduros, los Treg se desplazan al
sistema inmunologico periférico para llevar a cabo su funcion reguladora, siendo co-
estimulados por CD28 para mantener el correcto funcionamiento de la respuesta

inmunitaria.
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Los linfocitos Treg poseen diversos mecanismos de accion: por contacto célula-
célula, por secrecidn de citocinas, por competencia, por factores de crecimiento y
por produccion de Granzyma (GzB) que son proteasas encontradas en NK y en
CDB8) y perforina (PRF) que es una proteina efectora que media la funcion de lisis

celular.

Llevan a cabo la supresion de células del sistema inmunolégico como son: linfocitos
NK, Mastocitos, Monocitos, Macréfagos, CD, Neutrofilos, Linfocitos T, Linfocitos B
y linfocitos NKT. Por otra parte, los Treg activan basofilos en humanos (Abbas et
al., 2018; Pereira et al., 2017; Chéavez et al., 2017).

Las alteraciones en los Treg se han relacionado con el desarrollo de enfermedades,
principalmente autoinmunes como son Lupus eritematoso sistémico (SLE), alergias,
artritis y diabetes, asi como endocrinopatias, insuficiencia renal, diverticulitis
intestinal (inflamacion o infeccidn de pequefas bolsas —diverticulos- en el intestino

grueso), rechazo de injertos, asi como lesiones de tejido entre otras.

Takahama y colaboradores (2006) se resalto el papel que tienen los corpusculos de
Hassall durante la generacion de Treg mediante la produccién de Linfopoyetina
estromal timica (TSLP), parte de la familia de las citocinas. La expresion de TSLP
por parte del corpusculo de Hassall activa las CDt las cuales a su vez inducen la

generacion de Treg (Takahama et al.,2006).
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Figura 12. Origen de los linfocitos Treg y sus funciones. Se representan en esquema
las tTreg (Linfocitos reguladores originados en timo), sin embargo, las Treg pueden
tener su origen también en el sistema inmunolégico periférico (pTreg) (basado en

Abbas et al., 2018).
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1.8. Marcadores de poblaciones celulares FOXP3

La mayoria de los pTreg expresan niveles altos de CD25, otros linfocitos Treg lo
expresan en menor cantidad, sin embargo, todos los Treg expresan FOXP3, por

tanto, se define como un marcador tipico tanto para tTreg como pTreg.

Los linfocitos Treg expresan el factor de transcripcion intranuclear FOXP3,
integrante de la familia de factores de transcripcion forkhead, también llamado
Escurfi por haber sido descrito por primera vez en ratas de la cepa Escurfi. FOXP3
esta involucrado en el desarrollo y funcionamiento de Treg en timo y en el sistema

inmunologico periférico.

Es una proteina de 47-kDa compuesta por 431 aminoacidos. Se compone de 11
exones. En humanos se presenta en dos bandas cercanas, la banda inferior
corresponde a la isoforma sin el segundo exén codificante, y la banda superior

representa la isoforma w (wild).

FOXP3 es el factor de transcripcién que le permite a Treg llevar a cabo su funcion
supresora, pero también induce la expresion de proteinas proapoptéticas y reprime
la expresion de BcL-2 (proteina que regula la muerte celular, inhibiéndola o
induciéndola). Los linfocitos Treg requieren una constante sefalizacién de rescate
celular que impida que inicien apoptosis, esta funcidon recae principalmente en
FOXP3.

FOXP3 codifica para la proteina escurfina, cuya deficiencia se ha relacionado con
trastornos autoinmunes y de proliferacion de linfocitos en ratones; por su parte en
humanos se presenta un sindrome similar denominado inmunodisregulacion
poliendocrinopatia y endocrinopatia ligada al X (IPEX). La mutacion en la expresion
de FOXP3 se ha relacionado también con muerte fetal, fallo en la implantacion y
preeclampsia (Chavez et al., 2017; Gonzélez et al., 2010; Pereira et al., 2017, Tsuda
et al., 2019).
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2. JUSTIFICACION

La concentracion de V ha aumentado en las ultimas décadas en la atmoésfera de la
ZMVM. La inhalacion de V ocasiona disminucion en el nimero de CD y en la
expresion de sus marcadores, asi como un aumento en la expresion de K5,
marcador de CETm, éstas ultimas involucradas en la produccion y regulacion de

Treg. Por lo anterior es importante estudiar el efecto del V en estas células (Treg).

3. HIPOTESIS

Si el V disminuye el nimero de CD y aumenta el numero de CETm, asi como sus
marcadores, entonces podran observarse cambios en el nimero de linfocitos Treg

del timo de ratones expuestos a V.

4. OBJETIVO

4.1. Objetivo general

Identificar el efecto de la inhalacion de V sobre los linfocitos Treg en el timo de

ratones

4.2. Objetivos particulares

Identificar por inmunohistoquimica y cuantificar mediante densitometria la expresion

de FOXP3", en el timo de ratones control y expuestos a V.
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5. METODO

El protocolo del manejo de animales durante el experimento se apeg6 a la NORMA
oficial mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Registrado bajo el nombre
del proyecto FM/DI/071/2017 de titulo “Estudio del desarrollo de tolerancia al a
inhalacion de vanadio en epitelio pulmonar. Diferencias por sexo en un modelo
murino”. Aprobado por las Comisiones de Investigacion y de Etica de la Facultad de

Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Modelo biolégico

Se utilizaron 40 ratones macho (Mus musculus) de la cepa CD1, con un peso de 32
a 35 gr. y una edad aproximada de 8 semanas, con condiciones de vida de agua y
alimento ad libitum (rat chow, purina) y con condiciones de luz-oscuridad de 12:12h,

los cuales fueron divididos de la siguiente forma:
e Grupo control - 20 ratones
e Grupo experimental — 20 ratones

Ambos grupos destinados para realizar inmunohistoquimica para FOXP3+ en cortes

de timo y evaluar por densitometria.

Protocolo de inhalacién

De acuerdo con el protocolo descrito y estandarizado por Fortoul y colaboradores
(2011) se administré un protocolo de inhalacién continua con sacrificios semanales

con una duracién de cuatro semanas para una exposicion subcronica de V.
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Para el grupo control:

e Los ratones inhalaron una solucidon salina con una concentracion de 0.9%
durante 1h, dos veces por semana. Para obtener una muestra semanal de 5

ratones sacrificados al final de cada semana

Para el grupo experimental:

e 5 ratones inhalaron una solucion de pentoxido de vanadio (V20s) con una
concentracion de 0.02 M (1.4 mg/m?3) durante 1hr, dos veces por semana.

Para obtener una muestra semanal de 5 ratones sacrificados al final de cada

semana.
Aplicacion 1hr
Experimental 2.57mg/m? de V 2 veces por
40 ratones & (20 &) semana durante 4
CD1 33-35g
L-012112y semanas
. Sacrificio semanal
alimento ., i de§
ad [ibitum Control Solucion salina S
(20 9) 0.9% experimentales y 5
- ' controles /

Figura 13. Diagrama de flujo. Protocolo de inhalacion.
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Para ambos casos se utilizé una caja de acrilico transparente con las dimensiones
de 45 cm x 21 cm x 35 cm?® con un volumen de 3.3 L. Conectada a un nebulizador
por medio de un orificio en la caja y una manguera de plastico flexible fijada al
nebulizador y a la caja de acrilico por medio de cinta adhesiva.

Para los ratones del grupo experimental se utilizd pentoxido de Vanadio (V20s) de
la marca Sigma-Aldrich con un grado de pureza del 99.99% en presentacion de
polvo con el que se realiz6 una disolucién con solucion salina (al 0.9% como la
utilizada para el grupo control) con una molaridad de 0.02M (2.57mg/m3 V), la cual
se mantuvo en agitacion constante hasta el momento de su utilizacion para evitar la

precipitacion del compuesto.

Nebulizador

Se utiliz6 un nebulizador ultrasénico Yue Hua, modelo WH-802 para uso hospitalario
con un flujo constante de 4 mL/min, con un 80% de particulas nebulizadas con un

didmetro aerodinamicode 1 a 5 um.

La caja fue sellada con cinta adhesiva durante el procedimiento para evitar la fuga

accidental del compuesto, asi como para evitar la entrada de aire.

Al inicio del procedimiento se marco con tinta indeleble a cada ratdn para identificar
la caja de procedencia, se colocaron con cuidado y rapidez en la caja de acrilico
cuidando de mantener un flujo de aire suficiente hasta el momento de sellar para la

inhalacion.

Al cabo de cada semana se seleccionaron al azar cinco ratones del grupo control y

cinco ratones del grupo experimental. Los ratones fueron anestesiados con
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pentobarbital sodico (Pisabental) por via intraperitoneal, Después se perfundieron
con solucién salina al 0.9% por el corazon, para el lavado interno y después con
paraformaldehido para su fijacion. Realizandose después la extraccion del timo, y
fue colocado en una solucion de formol al 4% y se proceso para técnica histologica.

Los cortes del tejido de los I6bulos del timo, procesados previamente por técnica
histoldgica se incluyeron en bloques de parafina para la realizacion de la técnica de

inmunohistoquimica.
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Figura 14. Detalle del nebulizador en funcionamiento.
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Inmunohistoquimica

Se llevé a cabo la inmunohistoquimica con la finalidad de identificar la presencia del

marcador FOXP3 (marcador especifico de Treg) en los cortes de timo de raton.

Los cortes se sumergieron en un tren de desparafinacion para eliminar la capa de

parafina antes de la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica:

Tren de desparafinacion

o Xilol 5 minutos
o Xilol 5 minutos
o Alcohol absoluto 2 minutos
o Alcohol de 95° 2 minutos
o Alcohol de 75° 2 minutos

Después del proceso de desparafinacion se realizé un lavado con agua destilada
para la rehidratacién de las preparaciones.

Se llevo a cabo el bloqueo de la peroxidasa endogena con peroxido de hidrégeno
(H202) con una concentracion del 3% y una proporcion de 1 mL de H202 por 9 mL
de agua destilada, por un periodo de 10 minutos, se retiré el exceso de liquido y se
procedié a hacer dos lavados con agua destilada. Los cortes se colocaron en un
vaso Coplin con una soluciéon de buffer de fosfato salino (PBS por sus siglas en
inglés, con un pH de 7.4) de 4mL buffer por 36 mL de agua destilada.

Los cortes se colocaron en una olla de presion por 3 minutos a 110°C, para la

activacion de los sitios antigénicos por medio de calor. Se dejaron enfriar a
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temperatura ambiente y una vez frios se hicieron 2 lavados con PBS de 3 minutos

cada uno.

Se inhibio la peroxidasa enddgena por 10 minutos, se retiré nuevamente el exceso
de liquido y se enjuagaron las preparaciones en agua destilada 2 veces. Se

colocaron posteriormente en PBS.

Se coloco una gota de Background Sniper de la marca Biocare Medical (reactivo de
bloqueo universal) por un periodo de 10 minutos para reducir la tincion inespecifica
de fondo, para evitar la tincion de proteinas diferentes a al marcador de interés
(FOXP3+).

Se hicieron dos lavados con PBS y se colocoé directamente una gota del anticuerpo
primario para FOXP3 de la marca Biocare Medical (FOXP3 prediluted monoclonal
antibody) en cada corte de timo. Se mantuvo en refrigeracion por 24 horas en una
camara humeda construida con un refractario de vidrio donde se coloc6 una base
de papel absorbente humedecido con agua destilada y se cubrié con parafilm para

mantener la humedad.

Pasado el periodo de 24 horas se retird del refrigerador y se llevd a temperatura
ambiente. Se hicieron dos lavados con PBS, incubando después el anticuerpo
secundario (4plus Biotinylated goat anti-mouse IgG de la marca Biocare medical)
por 30 minutos. Se realizaron 2 lavados con PBS de 2 minutos cada uno. Se secaron
cuidadosamente con gasa y se procedio a incubar el complejo de estreptavidina por

30 minutos, para después realizarse 2 lavados con PBS de 2 minutos.

Se procedio a revelar las preparaciones con 1 gota de diaminobencidina (DAB) con
1 mL de PBS por 5 minutos, que tifie las células que presentan positividad con una
coloracién ocre. Las preparaciones se enjuagaron con agua destilada, para después
ser contratefiidas con hematoxilina y enjuagadas con agua corriente para observar

un viraje en la coloracion.

Se realizaron lavados de 1 minuto con PBS, agua y agua destilada cada uno.
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Los cortes se deshidrataron con alcoholes de concentracion creciente, xilol y fueron

montados con resina y cubreobjetos para permitir su observacion en microscopio.

Fotomicrografia

Se realizd la toma de fotografias digitales con camara digital OLYMPUS C-7070
Wide Zoom (C7070wz) y microscopio Optico, con un aumento de 40X, a color.
Capturando 5 campos al azar de la zona cortical, corticomedular y medular de las
preparaciones de los cortes histolégicos de timo.

La toma de fotografias se realizd en una sola sesidn para evitar diferencias en la

iluminacién del microscopio.

Se seleccionaron 4 fotografias representativas tanto del grupo control como

experimental para sefalar la presencia del marcador en el tejido del timo.

Las fotomicrografias obtenidas originalmente a color fueron organizadas y
procesadas en una sola sesion, con el software de Adobe Photoshop 2015 con un
perfil de blanco y negro previamente estandarizado para su andlisis por
densitometria. Este cambio de esquema de color facilita la lectura de la marca de
FOXP3+ en el software especializado para densitometria DensiFe.

Densitometria

Las imagenes del grupo control y de grupo experimental de cada semana fueron
analizadas con el software DensiFe, se establecio una exposicion de 0.3 para la
totalidad de las fotografias como valor para identificar positividad. Se utilizé el

namero de pixeles como parametro para la intensidad del marcador FOXP3.

Dichos datos fueron condensados en una hoja de calculo (Excel 2016) para realizar

el andlisis estadistico correspondiente.
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Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de los datos obtenidos por la técnica de densitometria con la
utilizacion del software estadistico Prism (ver.6.0), Se realiz6 una prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov, para contrastar si el conjunto de datos se ajusta
a una distribucion normal, asi como un se seleccion6 un andlisis de varianza
ANOVA de una via para comparar la presencia del marcador FOXP3 en las
muestras control contra las experimentales de cada semana (cuatro semanas en
total). Estableciéndose una prueba post hoc de Tukey en caso de encontrarse
diferencias significativas en el grupo experimental y el control. Se establecié una
significancia de p< 0.05.

Se realiz6 una grafica para representar los datos obtenidos de manera visual,
estableciendo una barra de error estandar, que mide la variabilidad entre las

diferencias muestrales.
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Figura 15. Protocolo simplificado para la realizaciéon de técnica de

inmunohistoquimica y densitometria

55



6. RESULTADOS

Se utilizé el marcador para FOXP3+ para la técnica de inmunohistoquimica ya que,
aunque los linfocitos T reguladores tienen varios marcadores, estos son
compartidos por otras células, solo la proteina FOXP3 es un marcador caracteristico
de Treg (Gonzalez et al., 2010; Li et al., 2015).

Se observé positividad, marcada por una tonalidad ocre, tanto en el timo de los
ratones control como en el de los experimentales desde primera semana hasta el
final del experimento. La marca se puede identificar tanto en la zona medular y

corticomedular, asi como en la zona cortical.

Durante la semana uno se observa positividad principalmente en la zona medular,
tanto en las preparaciones de los ratones control como en los experimentales,
concordante con el proceso de produccidon y maduracion de los linfocitos T
reguladores. Durante las semanas subsecuentes, 2 a 4 se observa positividad tanto
en controles como experimentales. En las preparaciones experimentales, a mayor
tiempo de exposicion, se observan alteraciones en la citoarquitectura del timo en la

forma de desorganizacion celular entre corteza y médula.
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Figura 16. Fotomicrografias del timo de raton de la inmunohistoquimica contra
FOXP3+ A) 22 semana control B) 22 semana experimental C) 42 semana control D)
42 semana experimental.
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Figura 18. Fotomicrografia a 40x. Técnica de inmunohistoquimica contra marcador
FOXP3 de la segunda semana del grupo control. En la fotomicrografia se observa

una alta densidad de marca en el tejido sefialada con las flechas negras.
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Figura 18. Fotomicrografia a 40x.
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Figura 19. Fotomicrografia a 40x. Técnica de inmunohistoquimica contra marcador
FOXP3 de la cuarta semana del grupo control. Positividad marcada con coloracién
ocre en toda la superficie del tejido. Algunos ejemplos marcados con flechas negras.
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Figura 20. Corte Histoldgico de la cuarta semana del grupo experimental. Con un
aumento del 40x. Técnica de inmunohistoquimica contra marcador FOXP3. En la
fotomicrografia se observa una alta densidad de marca en el tejido sefialado con las
flechas negras.
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Analisis estadistico

Con las fotomicrografias capturadas en cinco campos al azar por cada preparacion
(25 preparaciones del grupo control y 25 experimentales) se realiz6 la técnica de
densitometria con el software DensiFe, con los datos obtenidos se llevo a cabo el
andlisis estadistico por medio del software Prism, realizando un analisis de ANOVA
para comparar la expresion del marcador FOXP3+ en el timo de ratones control y

en ratones con una exposicion subcrénica al pentéxido de V.

Expresion de FOXP3 en ratones control y experimentales
600000~

T

400000+

200000+

Densidad media
(pixeles)

Figura 21. Densitometria de la expresion de FOXP3 en ratones control y
experimentales expuestos a la inhalacion de V durante un periodo de 4 semanas.
Andlisis de ANOVA de una via con barra de error estandar con un valor de
significancia de p<0.05.
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Se definié analizar la densidad media de la expresiéon de FOXP3 (eje Y) contra el
grupo control de las 4 semanas, y un grupo semanal de exposiciéon durante un
periodo de 4 semanas (eje X), con el fin de definir si se presentan cambios
significativos en la expresion del marcador de Treg por efecto de la inhalacién

dependiente del tiempo de exposicion.

Se establecio utilizar una barra de error estandar para representar la variabilidad de

los datos.

Al no obtener diferencias significativas no se procedié a hacer un analisis post-hoc.
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7. DISCUSION

Con el desarrollo urbano en las ultimas décadas, asi como las condiciones
topologicas y climatoldgicas propias de la ZMVM mencionadas anteriormente, se ha
observado un incremento exacerbado de la contaminacion atmosférica como
consecuencia, entre otros factores, de la quema de combustibles. A partir de los
afnos ochenta hasta los afios noventa se fue retirando del mercado aquella gasolina
mexicana que contenia plomo. Sin embargo, el combustible utilizado actualmente
libera diversas PM como el V mencionado con anterioridad, lo que, a su vez, de

acuerdo con estudios anteriores representa efectos negativos en la salud.

De acuerdo con los antecedentes, la exposicion a V se puede relacionar con el

desarrollo de alteraciones en el correcto funcionamiento del organismo.

En el caso especifico del sistema inmunoldgico las alteraciones en su correcto
funcionamiento pueden derivar en el desarrollo de diversos padecimientos, entre
ellos enfermedades autoinmunes. Que son padecimientos causados por la pérdida
de tolerancia del Sl, propiciando una respuesta del Sl adaptativo ante antigenos
propios, asi como la activacion de los linfocitos autorreactivos (linfocitos cuyos
receptores tienen alta afinidad por los antigenos propios, los cuales escapan los
mecanismos de eliminacion del Sl). Estas pueden presentarse por ataques
inmunitarios tisulares o en 6rganos o por accién de antigenos a nivel sistémico o
localizado como Lupus Eritematoso Sistémico (SLE), Lupus Eritematoso cutaneo
(CLE), Asma, Alergias o Diabetes tipo Il (T2D) (Abbas et al., 2018)

De acuerdo con los hallazgos encontrados por Fortoul (2008) y colaboradores, asi
como Ustarroz (2012, 2017) y colaboradores se presentan alteraciones en las
poblaciones celulares, involucradas en la respuesta inmunitaria periférica y central,
y en sus marcadores por la accion de la inhalaciéon de V. La disminucion en el
namero de CD CD11c, la alteracion en las CETm, con un incremento en la primera

semana y una disminucién en las semanas subsecuentes en un modelo de 4
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semanas de exposicidon, asi como un desarreglo de la distribucion celular de la
corteza y la médula timica utilizando el mismo modelo de exposicion; considerando
que ambos tipos celulares son indispensables para la eliminacién de clonas
autorreactivas, alteraciones por efecto de la exposicion de V podrian derivar en un

incremento en enfermedades autoinmunes. (Fortoul)

Herbin y colaboradores en 2016 demostraron que tanto CETm como CD timicas
(CDt) tienen un papel redundante, esto es que llevan a cabo la misma funcién, en
el mantenimiento y regulacion de la tolerancia central al eliminar clonas
autorreactivas durante la seleccion negativa en la corteza timica (se denomina clona
o clon a un grupo de células derivadas de un precursor comun que mantienen
caracteristicas similares). Utilizando un modelo murino (ratones knockout, que son
ratones a los que se les ha inactivado algin gen por medio de modificacion
genética), establecieron que al depletar a los ratones de CD, las CETm mantenian
la integridad de la tolerancia central y se mantenia la produccién de Treg, por el
contrario, al depletar CETm, aunque se mantiene la tolerancia central, se observo
una disminucion en la produccion de Treg, por ultimo, al depletar tanto de CD como
CETm se observaba un aumento en la presencia de clonas autorreactivas, sin
embargo no se observaban cambios en la produccién de Treg, esto con la finalidad
de mantener la inmunidad periférica (Abbas et al., 2018; Herbin et al., 2016; Takaba
et al., 2017).

El papel de CETm en la produccién de Treg es no redundante con las CD, y por
tanto, la importancia de CD en la produccion de Treg es dispensable, mientras que
CETm son esenciales para la produccion de Treg.
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Figura 22. De acuerdo con Herbin y colaboradores, tanto CETm y CD tienen una
labor redundante en la eliminacion de clonas autorreactivas pero la presencia de
CETm es vital para la produccién de Treg (Basado en Herbin et al., 2016).

Conforme a lo reportado por Ustarroz y colaboradores, se registra aumento en el
ndamero de CETm junto con su marcador K5 en el timo, a lo largo de las 4 semanas
de exposicion a V, en comparacion con un grupo control. Este aumento en el
namero de CETm podria reflejarse en un aumento también en la produccion de Treg
pero con una disminucion de CD, como resultado de la exposicion a V, se puede
inferir que con la disminucion de CD el trabajo de eliminacion de clonas
autorreactivas recae con mayor preferencia en las CETm. Las cuales a su vez
darian menos prioridad a la produccion de Treg en favor de mantener la tolerancia
central, por lo que no se observaria una mayor produccién de linfocitos Treg. Lo
cual es concordante con el resultado de la densitometria, donde no hay cambios
significativos en la expresion de FOXP3 ni en el numero de linfocitos Treg (Ustarroz
et al., 2012, Ustarroz et al., 2017)
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De acuerdo con el analisis estadistico no hubo cambios significativos en la
expresion de FOXP3 en los linfocitos Treg, entre los grupos control y experimentales
dependiente de tiempo de exposicion. Aunque visualmente en la gréfica parezca
haber diferencias entre el grupo control y la semana 1, el anélisis de ANOVA de una
via arroja un valor de significancia mayor a la p establecida a <0.05. El valor obtenido
fue de p=0.11. Para la semana 2,3 y 4 visualmente se observa mas homogeneidad

entre los datos.

Aunque hay alteraciones en el numero de CETm como consecuencia de la
exposicion de V, hasta el momento no se ha registrado en la literatura alteraciones
en genes involucrados en su diferenciacion de precursores de células epiteliales a
CET como la familia de TNF (receptor del factor de necrosis tumoral). Dado que la
pérdida de estos receptores esta relacionada con una seleccion anormal de células
T en el timo, con la activacién de autoinmunidad asi como la produccion de

anticuerpos. (Ustarroz et al., 2017, Takaba et al., 2017).

Por ultimo, otro factor a considerar debido al papel critico de los Treg en el
mantenimiento y regulacion de la tolerancia central es que los propios linfocitos Treg
cuentan con mecanismos para mantener su correcto funcionamiento, por accion de
su marcador FOXP3, asi como mecanismos epigenéticos que regulan la
transcripcion de FOXP3 y modificaciones post-translacionales que controlan la
estabilidad de FOXP3, las cuales permiten regular la actividad de Treg (Li et al.,
2015; Pereira et al., 2017). De acuerdo a Li y colaboradores (2015) la region
gendmica de FOXP3 cuenta con diversas secuencias no codificantes conservadas
con funciones especificas en la transcripcion de FOXP3 (CNS1, CNS2, CNS3).
CNS1 estd mas relacionada con los Treg periféricos, también llamados naturales
(no considerados en este trabajo), CNS2 tiene un papel en mantener estable la alta
expresion de FOXP3 en Treg, mientras CNS3 es requerida para promover la
expresion de FOXP3.

67



La modificacion de proteinas post-traslacionales es esencial para la regulacién de
la localizacion de las proteinas, asi como su estabilidad y su capacidad de funcién
(Li et al., 2015; Parias et al., 2010). La literatura disponible hasta el momento no

muestra alteraciones en estas por efecto de la exposicién a V.

El presente trabajo se enfocd en registrar cambios en Treg, por medio de una
densitometria cuantificando presencia del marcador FOXP3, se requieren estudios
complementarios para determinar si la exposicidbn subcrénica de V representa
alguna alteracion en el estado de maduracion de los Treg timicos, la funcion de los
mismos o0 en los procesos llevados a cabo por su marcador, podriamos utilizar en
un estudio futuro, marcadores de activacion de Treg para observar si estan activos

o funcionan adecuadamente.

Como perspectivas de trabajo se presenta la posibilidad de estudiar también el
efecto de la inhalacién de V en corpusculos de Hassal, CETm tipo VI involucradas
en la produccion de Treg, que pudieran ofrecer un panorama mas completo del
efecto que tiene el V en timo y las implicaciones que pueden tener para otras células

del sistema inmunolégico.
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8. CONCLUSIONES

Se observo positividad para FOXP3 en los timos de ratdn, tanto en grupo

experimental como control, en zona cortical, medular y corticomedular.

No se observaron diferencias significativas en la expresion del marcador FOXP3 en
el timo de ratones expuestos a V en un modelo de inhalacion de 4 semanas en

corteza, médula ni zona corticomedular comparadas con los controles.

Sin embargo, aunque no se observaron cambios en el nimero de Treg FOXP3+
como accién directa de la exposicidon subcrénica de V, no podemos afirmar que

estos linfocitos estén activos o que funcionen adecuadamente.
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