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Resumen

Las erupciones volcanicas son sucesos sorprendentes del mundo natural que producen
una importante carga de particulas en el ambiente y pueden generar afectaciones en la
salud humana. Ecuador al encontrase dentro del cinturén de fuego del pacifico por lo
gue se encuentra potencialmente afectado por los riesgos volcanicos, entre los que se
incluye la exposicion a ceniza volcanica. Varios estudios han informado de los efectos
sobre la salud de algunos materiales volcanicos como minerales fibrosos, abestiformes
y siliceos, entre los cuales estan la induccion de un proceso inflamatorio hasta el
desarrollo de fibrosis. Debido a la falta de estudios sobre los efectos de la ceniza de
volcanes ecuatorianos en la salud y que los volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua
se encuentran entre los mas activos dentro de los ultimos afios, el objetivo de este
estudio fue valuar la respuesta inflamatoria inducida por la exposiciéon de ceniza de los 3
volcanes ecuatorianos en un modelo in vivo mediante qPCR. Para ello se realiz6 la
exposicion de la ceniza en ratones BALB/c en tres concentraciones de 0.5, 1y 3.75 mg /
100 g de peso corporal, al finalizar el periodo de exposicion corto y largo, se obtuvieron
cortes histoldégicos y mRNA de los pulmones murinos para analizar la expresion de
TNF-a, IL-8, ASC y NLRP3 mediante gPCR. Los resultados obtenidos mostraron que la
ceniza volcanica causa un proceso inflamatorio a concentraciones altas y dependiendo
de la fuente de la ceniza puede incluso desarrollar ocasionar una lesién pulmonar que

termina en un proceso fibrético.

Palabras clave:
e ANALISIS HISTOLOGICO
e MARCADORES DE INFLAMACION

e LESION PULMONAR
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Abstract

Volcanic eruptions are surprising events in the natural world that produce a significant
particle load in the environment and can affect human health. Ecuador is located within
the Pacific Rim fire belt and is therefore potentially affected by volcanic hazards,
including exposure to volcanic ash. Several studies have reported on the health effects
of some volcanic materials such as fibrous, abestiform and siliceous minerals, among
which are the induction of an inflammatory process until the development of fibrosis. Due
to the lack of studies on the effects of ash from Ecuadorian volcanoes on health and that
the Cotopaxi, Pichincha and Tungurahua volcanoes are among the most active within
the last years, the objective of this study was to evaluate the inflammatory response
induced by the exposure of ash from the 3 Ecuadorian volcanoes in an in vivo model
using gPCR. For this purpose, ash exposure was performed in BALB/c mice in three
concentrations of 0.5, 1 and 3.75 mg / 100 g of body weight. At the end of the short and
long exposure period, histological and mRNA slides were obtained from the murine
lungs to analyze the expression of TNF-q, IL-8, ASC and NLRP3 by means of gPCR.
The results obtained showed that the volcanic ash causes an inflammatory process at
high concentrations and depending on the source of the ash can even develop a lung

lesion that ends in a fibrotic process.

Keywords:

e HISTOLOGICAL ANALYSIS
e INFLAMMATORY MARKERS

e LUNG INJURY
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Capitulo I: Introduccion
Antecedentes

Varios estudios han informado de los efectos sobre la salud de algunos
materiales volcanicos meteorizados (por ejemplo, minerales fibrosos y asbestiformes).
No obstante, las investigaciones en laboratorios sobre los efectos de la exposicion a
ceniza volcéanica en la salud de poblaciones potencialmente afectadas por erupciones
volcanicas son limitadas (Claire J. Horwell & Baxter, 2006). El primer estudio
relacionado con los efectos biolégicos de la ceniza volcanica fue realizado y publicado
por Horton & Mccaldin (1964), en donde se evidencio que la caida de ceniza de 1963-
1965 de Irazu, Costa Rica, podia exacerbar una enfermedad pulmonar preexistente;
ademds se demostrd que podia generar efectos irritantes agudos y transitorios en los
ojos y el tracto respiratorio superior, durante las caidas de cenizas intensas y durante
algunos dias después. Horton y McCaldin también observaron que la ceniza estaba
formada por 1% de silice cristalina y que la ceniza volcanica fresca podia contener
cantidades dafiinas de silice cristalina respirable (Claire J. Horwell & Baxter, 2006).

En 1979, Leus y West informaron sobre la bronquitis asmatica después de la
erupcién del volcan La Soufriere, St. Vincent, West Indies, en un nimero de bebés
previamente sanos (Claire J. Horwell & Baxter, 2006). Sin embargo, cuando el Monte St.
Helens, en Estados Unidos, erupciond violentamente el 18 de mayo de 1980, se
comenzaron a llevar a cabo inmediatamente diversos estudios clinicos, epidemiolégicos
y toxicolégicos. Varios laboratorios comenzaron a estudiar rapidamente los efectos de la
ceniza volcénica en sistemas modelo in vitro e in vivo, mediante técnicas que utilizaban
previamente para evaluar los efectos de varios minerales en la salud (Claire J. Horwell

& Baxter, 2006; Thomas R Martin et al., 1986).
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Los enfoques experimentales usados para medir los efectos biol6gicos de las
cenizas volcanicas que se han utilizado son los estudios in vitro, estudios de inyeccion
intratraqueal y estudios de inhalacion. Los estudios in vitro que usan cultivos de tejidos
han dotado de aproximaciones rapidas a los efectos téxicos de minerales de prueba y
de referencia en células que participan en la toxicidad in vivo, por ello se han llevado a
cabo estudios in vitro en macréfagos alveolares, neumocitos y eritrocitos (Thomas R
Martin et al., 1983). En los estudios in vivo se han utilizado dos enfoques que han
permitido determinar los efectos de la exposicién a ceniza volcanica en los pulmones
como la inyeccién intratraqueal de ceniza volcanica y los estudios de inhalacién que se
han realizado en hamster, cobayos y principalmente en ratas (Thomas R Martin et al.,
1983).

A partir de la erupcién del Monte St. Helens se comenzaron a evaluar la
toxicidad de la ceniza de varios volcanes. Hasta el 2004, se han registrado
aproximadamente 9 estudios in vivo para evaluar la toxicidad de la ceniza emanada por
el Monte St. Helens (Claire J. Horwell & Baxter, 2006). En uno de los primeros estudios
realizados por Akematsu, Dodson, Williams, & Hurst (1982) se observo dafio celular
causado por la ceniza después de la instilacién de cobayos después de 7 dias de
exposicion, también se confirmo la presencia de fagocitos, tanto macréfagos como
neutrofilos. Los efectos en la salud humana de varios volcanes como el monte
Sakurajima en Japdn, Soufriére Hills en Montserrat — Antillas, Pinatubo en Filipinas,
Popocatepetl en México, Spurr en Alaska, Cerro Negro en Nicaragua y otros han sido
estudiados (Claire J. Horwell & Baxter, 2006).

Incluso, Housley et al. (2002) evidenciaron la bioreactividad de la cristobalita,
componente de algunas cenizas volcanicas, en ratas Sprague-Dawley. En este estudio

se observo un aumento significativo en la relacion peso pulmoén: peso corporal lo cual
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proporciona una medida de edema y, por lo tanto, aumentd la permeabilidad epitelial en
pulmones. Se produjo un aumento el nimero de células libres en relacién con el control,
en su mayoria eran macrofagos. A pesar de que el dafio pulmonar en la célula epitelial
tipo 1 no fue significativo, se observé un aumento en la produccion de tensioactivo. Los
aumentos progresivos en la permeabilidad e inflamacion, evidencié hiperplasia; se
produjo dafio de células tipo 2 y el inicio de una lipoproteinosis leve, caracterizada por la
acumulacion de surfactante superficial.

La caida de cenizas sustancial, especialmente el material fino, contribuye
significativamente al material particulado (PM) ambiental por emision directa y la
resuspension las mismas (Damby et al., 2017). El tamafio de grano de las particulas de
ceniza es de importancia critica y se define en términos del didmetro aerodindmico, el
material particulado de menos de 10 um de diametro (PMio) se clasifica como toracico y
respirable si es inferior a 4 ym (Claire J. Horwell & Baxter, 2006). De acuerdo a la
Organizacién mundial de la salud, PMio no debe superar el promedio de 50 ug/m?
durante 24 horas y el promedio anual de 20 pg/m?3; para material particulado menor a
2.5 uym de diametro (PM.s) se recomienda no superar 25 yg/m? en 24 horas y
anualmente los 10 yg/m?3, ya que altas exposiciones son adversas para la salud (WHO,
2005).

En el Ecuador los volcanes que han sido objeto de interés en un estudio sobre el
efecto de la ceniza en la generacion de radicales libre fueron el Tungurahuay el
Reventador junto con otros volcanes de diferentes partes del mundo. Finalmente, se
mostré que la ceniza volcanica genera radicales hidroxilos, especialmente en muestras
gue eran ricas en hierro y pobres en silice como la ceniza basaltica. Con lo que se
concluy6 que este tipo de ceniza, que no se consideraba como un peligro por su bajo

contenido de silice, se deberia considerar como un potencial téxico (Claire J. Horwell &
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Baxter, 2006). En el afio 2018 se evaluaron los efectos toxicos de la ceniza del volcan
Pichincha en un modelo in vitro con células de cancer de pulmén, macréfagos
pulmonares, células McCoy y en un modelo in vivo con el uso de ratones, en este ltimo
se realiz6 una exposicion de ceniza a 3 concentraciones. Los resultados concluyeron en
gue la ceniza inicié la activacién del complejo inflamasoma NRLP 3 y de una actividad
proinflamatoria en el tejido pulmonar murino, en el caso de las células se evidencio una
disminucion en viabilidad de las mismas en funcién del tiempo de exposicién y la
concentracion (Aguilera et al., 2018). Pese a las investigaciones mencionadas y algunas
mas, el numero de estudios clinicos, epidemiolégicos y toxicolégicos son bajos y
presentan una vision limitada sobre las consecuencias agudas y crénicas de la
exposicion a corto y largo plazo, por lo que aun faltan estudios sobre el impacto para la
salud humana de las diferentes cenizas volcénicas (Claire J. Horwell & Baxter, 2006),
especialmente las de nuestro pais.
Justificacion e Importancia

Vivir cerca de volcanes activos siempre ha representado un peligro, este hecho
ya ha sido documentado desde la antigliedad con numerosas catastrofes volcanicas
gue ha matado a cientos de personas y en la actualidad con imagenes satelitales de
erupciones volcanicas (Naumova et al., 2007). A pesar de ello aproximadamente 600
millones de personas viven dentro de los 100 km a la redonda de volcanes activos,
areas potencialmente afectadas por los riesgos volcanicos (Monick et al., 2013; Tesone
et al., 2018). Las erupciones volcanicas explosivas generan altas columnas de cenizas
y su caida puede afectar extensas areas pobladas mas alla de la de las cercanias de un
volcan no solo con pérdidas econémicas, también con posibles efectos adversos a la
salud. Desde la erupcion de 1980 del Monte St. Helens, EE. UU., se conoce que una

fraccion sustancial de dicha eyeccion de ceniza esta constituida por particulas del
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tamano de micras o incluso de submicras y, por lo tanto, puede representar un peligro
para la salud respiratoria humana (Damby et al., 2018; Tesone et al., 2018).

La ceniza volcanica esta compuesta principalmente por cristales de silice (silice),
conocida como diéxido de silicio (SiO2) y se sabe que una exposicion inhalatoria
cronica a la silice conduce a una inflamacion pulmonar aguda, lo que resulta en una
forma de fibrosis pulmonar llamada silicosis (Unno et al., 2014). Las emanaciones
constantes de ceniza volcanica pueden generar concentraciones en aire de 10-35
mg/m? o incluso mayores y concluido el proceso eruptivo la concentracion de ceniza
podria descender a valores cercanos a 1 mg/m?, las cuales al encontrarse suspendidas
y ser de pequefio tamafio pueden ingresar al tracto respiratorio y causar problemas
(Monick et al., 2013). Los efectos agudos de la caida de cenizas volcanica y gases en
las condiciones respiratorias varian de no detectados a bien definidos. Se han
observado efectos irritantes en las mucosas de tracto respiratorio, infecciones y otros
problemas tanto por la fuerte caida de ceniza volcanica como por los gases que se
deriva en una erupcion. Esta situacion se ha podido observar en erupciones reciente en
Cerro Negro de Nicaragua, monte Sakura-jima en Japén y el volcan Tungurahua en
Ecuador (Damby et al., 2018; Monick et al., 2013; Naumova et al., 2007).

La exposicion a particulas que pueden ser inhaladas se ha correlacionado con el
desarrollo de enfermedades pulmonares inflamatorias que en algunos casos conducen a
cambios de tejido fibrético en el pulmdén. Estudios han demostrado que la exposicion a
particulas, tanto en células epiteliales alveolares humanas como de ratén puede inducir
la expresion de una variedad de citoquinas inflamatorias (Thomas R Martin et al., 1983).
La respuesta celular desencadenada por la presencia de estructuras sélidas, cristalinas,
amorfas o fibrosas, como lo son los componentes de la ceniza volcanica lleva a la

activacion del inflamasoma, especialmente al inflamasoma NLRP3 para la produccién de
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IL-1B (Shu & Shi, 2018). Esta citocinas de IL-1 son mediadores potentes de la inmunidad
innata en respuesta a la exposicién a la silice cristalina, componente de la ceniza
volcénica (Damby et al., 2018).

Los estudios experimentales realizados en modelos in vitro e in vivo en animales
pueden proporcionar estimaciones relativamente rapidas de la toxicidad potencial de
agentes respirables con niveles de exposicion controlada y en varios periodos de
exposicion. Los ratones se han utilizado en muchos experimentos por su facilidad de
manejo y bajo costo. Las técnicas para la inyeccién intratraqueal son reproducibles y
permite medir pardmetros similares entre estudios, los pulmones pueden evaluar por
analisis macroscopico (Thomas R Martin et al., 1983).

El Ecuador tiene mas de 250 volcanes continentales y casi 3000 volcanes en las
islas Galdpagos (Toulkeridis, 2013), de la gran cantidad de volcanes, 8 son
considerados activos, de los cuales destacan el Pichincha por su cercania a la ciudad
de Quito, el Reventador por sus histdricas erupciones, el Tungurahua con erupciones
frecuentes y el Cotopaxi que en 1768 produjo una fuerte erupcion con una gran nube de
ceniza (Comunidad Andina, 2009). Las ultimas erupciones de los volcanes Cotopaxi,
Pichincha y Tungurahua se produjeron en el 2015, 1999 y 2006 respectivamente. Los
eventos eruptivos de estos volcanes implican grandes columnas de ceniza y
poblaciones cercanas que podrian verse afectadas por estos eventos naturales
causando la activacion celular y la afectacion de la inflamacién crénica a nivel pulmonar.

En la actualidad aun no existe informacion suficiente sobre los efectos agudos y
cronicos en la salud respiratoria de las emisiones volcénicas o su mecanismo de
activacion celular (Naumova et al., 2007). En el pais hay pocas investigaciones del
efecto que tiene la ceniza volcénica en la salud humana a pesar de tener varios

volcanes activos con erupciones frecuentes. Un articulo publicado recientemente por
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Aguilera et al. (2018) evalud los riesgos de la exposicion a la ceniza del Volcan
Pichincha, sin embargo, para los volcanes Tungurahua y Cotopaxi no existe evidencia
alguna de su inocuidad o su toxicidad. Por ello la presente investigacion busca analizar
si estas particulas de ceniza son perjudiciales para los seres humanos a través de un
modelo animal y cuél es el mecanismo que podria estar causando el dafio en el
organismo.
Objetivos Generales y Especificos
Objetivo General:
Evaluar la respuesta inflamatoria inducida por la exposicién de ceniza de 3
volcanes ecuatorianos en un modelo in vivo mediante gPCR.
Objetivos Especificos:
e Realizar la exposicion de ceniza volcanica de tres volcanes: Cotopaxi, Pichincha
y Tungurahua en ratones de 10 semanas y determinar la afeccion provocada in
vivo mediante mortalidad y peso.
e Identificar lesiones histologicas en tejido pulmonar murino provocadas por la
exposicién a ceniza volcanica mediante tincion histoquimica.
¢ Determinar el nivel de expresién génica de la respuesta inflamatoria en el tejido
pulmonar murino mediante gPCR (reaccién en cadena de la polimerasa

cuantitativa).
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Capitulo Il: Marco Tedérico
Volcanes y Ceniza Volcénica

Los volcanes son entornos geoldgicos en los que el magma es generado dentro
de la corteza de la tierra y fluyen hacia la superficie; basicamente los volcanes se
caracterizan por tres elementos ligados: magma, erupciones y edificios, estos Ultimos son
las expresiones geomdrficas de los volcanes (Borgia et al., 2010). Las caracteristicas de
los volcanes dictan su morfologia: los estratovolcanes son conos altos con calderas
caracteristico de un hundimiento, los volcanes de escudos tienen un perfil amplio y bajo;
y los volcanes pequefios se caracterizan por ser de tipo conos o anillos productos de una
sola erupcion (White & Ross, 2011).

El tipo de erupcion depende de la cantidad y el comportamiento de contenido del
magma: los magmas calientes y menos viscoso, los tipos basalticos, permiten que el gas
se separe de manera mas eficiente haciéndolos menos violentos; por otro lado, los
magmas mas viscosos Y frios, caracteristicos de los daciticos, andesiticos vy rioliticos,
pueden fragmentarse violentamente durante la erupcion (Bernabé et al., 2015; Hansell,
2006). Junto con las erupciones volcanicas se producen otras amenazas como la caida
de tetra y proyectiles balisticos, flujos piroclasticos, lahares, temblores, peligros asociados
con domos de lava y emisiones de gases venenosos o corrosivos (Bernabé et al., 2015).

La ceniza volcanica es un conjunto de particulas con un diametro menor a 2 mm,
gue pertenecen o se encuentran formando parte del material fragmentario emitido por
los volcanes como resultado de la fragmentacién de magma y roca, denominado tefra
(Hansell, 2006; Zimanowski et al., 2003). En general la tefra genera varios riesgos para
la salud, ya sea por inhalacion, abrasion de la piel y la conjuntiva por la temperatura del
material o por los impactos en los ambientes terrestres y acuaticos, por ejemplo,

afectando la vegetacion. Ademas, la tefra transporta gases volatiles eliminados como el
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fldor, que pueden llegar a ser toxico para los animales (Hansell, 2006). La fuerza de la
erupcién y direccion del viento controlan el transporte a larga distancia de la tefra y por
lo tanto de la ceniza, asi como su disposicion (Mart & Ernst, 2005). Los fragmentos mas
grandes y pesados se sitian mas cerca del volcan mientras que los fragmentos mas
pequefios y ligeros tienden a dispersarse por accion del viento, por lo tanto la
distribucion del tamafio de particula se ird reduciendo conforme la distancia aumenta
desde el volcan (Jenkins et al., 2015).

La ceniza volcanica es un polvo mineral heterogéneo que generalmente esta
compuesto por una mezcla de fragmentos amorfos (vidrio) y cristalinos (minerales)
(Damby et al., 2018), tiene diferentes caracteristicas como la composicion de la
superficie, el tamafio de particula, propiedades fisicas y quimicas que depende de la
dinamica eruptiva y la composicion del magma, por lo que las propiedades de la ceniza
pueden variar entre erupciones (Jenkins et al., 2015). La ceniza volcanica esta
constituida principalmente por silice cristalina (SiOz), ya que SiO; es principal
componente del magma y este puede cristalizarse a medida que el magma va
ascendiendo. El contenido de silice cristalina ha permitido diferenciar volcanes en
funcién a su tipo de magma, los magmas daciticos tienen una composicién entre 63-
70% en peso de SiOg, los rioliticos entre el 72-76% y los magmas hidratados de basalto
y andesita entre el 50-60% SiO., estos Ultimos son propensos a cristalizarse durante el
ascenso. La forma de la ceniza volcanica es muy irregular y con formas aleatoria,
incluso se ha determinado que mientras mas disminuye su tamafio, las particulas se
vuelven mas irregulares (Cashman & Rust, 2016).

Ademas de la composicion previa mostrada, se sabe que la ceniza puede tener
otros minerales. Tal es el caso de los acidos minerales fuertes como HCI, HF y H,SO4

gue pueden recubrir fuertemente la superficie de las cenizas durante la formacion del
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penacho. Las interacciones complejas entre gases primarios y superficies minerales en
la fragmentacién del magma conducen a la presencia de sales facilmente solubles en
las superficies de cenizas que se liberan al entrar en contacto con el agua u otros
fluidos corporales (Jenkins et al., 2015), representando un peligro para la salud.

El Ecuador se encuentra ubicado dentro del cinturon de fuego del Pacifico, al
noroeste de América del Sur, por lo cual presenta una actividad volcanica importante
(Aroca & Vasquez, 2019). En el pais se han contabilizado 83 centros volcanicos entre
extintos, potencialmente activos, activos y en erupcion, de los cuales 27 son
potencialmente activos (Valverde, 2014). Los volcanes ecuatorianos que han estado
activos desde aproximadamente 1800 DC son el Antisana, Cayambe, Cotopaxi, Guagua
Pichincha, Reventador y Tungurahua (Leonard et al., 2005), estos se ubican en la
cordillera occidental, en la cordillera oriental, en el valle interandino y tras el arco de la
cordillera, en la regién amazénica como se puede observar en la Figura 1 (Leonard et

al., 2005; Vallejo, 2011).
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Figura 1

Distribucion de volcanes continentales potencialmente activos y extintos.
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Nota. Adaptado de Distribucion de los volcanes continentales en el Ecuador, en las dos
cordilleras, valle interandino y tras arco, Vallejo, 2011, Escuela Politécnica Nacional.
Volcan Cotopaxi

El volcan Cotopaxi es un estratovolcan cubierto por glaciares ubicado en la
Cordillera Oriental de los Andes en Ecuador. Se encuentra localizado a 5897 m.s.n.m

(metros sobre el nivel del mar), cerca de las ciudades de Quito a 60 km, Latacunga a 45
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kmy Ambato a 70 km (Ettinger et al., 2007). Es el volcan mas conocido de Ecuadory uno
de los mas activos en los ultimos 5000 afios (Leonard et al., 2005; Ruiz et al., 1996). El
volcan tiene dos tipos de erupciones: las andesiticas que se caracteriza por ser
erupciones de relativamente leve a moderada intensidad correspondiente a los tiempos
histéricos y actuales; y las rioliticas, las cuales son explosivas, de mayor magnitud y
extension que han afectado a grandes superficies y se han producido en la prehistoria
(Caceres et al., 2004). Las erupciones se producen periédicamente cada siglo, las mas
recientes se dieron en los afios de 1903 a 1942 y las erupciones historicas mas violentas
se produjeron en 1744, 1768y 1942. Desde los afios cuarenta el volcan se ha encontrado
en silencio hasta el 2015, cuando comenzd un nuevo proceso eruptivo, aunque hasta la
actualidad no se ha producido un erupcién a gran escala (Leonard et al., 2005).

Al reanudar su actividad volcanica en el 2015, se realizaron andlisis de la ceniza
emitida por el volcan, en donde se encontraron compuestos de fragmentos densos,
diversos tipos de escoria, piedra pdmez, cristales fracturados libres, vidrio volcanico y
agregados. La ceniza volcanica del Cotopaxi tiene un tamafio de particula que varia de
gruesa a fina con una fraccién respirable PM2sdel 1.4-7.9% (Gaunt et al., 2016). Se hallo
gue su composicidn es basaltica-andesitica con aproximadamente el 55.67% en peso de
SiO2, también existen altos valores de Al203 (17.64% en peso), CaO (6.99% en peso),
bajos valores de MgO, K0 y TiO; (Troncoso et al., 2017).

Volcan Tungurahua

El volcan Tungurahua con una altura de 5023 m.s.n.m. y 16 km de diametro se
encuentra ubicado en la cordillera oriental de los andes ecuatorianos a 120 km de Quito,
a 33 km de Ambato y solo a 8 km de la ciudad de Bafos (Hall et al., 1999). Este
estratovolcan andesitico-dacitico es considerado uno de los volcanes mas activos del

Ecuador. El volcan Tungurahua se compone de tres grandes edificios volcanicos y el cono
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activo denominado Tungurahua Ill se encuentra dentro de una gran caldera; toda la
actividad volcanica ha ocurrido en el respiradero de la cumbre y se ha caracterizado por
explosiones leves o fuertes acompafadas de flujos piroclasticos, lava y lahares que
afectan a las poblaciones que se encuentran alrededor del volcan (Steffke et al., 2010).
El volcan ha experimentado 17 erupciones desde su descubrimiento en 1532 hasta 1918
(Hall et al., 1999). Desde el afio de 1918 a 1999 hubo una etapa de inactividad, la cual se
ha reanudado y se ha caracterizado periodos actividad intermitentes hasta la actualidad
(Steffke et al., 2010). En julio y agosto del 2006, se da por primera vez dos grandes
erupciones explosivas durante este periodo eruptivo, lo cual llevo a una caida de ceniza
considerable que afecto incluso a la ciudad de Guayaquil. Se han producido otras
erupciones en el 2010, 2012 y 2013 (Instituto Geofisico - EPN, 2020).

Los andlisis realizados a la ceniza procedente del volcan Tungurahua del 2014
mostraron una composicion de grano muy fino con particulas de tamano menor a 100 ym
en su mayoria. La muestra se caracterizé por ser andesitica con un 59% SiO2 en peso y
6% de Na,O + K0, también se compone predominantemente por Al,Os;, CaO y Fe;0s3,
en menor porcentaje por MgO, CaO y como componentes trazas en menos del 1% se
encontrd al TiO2, MnO, P,0s y SO3 (Mller et al., 2019).

Volcan Pichincha

El volcan Guagua Pichincha se encuentra formando parte del complejo volcanico
Pichincha el cual consiste en un doble pico: el joven volcan antes mencionado que se
encuentra a 4776 m.s.n.m. y el viejo y erosionado Rucu Pichincha que se encuentra a
4627 m.s.n.m. El volcan Guagua Pichincha es un estratovolcan andesitico-dacitico
ubicado a 12 km al oeste de Quito, en la zona volcanica Central de los Andes
sudamericanos y se ha encontrado activo durante los ultimos 50000 afios (Robin et al.,

2010; H. M. N. Wright et al., 2007). En 1660 se produjo una erupcion notable que afecto
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severamente a la capital del Ecuador con fuertes caidas de tefra y flujos de escombros,
hasta el afio de 1981 hubo un periodo de calma, pero en dicho afio el proceso eruptivo
del volcan se reanudo y posteriormente se produjo una erupcion que duro desde
septiembre de 1999 hasta marzo del 2001 (Robin et al., 2010).

La ceniza volcanica originada en el Guagua Pichincha se caracteriza por tener
particulas finas con morfologias superficiales variables (H. M. N. Wright et al., 2007). El
analisis de la ceniza realizado por el Instituto Geofisico de la Politécnica Nacional
determiné que la ceniza emitida en la erupcién de 1999 contiene predominante mente
SiO2 en un 64% en peso aproximadamente, Al203 en un 16%, Fe,Os; y CaO en un 4%;
en menores proporciones se puede encontrar MgO, Na»0O, K0, TiO,, P,Os y MnO
(Alvarez & Avilés, 2005). En otro estudio, también determinaron que la composicién
mineral de la ceniza del volcan incluye feldespato de potasio, cuarzo, hornblenda,
hipersteno, augita y biotita en trazas (Vallejo, 2011).

Sistema Respiratorio

El sistema respiratorio esta constituido por una serie de érganos que cumple una
funcioén vital ya permite tomar el oxigeno (O) del aire, inhalacién, y eliminar el diéxido
de carbono (CO,) del cuerpo, exhalacidn; el principal 6rgano de este sistema son los
pulmones (Pinkerton et al., 2015; Zimmermann, 2019). El sistema respiratorio trabaja
con el sistema circulatorio conjuntamente para bombear sangre oxigenada a las células
de todo el cuerpo para que realicen sus funciones metabdlicas y posteriormente
recolectar los desecho como el CO- que es expulsado durante la exhalacion (Figura 2)
(American Lung Association, 2018; Pinkerton et al., 2015; Zimmermann, 2019).

El sistema respiratorio esta formado anatémicamente por el tracto respiratorio
superior e inferior. El tracto respiratorio superior o regién nasofaringea, incluye a los

organos fuera del térax como nariz, faringe y laringe funcionan funciona para
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humedecer el aire inhalado, ajustar la temperatura y filtrar el aire antes de que llegue al
sistema respiratorio inferior. El tracto respiratorio inferior formada por la regiéon
traqueobronquial y bronquioalveolar, se encuentra compuesto por los érgano que estan
dentro del térax, entre ellos: traquea, bronquios, bronquiolos, conducto alveolar y
alvéolos que permiten transportar el aire a los pulmones donde se produce la
respiracion como tal (Patwa & Shah, 2015). En cuanto a funcion, el sistema respiratorio
se divide en una zona conductora, que va de nariz a bronquiolos y se encarga
transportar el aire desde el exterior al interior ; y una zona respiratoria que permite el
intercambio gaseoso constituido por el conducto alveolar y los alvéolos (Figura 3)
(Patwa & Shah, 2015; Sepulveda, 2012).

Figura 2

Representacion grafica del sistema respiratorio.
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Nota. Adaptado de ¢Qué es el sistema respiratorio?, por Portal Educativo, n.d.,

Portaleducativo (https://www.portaleducativo.net/quinto-basico/14/Sistema-respiratorio).



Figura 3

Estructuracion del sistema respiratorio.
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El pulmon se encarga del intercambio de gases, su funcién principal es permitir

que el oxigeno se mueva del aire a la sangre venosa y que salga el dioxido de carbono.

El pulmo6n también cumple otras funciones como metabolizar algunos compuestos, filtrar

materiales no deseados de la circulacion y puede actuar como reservorio de sangre

(West, 2012). Los pulmones tienen forma conica, se encuentran como un érgano pary

se alojan dentro de la caja toracica sobe el diafragma. El pulmén derecho es el de

mayor tamafio, posee 3 I6bulos (superior, medio e inferior) y el pulmon izquierdo posee

2 lébulos (superior e inferior) (Figura 4) (Asenjo & Pinto, 2017). Ademas, los pulmones

son blandos, ligeros y esponjosos, y tienen elasticidad para retraerse hasta en un tercio



de su volumen. El soporte fibroso pulmonar, formado por elastina y colageno que

permiten la distensibilidad y estabilidad (Sanchez & Concha, 2018).

Figura 4

Estructura de los pulmones.
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Nota. Adaptado de Lobes and fissures of the lungs, Thoracic Key, 2019, Thoracic Key

(https://thoracickey.com/2-embryology-anatomy-and-physiology-of-the-lung/).

Figura 5
Estructura de las vias respiratorias.
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Las vias respiratorias consisten en una serie de tubos ramificados, que se
vuelven mas estrechos, cortos y numerosos mientras mas penetran en el pulmoén. La
trAquea se divide en bronquios principales derecho e izquierdo, que a su vez se dividen
en lobular y luego bronquios segmentarios. Este proceso continta hasta los bronquiolos
terminales, que son las vias aéreas mas pequefas sin alvéolos y se consideran un
espacio anatémico muerto. Los bronquiolos terminales se dividen en bronquiolos
respiratorios, de los cuales brotan alvéolos de sus paredes de forma ocasional (Figura
5). Finalmente, los conductos alveolares estan completamente revestidos de alvéolos
(Figura 6), donde se produce el intercambio de gases y se conoce como zona
respiratoria (West, 2012).
Figura 6
Estructura alveolar.
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Nota. Adaptado de Anatomy & Physiology Il Project, Jogpal et al., 2012, Pinterest
(https://www.pinterest.com/pin/397090892129860904/?autologin=true).
Estructura Celular del Sistema Respiratorio
El epitelio pulmonar es una superficie mucosa que se compone de células

ciliadas, células productoras de moco, células basales y progenitoras indiferenciadas.
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Esta barrera epitelial va desde las vias respiratorias superiores hasta los alvéolos y esta
encargado de mantener la homeostasis en los pulmones (Hamacher et al., 2018). El
epitelio inicia con una columna pseudoestratificada y ciliada que va disminuyendo hasta
llegar a ser una columna ciliada simple en los bronquiolos. Las células del sistema
respiratorio pueden dividirse en células de las vias aéreas (Figura 7) y células de la
region alveolar (Figura 8).

Células de las Vias Aéreas.

e Células ciliadas. son células largas con un citoplasma palido y contorno nuclear
suave. Los cilios y microvellosidades estan presentes en la superficie apical, los
cilios tienes un tamafio aproximado 5 um y un diametro de 0.5 um y hay entre
200-300 de ellos en cada célula. Poseen pequefias proyecciones, las cuales se
enganchan con la capa de moco de las vias respiratorias.

e Células Serosas. Son células largas con un citoplasma rico en reticulo
endoplasmico rugoso, tiene granulos electrones densos ubicados en los 4pices.

e Células Clara. Son células exocrinas bronquiolares, en apariencia son similares
a las células serosas, con un aspecto granular que se relaciona con el
abundante reticulo endoplasmico liso presente en los apices de las células. Esto
es particularmente evidente en las vias respiratorias de los ratones, donde
produce una apariencia de dientes de sierra. La presencia de grandes
cantidades de citocromo p450 confiere a estas células un papel importante en la
desintoxicacion de los toxicos inhalados. Ademas, estan involucradas en funcion
secretora que inicialmente se creia que era moco, pero mas recientemente se ha
sugerido es una fuente del surfactante pulmonar.

e Células Calciformes. Estas células son raras en las vias respiratorias, son

células modificadas, simples, columnares, epiteliales y muy similares en
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cualquier tejido que se encuentren. Tienen mucinas en unos granulos que con la
tincién de H&E se tifien palidamente.

Células neuroendocrinas (NEC). Estas células tienen una gran cantidad de
funciones dentro de los pulmones como deteccién de oxigeno en las vias
respiratorias, regulacion del flujo sanguineo pulmonar, control del tono bronquial
y modulacion de las respuestas inmunitarias. Los NEC se encuentran en todo el
epitelio respiratorio y pueden encontrarse agrupadas en las bifurcaciones de las
vias respiratorias o0 en las uniones de los conductos bronquioalveolares. Son una
rica fuente de aminas y péptidos. Estos grupos estan inervados en sus bases y
tienen microvellosidades apicales.

Células basales. Estan proximas a la lamina basal subyacente. Son una
caracteristica comun del epitelio pseudoestratificado, como el que se observa en
la conduccion de las vias respiratorias del pulmén. Comprenden entre el 6% y el
30% de las células epiteliales, segun su ubicacién a lo largo de las vias
respiratorias. Las células basales de las vias respiratorias son una poblacién de
células madre multipotentes que impulsan tanto la homeostasis del epitelio
normal como su regeneracién ordenada después de una lesién y es probable
también contribuyan a la susceptibilidad, el inicio y la progresion de la
enfermedad.

Células Brush. Son células poco comunes. Son de forma columnar con
vesiculas apicales y aunque se ven a lo largo de la via aérea, son mas
numerosos en la regién del bronquiolo terminal y forman parte del revestimiento
alveolar. Tienen microvellosidades achaparradas de alrededor de 0,5-1 um de
largo, 150-180 nm de ancho y se encuentran alrededor de 120-140 por célula.

En la actualidad, se desconoce la funcion precisa de las células del cepillo
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pulmonar, aunque se cree que tiene una funcién de absorciéon o una funcion de
guimiorreceptor para desintoxicacién, vigilancia inmunitaria 0 como sensor para
el liquido alveolar o la tension del aire alveolar. Incluso puede tener papel en la
regeneracion celular.

e Células intermedias. Son células no ciliadas, con proyecciones filiformes de la
superficie apical. Posiblemente sean una forma intermedia entre las células
basales y las células ciliadas.

(Maynard & Downes, 2019).

Figura 7

Corte histolégico de las células de las vias aéreas.

Nota. (CIL, células ciliadas; SER, células serosas; CL, células Clara; BAS: células
basales; GOB: células calciformes; and NEC, células neuroendocrinas). Adaptado de
“The Lung” (p. 130), por Maynard & Downes, 2019, In Anatomy and Histology of the

Laboratory Rat in Toxicology and Biomedical Research, 100(7).
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Células de la Regién Alveolar. Los alveolos son las estructuras esenciales
para el intercambio de gases, miden aproximadamente 300 um de didmetro en los seres
humanos, el doble que en ratas. La pared alveolar es delgada, los septos entre los
alveolos adyacentes son de tipo sandwich, con dos capas de epitelio alveolar y una
Unica capa de capilares con tejido conectivo de soporte que proporciona el relleno. La
barrera a la difusién es ain mas delgada, el epitelio alveolar, esta separado del
endotelio capilar solo por las membranas basales fusionadas del epitelio y el endotelio.
El capilar pulmonaresta fusionado por la membrana basal a las celulas alveolares tipo |
y a tejido conectivo del intersticio, que contiene los componentes fibrosos y celulares del
tejido conectivo laxo: colageno, fibras elasticas y de reticulina, fibroblastos, macréfagos,
células plasmaticas y leucocitos (Maynard & Downes, 2019). El epitelio alveolar (Figura
6y 8), cuyo tamafio varia entre 0,1-0,2 um cubre el 99% de la superficie aérea del
pulmén y esta constituida por algunos tipos de células importantes (Hamacher et al.,
2018):

e Células alveolares de tipo | (AT1). También llamados neumocitos tipo | cubren
la gran mayoria de la superficie alveolar, al menos el 95%, son células con una
gran extension de citoplasma delgado y un nucleo central. Estas células no
pueden dividirse y son reemplazadas lentamente por las células de tipo Il que se
diferencian en células de tipo I. Tras un dafio a las AT1 por sustancias
inhaladas, se desencadena una gran expansion poblacional de las células tipo Il
y los alvéolos se recubren con un epitelio cuboidal hasta su diferenciacion en
epitelio normal de las células de tipo I. Las AT1 son la convergencia entre el
epitelio alveolar y el endotelio vascular. Esto proporciona una barrera hermética
gue facilita el intercambio eficiente de gases y el movimiento de liquidos y

proteinas.
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e Células alveolares tipo Il (AT2). También llamadas neumocitos tipo I, cubren
aproximadamente el 5% de la superficie alveolar, tienen una forma cubica y se
encuentran a menudo en grupos de dos o tres en las esquinas de los alveolos.
Las AT2 son conocidas especialmente por su funcion clave en la secrecién de
surfactante y en el transporte de Na* que permite la eliminacion de liquido del
espacio alveolar. El surfactante reduce la tensién superficial de la pelicula de
revestimiento, reduciendo el "tirdn" en el intersticio y previniendo la inundacion
alveolar, manteniendo los alvéolos relativamente secos.

e Macrofagos alveolares. Estas células patrullan la superficie alveolar. Estas
células grandes eliminan las bacterias y particulas del espacio alveolar. Cuando
ya han cumplido su funcién, los macréfagos alveolares salen de los alvéolos
hacia los conductos alveolares y se unen a la escalera mecanica del moco en el
bronquiolo terminal. Algunos mamiferos tienen una poblacion residente
significativa de macrofagos dentro de la circulacion pulmonar, pero las ratas
parecen tener solo unas pocas de ellas.

(Hamacher et al., 2018; Maynard & Downes, 2019).
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Figura 8

Neumocitos tipo | y tipo Il en cortes histolégicos de alveolos.
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(http://microbiotainfantil.blogspot.com/2017/05/aparato-respiratorio.html).

Respuesta Inmunoldgica del Sistema Respiratorio

El sistema respiratorio esti expuesto constantemente a microorganismos (virus,
bacterias, esporas), particulas (polvo, asbesto) y gases (humo, tabaco, etc), los cuales
son inhalados durante la respiraciéon. Los componentes de los sistemas respiratorios
superior e inferior actdan juntos para realizar dos funciones principales y
complementarias: intercambio de gases y la defensas fisicas e inmunoldgicas (Burleson
& Schlesinger, 2015; Sdnchez & Concha, 2018).

El destino de las particulas depende de su tamafio; las particulas grandes (>10
pm) se eliminan inicialmente al impactar con el exterior de la nariz, al ingresar se
guedan atrapadas en la mucosa humeda y al alcanzar la faringe debido a que no
pueden girar rpidamente no ingresan a mayor profundidad. Las particulas con un
tamafio medio (4-8 um) se quedan en las pequefas vias respiratorias debido a su peso,
se depositan en gran cantidad en la traquea, bronquios y los bronquiolos terminales.

Las particulas méas pequefias o muy finas (<1-3 ym) consiguen llegar a los alveolos, en
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donde pueden se exhaladas con la siguiente respiracion o depositarse en las paredes
alveolares (Figura 9) (Jenkins et al., 2015; Thomas, 2013; West, 2012). Una vez
depositados, estas particulas pueden ser eliminadas en la mucosidad al ser tragadas o
expectoradas cuando se quedan en las paredes bronquiales; cuando se depositan en
los alveolos las particulas son envueltas por macrofagos que salen a través de la
sangre o los vasos linfaticos (West, 2012).

Figura 9
Diagrama de penetracion de particulas en el pulmon.
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El sistema inmune en general se compone de una complicada red de células
linfoides y no linfoides que se comunican para proteger al individuo contra agentes
extrafios y enfermedades. El sistema inmune pulmonar participa en funciones
inmunoldgicas localizadas y también puede comunicarse con el sistema inmune
adaptativo, los mecanismos son eficientes y mantienen al tracto respiratorio inferior libre
de microorganismos infecciosos y con la microbiota en balance (Burleson et al., 2015;
Ramirez-Labrada et al., 2020). La activacion del sistema inmune pulmonar tiene como
objetivo prevenir enfermedades a pesar de la exposicién continua a antigenos, para ello
actlan varios subconjuntos de células que protegen y controlan la enfermedad en este
compartimento como los macréfagos alveolares, células dendriticas (DC), linfocitos T
auxiliares (Th), linfocitos T citotoxicos (CTL), linfocitos de memoria, asesinos naturales
(NK), células B, linfocitos T asesinos naturales (NKT), eosindfilos, mastocitos y
neutréfilos (Burleson et al., 2015).
Inmunidad Innata
La inmunidad innata es la primera respuesta linea de defensa que ocurre de

forma temprana, es decir a horas o dias después de la estimulacién por sustancias
extrafias o agentes infecciosos. La inmunidad innata es inespecifica e incluye barreras
fisicas como la que proporciona la mucosa de las vias respiratorias y esta encabezada
por macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosinéfilos, células asesinos naturales (NK) y
células T asesinas naturales (NKT) (Tabla 1) (Burleson et al., 2015). La respuesta
inmune innata en la via aérea conductora dependen de su estructura ramificada y de las
multiples barreras creadas por las capas de moco, la abundancia de fluidos y moléculas

antimicrobianas que permiten el aclaramiento mucociliar (Whitsett & Alenghat, 2015).
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Células involucradas en la respuesta inmune innata.

Células

Funcion y propiedades

Macro6fagos

Neutrofilos

Mastocitos

Eosinofilos

Células NK

Los macréfagos son fagocitos importantes para la eliminaciéon de
material exdégeno y pueden funcionar como células presentadoras de
antigeno. Los mecanismos por los cuales los macréfagos eliminan el
material extrafio son la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS), especies reactivas de nitrdgeno (RNS) y digestiéon proteolitica.
Los neutréfilos son los leucocitos que en mayor cantidad se
encuentran, aungue estan entre los mas efimeros, son células
polimorfonucleares y son las primeras de las células inmunes
reclutadas en los sitios de infeccién y dafio tisular ya que permiten
eliminacion de patégenos microbianos a través de fagocitosis,
desgranulacion, explosién respiratoria y liberacion de especies
reactivas de oxigeno.

Los mastocitos son destacados por su participacion en las respuestas
alérgicas y su activacion se produce por la union de IgE a la célula.
Este entrecruzamiento genera una cascada de sefializacion
intracelular llevando a la desgranulacion y la liberacion de mediadores
como la histamina (sustancia quimica responsable de aumentar la
permeabilidad vascular y el edema).

Los eosinofilos son células que expresan granulos citoplasmaticos
gue en su interior contienen enzimas lesivas que permiten destruir las
paredes celulares de los parasitos, pero que de igual forma pueden
desencadenar dafos en los tejidos del huésped. Algunas de estas
células estan presentes en los tejidos periféricos, como las mucosas
de las vias respiratoria y pueden aumentar su nimero durante la
inflamacion.

Estas células son criticas en la respuesta inmune, tienen propiedades
citotoxicas rapidas producidas por la liberacion de granulos liticos o

mediante citotoxicidad mediada por células dependiente de
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Células

Células TNK

Basofilos

Funcion y propiedades
anticuerpos y tiene la capacidad de producir una gran variedad
citocinas, quimiocinas y mediadores. Ademas, pueden reclutarse en
el pulmén a los pocos dias u horas después de la infeccién o
activacion.
Las células TNK comparten algunas cualidades de las células NK,
como la capacidad citotdxica natural y una participacion en las
respuestas inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Sin embargo,
a diferencia de las células NK, estas células también expresan un
receptor de células T. Estas células expresan un fenotipo activado o
de memoria y son reconocidas por su capacidad para secretar rapida
y fuertemente varias citocinas TH1 y TH2, inducir citotoxicidad y
activar o influir en macréfagos, células NK, DC, células T y células B.
Son granulocitos similares a los mastocitos. Normalmente estas
células no se encuentran en los tejidos, pero pueden reclutarse

durante un proceso inflamatorio.

Nota. Adaptado de Burleson et al. (2015) y Abbas et al. (2015).

La inmunidad innata actla a través de la sefializacién de varios receptores de

reconocimiento de patrones (PRR). Estos receptores reconocen numerosos patrones

moleculares asociados a patdgenos (PAMP), como lipopolisacaridos (LPS), ARN

bacteriano y viral, ademas de patrones moleculares asociados a peligro (DAMP) que se

generan ante un dafio celular como por ejemplo especies reactivas de oxigeno (ROS),

ATP y DNA mitocondrial ocasionando una alteracién en la homeostasis y provocando

un respuesta inflamatoria (Theofani et al., 2019). Estos mecanismos de reconocimiento

van a iniciar una cascada de sefalizacién que desencadena la produccién citocinas y

quimiocinas para la defensa inicial del huésped y para la preparacion de la inmunidad

adaptativa (Figura 10) (Burleson et al., 2015).
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Figura 10

Respuesta inmune en las vias respiratorias.
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Nota. Adaptado de “Epithelium: At the interface of innate and adaptive immune
responses” (p. 1280), Schleimer et al., 2007, Journal of Allergy and Clinical Immunology,
120(6).

Las primeras barreras a la que se enfrentan las particulas como el polvo y los
microorganismos son las diversas células epiteliales de las vias respiratorias (Figura
11), las cuales se encuentran rodeadas por abundantes de glandulas submucosas que
secretan fluidos, mucinas y otras proteinas de defensa del huésped como enzimas
(lisozima, fosfolipasas, peroxidasas y componentes del complemento), péptidos
permeabilizantes (defensinas, catelicidinas), proteina que aumenta la permeabilidad
bacteriana y colectinas. La produccion estas sustancias es iniciada por PRR incluidos

los receptores tipo Toll (TLR; TLR1 a TLR10), receptores de la familia de receptores



47
NLR, RIG- I, MDAS y otros. Ademas, las células epiteliales tienen la capacidad de
liberar mediadores, entre ellos las citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-8 inducidas
por la respuesta a agresiones ambientales y citocinas relacionadas con él asma. Estas
citocinas juegan un papel importante en la inflamacidén aguda en el sistema respiratorio
al estimular los linfocitos, inducir el reclutamiento de neutrofilos y regular la secrecién de
mucina (Honda et al., 2014; Schleimer et al., 2007; Whitsett & Alenghat, 2015).
Figura 11

Distribucion celular en el tracto respiratorio.
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Nota. Adaptado de Ganong’s Review of Medical Physiology, Barrett et al., 2012,
McGraw Hil.

Los macro6fagos pulmonares secuestran el antigeno y protegen a los tejidos
locales de lesiones, ademas poseen una actividad de APC, aunque menor a las células
dendriticas (DC). Los macrofagos pulmonares se desarrollan desde los monocitos
derivados de la médula 6sea que se diferencian al entrar al tejido pulmonar. Los
macrofagos pulmonares pueden clasificarse como macréfagos alveolares (AM),

macrofagos intersticiales (IM) o macréfagos intravasculares pulmonares (PIM), cada
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uno con diferentes funciones (Figura 12). Los macr6fagos pulmonares también pueden
clasificarse como M1 o M2, segun el compromiso inflamatorio (Burleson et al., 2015;
Wei & Tang, 2018). Los IM, se encuentran en el intersticio, interactian con los linfocitos
intersticiales y participan en mayor grado en la presentacion de antigenos. Los AM son
abundantes, habitan en los alvéolos pulmonares y participan en la fagocitosis del
material exdgeno o patégenos que invaden los alveolos. Los PIM son en gran parte
fagociticos y se encuentran dentro de la vasculatura pulmonar. Por otro lado, los
macrofagos pulmonares M1 despliegan mas efectos proinflamatorios en respuesta a
antigenos intracelulares y los macréfagos M2 estan implicados principalmente en las
funciones antiinflamatorias y de reparacién de tejidos (Burleson et al., 2015; Wei &
Tang, 2018).

Figura 12
Tipos de macréfagos pulmonares presentes en una region alveolar.
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Nota. Adaptado de Esquema de la pared del alveolo pulmonar, Pallarés et al., 2020,
3tes3 - Comunidad profesional porcina (https://www.3tres3.com/articulos/aparato-

respiratorio-del-cerdo-y-sus-mecanismos-de-defensa_44457/).
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Los macro6fagos tisulares que se encuentran en las paredes alveolares fagocitan
activamente las particulas atrapadas, las digieren y finalmente liberan el material
resultante, libre o encapsulado en el sistema linfatico o, mas a menudo, saliendo de las
vias aéreas a través de una escalera mecanica mucociliar (Singal, 2015). En algunas
ocasiones los macréfagos también activan la inmunidad adaptativa al presentar el
antigeno a los linfocitos de los ganglio linfaticos junto con moléculas co-estimuladoras
(Wei & Tang, 2018). Las células dendriticas (DCs) seleccionan y secuestran particulas y
patégenos inhalados, son consideradas las células presentadoras de antigenos (APC)
mas potentes del sistema inmunolégico y se las considera como el vinculo entre la
inmunidad innata y adaptativa. Estudios han demostrado que los macrofagos son los
primeros en fagocitar a los patégenos inhalados antes que las DCs, ya que estas
Gltimas son reclutadas al pulmoén desde la sangre periférica en respuesta a los
estimulos en el tejido pulmonar, incluidos alérgenos y material particulado (Matthews et
al., 2016; Wei & Tang, 2018)

Las respuestas celulares e inflamacién mediadas por estructuras
sélidas/amorfas/cristalinas/fibrosas se deben en mayor parte al inflamasoma NLRP3, el
cual se activa por la producciéon de ROS, la ruptura de lisosomas, el flujo de salida de K
+ vy la entrada de Ca2 + (Shu & Shi, 2018). El inflamasoma de dominio de la
oligomerizacion de unién a nucleétidos similar al receptor de pirina que contiene 3
(NLRP3) es un sensor intracelular que detecta ligandos microbianos y sefales de
peligro endégeno como ATP, urato monosaédico, cristales de colesterol, entre otros, y
representa un componente clave de la respuesta inmune innata en las vias respiratorias
y en la regulacion de la homeostasis en muchas enfermedades inflamatorias (Theofani
et al., 2019; Wang et al., 2020). El ensamblaje del inflamasoma NLRP3 conduce a la

liberacién dependiente de caspasa 1 de las citocinas proinflamatorias IL-18 e IL-18, asi
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como a la piroptosis. La activacion de NLRP3 se ha vinculado con la patogénesis del
asma. A pesar de que NLRP3 facilita la eliminacién de patégenos en las vias
respiratorias, su activacion persistente por irritantes inhalados y / o alérgenos
ambientales inocuos puede provocar inflamacion pulmonar y exacerbacion de asma
(Theofani et al., 2019).

Inmunidad Adaptativa

Las defensas inmunolégicas adaptativas comienzan cuando el sistema linfatico y
circulatorio se involucra en la destruccion de materiales extrafios inhalados y dependen
de la liberacién de mediadores quimicos de los macrofagos alveolares y las células
epiteliales alveolares (Singal, 2015). La respuesta pulmonar adaptativa involucrar no
solamente células innatas, también se incluye a numerosas células dendriticas (DC).
Cuando los alérgenos ingresan a las vias respiratorias, los AMs y DC atrapan el
antigeno/alérgeno o particulas infecciosas y migra a los tejidos linfoides secundarios, en
donde impulsan la inmunidad adaptativa al sensibilizar y activar a las células naive para
gue se diferencien en células T y B efectoras (Tabla 2) (Dekruyff et al., 2014; Honda et
al., 2014). Tanto, los macréfagos, neutréfilos, eosinéfilos, mastocitos y baséfilos, asi
como las células epiteliales que liberan muchas quimiocinas y mediadores inflamatorios,
estan involucrados en la respuesta adaptativas ya que se ocupan de amplificar o
proporcionar actividad celular efectora adicional (Dekruyff et al., 2014). Incluso, se ha
reconocido que una respuesta fagocitica alterada o la produccion de citocinas
inapropiadas por los macrofagos pulmonares puede provocar problemas de salud que
se manifiestan por una enfermedad infecciosa pulmonar més frecuente y grave,
neumoconiosis por polvo inhalado (como silicosis por inhalacién de silice) o fibrosis

pulmonar (Burleson et al., 2015).
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Células que participan en la Inmunidad Adaptativa.

Células

Funcion y propiedades.

Linfocitos T

e T CD4+

e T CD8+

i TReg

Los linfocitos T son mediadores de la inmunidad celular que
maduran en el Timo, tiene un receptor de antigeno de células T
(TCR) que les permite reconocer péptidos cortos.

Este subgrupo de linfocitos T, se los conoce como linfocitos T
colaboradores (Th) y promueven la diferenciacion de los linfocitos B,
la activacion de macroéfagos, asi como la inflamacion. Los linfocitos
T CDA4+ reconocen los epitopos antigénicos presentados por las
moléculas del MHC II. Tras la activacion por APC, las células T CD4
proliferan y se diferencian en varios subtipos, cada uno con
capacidades funcionales especificas como las células Thl, Th2y
Thi7.

Las células T CD8+, también llamados linfocitos citotoxicos (CTL),
pueden producir citocinas (IFN-y, TNF-a y linfotoxina-a), pero su
principal funcion es la de eliminar células que han sido infectas por
patdgenos intracelulares mediante apoptosis al liberar granulos
citoplasmicos llenos de proteinas citotdxicas (perforina y granzimas)
gue matan a las células reconocidas por los CTL. La expresion de
CD8 permite el reconocimiento de antigenos a través del MHC I. La
activacion de las células T CD8 requiere sefiales coestimuladoras
adicionales como los linfocitos Th.

Las células T reguladoras (Treg) €Stan encargadas de inhibir la
funcion de otros linfocitos T con el objetivo de regular la respuesta
inmune y mantener cierta tolerancia. Se desarrollan principalmente a
partir de timocitos que tienen una autorreactividad intermedia, pero
puede suprimir las respuestas de tipo 1 o tipo 2 mediadas por
células T CD4+ o CD8+ mediante un mecanismo indefinido
dependiente del contacto. El mecanismo efector estas células
pueden implicar la apoptosis de la diana y es independiente de IL-10
y TGF-B.
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Células Funcién y propiedades.

Linfocitos B Los linfocitos B participan en la inmunidad humoral, son las células
productoras de anticuerpos (IgM, IgG, IgA o IgE). Los ab son
moléculas efectoras solubles, las cuales al unirse al patégeno lo
neutralizan e impiden que infecte a las células. Después de la
exposicion al antigeno, los anticuerpos pueden llegar por aumento
de la permeabilidad o por migracién de las células B al pulmén,
incluso las células B de memoria pueden residir dentro de las areas
localizadas del pulmén donde se produjo la inflamacién inicial.

Nota. Adaptado de Abbas et al. (2015), Actor (2014), Curtis (2005) y Moore et al. (2001).

Los linfocitos CD4+, T helper, colaboradores o axiliares (Th) son células
importantes para la respuesta inmunitaria, tienen funciones clave como células
auxiliares, pero también pueden desempefiar una funcion patégena al impulsar
enfermedades autoinmunes y alergias. Las células T CD4+ cuentan con una poblacion
heterogénea de células, incluyen células efectoras, que se dedican a la proteccion
contra patdgenos y las células T reguladoras (Treg), €Stos subconjuntos de células T
CD4 +son Thil, Th2, Thl7, Th 9, Th 22, células T auxiliares foliculares (Tfh ) y células
T reguladoras (Hirahara & Nakayama, 2016), que se muestran a continuacion:

e Las células T auxiliares tipo 1 (Th1) son células T CD4+ efectoras que se
diferencian cuando se administra IL-12, producen altos niveles de IL-2 y TNF-q,
aunque principalmente producen IFN- y y son responsables de la activacion de
los fagocitos como los macréfagos, de la produccion de anticuerpos
opsonizantes y de fijacién del complemento; esté relacionado con la proteccion
contra los patégenos intracelulares, es decir estan involucrados en una
respuesta proinflamatoria (Figura 13).

e Las células T auxiliares tipo 2 (Th2) son células T CD4+ efectoras que se

diferencian en presencia de IL-4 y producen grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-
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6, IL-10 y IL-13. Estas células desempefian un papel importante en la inmunidad
humoral ya que promueven la produccién de anticuerpos y pueden inducir el
cambio de clase a IgE por los linfocitos B permitiendo la sensibilizacion de los
mastocitos y basdfilos. Son efectivas en la proteccién contra helmintos y
alergenos. Las células Th2 median la respuesta humoral antiinflamatoria
mediante la inhibicion de la produccion de citocinas Thl (Figura 13). Las
citocinas Th2 participan en la inflamacion de las vias respiratorias, la eosinofilia,
la hiperproduccion de moco, la fibrosis, etc.

e Elsubconjunto de células T auxiliares 17 (Th17) se diferencian en TGF-$1 e IL-6
y se caracterizan por la produccién de IL-17, IL-8, IL-21, IL-22 e IL-26. Estas
células juegan un papel critico en el reclutamiento, activacion y migracion de
granulocitos a través de la produccion de IL-8 y cuya funcién la eliminacion de
patégenos extracelulares. También se ha revelado que juegan un papel crucial
en la patogénesis de enfermedades autoinmunes.

e Existen otras células T colaboradoras: Th9 y Th22. Estas células controlan
facetas Unicas de la respuesta inmune. Por ejemplo, Th9 que secreta IL-9 esta
involucrada en la inflamacion de las vias aéreas y Th22 parece que estan
comprometidos en la patologia y en la homeostasis de la piel.

(Actor, 2014; Hirahara & Nakayama, 2016; Pazmifio & Navarrete Jiménez, 2014;

Rhodus et al., 2007; Santarlasci et al., 2013).

Por lo general las PM. s conducen principalmente a una regulacion positiva de
respuesta Th2 mediada por las citocinas liberados por células epiteliales y DC. Las
células T disponibles en el parénquima pulmonar, son candidatos potenciales para

mediar las respuestas inflamatorias cronicas. Las células T CD8 + fueron vistas como
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células inflamatorias predominantes en la mediacién de las respuestas inflamatorias

pulmonares inducidas por extractos de polvo organico (Wei & Tang, 2018).

Figura 13

Respuesta celular Thly Th2.
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Nota. Adaptado de T Lymphocytes (p. 51), por Actor, 2014, Elsevier.

Respuesta Ante una Lesion Pulmonar

Una vez que se han producido dafios directos o indirectos en la delicada

estructura alveolar del pulmén distal y la microvasculatura asociada (Thompson et al.,

2017), se da como resultado una respuesta celular caracteristica, independientemente

del agente dafiino. Las células de tipo |, por su area de superficie relativamente grande

y el citoplasma atenuado, son bastante sensibles a diferentes toxicos por lo que son las

primeras en evidenciar dafio (Miller & Hook, 1990). La primera respuesta al dafio

alveolar es conocida fase exudativa (Figura 14) y esta caracterizada por el

levantamiento de la respuesta inmune innata que ya se menciono anteriormente y la

acumulaciéon de un liquido rico en proteinas dentro del intersticio y el alveolo, conocido

como edema. Los AMs residentes comienzan a secretar citocinas proinflamatorias que
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permitira el reclutamiento de neutréfilos, monocitos o macréfagos y posteriormente la
activacion de células epiteliales alveolares y células T efectoras que promoveran la
inflamacién y lesion en el tejido pulmonar. En la segunda fase de la lesiéon pulmonar se
inicia la reparacion y es conocida como fase proliferativa, tiene el objetivo de restablecer
la integridad epitelial, absorber el edema y restaurar la arquitectura y funcién alveolar.
La dltima fase se distingue por ser fibrética, no ocurre en todos los casos, pero aumenta
la mortalidad de quien lo padece (Thompson et al., 2017).

Durante una inflamacién persistente en las vias respiratorias se producen
cambios estructurales de las paredes definidas como remodelacion, este mecanismo es
caracteristico del asma y de inflamaciones alérgicas. La remodelacion consiste cambios
estructurales principalmente en los bronquios principales junto con bronquios y
bronquiolos mas pequefios, para lo cual se da un engrosamiento de la pared
involucrando a todos los componentes: el epitelio, la membrana basal (BM), la capa
subepitelial y el masculo liso. La respuesta inflamatoria de los linfocitos T tipo 2 (Th2)
permiten el reclutamiento, la activacion celular, la sintesis de anticuerpos IgE, la
liberacion de IL-4, IL-5 e IL-13, incrementa la produccién mucosa y la hiperplasia, estos

dos ultimos son fendbmenos de la remodelacién (Guida & Riccio, 2019).
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Figura 14

Pulmén sano vs dafio pulmonar en fase exudativa.
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Efecto Potencial Toxico de la Ceniza Volcanica

Tras una erupcién volcénica, los seres humanos esta expuestos a la ceniza en el
tracto respiratorio, gastrointestinal y en la piel, siendo el sistema respiratorio el mas
susceptible. El impacto de las cenizas volcanicas depende de las caracteristicas fisicas
y quimicas de las sustancias toxicas que forman parte de la ceniza (metales pesados,
sales, 6xidos metalicos, carbonos inorganicos, silicatos, plasticos u organicos) (Sierra-
Vargas et al., 2018). El tamafio de las particulas volcanicas es una de las
caracteristicas fisicas de gran importancia, ya que las mas pequefas se transportan a
favor del viento desde el respiradero y son capaces de penetrar aberturas mas
pequefias, como en el tracto respiratorio (< 10 um), que las particulas méas grandes (>
10 um - 2 mm). La penetracion de particulas de cenizas en el tracto respiratorio
depende del tamafio de las particulas, siendo aquellas > 10 um de diametro las que se
alojan en las vias respiratorias superiores, las de 4-10 um en la traquea y los bronquios,
y las <4 ym las que llegan mas profundo (Figura 10) (Jenkins et al., 2015).

La silice es una sustancia natural que se presenta en muchas formas diferentes,
principalmente: silice cristalina y amorfa (Singal, 2015). La exposicién ambiental a la
silice puede ocurrir durante tormentas de arena, durante la inhalacion de particulas muy
finas de suelo arrastrado por el viento y después de erupciones volcanicas (Zelko et al.,
2016). La silice cristalina se puede encontrar en la naturaleza como cuarzo, granito,
areniscas o arena y/o tierra; mientras que la cristobalita y la tridimita son formas que se
encuentran en las rocas volcanicas. La silice amorfa se encuentra en la naturaleza
como silice biogénica y como vidrio de silice de origen volcanico (Singal, 2015).

La cristobalita compuesta de particulas mas grandes y gruesas que la silice
amorfa ha demostrado ser capaz de producir una afeccion inflamatoria crénica que

precede al desarrollo de la enfermedad pulmonar fibrética y tiene un potencial



58
carcinogénico conocido (Claire J. Horwell & Baxter, 2006; Singal, 2015). La silice
amorfa es una nanoparticula ultrafina (las nanoparticulas se definen como una particula
gue tiene al menos una dimensién <100 nm) con un diametro de aproximadamente 12
nm, aunque no se considera como un riesgo primario para la salud, ya que es menos
biopersistente que la cristobalita y no se ha demostrado que cause silicosis, sin
embargo, exposicion in vitro a altas dosis de silice amorfa parece inducir una muerte
celular. Anteriores estudios han determinado que al exponer silice cristalina a una linea
celular epitelial alveolar murina tipo Il se induce la expresion de citocinas
proinflamatorias y ARNm (Singal, 2015).

La silicosis es una enfermedad pulmonar crénica, producida por la exposicion a
silice cristalina, en la que se produce inflamacién y posterior fibrosis en el tejido
pulmonar. Las particulas de silice son rapidamente fagocitadas por los macréfagos
alveolares que en respuesta liberan mediadores inflamatorios, por lo que la alta
exposicion a la silice también se ha asociado con tuberculosis, bronquitis crénica,
EPOC y cancer de pulmén, ademas de ser un factor de riesgo para el desarrollo de
esclerosis sistémica (ES). Durante la silicosis experimental en animales, las células Thl
y Th2 estaban involucradas en el desarrollo de silicosis con un papel un papel marcado
y predominante de la respuesta innata en esta patogenia (Esmaeil et al., 2014). La
silicosis al ser una neumoconiosis fibrética se caracteriza por cambios granulomatosos y
fibréticos no neoplasicos en el pulmén. Los individuos expuestos constantemente a
silice se mantienen asintomaticos durante largos periodos de tiempo, décadas, hasta
gue se les diagnostica mediante radiografia o tomografia. Se puede producir silicosis
aguda o varias formas crénicas dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicién

(Zelko et al., 2016).
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Similar a lo que sucede con una lesién pulmonar producida por cualquier
inhalante, en la progresion de la silicosis se da dos etapas principales. Primero, una
etapa inflamatoria en la cual se liberan mediadores inflamatorios como IL-1p3, IL-6, TNF-
a. El estado fibrético se caracterizada por una gran deposicion de proteinas de la matriz
extracelular como el colageno y la fibronectina. Generalmente, se produce un ciclo
recurrente de activacion de macrofagos y muerte celular debido a la silice que conduce
el influjo de células inflamatorias y la produccion de citocinas y especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno (Zelko et al., 2016).

La exposicion repetida a particulas de ceniza volcanica aumenta la posibilidad
de que se produzcan sintomas de silicosis y otros efectos. En Montserrat, cuyas
particulas contenian alrededor del 20% de cristales de cristobalita (SiO2) se ha
estimado que la exposicion a alrededor de 0.5 mg/m3 durante 24 horas podria conducir
a casos graves de silicosis en dos o tres afios, de forma similar, la exposicion a
concentraciones mas bajas (0,1 mg/m3) conduciria al mismo resultado con una
exposicion de 8 a 10 afios. Los efectos agudos y crénicos de la ceniza volcanica sobre
la salud dependen del tamafio de las particulas (en particular, la proporciéon de material
respirable), la composicién mineralégica (incluido el contenido de silice cristalina) y las
propiedades fisicoquimicas de su superficie (composicion quimica, forma de la particula,
area de superficie, reactividad). Todas estas propiedades varian entre volcanes e
incluso entre erupciones del mismo volcan y contribuyen a la reactividad biolégica de las
particulas de ceniza que se traduce en el efecto sobre la salud (Demichela et al., 2013;
C. J. Horwell et al., 2013).

Entre los efectos respiratorios agudos que se producen a corto plazo se
encuentran ataques de asma y bronquitis, aumento de episodios de tos, dishea, tirantez

y sibilancias por la irritacion del revestimiento de las vias respiratorias, e incluso puede
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exacerbar una enfermedad previamente presente (bronquitis crénica o problemas
cardiacos avanzados). Dentro de los efectos crénicos producidos a largo plazo mas
preocupantes esta la silicosis, fibrosis nodular difusa (cicatrizacion) de los pulmones,
pero para que se produzca esta debe existir (1) una alta proporcion de particulas finas
en la ceniza; (2) una alta concentracion de silice cristalina (cuarzo, cristobalita o
tridimita); (3) exposicion a cantidades significativas de cenizas, generalmente durante
un periodo de afios a décadas. De forma temprana no se evidencian sintomas, pero la
afeccién puede progresar incluso después de que haya cesado la exposicion y puede
provocar una muerte prematura. No se han informado casos humanos de silicosis u
otros trastornos pulmonares crénicos debidos a la ceniza volcénica en ninguno de los
articulos de la literatura examinados, pero muy pocos de los estudios incluyen las
consecuencias para la salud a largo plazo de la exposicion (Demichela et al., 2013).

La ceniza volcanica no solo representa un peligro para el sistema respiratorio,
también puede causar dafios en la superficie ocular, que esta permanentemente
expuesto a los contaminantes ambientales, como malestar ocular e inestabilidad de la
pelicula lagrimal. La exposicion a ceniza volcanica en células epiteliales conjuntivales
humanas desencadena una respuesta citotoxica una expresion diferencial de la mucina
transmembrana MUC1; una respuesta proinflamatoria mediada por IL-6 e IL-8; y un
desequilibrio del entorno redox que conduce al dafio oxidativo de las proteinas (Tesone
et al., 2018).

De la misma forma, la ceniza volcanica puede estar afectado a la Tiroides ya
gue se ha observado un aumento marcado en la incidencia de cancer de tiroides
especialmente de microcarcinomas (Vigneri et al., 2017). Este aumento de cancer de
tiroides puede deberse a la deficiencia de selenio causada por la competencia que hay

entre azufre, transportado por las cenizas producidas en una erupcion, y el selenio en la
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absorcion de las plantas lo que resulta en una menor disponibilidad. En el cuerpo
humano, el Se se incorpora en forma de selenoproteinas, las cuales cumplen un papel
crucial en la funcién de la glandula tiroides (desyodinasas) y en el estado redox
(glutation peroxidasas, GPX y tiorredoxina, TRX), por lo tanto, la disminucién de Se
puede provocar un plegamiento incorrecto de proteinas e inflamacioén, incluso puede
desencadenar la produccién intratiroidea de TRX favoreciendo el crecimiento de las
células cancerosas (Duntas, 2016). Asi mismo, los metales pesados presentes en una
erupcion volcanica pueden provocar un efecto toxico a la zona contaminada circundate
con altos niveles de estos. Los metales pesados como As, Cd, Cry Cu pueden reducir
los niveles de hormona tiroidea con o sin aumento de TSH, al interrumpir la sintesis /
secrecion de la hormona o influir en su metabolismo e interaccion con el receptor.
Debido a una retroalimentacion negativa, el aumento de TSH puede ser consecuencia
de los metales y la hipersecrecion crénica de TSH puede predisponer a la hiperplasia de
células tiroideas y al cancer de tiroides (Vigneri et al., 2017).

Modelo Animal

Los modelos animales se estan utilizando de manera efectiva para estudiar la
fisiopatologia y los mecanismos involucrados en una enfermedad. El uso de modelos
permite regular las condiciones para determinar los efectos de las lesiones o dafios.
Ademads, los animales pueden estar expuestos a concentraciones exactas de una
sustancia conocida y, por lo tanto, se puede rastrear el curso temporal de la enfermedad
y la magnitud del dafio que producira alteraciones fisioldgicas, bioquimicas o
patolégicas. Cada eleccion de un modelo animal (especie o cepa) tiene sus propios
beneficios y deficiencias (J. L. Wright & Churg, 2008).

A pesar de las grandes similitudes, 95% de los genes son homélogos para

ratones y humanos, también existen grandes diferencias en miembros de las familias de
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genes, en la redundancia de genes y en la regulacion del nivel de expresion génica.
Estas diferencias genéticas resultan en diferencias fisiol6gicas. Aun asi, la
reproducibilidad de los resultados y el poder estadistico consiguiente hace a estos
modelos animales una potente herramienta para la investigacién biomédica y su
analogia al ser humano (Barré-Sinoussi & Montagutelli, 2015).

Los ratones de laboratorio conocidos como ratones domésticos (Mus musculus
L.) pertenecen a la familia Muridae (Hedrich, 2012). El raton doméstico es un mamifero
de sangre caliente con hébitos nocturnos y con un comportamiento influenciado por
feromonas, es una especie que se adapta a diferentes condiciones ambientales. Los
ratones tienen un pequefo tamafio que varia de 12 a 15 cm desde la punta de la nariz a
la punta de la cola cuando son adultos, el tamafio de su cola es igual al largo del cuerpo
y generalmente su peso rodea los 30 g. Debido a su tamafio son susceptibles a los
cambios ambientales afectando su temperatura corporal y fisiologia. El tiempo de vida
de estos animales es de 10 a 12 meses, en los que se pueden obtener de 8 a 10
camadas. Las relaciones sociales de estos animales depende de la densidad de la
poblacidn, aungue por lo general viven en grandes colonias y son muy ddciles (Fuentes
et al., 2008).

Entre las cepas mas utilizadas de ratas y ratones para la investigacion cientifica
se encuentran los ratones C57BL/6, ratones BALB/c, ratas Sprague-Dawley y ratas
Wistar. La cepa de ratones BALB/c es una cepa endogamica albina inmunodeficiente de
uso comun gque se origind en un stock de ratones albinos mantenidos por Halsey Bagg
en el Hospital Memorial. Los ratones BALB/c tienen una reproduccioén facil y variaciones
minimas de peso entre machos y hembras. Esta cepa sirve como modelo animal de

propésito general, aunque se usa ampliamente para la produccién de anticuerpos
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monoclonales y para investigaciones en terapia de cancer e inmunologia (Johnson,
2012).

El manejo de animales de laboratorio debe realizarse en una estructura fisica y
organizacional, llamado bioterio, que garantice la procedencia de animales sanos para
gue no interfieran en los trabajos cientificos, por lo que se deben realizar evaluaciones
periodicas de la sanidad del animal. Los animales se ubicaran de acuerdo con la
necesidad del investigador, pero se debe asegurar que dicho lugar cuente con las
condiciones ambientales y de manejo optimas que aseguren la salud y bienestar de los
animales a modo que su metabolismo y comportamiento sea normal y estable, por lo
tanto, siempre deben tener comida y agua a su disposicion, el lugar debe se adecuado
en cuento a espacio, ventilacion y limpieza. En los bioterios se deben aplicar medidas
de bioseguridad que no solo protegeran a los animales, sino que también estén
destinadas a la proteccién del personal encargado. En cuanto a la experimentacién los
cientificos deben tener respeto por la vida, el dolor o el sufrimiento del animal, se debe
considerar como objetivo el minimizar cualquier dolor o angustia que dichos animales
puedan sufrir. Una investigacion éticamente aceptable sigue el principio de las tres R:
Reducir al maximo el nimero de animales, Reemplazar a los animales siempre que
sea posible por otro modelo experimental y Refinar los métodos y técnicas usadas para
disminuir al maximo el sufrimiento del animal (Fuentes et al., 2008).

Al trabajar con animales se debe considerar su comportamiento y agresividad,
Endo y ectoparasitos naturales, susceptibilidad a zoonosis y la posible diseminacién de
alergenos, por ello se debe respetar las caracteristicas de cada especie e incorporar
recomendaciones de expertos, como para su manejo. Por seguridad del personal y de
los animales, estos Ultimos deben debe estar alojados en salas independientes de tal

forma que se evite las areas publicas del laboratorio (Organizacion mundiad de la
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Salud, 2005). La Organizacion mundial de la Salud proporciona orientacion sobre las
mejores practicas para las instalaciones de contencion de animales que pueden
clasificarse en 4 niveles de bioseguridad. El trabajo con animales debe ser regulado por
los Comités de Etica en ensayos con animales que estan encargados de la evaluacion
ética de los proyectos y por lo general estan constituidos por un veterinario, un
cientifico, un investigador, un cuidador de animales y una persona que no participa en
actividades de investigacion, con el fin de resguardar el bienestar de los animales, evitar

el uso y el sufrimiento innecesario de los mismos (Varga, 2013).
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Capitulo lll: Metodologia
Método Cientifico

El presente estudio cuenta con un disefio de investigacion cuantitativo
experimental, que permitié evaluar y comparar los niveles de expresién de citocinas de
inflamacién y receptores (TNF-a, NLRP3, ASC, IL-8) en el tejido pulmonar murino, entre
diferentes grupos experimentales como la concentracion de la ceniza volcanica (0.5, 1.0
y 3.75 mg/100 g de peso corporal) y la fuente de ceniza volcanica (Cotopaxi,
Tungurahuay Pichincha).

Localizacion Geografica

El proyecto se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la
Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, que se ubica en Autopista General
Rumifiahui S/N y Ambato, Sangolqui 171103. En el laboratorio se realizaron tanto los
analisis de las muestras como el manejo del modelo animal, el cual que se llevé a cabo
en el bio-modulo del laboratorio.

El procesamiento de los tejidos pulmonares murinos para histologia, como su
inclusion en parafina y los cortes en secciones mediante un microtomo se realiz6 en el
area de Patologia Clinica del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo gracias a la
colaboracion de la Dra. Gabriela Jaramillo.

Modelo Animal

Los animales que se utilizaron en esta investigaciéon fueron ratones machos y
hembras del género Mus musculus cepa BALB/c, con una edad aproximada de 10
semanas y con un peso de alrededor de 30 - 40 g. Los animales se alojaron en un
entorno controlado a una temperatura cercana a 25°C con un ciclo de luz de 12/12

horas, se colocaron en jaulas convencionales (1264C, lufransa) con no mas de 5



66
individuos, con comida y agua a su disposicion. En total se utilizaron 125 ratones para
los diferentes tratamientos de corto y largo plazo.

Ceniza Volcéanica

La ceniza volcanica fue provista por Theofilos Toulkeridis, Ph.D del
Departamento de Seguridad y Defensa de la Universidad de las Fuerzas Armadas —
ESPE con la colaboracién de Vicente Nicanor Varela Guevara del museo “Volcan
Tungurahua” en Bafos - Ecuador. Las muestras de ceniza volcanica que se usaron son
de Cotopaxi, la cual fue tomada durante la erupcion del 2015; de Pichincha procedente
de la erupcion de 1999 y la ceniza de Tungurahua procedente de la erupcion del afio
2006, las cuales demuestran toxicidad relacionada con su composicion.
Experimentacion con Animales
Preparacion de la Ceniza Volcanica

Las cenizas volcanicas de Cotopaxi, Pichicha y Tungurahua se pesaron en
diferentes tubos de 0.2 mL en una balanza analitica de acuerdo con el nimero de
ratones expuestos a la ceniza y en funcién de la concentracion que se requeria 0.5, 1.0
y 3.75 mg/100 g de peso corporal (PC). La ceniza volcanica pesada se diluyé en PBS
1X en un volumen equivalente a 100 pL por individuo. Posteriormente la ceniza fue
sonicada en bafio de ultrasonidos a 40 kHz durante 1 hora a 37°C en el equipo Branson
B-Series Ultrasonic Cleaners (B1510MTH, Branson), previa exposicion en los ratones
BALBI/c.
Instilacion Intratraqueal de la Ceniza Volcénica

Los ratones se etiquetaron mediante una pinza perforadora de orejas de acuerdo
con el esquema presentado en la Figura 15 para su posterior identificacion. El peso

inicial de los ratones fue registrado junto con su respectiva identificacion numérica.
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Figura 15

Identificacibn mediante perforacion en las orejas de ratones.

Nota. Adaptado de Guidelines on Rodent Identification, Michigan State Univerity, 2018,
Animal Care (https://animalcare.msu.edu/guidelines/CARS5.pdf).

Los ratones fueron anestesiados por via intraperitoneal con aproximadamente
30 pL de KET-A-XYL® (AgrovetMarket Animal Health, 0.5-1 mL/10 Kg) diluido en PBS
1X en una proporcion 1:1, de acuerdo con el peso corporal y se dejo actuar por
aproximadamente 10 minutos.

La ceniza volcanica diluida en PBS 1X fue administrada por via intratraqueal en
un volumen de 100 pL como se muestra a continuacion (Tabla 3). Para el
procedimiento se colocd al ratdn anestesiado sobre una superficie inclinada sujetandolo
por los dientes con una liga, con una pinza pequefia se jalé con cuidado la lengua del
animal hacia afuera para visualizar la trAquea y se dispensaron los 100 uL de la ceniza
volcanica homogeneizada o del PBS mediante una micropipeta de forma rapida y
evitando que el animal respire por la nariz durante unos segundos para asegurar que el
liquido ingrese a los pulmones. Se dejo reposar a los animales hasta que los mismos
recobre sus reflejos antes de introducirlos en sus jaulas.

Se utilizaron 2 grupos controles negativos uno al que no se administré nada y
otro al que se administr6 PBS 1X estéril por la misma via intratraqueal. Los

experimentos se realizaron durante dos periodos de exposicion: uno corto plazo con



duracién de una semana y uno de larga exposicion, el cual duré 9 semanas con una

segunda exposicion a la ceniza volcanica a la sexta semana después de la primera

exposicion.

Tabla 3

Disefio experimental para la exposicion a ceniza volcanica en modelos in vivo.

Periodo de Ceniza volcanica Concentracion Numero de
exposicion ratones
Control positivo 0.5mgLPS/kgPC 2
0.5 mg/100 g PC 6
Cotopaxi 1.0 mg/100 g PC 6
3.75 mg/100 g PC 6
0.5 mg/100 g PC 6
Pichincha 1.0 mg/100 g PC 6
Corto plazo 3.75mg/l100gPC 6
0.5 mg/100 g PC 6
Tungurahua 1.0 mg/100 g PC 6
3.75 mg/100 g PC 6
Control negativo Sin tratamiento 5
Control negativo 100 pL PBS 5
0.5 mg/100 g PC 5
Cotopaxi 1.0 mg/100 g PC 5
3.75mg/l100gPC 5
0.5 mg/100 g PC 5
Pichincha 1.0 mg/100 g PC 5
Largo plazo 3.75 mg/100 g PC 5
0.5 mg/100 g PC 5
Tungurahua 1.0 mg/100 g PC 5
3.75mg/l100gPC 5
Control negativo Sin tratamiento 6
Control negativo 100 pL PBS 8
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Evaluacién de Mortalidad y Peso Corporal del Modelo Animal

Se realizo un seguimiento de la mortalidad y el peso corporal de cada ratdn para
los dos periodos de exposicién. En la exposicion a corto plazo, el peso del animal fue
medido diariamente durante los 7 dias después de la exposicion. De la misma forma,
para la exposicion evaluada a largo plazo se tomo el peso corporal del ratén en los dias
2,5,9, 20, 44 y 68 después de la inoculacién hasta el dia del sacrifico.
Sacrificio Animal y Observacion Macroscopica de los Pulmones Murinos

Después de haber transcurrido 1 y 9 semanas después de las exposiciones de
ceniza respectivamente, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical. Se
confirmd la muerte del raton mediante la observacién de sus reflejos. Se desinfecto la
zona ventral del animal con alcohol al 70%. Se realizé la necropsia del ratén y se
recuperaron los pulmones, los cuales se lavaron en PBS 1X estéril, se pesaron y se
observaron las caracteristicas macroscopicas para evidenciar algin dafio macroscépico
visible como edemas y se obtuvieron imagenes de los pulmones. Posteriormente se
tomaron las medidas longitudinales y transversales de las imagenes de los pulmones
murinos mediante la plataforma de analisis de imagenes biolégicas “Fiji”.

Posteriormente los pulmones murinos se dividieron en 3 fragmentos, con un
bisturi, se colocaron en nitrégeno liquido por unos 20 segundos, 2 de los fragmentos se
colocaron en un tubo estéril de 1.5mL y el otro fragmento en otro tubo del mismo
volumen para almacenarlos a -80°C y procesarlos en analisis posteriores.

De cada grupo experimental, se tomé un solo fragmento fresco de los pulmones
divididos y se lo colocé en un tubo de 2.0 mL que contenia formol buferizado al 10%, lo
que permitio fijar el tejido y mantener las estructuras morfologicas para analisis de

histologia. Los tejidos inmersos en formol buferizado se almacenaron a 4° C.
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Evaluacién a Nivel Celular: Histologia del Tejido Pulmonar Murino
Inclusion en Parafina y Corte Histoldgico

Los tejidos fijados en formol buferizado fueron incluidos en parafina para que
obtuviesen consistencia y dureza que permitan cortar y obtener secciones delgadas y
transparentes. El proceso de inclusion en parafina y los cortes se lo realizo en el
Laboratorio de Patologia Clinica del Hospital de Especialidades “Eugenio Espejo”.

Las secciones de tejidos se colocaron en cassettes universales con tapay se
sumergieron en formol buferizado al 10%. La deshidratacion del tejido y su inclusion en
parafina se realizé6 automaticamente en el equipo “Spin Tissue Processor Microm STP
120”. En el equipo, los tejidos fueron sumergidos dos veces en formol buferizados al
10% durante 1h30min cada vez, lo que permiti6 fijar los tejidos y sus estructuras. Para
la deshidratacion del tejido, las muestras fueron sumergidas cuatro veces en una
mezcla de metanol:isopropanol en una proporcion 3:1 durante 1 hora cada vez, luego se
sumergieron dos veces en isopropanol por 1 hora cada uno y finalmente se sumergieron
dos veces en xilol durante 1h30min cada vez. La inclusion del tejido en parafina se
realizé al sumergir el tejido en parafina caliente a 60°C por 2 veces durante 1h cada
vez.

El bloque de parafina se formé en el equipo Leica EG1150 modular tissue
embedding center. El tejido embebido en parafina se colocé en una cubeta molde, en el
modulo caliente del centro inclusion de parafina Leica EG1150H se dispenso parafina
liquida sobre el tejido y se colocd encima cassette universal para el manejo del bloque
de parafina. En la placa fria del sistema modular Leica EG1150C, el bloque de parafina
se enfrio y se solidificé durante al menos 15 minutos.

Mediante un microtomo LEICA RM 2245, se procedié a exponer el tejido al

cortar aproximadamente 1 mm del bloque de parafina, proceso denominado desbaste.



71
Cada bloque se coloc6 sobre la superficie de hielo al menos unos 3 minutos,
posteriormente se situd en el microtomo y se cortaron secciones de 4 um de la parte
dorsal del bloque. Las laminas obtenidas se extendieron en un bafio de flotacion a 45°C
y se pescaron en portaobjetos “double frosted” al sumergir la placa en el bafio de
flotacién y retirando el corte pegado al portaobjetos. Las placas se almacenaron en un
protaplacas a - 4 °C.
Desparafinado e Hidratacion del Tejido Pulmonar

Todo el proceso de desparafinado e hidratacién del tejido se puede observar en

la Figura 16 y se realiz6 en un rotor para mejorar el contacto de las diferentes
soluciones con el tejido. Cada solucién se encontraba en tubos de 50 mL en un volumen
de aproximadamente 35 mL para sumergir completamente el tejido.
Figura 16

Esquema de desparafinado e hidratacion de tejido pulmonar murino.

Desparafinado e Hidratacion
5. Neo-clear Neo-clear Etanol abs. Etanol 90% Etanol 70% H,0 dest.

e = 3 a = Wed| Vet
— i — | — — | — . —
1 ' it
4
2 10 min 5min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min
56°C X2

30 min
Nota. Creado en BioRender.com
Tincion de Hematoxilina & Eosina
Para esta tincion se procede a colocar Hematoxilina (115938, Certistain®) de
Harris modificada (variante sin oxido de mercurio) sobre el tejido de tal forma que lo
cubra completamente durante 6 minutos a temperatura ambiente, lo que permite tefir
sustancias como la cromatina del ndcleo, se lavé por 1 minuto con agua corriente y

después en agua destilada por 1 minuto. Se adicion6 agua acidificada (0.5mL &cido
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acético 100% en 100 mL de agua destilada) sobre el tejido por unos 30 segundos para
diferenciar la tincion y se lavé con agua corriente por 30 segundos. Se cubri6 el tejido
con la solucién acuosa de eosina amarillenta (Eosina A, 1159350025, C.I. 45380
Certistain® MERCK) al 0,5 % durante 5 min para la tincion del citoplasma de un color
rosado, se lavo el exceso con agua corriente por unos 30 segundos y se procedié a
colocar el medio de montaje (5570-0005, Sera Care). Finalmente, con el tejido tefido se
procedi6é a tomar fotografias en el microscopio invertido Micros Austria Sundew
MCXI1600 en campo claro mediante el software Visual Studio.

Evaluacion a Nivel Molecular: Reaccién en Cadena de Polimerasa Cuantitativa
Aislamiento de RNA de Tejido Pulmonar Murino

El &rea de extraccion, asi como los equipos se limpid con sablon, alcohol al 70%
y un inhibidor de RNAsas (R2020, Sigma-Aldrich). Se adicion6 200 uL de TRIzol
(15596018, Thermo Fisher Scientific) a las muestras de tejido pulmonar murino y se
almacenaron a — 80°C. Para la extraccion de RNA se siguid el protocolo de inserto
TRIzol™ Reagent de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, 2020), las muestras de tejido
pulmonar murino con TRIzol se trituraron y homogeneizaron con un pistilo estéril en los
mismos tubos de 1.5 mL mediante giros repetitivos del pistilo triturando el tejido contra
el fondo del tubo. Se agregaron 500 yL de TRIzol faltante para cumplir la relacion de 1
ml de TRIzol por cada 100 mg de tejido y dado que todos los tejidos tuvieron un peso de
70 miligramos, el TRIzol total necesario fue 700 pyL. Se homogenizd y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos para lograr disociacién de los complejos de
nucleoproteinas. Se centrifugé a 12000 g por 10 min a temperatura ambiente (Hettich,
MIKROZ200R), se recupero el sobrenadante en otro tubo de 1.5 mL y se descarto el
pellet. Se adiciond 140 pL de cloroformo (0.2 mL por 1 mL de TRIzol), se mezclo por

inversion y se dejo reposar por 3 min a temperatura ambiente. Las muestras se
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centrifugaron a 12000 g por 15 min a 4°C (Eppendorf-5804R) y se produjo una
separacion en 3 fases: una fase organica que contiene proteinas (fenol/cloroformo color
rosa), una interfase que contiene DNA (color blanco), y una fase acuosa que contiene
RNA (incolora). Se recupero la fase acuosa y se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL.
Posteriormente se agrego 350 pL de isopropanol (67-63-0, Merck) a la fase acuosa (500
pl por cada 1 mL de TRIzol), se agité vigorosamente por inversion y se incubo por 10
min a temperatura ambiente. Se volvid a centrifugar a 12000 g durante 10 min a 4°C
produciendo la precipitacion del RNA en forma de un pellet de color blanco. Para lavar
el pellet, se adicion6 700 uL de etanol al 75% frio (1mL de etanol al 75% por mL de
TRIzol), se centrifug6 a 7500 g por 10 min a 4°C y se descart6 todo el etanol. Los
pellets se secaron al aire dentro de una Sorbona y sobre hielo durante 15 min. EIl RNA
se resuspendio en 50 pL de agua DEPC (R0601, Thermo Fisher Scientific). Todo el
proceso de extraccion se realizé a 4°C.

Figura 17

Esquema de extraccion de RNA con TRIzol.
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Nota. Adaptado de ISOGEN and ISOGEN-LS: Isolation of total RNA, NIPPON GENE,

2011, nippongene (https://www.nippongene.com/english/product/extraction/isogen.html).
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El RNA extraido se cuantific6 mediante un espectrofotdmetro (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific) y se analiz6 la lectura de radio 260/280 y 260/230, los cuales se
encontraban ~2.0 y 2.0-2.2 respectivamente y son indicadores de la pureza del RNA.
Para determinar la calidad del RNA se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al
1.5%, con 1 pg del RNA total a 100 voltios por 1 hora, el gel se revelara mediante el
equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (1708370, Bio-Rad).

Retro-transcripcion de RNA

El RNA se purificé mediante un tratamiento con DNAsas, para lo cual se tomo 1
pL del RNA extraido (~1000 ng) en un tubo de 0.2 mL, se adicion6 0.5 pL de 10X
DNase | Reaction Buffer (Y02340, Invitrogen) y 0.5 L de DNasa | (18068015,
Invitrogen). Se agreg6 3.5 pL de agua DEPC (R0601, Thermo Fisher Scientific) para
alcanzar un volumen de 5.5 pL de reaccion y se dejo incubar a temperatura ambiente
durante 13 minutos. Para detener la reaccion se adicion6 0.5 yL de EDTA 25 Mm (pH
8.0) (Y02353, Invitrogen) inmediatamente y se incubd a 65°C por 10 min en un
termociclador Proflex (4483636, Thermo Fisher Scientific). Después de la incubacion,
las muestras se colocaron en hielo, se homogenizaron y se cuantificaron en el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) con 1 uL de RNA puro, los radios 260/280 y
260/230 se encontraban ~2.0 y 2.0-2.2, respectivamente.

La retrotranscripcion del RNA (RT-PCR) purificado se realiz6 mediante la enzima
M-MLV (28025021, Thermo Fisher Scientific) siguiendo el protocolo de su inserto, para
lo cual se agrego 1 uL Oligo (dT)12-18 Primer (500 ug/mL) (18418012, Invitrogen), 1 uL
de dNTP Mix 10 mM (10 mM cada dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro) (18427-
088, Invitrogen) y 5 uL de Agua DEPC (R0601, Thermo Fisher Scientific) a los 5 uL del
RNA (1 ng a 5 pg) tratado con DNAsas para obtener un volumen de 12 pL. La mezcla

homogeneizada mediante un spin, se incubo a 65°C durante 10 minutos y luego se
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colocé en hielo por 2 minutos. A la mezcla se adicioné 4 pL de 5X First-Strand Buffer y 2
puL de 0.1 M DTT, se homogeneizo y se incubd a 37°C por 2 minutos. Finalmente, se
agrego6 0.8 pL de la enzima M-MLV RT (200 unidades) (28025021, Thermo Fisher
Scientific) y 1.2 yuL de agua DEPC (R0601, Thermo Fisher Scientific) para obtener un
volumen final de reaccion de 20 pL. La mezcla se incubo a 37°C durante 50 minutos
para sintetizar la primera cadena de cDNA y posteriormente, la reaccion se inactivé a
70°C por 15 min. Las muestras se cuantificaron en el espectrofotometro (NanoDrop
2000, Thermo Scientific), se diluyeron a 100 ng/uL y se almacenaron a - 20 ° C.
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) Convencional

Los cebadores que se utilizaron estaban disefiados y sintetizados para raton, se

los puede observar en la tabla 4, cada uno con su secuencia, temperatura de
alineamiento de los cebadores (temperatura de annealing) y el tamafio de los productos
que generan.
Tabla 4

Secuencias y caracteristicas de los cebadores de ratén disefiados para qPCR.

Proteina Cebadores Forward y Reverse Tamaio %CG Ta(°C) Longitud
Producto
Forward: 22 50.00 60,93 125
IL-8 GGCAAACGAAAATGTGGATGGG
Reverse: 21 52.38 60,95
TCAGAACGTGGCGGTATCTCT
Forward: 20 55.00 60.03 119
ASC GTGAGCTTCAGGGCCATTCT
Reverse: 21 52.38 60.27
GCTTCGTTCACCCTGGTTTTG
Forward: 20 55.00 59.97 111

NRLP 3 TCTGCACCCGGACTGTAAAC
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Proteina Cebadores Forward y Reverse Tamaio %CG Ta(°C) Longitud
Producto
Reverse: 20 55.00 60.82
TTCCGAAGGCTGTGGTTGTG
Forward: 20 55.00 60.04 136
TNF-x AGCCGATGGGTTGTACCTTG
Reverse: 19 63.16 59.78
GACGGCAGAGAGGAGGTTG
Forward: 25 52,00 63,66 124
B actina TGCTCTAGACTTCGAGCAGGAGATG
Reverse: 18 61,11 60,96
AGCCTCAGGGCATCGGAA

Nota. Ta (Temperatura de annealing)

La reaccién en cadena de polimerasa (PCR) que permite la amplificacion de
millones de copias de un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) a partir de una
sola molécula (Serrato et al., 2014), se realiz6 previo a la reaccion en cadena de
polimerasa cuantitativa o en tiempo real (QPCR) para observar si existia expresiéon de
los marcadores de inflamacion. La PCR convencional o de punto final se realizé con la
enzima GoTag® Green Master Mix (M7123, Promega) de acuerdo al inserto de la
misma. Para una reaccion de 25 L, en un tubo de 0.2 mL se agreg6 12.5 yL GoTag®
Green Master Mix, 2X (M7123B, Promega), 2 uL de cada cebador 1X forward y reverse
para alcanzar una concentracion final en la reaccién de 0.1-1.0 uM, 6.5 pL de agua
DEPC (R0601, Thermo Fisher Scientific) y 2 uL de ADNc (100 ng/uL) de la primera
cadena obtenida por RT-PCR. La mezcla se coloco en el termociclador Proflex
(4483636, Thermo Fisher Scientific) y se establecieron las condiciones de PCR que se

observan en la Tabla 5.
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Tabla 5

Programa PCR convencional.

Ciclo Paso T (°C) Tiempo
Desnaturalizacion 95 3 minutos
1 inicial
Desnaturalizacién 95 30 segundos
35 Annealing 61 30 segundos
Extension 72 30 segundos
1 Extension Final 72 7 minutos
1 Enfriamiento 4 ®

La reacciéon de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
1.5%, los cuales se corrieron a 100 voltios por 1 hora y se revelaron en el mediante el
equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (1708370, Bio-Rad).
Andlisis de Expresion Mediante PCR en Tiempo Real

El nivel de expresion de los marcadores de inflamacién en el tejido pulmonar
murino expuesto a ceniza volcanica se evalué mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR), para la cual se ocup6 el reactivo Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix
(2X) (K0221, Thermo Fisher Scientific). Las reacciones de gPCR se realizaron en placas
de 96 pocillos de 0.2 mL. Para la reaccion individual se ocupo 2 pL de ADNc, 0.75 pL de
cada cebador 1X (Tabla 2), 7.5 pL del méaster mix de la enzima y 4 uL de agua libre de
nucleasas. Para cada ensayo de gPCR se establecié una la gama realizando diluciones
seriadas (1, 1/10, 5/100, 1/100, 5/1000, 1/1000) de la muestra control positivo (RNA de
ratones tratados con LPS) que da como resultado una curva estandar, se realiz6 un
control negativo de la reaccion en la cual se remplaz6 el cDNA con agua libre de

nucleasas y se realizaron duplicados todas muestra. La configuracién en el sistema de
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deteccion de PCR en tiempo real (CFX 96 Real-Time System, Bio-Rad) se ajusté como
se muestra en la Tabla 6 finalizando con un andlisis de curva de fusién y un paso de
enfriamiento. Los datos fueron procesados por el software del propio equipo y
expresados en funcion del doble delta Ct (AACt) (Monick et al., 2013).

Tabla 6

Programa de amplificacién de gPCR con Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix.

Ciclos Proceso Temperatura (°C) Tiempo
1 Tratamiento UDG 50 2 min
1 Activacién de la polimerasa e inactivacion 95 10 min
UDG
Desnaturalizaciéon 95 15 seg
35 Annealing 62 15 seg
Extension 60 45 seg
1 Curva de Melting 60-95 5
(incremento de seg/paso
0.5°C)

1 Enfriamiento 4°C 2 min
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Cuantificacion Absoluta de Marcadores de Inflamacidén y Receptores. La
cuantificacién absoluta permitié determinar el nimero de copias reales del gen de
interés en la muestra. Con la gama realizada (1, 1/10, 5/100, 1/100, 5/1000, 1/1000) se
generd una curva estandar en el CFX Manager™ Software (1845000, Bio-Rad) en la
gue cada concentracion de las diluciones se representa graficamente frente al valor de
Ctresultante. El umbral se modificé manualmente hasta obtener el mejor ajuste de la
curva estandar en la que los parametros de eficiencia, slope y R2 se aproximen al
100%, al -3.32 y al 1 respectivamente. Los valores de Ct de muestra se compararon con
la curva estandar y se interpolaron automaticamente en el software para determinar la
concentracion inicial (Starting Quantity - SQ) de acido nucleico expresado de los
marcadores de inflamacion de cada muestra (Thermo Fisher Scientific, 2014). Para
interpolar se utiliza la siguiente ecuacion.

y=mx+b
En donde:
y= Ct; m= slope; b= y-intercept; x= nimero de copias

Ademas, la eficiencia de la reaccion vino dada por la siguiente ecuacion:

-1
E =10 /slope -1

Cuantificacion relativa de marcadores de inflamacion y receptores. La
cuantificaciébn comparativa relativa, analiza los cambios en la expresion génica en
relacion con otra muestra de referencia o control (calibrador) (Thermo Fisher Scientific,

2014).
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Cuantificacion Comparativa Método del Cociente. Con este método se

compararon los resultados de muestras experimentales con un calibrador (Muestra no
tratada) y un normalizador (Gen endégeno, en este caso -actina). Para ello se empled
el valor Starting quantity (SQ), una vez obtenido el mejor ajuste de la curva estandar se
dividio el SQ del gen de interés (COIl) sobre el SQ del gen enddgeno (horm) y se obtuvo
el primer conciencie (Ratio-R1). A continuacion, se procedio a sacar el cociente o ratio 2
(R2), para lo cual los cocientes de cada grupo de tratamiento (R1tratado) se dividio para
el promedio del cociente del del grupo calibrador (R1mcalibrador), como se muestra a
continuacion:

S
R1 = QCOI
S Qnorm

Tratado Rliratado

- Calibrador - Rim_ giibrador

Analisis de datos

Los datos se procesaron en el software GraphPad prism, para el anélisis
estadistico se realiz6 un Anova de dos vias para determinar si los grupos de
tratamientos son distintos entre si, para comparaciones entre pares se utilizé la prueba
post hoc de Dunnet. Los resultados fueron considerados significativos cuando * p<0.05,
** p<0.01 y *** p<0.001. Las imagenes de los resultados histolégicos obtenidas con
software VisualStudio se describieron y comparando entre los tejidos de los

tratamientos.
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Capitulo IV: Resultados
Evaluacién de mortalidad y peso corporal

Todos los ratones Balb/c tras una semana desde la exposicion a ceniza de los
volcanes Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua en sus diferentes concentraciones de 0.5, 1
y 3.75 mg/ 100 g de peso corporal no sucumbieron, alcanzando el 100% de
supervivencia; sin embargo, al séptimo dia los ratones fueron sacrificados. De la misma
forma los ratones que tuvieron un largo periodo de exposicion con una segunda
dosificacién de ceniza al dia 47 después de la primera presentaron un 100% de
supervivencia hasta su sacrificio al dia 68 (Figura 18).

El peso corporal de los ratones evaluados en un periodo de corta exposicion a la
ceniza volcanica fue registrado en dias 0 1, 3, 5, 6 y 7 post exposicién. El grupo
expuesto solo a la solucién vehiculo (PBS) muestra una reduccion del peso corporal
inmediatamente después de la exposicion, para en los siguientes dias mantener un
peso constante alcanzando una reduccion de peso neta del 7.23%.

Los individuos inoculados con ceniza de Cotopaxi manifiestan una reduccién del
peso corporal inmediatamente después de la dosificacion de la ceniza volcanica para en
dias posteriores mantener un peso variable. El Gltimo dia de evaluacion, los pesos
corporales se han reducido de forma notable en comparacién con el peso inicial del
ratén alcanzando un mayor porcentaje de reduccion (7.95%) con la concentracién mas
alta de 3.75 mg y reducciones de 3.15y 2.87 % para las concentraciones de 0.5y 1 mg
(Figura 19 A).

Los ratones expuestos a ceniza del volcan Pichincha en una concentracién de
0.5y 1 mg /100 g peso corporal aumentaron su peso, el cual se mantuvo constante a lo
largo del tiempo. Por el contrario, el grupo expuesto a la dosis de 3.75 mg de ceniza

mostro una reduccion del 5.4% de peso corporal. El aumento de peso corporal
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observado alcanzé el 104.3% con respecto al peso inicial del grupo para la
concentracion de 0.5 mg; no obstante, para la concentracién de 1 mg el aumento de
peso no fue considerable llegando a un 100.5% (Figura 19 B).

Figura 18

Porcentaje de supervivencia post-exposicion a ceniza volcanica.
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La exposicion a la concentracion de 0.5 mg de ceniza del volcan Tungurahua
produjo un aumento de peso que posteriormente fue disminuyendo hasta el séptimo dia
en donde se observo que hubo una pérdida total del 0.87% en el peso corporal. Por el
contrario, para las concentraciones de 1y 3.75 mg, el peso corporal de los ratones

disminuyd de forma visible tras la exposicion para luego aumentar ligeramente. Al final
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del periodo de evaluacion los grupos expuestos a 1 y 3.75 mg mostraron una reduccion
de peso del 3.46 y 2.02% respectivamente (Figura 19 C).

Figura 19

Curva de porcentaje de variacién de peso corporal tras una corta exposicion.
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Nota. Los resultados son las medias + SD de n=5 experimentos independientes.

Los animales que se evaluaron en un periodo de larga exposicion tuvieron una
segunda administracion de ceniza al dia 47 después a la primera y muestran un
apreciable aumento de peso corporal con respecto su peso inicial (Figura 20). El grupo

expuesto a la ceniza de Cotopaxi no muestra un incremento antes de la segunda
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exposicion, sin embargo, después de esta los valores aumentan en un 11, 18 y 22%
para la concentracion de 0.5, 1y 3.75 mg respectivamente (Figura 20 A).
En el caso de los ratones expuestos a ceniza del volcan Pichincha se observa
una disminucion leve del peso corporal tras la segunda exposicion independientemente
de la concentracién. Al final del tiempo de apreciacion alcanzaron un aumento del 6.4,

7.7y 6.3 % con respecto al peso inicial del grupo para las concentraciones de 0.5, 1y
3.75 mg (Figura 20 B).

Figura 20

Curva de porcentaje de variacion de peso corporal tras una larga exposicion.
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Nota. Los resultados son las medias + SD de n=5 experimentos independientes.
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De forma similar, el grupo expuesto a la ceniza volcanica de Tungurahua
manifiestan un considerable aumento de peso corporal que se sostiene durante todo el
periodo de evaluacién alcanzando valores de incremento del 14.5y 15.7 % las
concentraciones de 0.5 y 1 mg respectivamente. Por el contrario, la concentracién de
3.75 mg se mantiene casi constante hasta que, tras la segunda exposicion, el peso
corporal aumenta en un 9% en comparacion con el peso inicial (Figura 20 C).
Evaluacién macroscopica de los pulmones de raton

Los pulmones obtenidos al final del periodo de evaluacién se pueden observar
en la Figura 21. Las cenizas de los volcanes de Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua
indujeron cambios morfolégicos en el tejido pulmonar murino al administrarse en una
concentracion de 3.75 mg / 100 g de peso corporal, se puede observar que a diferencia
del grupo control los pulmones aumentaron su tamafio (Tabla 7) para las cenizas del
volcan Cotopaxi y Pichincha a la concentracion de 3.75 mg. A diferencia del grupo
control, cuyos pulmones presenta un color rosa en todo del tejido (Figura 21 A), los
pulmones expuestos a ceniza volcanica evidencian un cambio color en ciertas regiones.

Con la exposicion a ceniza del volcan Cotopaxi (Figura 21 B), el tamafio del
6rgano aumenta en comparacioén al control no solamente en dimensiones, ya que
también se puede apreciar un aumento en el peso promedio de los pulmones de todo el
grupo (Tabla 7). En el pulmén se puede observar una lesién en uno de los I6bulos de
forma elevada con respecto al resto del pulmén que afecta a todo el I6bulo cranial
derecho. La forma de la lesion es triangular dada por la forma del I6bulo afectado y con
una coloracion rojiza oscura producido por una congestion. En lo que respecta a la
textura del pulmén como de la zona afecta, esta es solida ya que mantiene la estructura
normal del érgano, sin embargo, en la zona de la lesién se puede observar una

consistencia blanda producida de igual forma por la congestion.
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Tras la exposicién a ceniza volcanica de Pichincha (Figura 21 C), el pulmén
manifiesta caracteristicas similares a las observadas en el pulmén expuesto a ceniza de
Cotopaxi. En cuanto al tamafio del 6rgano, se puede observar un aumento en el
tamano, de igual forma, tanto en extension como en peso; cOmo se puede observar en
la Tabla 7, la ceniza del volcan Pichincha indujo una diferencia estadistica (p-valor <
0.1) en el peso medio del grupo expuesto en comparacién con el grupo control. Se
puede identificar una lesion lobar en el I6bulo cranial derecho y una lesion focal en la
parte superior de l6bulo izquierdo por la coloracion rojiza que presentan, con un leve
engrosamiento de las areas afectadas. El tamafio de las lesiones no son uniformes ya
gue es mucho menor en el I6bulo izquierdo a comparacion del I6bulo derecho, muestran
una textura solidad en todo el pulmén y una consistencia firme en las lesiones.
Figura 21

Efecto de la ceniza volcanica a nivel macroscépico en tejido pulmonar murino.

Control Cotopaxi Pichincha Tungurahua

Nota. Fotos de pulmones murinos expuestos a ceniza volcanica en una concentracion de
3.75 mg /100 g de peso corporal durante un perdi6é de corta exposicion.

Por el contrario, el tejido pulmonar expuesto a ceniza del volcdn Tungurahua
(Figura 21 D) a pesar de que muestra un aumento de tamafio no hay un aumento en el
peso pulmonar medio de este grupo tratado. Se observan pequefias lesiones circulares

de color rojizo en el I6bulo izquierdo como en los l6bulos cranial y medio. Estas lesiones
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son planas y no tienen un tamafio uniforme, la lesién presente en el |6bulo izquierdo es
de mayor tamafio que las de los I6bulos derechos. La textura y consistencia de este
tejido es solida y blanda caracteristica de los pulmones.

Tabla 7

Caracteristicas morfologicas de los pulmones expuestos a ceniza volcanica.

Caracteristicas Tratamiento
Control Cotopaxi Pichincha Tungurahua
Tamafio 158x121 mm 163x152 169x159 177x173 mm
mm mm

Peso 220 + 46 mg 332+ 150 mg 351+266 mg"™ 238 +34 mg
Rosado Rosado con Rosado con Rosado con

Color uniforme secciones rojo  secciones rojo manchas

oscuro oscuro rojizas

Nota. Los resultados son las medias + SD de n=6 experimentos independientes.
Diferencia estadisticamente significativa para ANOVA de dos vias seguido por la prueba
post hoc de comparacién multiple Dunnett: ns < 0.1, * p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
comparado con el control no tratado.

En lo que respecta al peso pulmonar, en la figura 22 se puede observar que las
proporciones de peso pulmén: peso corporal de los animales, en donde el grupo control
alcanzd6 un valor de 0.007. Para el grupo expuesto a la ceniza de Cotopaxi no existe
diferencia estadistica entre las diferentes concentraciones con respecto al grupo control
tanto para la exposicion a corto y largo plazo, a pesar de que se observa un ligero
aumento en la concentracion de 3.75 mg (Figura 22 A). La relacién aumento
significativamente (p <0,05) para los animales expuestos a la concentracion de 3.75 mg
de ceniza del volcan Pichincha en un corto periodo de exposicion (Figura 22 B), sin
embargo, para el periodo exposicién largo no se evidencio diferencia entre los grupos.

La ceniza del volcan Tungurahua no indujo una variacion en la relacién peso pulmoén:
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peso corporal, ya que no se observa diferencia entre los tratamientos evaluados (Figura
22 C).

Figura 22

Efecto de la ceniza volcanica en la relacion peso pulmén / peso corporal.
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Nota. Los resultados son las medias + SD de n=5 experimentos independientes.
Diferencia estadisticamente significativa Kruskal-Wallis seguido por la prueba de

comparacion multiple de Dunn: * p < 0.05, comparado con el control no tratado.
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Tincién de hematoxilina & eosina de tejido pulmonar murino

El analisis de la morfologia y estructura pulmonar tras la exposicion a ceniza
volcanica de Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua se realizé en cortes transversales de 4
pm mediante la tinciéon de Hematoxilina & Eosina (H & E). El tejido del grupo control
sano que no fue expuesto se puede observar en la Figura 23, en el cual, tanto las
estructuras bronquiolares como alveolares se encuentran bien definidas. En el
bronquiolo terminal (Figura 23 A) estd compuesto por las células clara que se rodean
por las estructuras alveolares. Cada uno de los alveolos (Figura 23 B) estan delimitado
por los tabiques alveolares que se observa como una fina pared entre los espacios
aéreos que se encuentran despejados, formando parte de la pared alveolar se
encuentran las células epiteliales (Neumocitos tipo | y tipo Il).

Figura 23

Cortes de tejido pulmonar murino sano.

Nota. Secciones de tejido pulmonar de 4um de grosor embebidos en parafina.
Magnificacion 400X. Tincién H & E. A) Bronquiolos terminales [4] en las que se puede
observar a las células de clara [3] junto a los espacios alveolares. B) Estructuras

alveolares en donde se observar neumocitos tipo | [1] y neumocitos tipo Il [2].
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Los tejidos expuestos a ceniza del volcan Cotopaxi a una concentracién de 0.5
mg (Figura 24 A) no evidencian un cambio morfol6gico en los bronquiolos, pero los
alveolos presentan un leve engrosamiento de los tabiques en comparacion con el grupo
control (Figura 23). En el tejido expuesto a una concentracién de 1 mg (Figura 24 B) se
comienza a observar una reduccion de los espacios aéreos por la deformacion de las
estructuras alveolares y el colapso de estas, ademas los tabiques se encuentran
engrosados; por otro lado, en ciertas regiones se ha producido aumento anémalo del
espacio aéreo por la destruccion de los tabiques alveolares.
Figura 24

Cortes de tejido pulmonar murino expuesto a ceniza del volcan Cotopaxi.

Nota. Secciones de tejido pulmonar de 4um de grosor embebidos en parafina.

Magnificacién 400X. Tincion H & E. A) Tejido pulmonar expuesto a 0,5 mg de ceniza /
100 g de peso corporal: Alveolos pulmonares con sus neumocitos tipo | [1] y
neumocitos tipo Il [2] con paredes ligeramente engrosadas. B) Tejido pulmonar
expuesto a 1 mg de ceniza / 100 g de peso corporal: Espacios alveolares colapsados en
la parte superior en donde también se observar aumento de células epiteliales y

aumento de espacio aéreo por un probable enfisema en la parte inferior.
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El tejido expuesto a la ceniza del volcan Pichincha muestra un dafio proporcional
a la concentracion utilizada (Figura 25). A la concentracion de 0.5 mg (Figura 25 A), el
bronquiolo terminal no presenta un cambio morfoldgico respecto al control, sin embargo,
las estructuras alveolares aparecen con paredes gruesas y espacio aéreo reducido por
el aumento de células epiteliales. A la concentracion de 1 mg (Figura 25 B), se observa
una leve dilatacién de los espacios alveolares, denominado enfisema, producido por la
ruptura de tabiques alveolares sin engrosamiento de paredes. En el tejido expuesto a la
concentracion de 3.75 mg (Figura 25 C), se puede observar una morfologia pulmonar
distorsionada, en la que los espacios alveolares se encuentran colapsados con la
presencia de neumocitos hiperplasicos y probable exudado linfocitario, ademas se
puede observar un foco fibroblastico caracteristico de la fase final de una lesién
pulmonar.

Tras la exposicién a la ceniza volcanica de Tungurahua, los tejidos pulmones
expuestos a la concentracion mas baja, de 0.5 mg, manifiestan estructuras alveolares
un poco deformadas con incremento de neumocitos tipo Il que engrosan las paredes
alveolares (Figura 26 A). Con la concentracion de 1 mg, se produjo una reduccion del
espacio aéreo por el colapso y engrosamiento de paredes alveolares dejando algunas
regiones con superficies muy pequefias, sin embargo (Figura 26 B). La exposicién a una
concentracion de 3.75 mg en el tejido pulmonar murino (Figura 26 C) ocasion6 un
colapso alveolar que se pueden observar alrededor del bronquiolo terminal, con la
aglomeracion de células epiteliales por lo cual los espacios alveolares han perdido su

forma caracteristica que se puede observar en el grupo control (Figura 23 B).
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Figura 25

Cortes de tejido pulmonar murino expuesto a ceniza del volcan Pichincha.

Nota: Secciones de tejido pulmonar de 4um de grosor embebidos en parafina.
Magnificacién 400X. Tincion H & E. A) Tejido pulmonar expuesto a 0,5 mg de ceniza/
100 g de peso corporal: Bronquiolo terminal, alrededor hay presencia de estructurar
alveolares con un ligero aumento de células epiteliales. Neumocitos tipo | [1].
Neumocitos tipo Il [2]. Células de clara [3] B) Tejido pulmonar expuesto a 1 mg de
ceniza / 100 g de peso corporal: Estructuras alveolares en las que se observa una leve
dilatacion de los espacios alveolares (enfisema) en la parte central izquierda. C) Tejido

pulmonar expuesto a 3,75 mg de ceniza / 100 g de peso corporal: Neumonia intersticial
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en tejido pulmonar murino, en la que se puede observar un foco fibroblastico [3] y
presencia de neumocitos hiperplasicos.

Figura 26

Cortes de tejido pulmonar murino expuesto a ceniza del volcan Tungurahua.

Nota: Secciones de tejido de 4um de grosor embebidos en parafina. Magnificacion
400X. Tincién H & E. A) Tejido pulmonar expuesto a 0,5 mg de ceniza / 100 g de peso
corporal: espacios alveolares un tanto colapsados con la presencia de numerosos
neumacitos tipo Il [2]. Neumaocito tipo | [1]. B) Tejido pulmonar expuesto a 1 mg de
ceniza / 100 g de peso corporal: Estructura alveolares con aumento del espacio aéreo
por un probable enfisema irregular junto al engrosamiento de paredes alveolares

alrededor. C) Tejido pulmonar expuesto a 3,75 mg de ceniza / 100 g de peso corporal:
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Bronquiolo terminal [4] compuesta por células de clara [3], se pueden observar alveolos
pulmonares colapsados y aumento de células epiteliales.
Andlisis de expresidn génica de citoquinas

La expresién génica de los marcadores de inflamacion (TNF- a, IL-8, NLRP3 'y
ASC) son dependiente de la concentracion de ceniza volcanica dependiendo del
marcador. Al comprar los tiempos de exposicion no se observa alguna diferencia
marcada para ninguna de las interleucinas. Al exponer a ceniza del volcan Cotopaxi
(Figura 26), la expresion de TNF-a aumenta de forma dependiente a la concentracion;
sin embargo, los valores de expresion no varian estadisticamente entre las
concentraciones para ambos periodos de exposicion a excepcién de la concentracion
3.75 mg a una larga exposicion que si evidencia una diferencia a comparacion del grupo
control (p £ 0.1). Por el contrario, los niveles de IL-8 disminuyen inversamente
proporcional a la concentracion con respecto al control para los dos periodos de
exposicion (p < 0.05). En lo que respecta a ASC, existe una disminucion significativa (p
< 0.05) de sus niveles para la concentracion de 0.5 y 1 mg durante una larga
exposicion, para el resto de las concentraciones no se evidencia diferencia estadistica
con el grupo control. Los valores de expresion de NLRP3 aumentan comparado con el
control, tras una corta exposicion se dio una respuesta heterogénea a las diferentes
concentraciones, pero tras una larga exposicion se puede observar un aumento
dependiente de la dosis, aunque solo a la concentracién de 3.75 mg tiene un
incremento significativo (p < 0.01).

La exposicion a ceniza volcanica de Pichincha (Figura 19) indujo la expresion de
TNF-a solamente a la concentracién 3.75 mg tras una corta exposicion (p < 0.1) para el
resto de los tratamientos no se observa diferencia con el grupo control. No obstante, la

expresion de IL-8 se ve reducida (p<0.001) para todas las concentraciones en
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comparacion con el grupo control de forma inversamente proporcional a la
concentracion de ceniza, es decir a mayor concentracion se registré una menor
cantidad de esta citocina. De la misma manera, el nivel de ASC se redujo
significativamente (p < 0.05) en funcidén al aumento de la concentracién de ceniza
volcanica. Los valores de expresion de NLRP3 mostraron un aumento, en el periodo de
corta exposicion los ratones expuestos a la concentracion de 3.75 mg produjeron mayor
cantidad de esta citocina en comparacion con el grupo no tratado (p < 0.05); por el
contrario, durante una larga exposicidn a la ceniza volcanica se observé mayor cantidad
de NLRP3 a la concentracién de 0.5 mg (p < 0.01).

Tras la exposicion a ceniza del volcan Tungurahua existe un aumento de TNF-q,
en el tratamiento a corta exposicion a la concentracion de 3.75 mg (p < 0.1) y a larga
exposicion a las concentraciones mas altas de 1y 3.75 mg (p < 0.1) con respecto al
control. Los niveles de expresion de IL-8 no difieren del grupo control a pesar de
observarse un ligero aumento en los ratones expuesto a 1 mg en un corto periodo de
exposicion. El grupo expuesto a concentracion de 0.5y 3.75 mg durante un largo
periodo de exposicion mostraron una disminucién en los valores de ASC (p <0.1) pero
tras una corta exposicién no hay diferencia entre los niveles de expresion de esta
citocina. Por el contrario, la expresion de NLRP3 durante una corta exposicion no es
significativa, pero si se observa que la esta citocina aumenté significativamente (p <

0.01) para todas las concentraciones tras una exposicion larga.
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Figura 27
Expresion génica de marcadores de inflamacion tras la exposicion a ceniza del volcan

Cotopaxi en concentraciones de 0.5, 1y 3,75 mg/100 g de peso corporal.
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Nota. Los resultados son las medias + SD de n=5 experimentos independientes.
Diferencia estadisticamente significativa para ANOVA de dos vias seguido por la prueba
post hoc de comparaciéon multiple Dunnett: ns < 0.1, * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,

comparado con el control no tratado.
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Figura 28

Expresion génica de marcadores de inflamacion tras la exposicion a ceniza del volcan

Pichincha en concentraciones de 0.5, 1y 3,75 mg/100 g de peso corporal.
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post hoc de comparacién mdltiple Dunnett: ns < 0.1, * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,

comparado con el control no tratado.



Figura 29

Expresion génica de marcadores de inflamacion tras la exposicion a ceniza del volcan

Tungurahua en concentraciones de 0.5, 1y 3,75 mg/100 g de peso corporal.
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post hoc de comparacién mdltiple Dunnett: ns < 0.1, * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,

comparado con el control no tratado.
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Capitulo V: Discusién
Evaluacién de mortalidad y peso corporal

Para el uso de animales en la investigacion se garantizando el bienestar de los
mismos siguiendo los principios de experimentacion animal conocidos como las "3R":
reemplazo, reduccion y refinamiento (Couto & Cates, 2019). Los ratones de laboratorio
son de gran importancia en la investigacion biomédica, por lo que los principios de
buena cria de animales, atencion veterinaria adecuada, mantenimiento de las
instalaciones animales, monitoreo ambiental y capacitacién del personal garantizan el
buen manejo de los animales lo cual se refleja en las investigaciones (Donovan &
Brown, 2013).

De acuerdo a Moberg (2000), el estrés se define como “la respuesta bioldgica
gue exhibe un animal en un intento de hacer frente a las amenazas a su homeostasis”.
Esta interferencia homeostatica generada por factores estresantes que puede incluir
una infeccioén, o en el caso del presente estudio, la exposicién a ceniza volcéanica, puede
causar cambios en el comportamiento y fisiologia del animal generando un indicativo de
mal bienestar (Isbn et al., 1991). El bienestar de los animales puede medirse a través
del costo o respuesta que ocasiona el factor estresante y entre los indicadores de
bienestar que se manifiestan en animales se encuentran los cambios en las
caracteristicas biolégicas como el peso corporal e incluso puede involucrar cambios
inmunoldégicos, entre otros (M. J. Brown & Winnicker, 2015; Damian & Ungerfeld, 2013).
El tipo y nivel de respuesta va a depender de fuerza, severidad, intensidad y duracion
de los factores estresantes (M. J. Brown & Winnicker, 2015). Este estudio nuestros
factores estresantes se representaron en 3 tipos de cenizas volcanicas, en 3

concentraciones y en dos periodos de exposicion.
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A pesar de que no se observé mortalidad en el presente estudio, la exposicion a
ceniza volcénica indujo cambios en el peso corporal de los individuos. Inmediatamente
después de la exposicion la mayoria los grupos evidenciaron una reduccién de peso
corporal, excepto Pichincha 0.5y 3.75 mg/g PC y Tungurahua 0.5 mg/g PC. Después
del corto periodo de exposicion a ceniza volcanica, la disminucion del peso corporal se
manifestd principalmente en el grupo expuesto a una concentracién de 3.75 mg/g PC
con una reduccion del 7.95 %, 5.4% y 2% para Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua
respectivamente. La disminucion del peso corporal en los animales expuestos a ceniza
volcanica puede explicarse en parte por la disponibilidad reducida de oxigeno,
reduccion de la respiracién aerébica basal, aumento del estrés agudo, reduccion de la
ingesta de alimentos y uso de reservas sistémicas de glucégeno a traves de la
respiracion anaerébica (Stueckle et al., 2018), lo que indicaria una interferencia en la
homeostasis y por ende una disminucién del bienestar animal.

A diferencia del grupo expuesto solo a PBS, que también muestran una
reduccion en el peso corporal, todos los grupos expuestos la ceniza volcanica
evaluados en un corto periodo evidencian una oscilacion a lo largo del tiempo de
evaluacion. Esto puede deberse a que el mantenimiento del peso corporal depende de
la interaccién de procesos, que incluyen factores homeostaticos, ambientales y de
comportamiento. En la regulacion homeostatica, el hipotalamo juega el papel principal
en la integracion de las sefiales relacionadas con la ingesta de alimentos, el equilibrio
energético y el peso corporal (Greenway, 2015). En los grupos evaluados en un largo
periodo de exposicion a ceniza volcanica, se produjo un notable aumento de peso al
término del periodo hasta llegar a alcanzar un 122% con respecto al peso inicial de los

animales. La recuperacion del peso, asi como el aumento del mismo puede ser
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provocada por la alimentacién ad libitum (Rosenbaum et al., 2019) con la que fueron
mantenidos todos los grupos experimentales de este estudio.

Evaluacién macroscopica de los pulmones de ratén

El peso de los érganos internos ha resultado de utilidad para determinar el
estado patoldgico de los mismos y demostrar que el 6rgano no se encuentra en un
estado normal (Mubbunu et al., 2018). El cambio de peso pulmonar, principalmente el
aumento, se correlaciona con eventos histopatolégicos de lesiones inflamatorias. El
valor del peso pulmonar como biomarcador para predecir la histopatologia pulmonar
tiene una sensibilidad de aproximadamente 86%, pero es menos sensible para la
deteccion de lesiones leves o focales. Las variaciones individuales y grupales del peso
pulmonar pueden ocultar un cambio leve en el peso pulmonar, especialmente cuando el
namero de animales en cada grupo es pequefio (Wahlstrom et al., 2013). Los tejidos
pulmonares expuestos a ceniza volcanica en concentraciones de 3.75 mg / 100 g de
peso corporal (PC) muestran un aumento al comparalos con el grupo control, siendo la
diferencia mas relevante el grupo expuesto a ceniza del volcan Pichincha con un
aumento del 59.85% con respecto al grupo control (Tabla 7), en el cual también se
puede observar un aumento de tamafio con coloraciones oscuras, lo cual, se
correlaciona con el andlisis histoldgico que muestra inflamacién en el tejido (Figura 25
C). Esto resultados concuerdan con el estudio de Porter et al. (2004), en el que los
pesos pulmonares de ratas expuestas a silice aumentaron de 1.13 -1.47 veces en
comparacion con sus controles de aire tras 20 — 60 dias de exposicidén respectivamente,
lo que reflejan el influjo de células inflamatorias, el edema y el aumento de la deposicion
de colageno en respuesta a la inhalacién de silice. Por el contrario, los pulmones
expuestos a ceniza de los volcanes Cotopaxi y Tungurahua a la concentracion de

3.75mg, no muestra un aumento significativo del peso de los pulmones con respecto al
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grupo control, lo que sugeriria que las lesiones son leves, ya que si se observa un ligero
incremento y la presencia de coloraciones rojizas (Figura 21).

Lesiones pulmonares como sepsis, traumatismos, quemaduras, aspiracion e
inhalacién quimica, entre otros, pueden causar un dafio agudo al endotelio vascular del
tejido pulmonar (Bajwa & Kulshrestha, 2012), lo que provocaria aumento en la
permeabilidad vascular pulmonar y epitelial contribuyendo a la formacion de edema
pulmonar no cardiogénico (Matthay, 2014). El reclutamiento de células inflamatorias,
como neutrofilos y macrofagos, en las zonas afectadas esta relacionada con el aumento
de la permeabilidad (El-Kashef, 2018). La acumulacion de liquido de edema en los
alveolos ocurre después de un aumento extravascular en mas del 35% y se produce de
forma heterogénea en todo el pulmon. (Parker & Townsley, 2004). La proporcion del
peso pulmonar himedo/peso corporal es un indicativo de la formaciéon de edema en los
pulmones (Katira et al., 2017) y por lo tanto permite evaluar la lesién pulmonar (Parker &
Townsley, 2004).

En el presente estudio se observé que la relacion de peso pulmonar humedo:
peso corporal no aumentaba en relacion con el grupo control para la mayoria de las
concentraciones de las cenizas volcanicas. Sin embargo, para el grupo de Pichincha
3.75 mg durante un periodo de exposicién corto, se muestra una diferencia significativa
contra el grupo control encontrandose que el valor de esta relacién se duplico (Figura 22
B). En estudios en los que se ha inducido la formacion de edema se ha observado un
aumento mayor al doble en la relacion peso pulmonar/peso corporal en comparacion
con sus lineas bases o controles (Parker & Townsley, 2004). Esto se correlaciona con
los resultados obtenidos, por lo que se puede deducir que la formaciéon de edema en el
grupo de Pichincha 3.75 mg se produjo tras la exposicion a la ceniza. Segun Sharplin &

Franko (1986), el aumento del peso humedo de los pulmones murinos tras una lesion es
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de interés porgue podria estar relacionado con los mecanismos responsables de la
neumonitis o fibrosis posteriores.

A pesar de que la evaluacién macroscdpica pulmonar tras la exposicion a ceniza
volcénica es practicamente inexistente en las investigaciones, si se han realizado
algunos estudios basados en la exposicion a silice, uno de los principales componentes
de la ceniza volcanica. Uno de los cuales, ha mostrado que la inhalacion de
nanoparticulas de silice amorfa produce cambios transitorios en los parametros de
respiracion, aumento de peso pulmonar, células y proteinas de lavado bronco alveolar
total (BAL), inflamacion aguda inducida y dafio tisular (Yu et al., 2013). De igual forma,
segun El-Kashef (2018), la instilacion de silice aumento significativamente el edema
pulmonar y el recuento de células totales en el liquido BAL.

Tincion de hematoxilina & eosina de tejido pulmonar murino

La tincion de hematoxilina y eosina (H&E) es el estandar utilizado para el
analisis histolégico de tejidos que se han fijado, procesado, incrustado y seccionado. En
los tejidos tefiidos con estos colorantes, los acidos nucleicos y otros elementos
celulares acidos se tifien de azul oscuro o azul-violeta y el citoplasma se tifien de rojo a
rosa o naranja (Cardiff et al., 2014; Feldman & Wolfe, 2014) y puede ser util para
identificar cambios estructurales como la fibrosis (Cavazza et al., 2010).

Durante la aspiracién de agentes toxicos, si estos pasan al nivel de las vias
aéreas conductoras se produce dafio a las células epiteliales y aumento de la
permeabilidad de la mucosa a otras sustancias, lo que influye en la inflamacion y puede
provocar broncoconstriccién, edema peribronquial y desprendimiento de la mucosa
bronquial con un desarrollo de atelectasia. Las sustancias con baja solubilidad y
particulas pequenas de menos de 5 um de diametro pueden penetrar en el tracto

respiratorio inferior. En las vias respiratorias distales y alvéolos, la lesion epitelial y



104
endotelial produce edema inducido por permeabilidad, que puede manifestarse desde
edema intersticial leve hasta insuficiencia pulmonar. Esto resulta en una disminucién de
la distensibilidad pulmonar, un mayor gradiente de oxigeno alveolar-arterial y una mayor
resistencia vascular pulmonar (Valente, 2016).

La ceniza volcanica es un conjunto de rocas pulverizadas, minerales y vidrio
volcanico producidos durante una erupcion volcanica y cuyo didmetro es menor a 2mm
(Djobo et al., 2017), a pesar de que su composicion difiere entre volcanes y proceso
eruptivo, esta principalmente constituida en mayor proporcién por silice (SiO,), seguida
de compuestos minerales como hierro (Fe), Magnesio (Mg), calcio (Ca), potasio (K),
sodio (Na) y en menor proporcion por otros metales pesados (Djobo et al., 2017; Vigneri
et al., 2017). Segun Horwell et al. (2013) algunas erupciones volcanicas generan
cenizas con abundante silice cristalina, lo que puede representar un peligro crénico de
enfermedad pulmonar fibrética como silicosis o fibrosis de polvo mixto ante una
exposicion continua e intensa. La silicosis es una inflamacién severa en donde se
manifiesta una pérdida de arquitectura alveolar y fibrosis marcada a nivel pulmonar
acompafiada de infiltracion de células inflamatorias, incluidos eosindfilos, neutréfilos y
macrofagos. Tras la exposicion a particulas de silice, los macréfagos fagocitan estas
particulas y se activan para liberar numerosos mediadores que comprenden histamina y
serotonina, que se retienen en los pulmones durante la inflamacion y median una
cascada de eventos que conducen a una respuesta fibrética. La inflamacién y la lesion
tisular estimulan el aumento de fibroblastos y con ellos se estimula la produccién de
colageno y fibronectina esencial para la progresion de la fibrosis (El-Kashef, 2018).

La lesiéon pulmonar aguda (LPA) comprende una gama de lesiones pulmonares
endoteliales y epiteliales que pueden deberse a diversas etiologias (Kumar et al., 2013),

como la inhalacién de sustancias toxicas como el silice o la ceniza volcénica. LPA se
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caracteriza por una fase exudativa temprana y una fase proliferativa tardia. Durante la
fase exudativa, se produce un dafio mediado por células inmunitarias innatas de las
barreras endotelial y epitelial alveolar, los alveolos contienen liquido proteico, glébulos
rojos, neutrofilos y macréfagos producto de un aumento de la permeabilidad endotelial y
epitelial pulmonar que se acumulan en el intersticio y en los conductos alveolares se
forman las membranas hialinas; también se producen microatelectasias, inflamacion y
destruccion focal de células endoteliales. Tras una o dos semanas, la fase exudativa
evoluciona a la fase proliferativa con el objetivo de permitir la reparacién del pulmén
lesionado, en la cual, se produce hiperplasia de las células epiteliales de tipo I,
reabsorcién del edema alveolar, acumulacion de fibroblastos y monocitos en el
intersticio pulmonar. Ademas, en algunos casos la arquitectura acinar se destruye y es
remplazada por tejido fibrético que obstruyen los espacios alveolares, lo que contribuye
a una restriccién pulmonar e insuficiencia respiratoria (Rocco et al., 2001, 2003;
Thompson et al., 2017). Esta etapa fibrotica se caracteriza por ser una enfermedad
pulmonar intersticial critica, cuyos cambios patoldgicos se manifiestan como una
remodelacion distributiva y progresiva del parénquima pulmonar junto con la formacién
de cicatrices irreversibles (Xu et al., 2019). La ultima fase de la lesion pulmonar se
puede observar en el tejido expuesto por corta duracién a ceniza del volcan Pichincha
en concentracion de 3.75 mg, en el cual se evidencia la perdida de la arquitectura
alveolar con hiperplasia de las células epiteliales tipo Il, ademas de la acumulacion de
fibroblastos y algunas células inflamatorias, Io que denota una etapa de proliferacion
tras una lesién pulmonar aguda con principios de fibrosis pulmonar.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede deducir que los pulmones
expuestos por una corta duracién a ceniza del volcan Cotopaxi y Tungurahua sufrieron

una lesién pulmonar no agresiva, ya que a pesar de que no se observar la presencia de
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membranas hialinas caracteristica de una fase exudativa, si se evidencia un ligero
aumento de células endoteliales tipo Il que engrosan los tabiques alveolares por un
posible proceso de reparacion, algo similar a lo que ocurre con la concentracién 0.5 mg
del volcan Pichincha. De acuerdo a Wallace et al. (2007), tras una inflamacién intensa el
pulmon puede regresar a un estado preinflamatorio por un proceso denominado
resolucion. El epitelio alveolar no sufre grandes dafios, reteniendo la membrana basal,
por lo que se produce una rapida reepitelizacion conducida por los neumaocitos tipo I1.
Estos casos se producen debido a una reaccion inflamatoria de duracion limitada en
donde no hay una inflamacién y lesion crénica sostenida y que por lo tanto no resultan
en remodelacion y fibrosis. En el caso de las concentraciones de 1 mg del volcan
Pichincha se reconoce la ruptura de los tabiques alveolares y por lo tanto el aumento
del espacio aéreo, conocido como enfisema. En estos casos se puede hablar de un
enfisema irregular, ya que el acino esta afectado de forma irregular, lo que se relaciona
principalmente a cicatrices, producidas de forma secundaria a enfermedades
inflamatorias curadas, es la forma mas frecuente de enfisemay es clinicamente es
asintomatico (Kumar et al., 2013).

Los resultados obtenidos concuerdan con un trabajo realizado por Akematsu et
al. (1982) en cobayos, en el cual se demostré que la ceniza volcanica produce una
acumulacién intraalveolar de fagocitos, principalmente macréfagos aunque al aumentar
la concentracion de ceniza se aumentaba el nimero de neutréfilos. No se encontro
efectos citotdxicos en los fagocitos que ingirieron particulas de ceniza. También
observaron cambios degenerativos en algunos neumocitos tipo |, cambio en la
permeabilidad y en ciertas superficies alveolares la citologia tipica fue remplazada por
neumaocitos tipo Il, confirmando las respuestas iniciales y la posibilidad de

complicaciones adicionales.
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Incluso en estudios con lesién pulmonar aguda inducida por Paraquat, un
guimico bien establecido para generar un modelo de lesiéon pulmonar (Han et al., 2015),
dio como resultado la alteracién de células epiteliales alveolares y de células clara,
engrosamiento de las paredes alveolares con una estructura alveolar desorganizada,
deterioro de la produccion de surfactante, hemorragia, edema, hipoxemia e infiltracion
de células inflamatorias en los espacios intersticiales y alvéolos (Han et al., 2015;
Novaes et al., 2012); estos resultados son comparables a los obtenidos en el presente
trabajo indicando que si se produjo un lesién pulmonar, especialmente a la
concentracion mas alta del volcan Pichincha. Algunas lesiones menos caracteristicas
como cambios edematosos no se detectan facilmente en una seccién de H&E de rutina
(Wahlstrom et al., 2013), lo que también podria explicar porque no se observa edema
en los tejidos expuestos a ceniza volcanica ademas del conjunto de células originadas
en la etapa de proliferacién que se mencioné anteriormente.
Analisis de expresién génica de citoquinas

Las particulas ambientales como patdgenos, alergenos y otros irritantes menor a
2.5 micras (PMz5) llegan al tracto respiratorio inferior y entran en contacto en primer
lugar con las células epiteliales bronquiales pudiendo alterar la funcién de las mismas e
incluso después llegan a interaccionar con las superficies alveolares (Theofani et al.,
2019; Tripathi et al., 2018). El epitelio de las vias respiratorias modera la inflamacion
producida en los pulmones a través de la expresion de genes de respuesta inmune ante
los estimulos ambientales, los cuales regulan la sefializacién e interaccion de la células
inmunitarias (@vrevik et al., 2009). Segun Tripathi et al. (2018), los PM2s inducen la
sintesis de una variedad de citocinas y quimiocinas proinflamatorias incluidas IL-6, IL-8
y TNF-a, ademas de genes involucrados en la proliferacion, inflamacién y respuesta

inmune.
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El factor de necrosis tumoral (TNF-a) es una potente citocina proinflamatoria que
se encarga de regular varios procesos como la supervivencia celular, apoptosis,
proliferacion y migraciéon en diferentes tejidos (Yamaoka et al., 2019). Ademas, TNF-a
se considera un biomarcador y mediador del estrés oxidativo y la disfuncion endotelial
(Zelko et al., 2016). El aumento en su expresidn juega un papel clave en infecciones
graves y en una variedad de enfermedades inflamatorias. La sefalizacion de TNF-a
activa la via del factor proinflamatorio nuclear kappa B (NFkB), lo que conduce a una
inflamacién persistente y mejorada conjuntamente a una mayor apoptosis (Ehrhardt et
al., 2016).

La expresion de la citocina TNF-a en los animales expuestos a la ceniza
volcanica de Cotopaxi y Pichincha no vario en comparacion con el grupo control para
los periodos de exposicion de corto y largo plazo respectivamente (Figura 26 y 27).
Estos resultados pueden compararse a los obtenidos por Tomasek et al. (2016), en el
cual, la exposicién a ceniza de Soufriére Hills en un modelo celular provoco una
respuesta proinflamatoria limitada sin produccidn significativa de esta citocina, ademas
de citotoxicidad y potencial oxidativo bajo. De igual forma, en otro estudio realizado por
Samukawa et al., (2003), en modelos in vivo se observé que el nivel de TNF- a en los
ratones aumento 1 hora después de la exposicidon a ceniza del Mt. Sakurajima, aunque
no de forma significativa, y se fue reduciendo hasta alcanzar un valor constante similar
al del grupo control.

Sin embargo, tras la exposicion a la ceniza del volcan Cotopaxi y Pichincha a la
concentracion mas alta tras un periodo de largo y corto plazo, respectivamente; y con la
exposicién a Tungurahua tras un tiempo corto a la concentracion de 3.75 y tras un
periodo de evaluacién largo a las concentraciones de 1y 3.75 mg, la expresién de TNF-

a aumenta en relacién con el control (Figuras 27, 28 y 29). El aumento en la secrecion
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de TNF-a se detecta en un proceso de lesion pulmonar, en el cual, esta citocina
promueve moléculas de adhesion, activacion y migracion de células endoteliales,
fibroblastos, monocitos y macrofagos e induce la secrecién de otras citocinas (Tang et
al., 2014). En un estudio realizado por Camarinho et al. (2019), los ratones expuestos a
contaminacién volcanica crénica aumentaron la cantidad de macréfagos, infiltrados
mononucleares y enfisema en los analisis histoldgicos conjuntamente con una mayor
produccién en TNF-a, colageno y elastina.

El TNF-a induce una exacerbacion de las respuestas inflamatorias, lo cual es
importante en la patogenia de diversos trastornos pulmonares, como bronquitis crénica,
EPOC, lesién pulmonar aguda, entre otros (Camarinho et al., 2019). Esto sustenta los
andlisis realizado por Maldonado Cajiao et al. (2018) y Paladines & Zamora (2011) en
los cuales encontraron que la poblacién cercana al volcan Tungurahua tras un
exposicion frecuente aumentaron la incidencia de signos de dafio respiratorio
acompafiado de cambios bronquiticos y otros problemas no respiratorios como
enfermedades diarreicas, dérmicas y oftalmolégicas durante los afios del proceso
eruptivo que va desde 1999 a 2010.

La interleucina (IL) -8 es una potente quimiocina que activa y recluta neutréfilos
en condiciones in vitro como in vivo y forma parte del exudado inflamatorio producido en
una infeccién. La expresion de IL-8 requiere la activacion de NF-kB, asi como MAP
guinasas y puede regularse por distintos constituyentes de ese medio inflamatorio como
LPS, flagelina, IL-1B y TNF- a (H. Cao et al., 2005; Pease & Sabroe, 2002). Esta
guimiocina se origina en varios tipos de células inmunitarias como monocitos,
neutrofilos, basofilos, eosindéfilos y macréfagos alveolares, pero también se expresa en

otras células como fibroblastos, células epiteliales bronquiales, células endoteliales
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microvasculares pulmonares y células del musculo liso de las vias respiratorias (Pease
& Sabroe, 2002).

Se observo una desregulacion de IL-8 tras la exposicion a ceniza de los 3
volcanes. Sin embargo, la exposicion a ceniza del volcan Tungurahua no mostro
diferencias estadisticas en comparacion con el grupo control. Con la exposicién a
ceniza volcénica de Cotopaxi los niveles de esta citocina redujeron hasta 3 veces su
valor para la concentracion de 3.75 mg tras el periodo de exposicidn corto y para todas
las concentraciones durante el largo intervalo de exposicion. Por otra parte, la ceniza de
Pichincha disminuyo los valores de esta citocina en el homogeneizado pulmonar de
forma inversamente proporcional a las concentraciones de ceniza para ambos periodos
de exposicion. Los resultados obtenidos sugieren que no hay un proceso inflamatorio en
curso, ya que esta citocina juega un papel importante en la inflamacion y cicatrizacion
(Qazi et al., 2011). Existen estudios contradictorios sobre la expresién de IL-8 tras la
exposicidn a cenizas, ya que en algunas investigaciones se evidencia un aumento en la
produccién de esta citocina después del contacto con ceniza volcanica (Damby et al.,
2013, 2016; C. J. Horwell et al., 2013), mientras que en otros no se observar una
diferencia en comparacion con el grupo no tratado. Dentro de estos Ultimos, estudios
realizados por TomaS$ek et al. (2016, 2019) en cultivos multicelulares concuerdan con
los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que el nivel del mediador
proinflamatorios, IL-8, no aumenté en comparacion con sus controles nos expuestos
tras la exposicion a ceniza volcanica por 24h e incluso se lleg6 a observar una
reduccion en los niveles de expresion pero sin significancia estadistica. Damby et al.,
(2016) mostro que la expresion de IL-8 depende de la muestra de ceniza volcanica y
gue con las muestras obtenidas de algunos volcanes no se evidencia un aumento

significativo en la expresion de esta citocina. Estas diferencias entre investigaciones se
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basan no solamente en las caracteristicas fisicoquimicas de las particulas de la ceniza
volcénica, sino que ademas puede verse afectada por los disefios experimentales
usados y los parametros medidos (TomaSek et al., 2016).

NOD-like Receptor Family Pyrin Domain Containing 3 (NLRP3) es un receptor
de reconocimiento de patrones (PRR) intracelular que detecta motivos microbianos,
sefales de peligro enddgenas e irritantes ambientales, e induce la formacion y
activacion de una plataforma multiproteica, el inflamasoma, que provoca la defensa en
el huésped. El inflamasoma ademas de liberar citocinas proinflamatorias se encarga de
un proceso de muerte celular conocida como piroptosis en la cual se produce la
hinchazén celular, ruptura de membranas y liberacion de contenidos celulares
proinflamatorios. Se han identificado 5 principales inflamasomas: NLRP1, NLRC4, RIG-
I, AIM2 y NLRP3, que estan conformados por un receptor NLRP activo, la proteina
adaptadora del inflamasoma, la proteina tipo mota asociada a apoptosis que contiene
CARD (ASC) y la caspasa-1, la proteina efectora (Theofani et al., 2019).

La proteina asociada a apoptosis (ASC) es una molécula adaptadora que media
las sefiales inflamatorias y apoptéticas, tiene un dominio de reclutamiento y activacion
de caspasa (CARD) y se expresa predominantemente en macréfagos y células
epiteliales de la mucosa. Esta proteina es conocida como un constituyente del
inflamasoma, que interviene en la activacion de la caspasa-1. ASC se considera un
factor critico del inflamasoma ya que vincula las sefiales de peligro exégenas y
enddgenas a la activacion de la caspasa-1 (Ren & Chen, 2013). La activacion del
inflamasoma NLRP3 esta estrictamente regulado y es un proceso que requiere de dos
sefiales o0 pasos: una sefial de cebado y una sefial de activacion (F. Cao et al., 2020;
Theofani et al., 2019). La primera sefial de cebado se realiza por un PAMP o DAMP y

es necesaria para la transcripciéon de los componentes del inflamasoma: proteina
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NLRP3, Casp-1y genes de IL-1B e IL-18. La segunda sefial de activacién lleva al
ensamblaje del complejo NLRP3, la activacion de la caspasa, y la liberacion de las
formas maduras de IL-1B y IL-18. Los mecanismos por los cuales se desencadena la
activacion del inflamasoma se debe a los niveles ionicos del citosol, desestabilizacion
lisosbémica, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y disfuncién
mitocondrial (Theofani et al., 2019).

Los resultados obtenidos muestran un aumento en los niveles de expresion de
NLRP3 para todas las concentraciones y periodos de exposicion. Sin embargo, tras la
exposicion a la ceniza del volcan Cotopaxi, la concentracion de 3.75 mg en un periodo
de larga exposicion es el Unico tratamiento que muestra un aumento significativo. Por el
contrario, en la exposicion a ceniza de Pichincha se evidencia un aumento
estadisticamente relevante a la concentracion mas alta y a la concentracion mas baja
para los lapsos de corta y larga exposicion respectivamente. Por otro lado, los niveles
de NLRP3 en el tejido expuesto a ceniza volcanica de Tungurahua, aumentaron para la
concentracién mas alta en la evaluacion a corto plazo y se observa niveles constantes
para las 3 concentracién de tras un largo periodo de exposicién. De acuerdo a Damby
et al., (2018), el inflamasoma NLRP3 detecta sefiales de peligro cristalinas que pueden
ocurrir durante enfermedades auto inflamatorias, como gota o aterosclerosis, y
enfermedades ambientales, como silicosis 0 asbestosis, lo cual es congruente con los
resultados obtenidos ya que la ceniza volcénica al ser un polvo heterogéneo,
compuesto principalmente por silice, va a desencadenar la activacion de NRLP3 como
se ha observado. Al mismo tiempo el estudio de Damby et al., (2018), demostré que la
ceniza volcanica induce la expresion de IL-1B dependiente de la expresion y activacion

de NLRP3, lo que se asemeja a otros estudios en donde la ceniza volcanica y la silice
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incrementa la expresion de IL-1B (Damby et al., 2016; @vrevik et al., 2009; Unno et al.,
2014).

A diferencia de NLRP3, el nivel de expresion de ASC se redujo de forma
heterogénea, exhibiendo una desregulacién de esta proteina después de la exposicidon
a ceniza volcanica. Con la exposicion a ceniza del volcan Cotopaxi, se observo una
reduccion de la expresion de esta proteina para la concentracién de 0.5y 1 mg tras un
largo lapso de exposicion, mientras que para el resto de los tratamientos no hubo
diferencia. De la misma forma, la exposicidén a ceniza volcanica de Tungurahua solo
manifiesta niveles de expresién mas bajos que el control de forma significativa para la
concentracion mayor tras una larga exposicion. Tal no fue el caso para Pichincha, en
donde se evidencia una disminucién significativa para las dos concentraciones mas
altas en ambos periodos de exposicion y en la cual, en la exposicién a largo plazo la
reduccion de los niveles de expresion es inversamente proporcionales al aumento de
las concentraciones. Dado que la proteina ASC permite la interaccion entre NLRP3 con
procaspasa-1, esta proteina es necesaria para formacioén de las citocinas
proinflamatorias IL-1B y IL-18 (Man et al., 2014). Muchos estudios evaltan la expresion
y funcién de ASC a través de analisis de western blot, microscopia y principalmente por
de la expresion de IL-13 (Damby et al., 2018; Shiohara et al., 2002; Taniguchi & Sagara,
2007). La proteina ASC al ser una molécula integradora importante, parte de la via
candnica del inflamasoma y por lo tanto responsable de la activacion de caspasa-1; su
inhibicion se traduce a una gran reduccién en los niveles de caspasa-1y IL-1B (Damby
et al., 2018; Taniguchi & Sagara, 2007). De la misma forma tras la exposicién a un
inductor de inflamasoma como LPS, los andlisis de western blot mostraron un aumento
en los niveles de ASC (Shiohara et al., 2002) y de caspasa-1 para demostrar que ASC

es capaz de regular positivamente la produccion IL-18 (Ren & Chen, 2013). Por otro
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lado, al analizar la expresién relativa de esta proteina mediante ARNm, los resultados
obtenidos en el presente trabajo son congruentes con los presentados por Awad et al.,
(2017) que mostraron una disminucién significativa en los niveles de expresién de ASC
tras la exposicién a LPS en monocitos y macréfagos conjuntamente con un aumento en
la expresion de NLRP3 en macréfagos alveolares tipo 1 que se encargan de la
respuesta proinflamatoria. Asi mismo, F. Cao et al. (2020), evidencié que los niveles de
expresion de ARNm y proteinas de pro-caspasa-1 y ASC no difirieron entre el grupo
control y el grupo expuesto a LPS pero si hubo un marcado aumento para NLRP3
confirmando los resultados obtenidos en este estudio.

La cascada NLRP3 > Caspasa-1 > IL-1[3, se considera uno de los responsables
de los efectos proinflamatorios de la silice cristalina, el asbesto y las sales de aluminio
en los macrofagos y otras células inmunes fagociticas, por lo que NLRP3 se considera
esencial para el desarrollo de silicosis (dvrevik et al., 2015). Man et al. (2014) han
demostrado que solo se forma una mota de ASC por célula, independientemente del
estimulo utilizado y comprobaron que diferentes NLR pueden estar presentes en la
misma ASC para coordinar las funciones del inflamasoma e incluso una sola molécula
de ASC puede contener multiples efectores de caspasa (caspasa-1y caspasa-8) al
mismo tiempo para controlar la produccién de IL-1B. Esta situacion llevaria a mantener
estables los niveles de expresion de esta proteina como muestran algunos resultados,
no a una sobreexpresion, e incluso como se puede observar, una disminucién en los
niveles de mMRNA de ASC, probablemente por una traduccién de ese mRNA. Por otro
lado, algunos estudios han demostrado que NLRP3 puede proveer una accion
protectora independiente de inflamasoma (Fang et al., 2019), lo cual también podria
explicar los bajos y altos niveles de expresion de ASC y NLRP3, respectivamente, que

se pueden observar tras la exposicién a ceniza volcanica. En estudios realizado por
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Unno et al. (2014), sugieren que la inhalacién de silice puede causar inflamacién en la
via aérea independiente del inflamasoma, al inducir la muerte de células epiteliales, lo
gue resulta en liberacién pasiva, pro-IL-1B. De acuerdo a Fang et al., (2019), NLRP3
protege la barrera epitelial pulmonar al aumentar la adherencia de las células alveolares
independientemente de ASC, caspasa-1 e IL-13 / IL-18, al igual que permite la
expresion de factores de defensa de la mucosa de las vias respiratorias. En células T
CD4 + se ha demostrado que NLRP3 puede actuar como un factor de transcripcion que
apoya la diferenciacién del linaje de células Th2 de una manera independiente del
inflamasoma (Chenery et al., 2019), ademas, juega un papel en limitacion de la
neutrofilia inicial, asi como la eosinofilia que resulta de las respuestas de tipo 2
(Chenery et al., 2019; Periasamy et al., 2016). Sin embargo, el inflamasoma ademas de
proveer proteccion, esta involucrado en la regulacion de la proliferacion celular y en los
procesos de reparacion de tejidos; pero una sobre activacion puede desencadenar una
inflamacién excesiva, dafio tisular y conducir a enfermedades inflamatorias cronicas
(Theofani et al., 2019).

Los diferentes resultados obtenidos estan correlacionados entre si. Con la
exposicion a ceniza del volcan Cotopaxi se pudo observar que a corto plazo la
concentracién mas alta (3.75 mg) tuvo la mayor disminucién del peso corporal en
comparacion con el resto de las contracciones, Sin embargo, no se observé de forma
significativa un aumento de peso pulmonar, la manifestacion de edema, el aumento de
las citocinas TNF-a, ASC y NLRP3, pero si hubo una reduccion pronunciada de IL-8.
Tras una larga exposicion al igual que con el resto de las concentraciones, el peso
corporal aumento, no hubo manifestacion de posible edema a pesar de que los niveles

de las citocinas a la concentracién mas alta difirieron estadisticamente del control, para
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TNF-a y NLRP3 se evidencio un aumento proporcional a la concentracion, pero para IL-
8 y ASC se produjo una disminucién no necesariamente proporcional.

Tras la exposicién a la ceniza del volcan Pichincha, el peso corporal de los
animales expuestos a la concentracion de 3.75 mg a corto plazo fue el Unico en mostrar
una disminucion, pero en este caso si se observé un aumento del peso pulmonar, asi
como la manifestacién de edema, lo que no se observa con el resto de las
concentraciones. El analisis histoldgico se muestra acorde a los resultados mencionado
anteriormente ya que en las concentraciones de 0.5 y 1 m no se observa aumento de
células o liquido en las estructuras alveolares, pero a la concentracion de 3.75 se puede
evidenciar claramente la hiperplasia de las células epiteliales tipo Il e incluso estructurar
similares a las observadas durante un proceso de fibrosis, lo que también explicaria el
aumento de peso pulmonar. En lo que respecta a la expresion de los marcadores de
inflamacién se observa un aumento de TNF-a y NLRP3 a la mayor concentracion, pero
se observa una reduccién para la expresiéon de IL-8 y ASC para todas las
concentraciones. Con una exposicién a largo plazo el peso corporal aumento igual al
resto de concentraciones tampoco hay indicio de edema, no hay diferencia en la
produccién de TNF-a con respecto al control y a pesar de que hay un aumento de
NLRP3 para la concentracién de 0.5 mg, el resto de las concentraciones no evidencian
una diferencia estadistica. No es el caso para IL-8 y ASC que igual a corto plazo tienen
una reduccién en sus niveles de expresion.

Se conoce que TNF-a tiene actividad sobre el desarrollo de la inflamacién y la
posterior fibrosis e incluso en el desarrollo de cancer de pulmén inducido por polvo
(Huaux, 2007), lo que se correlaciona con los resultados obtenidos de la ceniza de
Pichincha a la concentracion mas alta y durante un corto periodo de tiempo, que mostro

aumento de TNF- a conjuntamente a un aumento de células epiteliales y la presencia
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de un foco fibroblastico en el andlisis histolégico. Sin embargo, la inflamacién pulmonar
exacerbada no siempre va seguida de un aumento paralelo de la fibrosis pulmonar
(Huaux, 2007), como se puede observar para Tungurahua que si tuvo un aumento de
expresion de esta citocina pero sin un proceso fibrético.

La silice cristalina en forma de cristobalita por lo general induce una respuesta
inflamatoria progresiva, pero también puede tener una interaccién y competencia con
otros elementos que lo enmascaran y reducen su toxicidad. La cristobalita pura cambia
la permeabilidad pulmonar e induce inflamacion principalmente a las 13 semanas
después de la instilacién, aunque, estas respuestas disminuyen con el tiempo (Lee &
Richards, 2004). Esto también se puedo observar en el presente estudio al ver como la
relacion de peso pulmén y peso corporal se reducen y se mantiene a mismo nivel que el
grupo control mostrando un regreso al estado normal de los animales, esto también se
puede observar en la expresion de algunas citocinas ante la exposicidn de cierta ceniza
ya que se reducen en los niveles en una exposicion a largo plazo como por ejemplo
Pichicha con TNF- a. Sin embargo, hay otras que muestran un aumento a largo plazo, lo
gue sugeriria gue la constante exposicién a esa ceniza desencadena la liberacion del
marcador de inflamaciéon como es el caso de TNF- a en Cotopaxi.

La exposicion a silice es caracterizada por causar inflamacion con la liberaciéon
de mediadores inflamatorios como IL-1B, IL-6 y TNF-a que pueden seguir siendo
liberados en un etapa fibrética posterior (Zelko et al., 2016). Por lo que la ceniza
volcanica también tendria estos patrones de expresion y al igual que la cristobalita, su
toxicidad puede verse encubierta por el resto de los elementos que la acompafian
durante una erupcién volcénica. En un estudio realizado por T. R. Martin et al. (1984),
se observo que la ceniza volcdnica causé menos toxicidad directa a todos los tipos de

células y provoco una menor liberacion de actividad quimiotactica de los neutréfilos de
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los macréfagos alveolares que el cuarzo y sugirié que la ceniza volcanica tiene poco
potencial para iniciar una respuesta inflamatoria con el posterior reclutamiento de
neutréfilos a los espacios aéreos del pulmén. Esto respalda la baja expresion de IL-8
gue se observa tras la exposicién a ceniza de los volcanes Cotopaxi, Pichincha y
Tungurahua. O de otra forma dicha desregulacion puede deberse a la represion del
promotor para la expresion de IL-8 debido a una falta de estimulacion (Jundi & Greene,
2015) en el area alveolar ya que el sacrificio se realizé a los 7 y 24 dias después de la
exposicion a dosis puntuales.

Una respuesta TH2 se caracteriza por producir una inflamacion alérgica con
liberacién de citocinas como IL-4, IL -5, IL-9 e IL-13 y causar caracteristicas del asma
(Schuijs et al., 2013) también se ha observado que la produccion de IL-1a y IL-13 estan
estrechamente relacionadas con una respuesta TH2. Una respuesta TH1 produce altos
niveles de IL-2, INF- y y TNF, son responsables de la activacion de fagocitos,
produccién de anticuerpos opsonizantes y fijadores del complemento (Santarlasci et al.,
2013; Shibuya et al., 1998).; y una respuesta TH17 caracterizada por la expresion de IL-
17A, IL-17F, IL-8, IL-21 e IL-22 patrticipa en el reclutamiento, activacion y migracion de
neutréfilos (Santarlasci et al., 2013). De acuerdo con los resultados observados, la
expresion elevada de NLRP3 que desencadenaria la secrecién de IL1- 3 nos indica que
la ceniza volcénica tendria una respuesta inflamatoria TH2.

Se supone que la fibrosis pulmonar tiene una prevalencia de citocinas Th2. Las
propiedades inmunomoduladoras de los factores bioldgicos de cicatrizacion de heridas,
como algunas citocinas y sus receptores pueden ser responsables de la patogénesis de
esta enfermedad. Tras una lesion pulmonar, la transicién a la fibrosis esta regulada por
las citocinas y quimiocinas de tipo Th2 y profibréticas. Se ha planteado que el

mecanismo de fibro-produccién que inicia con la activacion alternativa de los
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macrofagos alveolares (MA) bajo la influencia de citocinas de tipo Th2, los AM activados
inducen un aumento de la produccién de colageno por los fibroblastos, este proceso
parece estar mediado por CCL18, que se sobre expresa en presencia de IL-10, IL-4 e
IL-13. Con lo mencionado anteriormente se confirmaria que la ceniza del volcan
Pichincha induce una respuesta tipo TH2, ya que no solo estaria expresando la IL-1f,

ademas desencadena un proceso fibrético.
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Capitulo VI: Conclusiones

La exposicion a ceniza volcanica de Cotopaxi, Pichincha y Tungurahua a las
concentraciones de 0.5, 1y 3.75 mg / 100 g de peso corporal mostraron una
supervivencia del 100% al ser expuestas a ratones BALB/c de 10 semanas de edad, por
lo que se las considera no letales. Sin embargo, la exposicion a ceniza volcanica en un
corto periodo de exposicion (7 dias) afecto el bienestar del animal manifestando una
disminucion del peso corporal de 7.95, 5.4 y 2.02% para Cotopaxi, Pichincha 'y
Tungurahua a la concentracion mas alta (3.75 mg). Por el contrario, los animales
expuestos durante un largo periodo de exposicion (68 dias) mostraron un aumento en el

peso corporal de hasta un 22% sobre el peso inicial.

Los analisis macroscopicos e histoldgicos en el tejido pulmonar murino revelaron
gue la ceniza volcanica a altas concentraciones puede inducir un aumento del peso
pulmonar, cambios en la morfologia pulmonar microscépica como hemorragias o
edemas visibles y ciertos cambios estructurales a nivel alveolar. No obstante, la ceniza
del volcan Pichincha durante un corto periodo de exposicién y a la concentracién de
3.75 mg induce hiperplasia de células epiteliales tipo 1l y el desarrollo de un foco
fibroblastico caracterizado de un proceso de reparacion tisular, que no se evidencia con

la ceniza de Cotopaxi y Tungurahua.

Los marcadores de inflamacion que mostraron un aumento en su nivel de
expresion tras la exposicion a ceniza volcanica fueron TNF-a y NLRP3. La ceniza del
volcan Cotopaxi mostro un aumento de TNF- a a la concentracion mas alta a largo
plazo, Pichincha tuvo un aumento de esta citocina durante una corta exposicion y
Tungurahua indujo la expresion de TNF- a a corto como a largo plazo, por lo que se

puede deducir que con la ceniza de Tungurahua se produce un proceso inflamatorio



121
gue depende de la concentracion pero que aumenta con el tiempo de exposicion.
NLRP3 tuvo una tendencia de incremento para todas las cenizas y en ambos periodos
de exposicion. Los marcadores inflamatorios de IL-8 y ASC se vieron disminuidos para
todos los volcanes. La expresion de ASC fue menor especialmente tras una larga
exposicion en oposicién a NLRP3 ya que forma parte del complejo inflamasoma como
Unica molécula o que probablemente que su desregulacién sea debido a que NLRP3
esta involucrado en procesos independientes de inflamasoma. En lo que respecta a IL-
8, la desregulacion observada ante todas las cenizas volcanicas probablemente se deba
a que la ceniza volcanica al igual que la silice no desencadena la atraccion de neutrdfilo
al sitio de infeccion y por lo tanto no induce la expresion de esta citocina, también puede
deberse a que el proceso inflamatorio como tal ya tuvo lugar antes del sacrificio animal
y al momento de recolectar las muestras, los animales ya habian llegado a un nuevo

estado de equilibrio.

La ceniza del volcan Cotopaxi no indujo toxicidad ni inflamacién marcada en el
tejido pulmonar murino. Sin embargo, Pichincha mostro tener un potencial fibrético,
aunque sin un proceso inflamatorio marcado y perdurable. Finalmente, la ceniza de
Tungurahua evidencio ser la que mas inflamacion produjo con una expresion de TNF-a

agravada tras un periodo de larga exposicion.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Con el fin de simular la exposicién natural a ceniza volcanica que se presenta
para los seres vivos se recomienda realizar ensayos en los que la ceniza volcanica sea
inhalada mediante cAmaras de gas o sistemas analogos y que la exposicion sea de
forma frecuente.

Realizar lavados bronco-alveolares para determinar la poblacion de células
presentes en el tejido pulmonar, asi como su himero y también para analizar las
proteinas que se estan secretando ya pueden servir para al evaluar el grado y la
naturaleza de la infeccion.

Realizar la tincién de tricrémico de Masson o red picrosirus en tejidos
pulmonares expuestos a ceniza para observar y confirmar la deposicion de anormal y
aumentada de colageno y determinar si las cenizas tienen el potencial de inducir el
desarrollo de fibrosis.

Analizar la expresién de otros marcadores inflamacion caracteristicos de las
respuestas TH1, TH2 y TH17 para determinar de forma mas rigurosa que via
inflamatoria esta desencadenando la exposicién a ceniza volcanica.

Determinar la via de muerte celular que se esta produciendo en el tejido alveolar
tras la exposicidén a ceniza volcanica mediante analisis de marcadores apoptéticos como
Caspasa 8 y 9, Caspasa 3/7, citocromo C, glutation, entre otros y marcadores no

apoptdéticos como MLKL, caspasa 1, LDH, entre otros.
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