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I~ INTRODUCCION

Si bien siempre ha existido el problema de la contaminacién
atmosféerica de origen natural en la Republica Mexicana, por 1la
actividad volcanica, ebélica y bioldgica, la industrializacién del
pais, aunada con el uso extensivo del petréleo y sus derivados,
dié lugar a que la contaminacién atmesférica, particularmente en
ciertas localldades, adquiriera niveles cuyos efectos comienzan a
tener consecuencias altamente riesgosas para la salud {67).

Este problema de contaninacién en el Valle de México tiene
antecedentes precortesianos con las tolvaneras, que como fenomeno
natural siempre se ha presentado en é¢l. Sin embargo, el gran
crecimiento demografico y el desarrollo industrial y tecnologico
que ha tenido lugar desde la década de los cincuenta, asi como el
uso mss generalizado del automévil, le ha dado un nuevo carécter.

Es evidente, que el deterioro de la atmésfera por la emision de
gases, humos ¥ polvos, ha rebasado su capacidad de
autodepuracion, deterioro que se manifiesta en perjuicio de 1la
salud.

Esta situacién que afecta a diversas ciudades del pais, se
agudiza en el Valle de México. Sus condiciones topograficas
rodeado de altas montafias, su clima y su altitud, f{avorecen la
interaccion de los contaminantes con los seres vivos, al producir
inversiones térmicas y cambios en la mecanica ventilatoria de sus
habitantes (57 , 67).

Existe un vasto y complejo numero de coptaminantes en el aire
urbano, los més frecuentes son el monoxido de carbono; oxidos de
azufre y nitrégeno, hidrocarburos policiclicos, metales pesados,
particulas orgénicas e inorganicas, etc. Todos ellos son capaces
de producir o agravar diversas enfermedades en distintos érganos,
como Bon los padecimientos crénicos del corazon y de los
pulmones. Impiden el movimiento de aire dentro y fuera de 1los
pulmones, el transporte de oxigeno e irritan vias aereas, 0jos y
piel, causando alergias, conjuntivitis, dermatosis, etc (57 , 81).

La exposicion humana se ve influenciada tanto por condiciones
metereologicas, topograficas y ocupacionales, aunque dado el
empeoramiento que ha tenido la contaminacién atmosférica, es de
esperarse que en ambientes no ocupacionales se produzcan
alteraclones. Estas u0ltimas, por ser en condiciones menos
dragticas, se manifiestan menos notablemente o bien, no se les
identifica por no asociarlos con contaminantes ambientales
naturales o 1industriales. Cuando esta exposicion ocurre
exclusivamente en el ambiente de trabajo, se habla de una
exposicién de tipo laboral.



Por lo mismo, el estudic de los efectos de la contaminacioén sélo
se habia enfocado a pgases VY particulas en ambientes
ocupacionales, a pesar de que la aparicién de lesiones en este
tipo de exposiciones tarda varios afhos, y depende de la
variabilidad en la respuesta de cada individuo, Fué s6lo hasta
que ocurrieron fendémenos naturales como erupciones volcanicas o

accidentes de gran magnitud (54 , 89), que se empez6 a despertar
el interés por el estudio mas detallado del efecto de las
particulas. Las consecuencias de estas exposiciones (tanto

ambientales como laborales) se han abordado de diversas fornmas,
todas ellas con el interés de conocer los mecanismos implicados
en el desarrollo de 1las patologias asociadas, tanto c¢on
contaminantes especificos causantes de ellas, o con agentes que
todavia no son reconocidos como tales.

Dentro de eslos estudios encontramos en primer término la
busqueda de datos epidemiolégicos y las observaciones clinicas,
cuyo conocimiento concerniente a enfermedades relacionadas con
diversos polvos permanece incompleto, debido al periodo de
latencia tan largo que se requiere para que comience a
manifestarse clinicamente la enfermedad.

Subsecuentes a estos datos se encuentran los estudios in vitro,
log que constituyen un primer intento para confirmar o predecir
la toxicidad de poivos minerales en humanos, al permitir conocer

los eventos celulares o moleculares inducidos por los mismos.

vivo, el anadlisis en fluido pulmonar permite hacer un seguimiento
de los eventos que preceden la caracterizaclén de las patologias.

Adicionalmente, con el recurso de los modelos animales, es
posible demostrar la relacién polvo-enfermedad observada en el
hombre, permitiendo explorar dosis, patogenicidad y conocer
parametros de 1los polvos en relacién a su fibrogenicidad y
carcinogenicidad. También es posible usarlos como sistemas de
prueba de nuevos materiales (2).

Como ya se ha mencionado, la mayor parte de la informacioéon que se
tiene acerca del desarrollo de ciertas patologias y cuya relacién
con polvos contaminantes esta ya establecida, proviene
primordialmente de casos de exposicién ocupacional.

Dentro de estas alteraciones se encuentran las ‘entidades
patolégicas llamadas Neumoconiosis. Dichas entidades han sido
ampliamente estudiadas, al hacer uso de nodelos experimentales de
exposicién como los de Silicosis y Asbestosis, que han sido de
gran valor para Jla comprensién del proceso patolégico que se
lleva a cabo.



1.b) Neumoconiosis

Al ser el aparato respiratorio la via de entrada del aire
ambiental, es el que tiene mas probabilidad de interactuar con
gases y particulas provenientes de la atmésfera, por lo que las
enfermedades pulmonares pueden resultar de 1la inhalacién de
polvos, gades, humos o agentes infecciosos que estin en el lugar
de trabajo o en el ambiente natural.

En el caso especifico de que sean particulas o polvos minerales y
organicos, las patoclogias que generan son las Neumoconiosis.

Zenker fue el primero en describirlas, y se reflere al conjunto
de alteraciones fibrosas croénicas pulmonares, producidas por 1la
inhalacion ¥y la fijacion en el pulmon de particulas y que pueden
presentar diferentes formas, de acuerdo al agente extrafio que las
provoque (25 , 46),

No todos los polvos son patégenos, ya que alguhos son Iinertes
mientras que otros producen reacciones inflamatorias y son
fibrogénicos. Los polvos fibrogénicos causan una reaccion
esclerética progresiva del tejido conjuntivo pulmonar,
destruyendo gran parte del parénquima respiratorio y como
consecuencia 1la induccidn de insuficiencia pulmonar asi como
predisposicion a otras afecciones como la tuberculosis (90). E1
ser humano las ha padecido desde hace varios siglos. Con el
advenimiento de la Revolucion Industrial en Europa en el siglo
XV11I, 8e incrementd la producclién de polvos con porcentajes
importantes de particulas respirables de menos de 5 um de
dismetro.

En la Republica Mexicana entre 1975 y 1977 las Neumoconiosis
ocupaban el primer lugar dentro de las enfermedades ocupacionales
(46), lo que demuestra nuevamente la relevancia que tiene su
estudio en nuestro medio.

Se han hecho muchas clasificaciones de enfermedades respiratorias
ocupacionales. Una recopilacion de ellas se presenta en el Cuadro
1 , donde se menciona 1la particula patogénica, el tipo de
exposicion mas comun y las enfermedades que producen (62):
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CUADRO 1

Tipo _de particula Patologia producida

Fibrosis y/o Cancer

SILICE (priﬁcipalmente
la forma cristalina

como el cuarzo, aungue Silicosis
el silice amorfo ha de
mostrado incrementar la
incidencia de enferme-
dades pulmonares.
ASBESTO Asbestosis
CARBON Antracosis
SILICATOS: '
S

Fibra de vidrio
Talco

Silicatosis
Tierra Diatomacea
(Ceniza Volcanica)
Mica

S

Berilio Beriliosis
Aluminio Aluminosis
Fierro Siderosis
Titanio Pulmén de

Titanio
Estafio Egtanosis
Bario Baritosis

11

Exposicién

Mineros
v

Alfareros

Mineros, personal
en la industria
del aislamiento vy
de la construc-
cién. Algunos ca-
sos en pobla-

ciones abiertas.

Mineros

fndustria

Mineros

Industria y ac-
tividades como
la alfareria.

Feldespatos

EXxposiciones na-
turales como tol-
vaneras o erupciones
volcanicas.

Exposiciones
naturales

Industria
Industiria
Soldadores
Industria

Industlria
Mineria



1.c) Asbestos (Generalidades)

Asbesto es el término genérico que se aplica a varios silicatos
minerales hidratados (3Mg0-25i0z-2H=0), que se encuentran en la
naturaleza vy cuya caracteristica comin es su resistencia a 1las
altas temperaturas.

A pesar de que su descubrimiento fue desde 1877, sus efectos
adversos sobre la salud se observan hasta comienzos del siglo XX.

La asociacion entre la exposicién a los asbestos y el desarrollo
de varias condiciones patolégicas, empezé a cobrar importancia a
partir del crecimiento desmesurado de la industria del asbesto
{6, 66 , 80).

Aunque la mayor parte de estas patologias se han derivado de
casos donde la exposicion ha sido de tipo ocupacional,también se
han descrito casos de exposiciones ambientales no ocupacionales
().

Independientemente de lo anterior, las manifestaciones mas
comunes de 1la exposicién a los asbestos, la constituyen
alteraciones malignas y no malignas del pulmén y otros organos,
entre las que se encuentran fibrosis intersticial pulmonar,
cuerpos de asbesto en pulmédn, hialinizaciéon de pleura, placas
pleurales calcificadas, carcinoma broncogeénico asociado con
asbestosis, mesotelioma maligno de pleura y peritoneo y aumento
en la incidencia de neoplasias en aparato gastrointestinal vy
genital (22 , 32).

Otro tipo de neoplasias que recientemente se han asociado también
con asbestos son las de tipo 1linfoide como 1la leucemia
linfocitica cronica, mieloma y linfoma histiocitico (37). Asi se
ha demostrado que puede provocar anormalidades sistémicas a nivel
celular y humoral. Dichas alteraciones se han observado en
individuos con asbestosis y van desde un desbalance entre ceélulas
supresoras y de ayuda por el incremento en numero de estas
ultimas, hasta aumentos en 1la expresion de receptores para
Interleucina-2 y Ia en linfocitos. Ademéas se encuentran defectos
en la funcién de las células eliminadoras, aumento en la
frecuencia de anticuerpos no especificos en suero y de complejos
inmunes circulantes y linfocitotéxicos, Yy naturalmente el
desarrollo de neoplasias de células B (28, 39, 51).

Existen varios tipos de asbesto de acuerdo a sus caracteristicas
mineralégicas entre los cuales se encuentran el criscotile
(asbesto blanco), 1la crocidolita (asbesto azul), 1la amosita
(asbesto pardo), la antofilita, la actinolita y la tremolita.

Todos tienen importancia patogénica, y el tipo de asbesto es un
factor importanie para considerar el riesgo de enfermedad (77).
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Asi, todos los tipos comerciales de asbesto pueden provocar
fibrosis pulmonar, pero no todos los tipos de asbesto son
igualmente Fibrogénicos (61). La crocidolita por ejemplo, puede
ser mas fibrogeénica y mas generadora de mesoteliomas pleurales en
humanos que el crisotilo. Sin embargo, el crisotilo es el que
.produce mayor ciltotoxicidad ademas de ser el mas ampliamente
usade en el mundo, siendo el causante de méas del 904 de las
exposiciones industriales en los Estados Unidos y en Europa. El
crisotila se presenta en el medio como fibras que tienen una
forma cilindrica, consistiendo de un nucleo de Silice ¥y una
cublerta de Mg(OH)z. Son generalmente largas y muy flexibles
(6 , 71).
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Remocién y Retencion)

DEPOSITO - Cuando las fibras son inhaladas, su deposito en el
pulmén, como cualquier particula, depende de tres factores: el
comportamiento aerodinamico de las particulas, las dimensiones
del tracto respiratorio y el patrén de respiracién que acarrea
las particulas.

Comportamiento  Aerodipamico:  Sigue las leyes fisicas que
gobiernan su movimiento, hasta que se depositan en la superficie
del tracto respiratorio, las cuales incluyen las fuerzas

inerciales, sedimentacién, movimiento browniano e intercepcién.

Dicho comportamiento es funcion primordialmente del diametro,
tamaho, forma y densidad de la particula. Estudiando el deposito
de particulas en animales experimentales, se ha observado que en
el caso de las fibras, las de mayor dismetro ( » de 10 um }
tienden a depositarse preferencialmente en el tracto respiratorio
superior, mientras que las pequeiias ( ¢ de S.um ), son acarreadas
al interior del parénquima pulmonar (6 , 20).

Dimensiones del tracto respiratorio: Fl volumen pulmonar influye
no solo en la distribucién, sino posiblemente en el patréon de
retencion, particularmente si la respiracién se lleva a cabo a
menos de la capacidad funcional normal (como sucede en fumadores
o enfermos pulmonares). Las particulas tienden a depositarse en
las vias aéreas menores de i1 mm de diAmetro, pero en casos de
broncoconstriccioéon u obstruccién de las mismas, las particulas se
depositan en tractos superiores, vy por lo tanto disminuyen o
impiden el depésito en los alveolos, por lo cual tienden &
depositarse centralmente, sin involucrar el parénquima pulmonar
(10).

Patron Respiratorio: El patrén de deposito puede ser

profundamente modificado por el patrén respiratorio. La
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respiracion lenta y profunda, favorece una mayor distribucion del
aire inspirado, y por consecuencia, una mayor distribucion de las
particulas inhaladas.

REMOCION - La remocién de particulas se refiere a los procesos
dinamicos que expelen fisicamente las particulas previamente
depositadas en el tracto respiratorio . Las particulas que son
altamente solubles, son absorbidas en la sangre del tracto
respiratorio alto. Cuando ho son solubles y se depositan en las
zonas no ciliadas del tracto respiratorio, las particulas pueden
segulr dos caminos; ser transportadas hacia las regiones ciliadas
por los macréfagos alveolares o cuando no pueden depurarse de
esta manera, pueden entrar a la pared alveolar y acumularse en el
tejido conjuntivo, o viajar por via linfatica hacia los nédulos
linfaticos. E1l material que es atrapado o llevado por movimiento
ciliar a la nariz y laringe, se mezcla con secrecién salival y
se deglute o expectora. El tiempo de depuracién es un factor
importante en la efectividad de la particula, ya que entre mas
tiempo permanezecan las particulas, mas posibilidad tienen de
causar alteraciones. Esto sucede en los compartimentos no
ciliados, en los cuales, las particulas tienen un mayor tiempo de
residencia.

Otro mecanismo de remocién importante, es el que llevan a cabo
los macroéfagos alveclares, los que al fagocitar las particulas
disminuyen la posibilidad de que éstas causen dafio.

La depuracién de las particulas inhaladas por estos mecanismos se
cree tiene una efectividad de mas del 987 para la mayoria de las
particulas depositadas, pero siempre queda un porcentaje
remanente (9 , 11).

RETENCION ~ La retencién es el producto del equilibrio entre la
tasa de deposito y remocién, de tLal suerte que las propiedades de
la particula y el mantenimiento de este equilibrio, esta
posiblemente relacionado con su potencial de respuesta
patolégica.

La incidencia de las enfermedades producidas por asbesto depende
de numerosos factores, entre los que ya se han mencionado el tipo
de mineral, la dimensiones de las fibras, la concentracién, la
duracion de exposicién, la susceptibilidad individual, etc (77).

En el caso del asbesto crisotilo, el depdésito de las fibras en
animales experimentales, ha mostrado ser primordialmente
influenciado por el diametro de las mismas, mas que por su
longitud y ello es determinante de su potencial patogénico.

Como un indice de retencién se ha considerado la formacién de
cuerpos ferruginosos (fibras de asbesto cubiertas), no obstante
que  éstos se pueden encontrar en ausencia de enfermedad
parenquimatosa seria.
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Al observar con microscopio electronico de rayos X muestras
pulmonares de trabajadores expuestos, el microanalisis con rayos
X evidencié que la mayor parte de las fibras (en el orden del
75%) se encuentran sin cublerta, es decir, no forman el nucleo de
un cuerpo de asbesto, lo que sugiere una alta penetracion y tasa
de retencion de particulas.

Las fibras cubiertas se forman como resultado de un proceso
intracelular, cuando son englobadas por los macrofagos. Si las
fibras son muy largas, varias células se adhieren,
incorporédndolas dentro de las vacuolas intracitoplasmicas. EL
primer material que cubre a la fibras, aparece como alguna forma
de mucopolisacArido Acido. En el citoplasma del macrofago el
fierro se acumula en forma de hemosiderina. Las micelas de
fierro, posiblemente derivadas del rompimiento de la hemoglobina
empiezan subsecuentemente a incorporarse dentro de los fagosomas
y tlenden a concentrarse alrededor de la fibra.

Este proceso es progresivo, con un incremento de cobertura
respecto al tiempo, ' con un requerimiento de meses o ailos para su
formacion después de la exposicién. Hay alguna evidencia de que
el recubrimiento de una fibra la convierte en no fibrogénica. E1
que algunas fibras se cubran y otras no, parece ser funcién de el
tamafno, Ya que un tipico cuerpo de asbesto se desarrolla
solamente en particulas grandes { mayores de 5 um ) (6).

Es importante aclarar que el proceso de recubrimiento no es una
respuesta especifica para fibras de asbesto, ya que otra gran
variedad de fibras como las de vidrio y algodén, talco, grafito,
étc, pueden sufrir el mismo proceso.

I.el Enfermedades producidas por asbestos

~ Asbestosis

La asbestosis es la tipica alteracién pulmonar que se presenta en
personas ocupacionalmente expuestas, V¥ se caracteriza por una
fibrosis intersticial difusa en el pulmobh. Su desarrolle es lento
¥y parece ser progresivo en la ausencia de exposicién continua.

Al inicio la fibrosis se encuentra alrededor de los bronquiolos
respiratorios y conductos alveclares. Con el tiempo, la lesion
fibrética progresa involucrando mas unidades regpiratorias

(6 ., 22 , 32 , 39, 88).

La observacion macroscoépica de la lesion, indica que ésta se ubica
preferencialmente en los lobulos Iinferiores y la pleura viscer-1l
adyacente.
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- Mesotelioma maligno

Los mesoteliomas malignos de pleura y cavidad peritoneal, se
asocian con la exposicién al asbesto, aungque en algunos casos el
contacto con el mineral no ha sido determinado.

El desarrollo de estas patologias es consecuencia de una
exposicién pasajera o casual.

La dimensién de la fibra es un factor relevante en el desarrollo
tumoral y la gran solubilidad del crisotilo hace que su
desintegracién gradual en el tejido, pueda influir en la
incidencia poco comun de mesoteliomas tanto en cavidad pleural
como peritoneal.

- Carcinoma Broncogénico

Los estudios epidemiolégicos han documentado una asociacién entre
el carcinoma broncogénico y la exposicion ocupacional al asbesto.

Existe alguna controversia en relacidén al tipo histolégico mas
comun del tumor, pero entre las personas coh asbestosis, el
adenocarcinoma predomina. Las lesiones tienden a ocurrir con
mayor frecuencia en los lébulos inferiores, en conjuncién con
varios grados de fibrosis. Adenmas se puede observar hiperplasia
atipica del epitelio bronquiolar y adenocarcinomas multitocales
en esos sitios.

El potencial carcinogénico de los asbestos en el tracto
gastrointestinal parece ser bajo.

La funcién precisa que tiene el asbexto en el proceso
carcinogénico atn no se ha definido a pesar de la relacién que
muestran los datos epidemiolégicos entre la exposicién al asbesto
y @l carcinoma broncogénice. Su modo de accién no puede Ber
comparable al de un carcinogeno quimico clasico, ya que el
asbesto no es reconocido como un mutageno potente y ademas no
causa aberraciones cromostmicas de manera consistente.

Por lo mismo parece lo mas adecuado sugerir que los asbestos
incrementan la susceptibilidad de las células epiteliales del
bronquio ¥ sus ramificaciones a la transformacioén por
carcintgenos en el ambiente.

Por otro lado se ha hecho la observacién de gque la accion
combinada del asbesto con el tabaquismo, parece multiplicar sus
efectos.

Hay varias hipétesis que tratan de explicar este sinergismo. Una
de ellas es que tanto el asbesto como el humo del cigarro, tienen
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propiedades promotoras, o también el que las fibras de asbesto
puedan ser fagocitados por las células del epitelio bronquial vy
ser transportados intracelularmente ya sea libres en el
citoplasma o en fagolisosomas. Estas fibras pueden servir como un
acarreador fisico de carcindgenos en el humo del cigarro a las
células de 1la capa basal, las presuntas progenitoras de
neoplasias.

Por ultimo se ha sugerido que el macréfago alveolar al fagocitar
el asbesto, posee la capacidad enzimatica para convertir
hidrocarburos policiclicos a metabolitos activos.

En 1la actualidad el mecanismo de carcinogénesis no es claro, 1lo

que si se sabe es que el mineral actua de forma similar a la de
un agente tumoral (22}.

- Lesiones Pleurales

Las placas pleurales son lesiones hechas de tejido fibroso
hialinizado, localizadas sobre la pleura parietal del diafragma,
mediastino y pericardio. Esias se asocian generalmente a la
exposicion al asbesto y es comin encontrar lesiones en la
ausencia de enfermedad obvia del parénquima.

La inhalacién de particulas (como asbestos) causa, como ya fue
mencionado, una progresiva enfermedad fibroética en el pulmon. Sin
enbargo la patogénesis de la enfermedad no ha sido totalmente
dilucidada.

Se sabe que los macréfagos alveolares desempefian un papel central
en dichas enfermedades inducidas por particulas, implicandolos
como mediadores significativeos dado su comportamiento fagocitico,
patron de migracién y potencial secretorio.

Los macréfagos tienen muchas funciones, entre las que s8e
encuentra la fagocitosis de microbios y particulas. Secretan gran
variedad de sustancias dque interactuan como una cascada
multienzimatica con otros tipos celulares como linfocitos,
fibroblastos, neutréfilos y otros macréfagos (10 , 13 |, 14) .

Bajo clertas condiciones, son dafiados como consecuencia de la
ingestién de particulas y la naturaleza del dafic es relevante
para el desarrollo de la enfermedad pulmonar.

En respuesta a un estimulo fagocitico, los macroéfagos Becretan

enzimas comno las hidrolasas lisosomales, proteasas,
antiproteasas, colagenasa, elastasa, lisosima y olros mediadores
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como la fibronectina, 1nterferon, componentes del complemento,
" ete (1, 8, 49, 59). Otros materiales biologicamente activos
secretados por los macréfagos incluyen factores de angiogénesis,
activador del plasminogeno, nucleésidos, nucleodtidos ciclicos,
pirégenos, factores inductores del crecimiento fibroblastico vy
tupmoral, productos de oxigenacion del acido araquidonico
{prostaglandinas), interleucina I, una serie de mitdgenos para
celulas T y B y factores quimiotacticos (33 ,39 ,51).

Ademas de la proteccién del huésped, los macrofagos tienen
tambien el potencial de participar en la patogénesis de las
enfermedades pulmonares, principalmente las asociadas con
aberraciones de la colégena normal y el balance de elastina, cuyo
resultado es el origen de desordenes enfisematosos y fibroticoes.

En la asbestosis la fibrogeénesis puede continuar mucho tiempo
después de que se han inhalado 1las particulas. Asimismo wun
continuo influjo de nuevos macré6fagos es con frecuencia una
caracteristica prominente del proceso fibrogénico.

Dicha respuesta macrofégica ha sido parcialmente estudiada en
ratas expuestas al asbesto crisotilo. Por ejemplo, se sabe que
las fibras son depositadas inicialmente en la bifurcacién de 1los
ductos alveolares. Estas células, las cuales han respondido a 1la
presencia del asbesto, han fagocitado (f{ibras y se unen
estrechamente al epitelio alveolar., Algunas de estas fibras son
tomadas por los neumocitos tipo I del epitelio y son translocadas
al intersticio (16, 17, 19, 20).

Estas y otras fibras, activan simulténeamente un factor
quimiotactico derivado del complemento que atrae macréfagos al
sitio donde se depositaron las fibras.

El sistema del complemento es una secuencia de once proteinas, el
cual cuando es activado se convierte en un mediador principal del
dafio tisular. La activacion de la secuencia de proteinas puede
ser iniciada por dos rutas, la clasica y la alterna. La via
alterna es la Unica que puede ser activada por varias sustancias
como el zimosan y la endotoxina bacteriana, mientras que la ruta
clasica requiere la formacién del complejo Antigeno/Anticuerpo
(86).

Se conoce la capacidad del asbesto crisotilo para activar el
complemento del suero y producir el factor C5a
(24, 34, 69, 71, 78, 79), que es un potente quimiocatrayente para
macrofagos  pulmonares. También se sabe que las proteinas del
complemento derivadas del plasma, se encuentran sobre las
superficies alveolares, aunque se ha informado que varias
proteinas del sistema del complemento, pueden ser sintetizadas
por los macréfagos y sus células precursoras denominadas
monocitos (27, 30, 33, 43, 68, 74).

Se ha mencionado a manera de hipotesis que las fibras de asbesto,
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al impactarse sobre las superticies de las bifurcaciones, activan
componentes del complemento en la capa alveolar subyacente para

producir el f{factor C5a, constituyendo asi un sisiema de

amplificacion de respuesta pulmonar, que permite la persistencia
de un estado inflamatorio (82 , 83).

- Produccion de factores quimiotdcticos

Aparte del factor quimioatrayente C5a, se ha descrito 1la
produccion de otros factores de menor peso molecular, tanto in
vive como in vitroe, vy que no son derivados del complemento (28,
34, 42, 50, 52, 72)}.

Incluso los mismos macrofagos alveolares pueden secretar agentes
quimiotacticos en respuesta a varios estimulos, entre ellos 1la
inhalacion de asbestos (7, 49, 56, 65). Kagan encontré que
después de exponer ratas crénicamente al asbesto, sus macroéfagos
alveolares en cultivo producen quimiotaxipas para macrofagos
(38).

Esto sugiere que el complemento no es el unico generador de
quimiocatrayentes que participa en la lesién pulmonar producida
por polvos inorganicos y que la acumulacién pulmonar inicial de
macrofagos resulta primordialmente, pero no unicamente, de la
activacion del sistema del complemento.

La respuesta quimiotdctica de los macréfagos pulmonares puede no
ser uUnica a los asbestos, ya que una gran variedad de particulas,
como polvos de granos de cereal, zimosan y cenizas, son cenocidos
como factores que aclivan el complemenlo en suero, aunque unos en
menor grado, como en el caso de las cenizas volcanicas (54, 60,
89).

I.g) Importancia de los estudios experimentales para la
comprension de los fenomenos implicados en el desarrollo

de enfermedades pulmonares producidas por la inhalacién de

particulas

£l desconocimiento que se tiene sobre una gran variedad de
particulas, en cuanto a su potencial patogénico, realza la
necesidad de disefiar modelos experimeniales que permitan conocer
a fondo los fentmenos implicados en el desarrollo de las
enfermedades pulmonares.

Mas aun, se resalta esta necesidad - dadas las condiciones
ambientales que se viven actualmente en la Ciudad de México ¥ en’
el resto de la Republica, en donde se ha tenido conocimientoc de
casos de pacientes con patologias pulmonares, debidas a
particulas por exposiciones ambientales.

Uno de estos casos se presentd en el Instituto Nacional de
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Cardiologia "Ignacio Chévez'" (63), y se irataba de una paciente,
originaria de la ciudad de Mexicali, Baja California, a quien se

le diagnosticé una enfermedad granulomatosa intersticial por
cuerpo extrafio. El1 estudio por espectrometria de rayos X del
material presente en los granulomas, revel6 la presencia anormal
de particulas compuestas por aluminio, silicio y potasio. Al
analizar la composicion de las muestras colectadas en el ambiente
doméstico de 1la paciente, se demostrd una similitud en la
composicion.

Esta particula, denomifiada polvo de Mexicali ha demostrado ser
citotoxica en ensayos In vitro y ser capaz de activar in vitro

complemento sérico y de secrecién pulmonar por la via alterna
(30).

Por lo antlerior en la actualidad resulta dificil aceptar que
cualquier polvo ambiental inhalado, ya dentro del pulmén sea en
verdad inerte, incluso aquellos polvos que generalmente se ha
pensado no son fibrogénicos u oncogénicos.

La realizacién del presente Lrabajo, surgié por la necesidad de
conocer la forma en que una determinada particula puede
interactuar con sistemas biolégicos, tan complejos como lo es el
pulmén,y al saber ademas, que el uso de un modelo experimental es
el recurso mas adecuado y factible para alcanzar esos objetivos.

Hasta la fecha permanecen todavia inciertos los mecanismos
biolégicos por los cuales el asbeslo produce {ibrosis, neoplasias
o inflamacién, ya que las interacciones entre las fibras con
células y componentes del fluido pulmonar, inducen una compleja
serie de eventos que son dificiles de interpretar, sin embargo
varios procesos significativos ya han sido parcialmente
dilucidados.

El ejemplo mias claro en esle aspecto, es el desarrollo de 1la
fibrosis intersticial, en 1la cual se ha demostrado que los
factores quimiotéacticos son un punto primordial, dado que son los
que desencadenan y mantienen la lesion.

Ya han sido descritos varios tipos de quimiotaxinas que difieren
entre si en diversos aspectos (Cuadro 2), incluso han sido
detectados por exposicién a otro tipo de polvos comoc el silice y
tambien cuando solo ha habido suces ivos lavados
bronquicalveoclares.

Asi al considerar la relevancia que Lienen los factores
quimiotacticos en la produccién de dafio tisular, tanto nuestra
hipotesis de trabajo, como los objetivos centrales giran
alrededor de este aspecto.

Los objetivos generales que se pretenden cumplir en este estudio
son:

- Producir una respuesta celular en el pulmén en lapsos cortos
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CUADRO 2

RELACION DE FACTORES QUIMIOTACTICOS ENCONTRADOS EN HUMANOS Y EN
MODELOS ANIMALES

AUTOR (ARO) POLVO O MODELO ANIMAL
ESTIMULO
UTILIZADO
1) Kasmierowski Bacterias y/o adhesién a Primatles no humanos
(1977) superticies de vidrio.
Lavados bronquioalveolares
sucesivos.
2) Hunninghake Asbeglo crisotilo y Cuyo
(1978) Staphylococcus aureus
3) Merrill Zimosén o Ig
(1980)
4) Miller K. Silice (cuarzo) Cuyo
{1980}
5) Lugano Sflice y Latex i .Cuya
(1981) -
6) Lugano Silice : Cuyo
(1982) :
7) Hartmann D. Asbesto crisotilo y croei " Rata
. (1983) dolita
8) Kaelin Bleomicina Hamster
(1983)
9) Kagan E. Asbesto crisotilo y croei Rata
(1983} dolita
10} Schmidt A. Silice (cuarzo)
(1984)
11} Warheit Asbesto crisotilo Rata
(1985)
12) Parsons Pacientes con Sindro
(1985} me de inmundeficlencia

respiratoria del adulto
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PRODUCCION TIPO DE
EXPOSICION
IN VITRO IN VIVO

1) X X

2) X hd Instilacion
Fagocitosis

3) X

4} X Inhalacioén

5) X X Contacto
directo

6) X Instilacién

7) ' % Inhalacién

8) X Instilacion

9 X Inhalacion

10) X Contacto

directo
11) X lnhalacion
12) X

TIRMFO DE CELULA

EXPOSICION BLANCO
Segundo lavado 4 h Polimorfo
después del incial nucleares

preferencial
nente y

también pars
celulas mono

nucleares
In vitro:1,2 y 18 h Primordial
In vivo: 1 h mente para

neutrofilos

Menes aclivo
para monocitos

Polimorfo
nucleares
6 meses Macroéfago
alveolar
2 horas Polimor
fonucleares
1,2,4,7 y 14 Polimor
dias fonucleares
Protocolo Linfoci
Kagan F. tos (activa)
Fibroblastos

(incrementa la
sintesis de
ADN)

1,4,8 y 15 dias Polimor
fonucleares
y linfocitos

6 h/dia Macrofa
S dias/semana go alveolar
por 91 dias

24 horas Timocitos
y fibro
blastos

1,3y 5h Macrofa

go alveolar

Polimor
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PESO
MOLECULAR

1) Uno de 5 kDa ¥y
otro de 15 ka

2) « 5kDa

3) 1 kDa y 10 kDa

4) ?
5) ?
6) ?
7) ?
8) Para polimorfo

nucleares uno
de 1 kDa y otro
de 10 KDa
9) Uno de 13-15 kbDa,
y otro de 23-26
kDa

FROPTEDADES

El de 5 kDa es

termolabil vy

su actividad no
se ve afectada

con antisueros

cs y C3

5u produccidn
se inhibe con
actinomicina vy
cicloheximida.
Estable a 56°C
por 45 min,perc
no a 100°C por
10 min.

El de 10 kDa es
sensible a trip
sina y su activi
dad no se afecta
con anti-cS

7

Termoléabil,

no dializable,
sensible a Lrip
sina. Su activi

FUENTE DE
PRODUCCION

El de 5 kDa

por el macro
fago alveolar y
el de 1S kDa por
complemento acti
vado

Macrofago
alveolar

Macrofago
Alveolar
humano

Posiblemente

el macrofago
alveolar o por
polinorfonucleares

Hacrofago
alveolar

tacrofago
alveolar

Macrofago
alveolar vy
linfocitos

Macrofago
alveolar

Macrofago
alveolar

dad se abale par

cialmznte con

actinomicina D y

23

fonucleares

CARACTERTZACION

El de 15 kbDa
posiblemente
es Cba, y el
de 5 kDa se
desconoce

Posiblemente
Inierleucina
Iy 1k



posteriores a la exposicioén al asbesto crisotilo, con el método de
instilacion intratraqueal.

- Observar si dicha respuesta pulmonar esLa caraclerizada por
agrupacién de macroéfagos, en los sitios de deposito de las fibras
de asbesto.

- Determinar si la agrupacion macrofagica es un fendmeno paralelo
con la elevacién de factores quimiotacticos.

- Dilucidar si el complemento activado es el unico generador de
quimjoatrayentes, o surgen otros productos de fuentes diferentes
a través del tiempo.

Como objetivos particulares se establecen los siguientes:

~ Separar del lavado bronquicalveolar los elementos quimiotacticos
de acuerde a su peso molecular.

- Evaluar para cada tactor su peso molecular y actividad
quimiotactica para macréfagos alveolares.

- Determinar la cantidad de albumina y C3 en las fracciones que
resulten quimiotacticas, con el fin de wverificar ui hay
trasudacion de suero (por medio de la alblmina) y si existe
activacidn de complemento en los grupos expuestos.

~ Establecer un patron  electroforético de dichas fracciones
quimiotacticas.

Las hipotesis de trabajo que se establecen son las siguientes:

- Los animales expuestos al asbesto presentan una respuesta
pulmonar caracterizada por la acumulaci6bn de macréfagos en los
sitios de deposito de las fibras.

- En apnimales instilados con asbesto, el acumulo de macrofagos
esta mediado por la produccion de factores quimiotacticos.

- La actividad quimiotadctica es debida en gran parte a la
activacién del complemento, sin embargo aparecen otros

factores no determinados conforme aumenta el ‘tiempo de

exposicion.
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I1 - MATERIALES

Reactivos:

]

Aquacide

“calblochen Behring Corporation
- - - - ~-Chroma

Eosina
Medio RPMI-1640
Azul de Bromofenol

B-Mercaptoetanol----—--~--
Adyuvantes completo de Freund
SAB (Sol.Amortiguadora de Barbitur
Azul Dextran 2000

atos) -

-Microlab
—————— Microlab
- -Pharmacia
-Pharmacia

Electrophoresis Calibration Kit

Sephadex G-100---=w———cenem—o

-Pharmacia

Gentamicina del medio --
Acrilamida

-Scheramex
Sigma

Agarosa
AlblUmina Sérica Bovina -

Sigma

Azul de Coomassie G-250--

Zimosan A - -
Pentobarbital S¢dico Anestesal

Equipo:

- Aparato para Electroforesis------
- Bolsas para Dialisigs-——-ee——a—ne-n
- Colector de fraccioneg---—-—------
- Densitometrg-—-—erececeomeccorana-"
- Espectrofotimetro-———--ccme—ccaaac
- Evaporadora de oOro-----—-———-----«

Filtros de Policarbonato-~=——=cc--
Fuente de poder
Incubadora-—-e=ce-—nem e

Microscopio de lug-==—c——em——eeo—
Microscopio de barrido
Multimetro--——cccmmm e

Punto critico------mmcmcmmem
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---Signma
_______________________ Smith Kline

Pharmacia Flectrophoresis
Apparatus

Spectrapor Plalysis Membranes
(Spectrum Medical Industries Inc)
Redirac Fraction Collector LKR
2112 {(LKB Bromma)

Quick Scan Flur-vis (Helena

Laboratories)

Pye Unicam SP30 uv (Pye Unicam LTd)
Fine coat ion sputter JFC-1100
(JEOL)

Nucleopore Corporation
Gelman Instrument Company
Water-Jacketed incubator
3158 (Forma Scientific)
Carl Zeiss (Germany)

JEOL Scanning Microscope JSM-35C
Sanwa V-70D Multitester

(Sanwa Electric Instrument CO.,LTD)
Sample Dryving at the critical
point Samdri 780-A (Tousimis Research
Corporation).
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Exposicién a asbesto

[ Sacrificio —
3h 24 h

I

Estudios moforlégicos

| 1

Microscopia Microscopia Sobrenadante Fraccién
de luz de barrido celular
Cromatografia
Tejido Células en Sephadex Cuenta total
pulmonar aigladasg G-100
y Cuenia dife-
Micro- rencial
analisis
rayos X obtencion
de Viabilidad
fracciones
Medicién de
Absorbancla e
280 y 5395 nm
Evaluacion
de actividad
quimiotactica
Liofilizacion
T 1
Estimacion de Electroforesis
C3 y albumina en geles de
antisueros Poliacrilamida
especificous SDS

Lavado bronguioalveolar

l
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i3 = MRI9RQH.

Todos los animales utilizados en este trabajo, se obtuvieron del
Bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia 'Ignacio Chavez'.
Para los ensayos de exposicién al asbesto crisotilo y quimiotaxis
se emplearon ratas macho cepa Wistar de 250 a 300 g de peso.

Para la obtencion de antisueros se emplearon conejos machos cepa
Nueva Zelanda de 4 kg de peso.

Se formaron tres grupos con nueve ratlas en cada uno, siendo dos
de ellos los grupos experimentales y el restante el grupo
control. Se utilizaron lotes de tres animales para cada réplica,
que en total fueron tres.

Se presenta un diagrama de [lujo del método (pagina 29), en donde
se esquematiza la secuencla de la misma. La explicacion en
detalle de cada paso se da a continuacién.

Dentro.de algunos incisos se remite a los apéndices, en los que
se detallan las metodologias ma4s especificas segun el caso.

11.a) Exposicion

£l asbesto crisotilo fue proporcionado por el Dr. Arnold 8rody
del NIEHS (National Institute of Environmental Health Sciences),
North Caroline, USA. Se horned a 1R0°C por 4 h para esterilizarlo
(71} y 1liberarlo de endotoxina ( ver apéndice ¥ 1 )} y se
resuspendié en SSI estéril (solueién salina isoténica NaCl 0.9%).

3e sonicd en solucion por 60 min para reducir el tamafio de las
fibras (figura 1) y evitar problemas de obstruccién durante la
instilacion de los animales.

Las ratas se anestesiaron ligeramente con éler para exponer la
tréquea quirurgicamente y ser inyectado el asbesto @n solucién,
en una dosis de 2.5 mg por rata en un volumen de 0.5 nml.

Los animales control también recibieron una sola inyeccién de 0.5
ml de SSI estéril. La herida se suturd y las ratas se mantuvieron
hasta su sacrificlo, que en los grupos experimentales fué de 3 y
24 horas posterieres a la administracion del asbesto. Los grupos
controles se sacrificaron 3 horas despuss de la instilaclién.

Para los estudios morfologicos se utilizé un lote de animales
distinto a los que se les realizo¢ el lavado bronguioalveolar que
se mantuieron en las mismas condiciones que Jlos anteriores y
fueron dos animales para cada grupo, los cuales fueron: Control,
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'FIGURA 1

Vista en nmicroscopio de barrido de las fibras de asbesto
crisotilo utilizadas para la instilacion despues de sonicadas
(1,540 X).
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3 h, 24 h y 8dias (tiempos de sacrificio después de la
exposicion).

I1.b) Estudios Morfologicos y Microanslisis

Los pulmones fueron fijados con solucion de Karnovsky (41) por
perfusién intratraqueal, al permitir fluir el fijador por
gravedad a una presion de 15 cm de agua, para el analisis tanto
de microscopia de barrido asi como de luz.

Después que los pulmones se expandieron totalmente con el
fijador, la traquea se ligdé y los pulmones se extrajeron de 1la
cavidad toracica para ser sumergidos en el mismo {ijador por 24 h
para su posterior procesamiento (19}.

En ambos estudios se hicieron cortes parasagitales de ambos
pulmones, al tomar fragmentos de cada uno de los lébulos.

El procesamiento consisti¢ en la deshidratacion, inclusién, corte
y tlpncion con hematoxilina-eosina para estudios morfologicos al
microscopio de luz.

Para microscopia de barrido y microanilisis de rayos X, se lavaroh
varias veces con amortiguador de sacarosa 0.2 M cacodilato de

sodio 0.1 M pH 7.4, y se deshidrataron en alcoholes de

concentraciones crecientes para llevar al punto critico con COx

liquido.

Una vez deshidratados se cubrieron con oro en una evaporadora Yy
se montaron en discos de carbdn para localizar las bifurcaclones
de los ductos alveolares en un nlicroscopio eslereoscépico
“rasurando " el tejido con una navaja (20).

Para la observacién ultraestiructural de células pulmonares
aisladas, se realizo un lavado bronquioalveclar del cual se
separs la fraccién celular. Dicha {raccién se resuspendié con
SSAF (Solucién salina amortiguada con tosfatos libre de calcio y

magnesio con pH de 7.3) y se conlé el namero de células para
ajustarlo a 2 X 10® células/ml. De esa suspensiéodn se Lomaron SO
Bl ¥y se colocaron sobre un cubreobjetos y se mantuvieron a 37°C
por 45 min en 5% de CU2 ., Transcurrido el tiempo se lavo a
presion la superticie del cubreobjetos con SSAF para eliminar las
celulas que no se adhirieron, vy se les dejo en fijador de
Rarnovsky a 4° C toda la noche. Después se deshidrataron en
alcoholes con concentraciones crecientes y se 1levdé a punto
critico con COx. Se montaron en discos de carbén y se cubrieron

con oro para su observacion al microscopio de barrido.

En el caso de la observacion del tejido pulmonar, se analizaron
las ramificaciones de los bronquiolos terminales y sus primeras
derivaciones ' que son log ductos alveolares, ya que en la rata
los bronquiolos respiratorios no se presentan (19). bDicho
analisis consistio en contar el numero de macréfagos y fibras de
asbesto encontradas. Para confirmar la naturaleza de las fibras
de asbesto, se analizd su egpectro por Microanadlisis de rayos X
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FIOGURA 2
Espectro obtenido por microanalisis de rayos X de las {ibras de

asbesto crisotilo, donde se muestran los picos de Magnesio y de
S{licio caracleristicos de la fibra.
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(figura 2).

En lo referente a las ceélulas aisladas, se determind el numero de
células gque fagocitaron fibras o estaban en contacto con ellas,
para lo cual se analizdé toda la superficie en 50 células con
microanalisis de rayos X.

Il.c} Lavado Bronguiocalveolar

Se realizé en ratas sacrificadas con una inyeccion de
Pentobarbital sodico en una dosis de 630 mg por rata, via
intraperitoneal.

Nuevamente se expuso la traquea para iniroducir una céanula del
numero 16, Yy se sujetd con hilo de algodén. A través de ella se
insertd un tubo de plastico que comunicaba a una jeringa situada
verticalmente a 10 cm sobre el animal, asi el SSAF fluyé por
gravedad al interior de los pulmones.

El lavado bronquiocalveolar (LBA) se recolectd también por
gravedad a un volumen (inal de 50 ml por cada rata.

Posteriormente se sometié a un primer paso de centrifugacion a
250 X g, por lO0 min para separar la fraccion celular. Con dicha
fraccién se realizdé un conteo total de células, viabilidad y
cuenta diferencial {(ver apendices # 2 y 3 ).

De cada rata se tomé una alicuota del sobrenadante resultante de
la primera centrifugacién para determinar proteina por el métLodo
de Bradford (5). Enseguida se centrifugd nuevamente a 178,000 X g
por 105 min para eliminar restos celulares, moco y fosfolipidos
(surfactante) (31)

Con el sobrenadante del LBA de tres animales se formé una poza
comun que se procedidé a concentrar en bolsas de dialisis con un
poro de 3,500 contra Aquacide (hidroximetlilcelulosa) para
reducir a un volumen final de entre 3 y 6 ml (44).

Para eliminar las sales que pudieran interferir en los estudios
subsiguientes, se dializé contra agua destilada hasta llegar al
equilibrio, el que se estableci¢ al medir con un multimeiro una
resistencia de 100 a 120 Chms en el agua.

Para determinar esto ultimo se midié la resistencia de 150 ml de
SSAF en dos litros de agua destilada, lo cual mostré una
resisilencia de 100 a 120 Ohms.

Antes de realizar la cromatrografia de filtracion, se tomaron
alicuotas del lavado concentrado para cuantificar protleinas (5) y
para el ensayo de quimiotaxis. Para este tltimo, una alicuota se
calent6 a 56°C por 30 minutos para inactivar proteinas del
complemento (83), mientras que la otra se conservd a 4°C,
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Todos los pasos incluidos desde la obtencioén del LBA se llevaron
a cabo a 4°C para evilar la modificacién de las proteinas
contenidas en el lavado.

II.d) Fracciopamiento del lavado bronqujicalveolar

La muestra de LBA concentrado se fracciondé en una columna de
Sephadex G-100 con dimensiones de 1.5 X 70 cm (83).

La columna se equilibré con SSAF durante 24 h previas a la
colocacién de la muestra, con un flujo de 8 ml/h. Se eluyeron
ochenta fracciones de 2 ml cada una. Antes y después de colectar
las fracciones, se registro el peso de cada tubo colector, con el
fin de conocer la varisbilidad del volumen colectado y establecer
agi los ajustes necesarios para la cuantificacién de proteina
total. Tanto el equilibrio como la elucién de fracciones se
realizaron en una camara fria a 4°C.

Para estimar los pesos moleculares de las fracciones eluidas de
la columna, eésta se calibr¢o inicialmente con azul dextran (2,000
kDa), albumina sérica bovina (67 kDa) y citocromo C (12 Kba). La
elucion de los picos se estimo espectrofotométricamente, para lo
cual se midié la absorbancia de cada fraccién a 280 nm,
inmediatamente después de ser colectadas.

Una vez que se evidenciaron los picos de elucion, se tomaron
alicuotas de todas las fracciones para cuantificar proteinas (5).
Para el ensayo de quimiotaxis se tomaron dos alicuotas de tlodas
aquellas fracciones que constituian los picos, una de ellas se
c:lento a 56°C por 45 min (para desnaluralizar complemento), y la
otra no.

También se tomaron alicuotas de las fracciones no formadoras de
picos, cada tres tubos.

ITl.e) Ensayo de Quimiotaxis

Para evaluar la actividad quimiotactica ¢on las (racciones
obtenidas de 1la cromatrografia de macrofagos alveolares, se
utilizaron camaras de Boyden modificadas {7S).

Este método consiste en colocar la sustancia a probar en el
compartimento inferior de la camara, mientras que en el superior
se colocan las células que permiten evaluar el fenomeno. Entre
ambos compartimentos, existe un filiro de policarbonato a traves
del cual migran las células si hay estimulo quimico.

Esta migracion es cuantificada al contar el numero de células,
observdndolas en un microscopio con el objetive de inmersién en
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veinte campos predeterminados.

Los macrofagos alveolares utllizados en este ensayo, fueron
obtenidos al lavar los pulmones previamente extraidos de la
cavidad toradcica de manera similar a la que se describi6
anteriormente, solo que en este caso, los pulmones son
comunicados a la jeringa por medioc de la canula, y se les da
masaje cada vez que el liquido se colecta.

En el primer paso de centrifugacién, se recupera la fraccioén
celular y se resuspende con medio amortiguador especial para
quimiotaxis (RPMI-1640; HEPES 10 mM y albumina sérica bovina al
2%). Antes de utilizar las células se analizan haciendo una
cuenta diferencial, wviabilidad celular y cuenta total. El numero
de células se ajusta a 1.5 X 10® células/ml y se conservan a 4*C.

De ésta suspension celular, se tomaron 200 ul para colocar en la
parte superior de la cémara. sobre un filtro Nucleopore con poro
de 5 um de didmetro . En la parte inferior de 1la cémara se
colocaron 105 pl de las (racciones cromatrograficas a probar. En
cada ensayo de quimiotaxis se incluyeron dos controles. Un
control positivo, que consistié en suero de rata activado con
Zimosan (2ARS) (4). Este ultimo, fue preparado al incubar 1 ml de
suero de rata con 10 mg de Zimosan a 37°C por 45 min. Después de
la 1incubacidn se calenté a 56°C por 30 min, con el fin de
desnaturalizar el complemento y asegurar que no hubliera una
posterior activacién inespecifica en la céamara de quimiolaxis.

Los otros fueron dos controles negatives, unoe con el medic
amortiguador y el otro con SSAF. Las camaras se incubaron durante
3 hrs a 37°C en una atmésfera de COx al 5% . Finalizado el tiempo
de incubacién, se retiraron los filtros para 1o cual se
dispusieron en canastillas especiales para su tincion. Primero se
fijaron en metanol y después se tifieron con eosina y azur . Los
filtros se colocaron sobre un cubreobjetos, y con un hisopo
humedecido en SSI, se eliminaron las células de la parte superior
(células que no migraron), y use les dejd secar para ser montados
con resina sobre un portaobjetos.

La migracion de macréfagos se evalud por dos métodos. Uno por la
observacioén directa a 100 X y el otro por la medicion de
absorbancia a 640 nm de los filtros en un densitometro . Con este
ultimo meétodo se obtiene una curva, que de acuerdo a la
intensidad de 1la tincion, el tamafio del area medida con un
planimetro es directamente proporcional al numero de células.

Esto ultimo fue corroborado al realizar previamentie un ensayo de
quimiotaxis al emplear diferentes diluciones de ZARS con SSAF al
(0.025, 0.05, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 -y 16.0%) como sustapcia
quimioatrayente. Como control negativo se empled medio
amortiguador. Las células fueron obtenidas de ratas diferentes
con el fin de considerar la wvariabilidad de respuesta. Cada
concentracidén y control negativo, se hizo por triplicado, vy se
evalué 1la migracion ‘celular por los dos meétodos mencionados
anteriormente,
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Para confirmar que el {enédmenoc observado no se debiera a una
migracién al azar o quimiocinesis, se efectuaron pruebas en las
que se invirtieron y eliminaron los gradientes de concentracién
de las fracciones guimiotdcticas a probar. Para la inversién de
gradientes se colocé la fraccién quimiotactica junto con la
suspension celular en 1la parte superior de la camara Yy medio
amortiguador especial para quimiciaxis en la cémara inferior. Por
otra parte, para eliminar el pradiente de concentracién, en ambos
compartimentos, se colocaron lag fracciones quimiotécticas a
probar, s6lo que en la parte superior se acompafi6 con la
suspension celular.

Una vez realizados los ensayos de quimiotaxis, las (racciones
incluidas en los picos de la cromatrografia, se liofilizaron para
la conservacién y concentracién de las proteinas vy demds
componentes presentes en ellas. De esta manera, se contd con
proteina suficiente para la estimacion de albumina y C3 por medio
de inmunodifusién radial y para la electroforesis.

ntificacién de Albumipa y €3 por Inmunodifusion

II.£)  Cu
R

Para ambas estimaciones se emples el procedimiento de

inmunodifusién radial estandard de Becker (3), con las fracciones

liofilizadas y resuspendidas en SSAF, con un contenido de proteina
aproximadamente veinte veces mayor respecto al volumen original

que tenian las fracciones. Se cuantifico proteina total (5) para

conocer su concentracion en la suspensioén del liofilizado.

La inmunodifusién radial consiste en colocar el anligeno en pozos
cortados en una capa de agarosa que contiene incorporado el
antisuero correspondiente. Se forman anillos de precipitacio6n
cuyo diametro es directamente proporcional a la concentracién del
antigeno. Los antisueros utilizados fueron el anti-albumina y
anti-C3 (ver apendices # 4 y S ). '

Fn este caso, se empled Agarosa en solucidn amortiguadora de

Barbituratos al 3% con pH 8.6, diluida con SSAF mezclada con el

antisuero <correspondiente a una dilucidn de 1:4, Para la

estimacién de albumina la alicuota fue diluida veinte veces y la

correspondiente a C3, 1:1, lLas placas se mantuvieron en camaras

himedas, para permitir la reacclon Ag/dAc. Con la finalidad de

asegurar que la reaccién llegara al equilibrio, las placas se

mantuvieron por 72 h, registrando cada 24 h las medidas del
didmetlro de los anillos con una lupa de aumento 7X con escala

milimetrica.

En el caso de la cuantificaciéon de albumina la curva patlrén se

hizo con diluciones seriadas de albumina de suero de rata (ver
apendice # 6 ) con SSAF (1:1, 1:2 ,1:4 ,1:8 y 1:16),
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I1.g) Electroforesis

Con el propésito de conocer la composiciéon de cada uno de 1los
pilcos eluidos en la cromatrografia, se realizo una electroforesis
del concentrado de todas las fracciones comprendidas en ellos.

Se emple6d la técnica de Laemmli (45) con algunas modificaciones,
utilizando geles de Poljacrilamida-SDs al 7.5%, en un
amortiguador Tris-Glicina-SDS 0.025 M pH 8.3. Clen microgramos de
la muestra con la misma cantidad de la mezcla de digestién [Tris-
HC1 0.0625 M ph 6.8 + Glicerol 107% + B-Mercaptoetanol 5% + SpS
2.3% + Azul de Bromofenol 5%) se calentaron a 100°C por 60 seg
antes de colocarse en el gel.

Antes de colocar las muesiras se aplic6d una corriente constante
de 3 mA por gel, con el fin de optimizar las condiciones de 1la
corrida. Esta fué en las mismas condiciones duranie un tiempo de
3ad4h.

Los geles se fijaron y Lifieron a temperatura ambiente con una
solucién Metanol: Acido Acético: Agua con Azul de Coomassie R-250
(0.1%) durante 18 hrs.

Se destifieron en una solucién Melanol: Acido Acélico: Agus a
50=C.

Las muestiras se corrieron en paralelo con un grupo de proteinas
marcadoras de peso molecular con un intervalo de 14 a 669 kDa.

PRUEBAS ESTADISTICAS

Se emplearon pruebas no paramétricas para el tratamiento de
datos. Para comparaciones multiples se empled la prueba de

Kruskal-Wallis con dos colas, y para comparacién de dos muestiras
la prueba de Mann Whitney. En ambas se consideré el nivel de
significancia al 0.05%. )

En el caso del anadlisis de los resultados de incidencia de
macréfagos y fibras de asbesto en las bifurcaciones, se examind
si el patron de distribucién se ajustaba a una distribucién de
Poisson mediante la prueba de x=. .
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III - RESULTADOS

II1,a) Estudios Morfolo¢gicos y Microanalisis de rayos X.

En cuanto a los hallazgos histolégicos en microscopia de 1luz, el
cambio mas sobresaliente fué el aspecto prominente de las
primeras bifurcaciones por la acumulacién de células
mononucleares. En el grupo Asbesto 3 h (figura 3a), s0lo algunas
de las muestras analizadas presentaron ésta caracleristica,
mientras que en el grupo Asbesto 24 h (figura 3b) la mayor parte
la presentaban. En el grupo Asbesto ocho dias que se incluyd para
el estudio morfoloégico, aparte de 1la caracteristica va
mencionada, se observt la evidencia de un proceso inflamatorio
tanto en paredes de conductos alveolares como de alveolos (figura
3d).

En lo que respecta a los hallazgos del analisis del tejido
pulmonar al microscopio de barrido, se demuestra la presencia de
fibras de asbesto y celulas a nive] de la primera bifurcaciédn
(figura 2). Por un lado, la cantidad de fibras tendid¢ a disminuir
al transcurrir el tiempo (1 a 3 fibras; 4 a6y 1 a3 en los
grupos Asbesto 3 h, 24 h y 8 dias) (Tabla 1). ’

El nuamero de bifurcaciones con células se incrementa gradualmente
hasta alcanzar porcentaljes del 93.37% en el caso del grupo Asbesto
24 h, contra un 76.2% y 16.7% en los grupos Asbesto 3 h y Control
{Tabla 1).

En el grupo cuyo sacrificio fue a los ocho dias posteriores a la
instilacién, el porcentaje se abatio hasta un 754, es decir, casi
al mismo valor del grupo 3 h (Tabla 1).

Este mismo comportamiento se hace presente en el numero promedio
de células que se encontraron en las bifurcaciones examinadas
(Tabla 1), En el grupo Control fue de 0.3 células, en tanto en el
grupo Asbesto 3 h aumenta a 2.3 células, pero, en el grupo
Asbesto 24 h aumenta significativamente (5 ceélulas) (pt0.0S) y en
el de ocho dias vuelve a disminuir hasta alcanzar un valor
similar al del grupo Asbesto 3 h.

Referente a las células aisladas (Tabla 2}, el microanalisis de
rayos X (figura 2) mostré que en el grupo 24 h se encontré el
mayor porcentaje de células que {agocitaron fibras de asbesto,
(36%).

Le sigue en orden de magnitud el grupo Asbesto 8 dias con un 22%
y el Asbesto 3 h con 20%.

En la fraccién celular separada del lavado bronquiocalveolar, se
analizaron varios parametros. El primero de ellos fue el contec
celular total por cada rata (Tabla 3). En el grupo Conirol se
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TFIGURA 3

Telido pulmonar observado en el microscopio de luz a 240 X.

b

¢}

d)

Bifurcacién de un  ducto alveolar en una rata sacrificada 3 h
después de la exposicion al asbesto.

Bifurcacién de un ducto alveolar en una rata después de 24 h
de expuesta al asbesto, con engrosamiento del mismo.
Bifurcacion engrosada de un ducto alveclar en una rata después
de 8 dias de exposicion al asbesto.

Zona alveolar con un procesc inflamatoric, en una rata
sacrificade a los 8 dias después de exponerla al asbesto.
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TABLA 1

NUMERG E INCIDENGCIA DE MACROFAGOS Y FIBRAS DE ASRESTO EN LAS

BIFURCACIONES.

Grupo No. de bif. No. x de No. X de % x de No. X de

examinadas bif. con MOs en bif. con fibras en
MOs las bif. fibras las bif.
X + d.s

control 12 16.7 0.3+ 0 ] [+]
Asbesto 21 76.2 2.3+ 2.4 23.8

3h - 2
Asbesto 15 933 5.0+ 3.5 20

24 h : - g .
Asbesto 16 75202 a 2,7 U311

8 dias o -

bif. = bifurcaclones
+ = 1-3 fibras

4 4-6 fibras
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TABLA 2

RESULTADOS DEL MICROANALISIS POR RAYOS X DE  MACROFAGOS

ALVEOLARES AISLADOS DE LAVADO BRONQUIOALVEOLAR

Grupo No. de animales No. de macréfagos No. de Macroéfagos
analizados con asbesto
%

Control 2 50 o]
Asbesto 2 20

3 h
Asbesto 2

24 h
Asbesto 2
8 dias
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tuvo un promedio de 2.8 x 10% células; 4.1 x 10® celulas en el
grupo Asbesto 3 h y 3.7 x 10® células en el Asbesto 24 h. No se
encontraron diferencias significativas entre ellos (p>0.05).

F] segundo parametro fue la viabilidad celular, la cual disminuyd
significativamente (p¢0.001) cuando se compard el grupo Control
con los animales sacrificados & las 24 h. Asi, mientras que el
grupo Control presenta un promedio de 91% de células viables, los
grupos de 3 hy 24 h tienen un porcentaje de 90.1% y 83.4%
respectivamente (Tabla 3).

Otro dato exanminado de 1la fraccién celular fue la cuenta
diferencial. En la figura 4, se muestra el porcentaje promedio de
macrofagos alveolares, linfocitos y polimorfonucleares para cada
grupo, En ellas resaltan varlos aspectos, upo consiste en el
decremento de macrofagos en los Erupos expuesios al asbesto en
comparacion con el grupo Control (88% vs 79.8% en 3 hy 52.7 %2 en
26 h ).

Estas diferencias fueron significativas (p¢0.001) unicamente al
comparar el grupo de 24 h con el Control, ya que entre el de 3 h
¥ el Control no hay diferencia. En cuanto al numero de linfocitos
se encuentra un incremento significativo (p¢0.001) en los
grupos experimentales, vya que el Conilrol tiene un porcentaje de
7.8, mientras que los de 3 y 24 h tienen un valor de 13.8% vy
15.6% respectivamente, Un aumento més dréstico ocurre con los
polimorfonucleares, que en el grupo Asbesto 24 h llegan a formar
un 31.5% del total de las células, cuando en el grupo Asbesto 3 h
y el Control constituyen un 6.2 y 4.1%, respectivamente. S6lo hay
diferencias significativas con el grupo Asbestlo 24 h (p<0.001).

Al centrifugar el LBA se cuantificé la proteina total en el
sobrenadante obienido, lo que dié un promedio de 3.1 mg/ml de las
tres réplicas del grupo Control, 2.6 mg/ml en el grupo Asbesto 3
h v 4.2 mg/ml en el grupo de 24 h (Tabla 4). Exislidé una
diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control, al
haber un incremento en el grupo de 24 h. Sin embargo la
variabilidad observada dentro de este nltimo grupo fue
considerable.

Después de concentrar el lavado de Lres animales, se cuanlificé
la proteina total del mismo y se obtuvo un intervalo de 8.05 a
17.3 mg para tudos los grupos (Tabla 5) con diferencias
significativas entre ellos (p<0.05).
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TABLA 3

VIABILIDAD Y NUMERQ DE CELULAS QRTENIDAS POR LAVADO

BRONQUTALVFOLAR
No. de células totales Porcentasje
obtenidas por animal de
(x 10®) viabilidad
X + d.s (*) Intervalo .. X +£d.s (*) Intervalo

Control 2.8+ 0.11 1.9.a4.2:% 81 +3.34 85.7 a 100

Asbesto 3 h 4.1 & 1+ 4.36 77.4 a 96

Asbesto 24 h 3.7 £ 0.7 1.6 a 6.5 ~ 83.4 +6.32 76,6 a 91

(*) Promedio de los triplicados para cadé*g#upo (ﬁ:g)
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FIGURA 4

Cuentia diferencial de las células obtenidas en [BA.

Porcentaje de macréfagos, linfocitos y polimorfonucleares presen-
tes en la fracclon celular de los LBA obtenidos de ratas expues-
tas al asbesto y sacrificadas posteriormente a las 3 y 24 h.
Todos los datos son promedios con desviacién estandar de las tres
réplicas para cada grupo (p<0.0S).
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FIGURA 4
CUEMTA DIFEREMCIAL DE CELULAS OBTEMIDAS EN SECRECION

PULMONAR POR LAVADO BRONGUIOALVEQLAR

AT 2

TiM0 CELATAR

MPS = MACROFAGOS
PMN = POLIMORFONUCLEARES

¥ POR CADA GRUPO SE PRESENTA EL X% ds DEL TRIPLICADO

PARA CADA TIFO CELULAR
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TABLA 4

PROTEINA OBTENIDA . EN SECRECION  PULMONAR POR LAVADO

Proteina obtenida por animal

Grupo No.de Animales (mg/ml)

x * d.s (%) Intervalo

Control 0.65 a 5.5
Asbesto 3 h 0.5 'a 4.4
Asbesto 24 h 0.5 a 13,7

(*) Promedio del triplicado
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TABLA S

SEPHADEX G-100 Y  PORCENTAJE DE  ALBUMINA  OBTENIDA  POR

INMUNODIFUSION RADIAL

Porcentaje de

Proteina del albumina respecto
concentrado total a la proteina del
concentrado total.
Grupo Réplica {mg)
x
i 11.7 66.8
Control 2 8.05 71 + 6 75.1
3 15.6 89.5
1 13.2 ' 64.6
Asbesto 3h 2 12.5 77.1 + 11.5 76.4
3 8.4 72.1
1 15.4 94.8
Asbesto 24h 2 9.6 92.4 + 2.3 90.1
3 17.3 92.2
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La muestra concentrada del lavado fue fraccionada por filtracién
en gel (Sephadex G~100). En las fracciones eluidas se midio 1la
actividad quimiotactica y la absorbancia a 280 y 595 nnm.

El perfil de elucioén del fluido pulmonar concentrado mantuvo el
mismo patrén entre grupos expuestos y el control (figuras 5a, 6a
y 7a).

Tanto el patréon de absorbancia a 280 nm y de actividad
quimiotdctica, siempre mostraron la presencia de dos picos, uno
que eluyé aproximadamente a los SO ml (pico A) y el oilro entre
los 100 ¥ 150 ml (pico B), a diferencia de lo observado cuando se
determiné proteina y se midié absorbancia a 595 nm, donde sélo se
hizo aparente el pico A (figuras 5a , Sb , 6a , 6b ,7a y 7b).

FEsto fue reproducible para todos los grupos. Incluso se intentd
cuantificar proteina por el metodo de Louwry (48), sin embargo no
se logro detectar seflal alguna fuers del pico A. Esta observacion
se comenta con detalle en la discusioén.

De acuerdo a la calibraci6n de la columna efectuada previo al
fraccionamiento del lavado, los picos A y B eluyeron a un volumen
correspondiente a un peso molecular aproximado de 18 kDa para B y
de 100 kDa para A.

Aun cuando la posicién de ambos picos fue reproducible en los
tres experimentos de cada grupo, la diferencia entre lavados de
animales expuestos y controles radicé en la amplitud del pico B y
la proporcién de los picos A:B. En cuanto a la amplitud, el pico
B fue mas grande en el de 24 h que en los grupos Control y 3h,
con inicio desde el final del pico A hasta las ultimas fracciones
colectadas. La proporcion A:B tendié a disminuir en el grupo de 3
h y 24 h. Al calcular la proporcién entre los picos Ay B, se
obtuve un valor de 2.52+ 1.2 para el control de 1.96 % 0.6 en 3
h yde 1,17 %+ 0.4 en 24 h,lo cual indica que el pico B tiende a
aumentar con el tiempo (figuras Sa, 6a y 7a).

111.d) Ensavo de Quimiotaxis

Se evalu6d la actividad quimiotactica para macrofagos alveolares
en las fracciones formadoras de picos de la cromatrografia, asi
como de las fracciones iniciales, intermedias y terminales.

Al igual que con el patron de elucién (absorbancia a 280 nm), la
actividad quimiotéctica cuaniificada por conteo celular (100 X),
correspondié a los picos Ay B (figuras Sb, 6b y 7b) y la
diferencia entre grupos experimentales y el conirol se establecio
primordialmente por un incremento del pico B. Es decir, el
porcentaje de células que migran en respuestia a quimiolaxinas de
bajo peso molecular, es mayor en el grupo de 24 h de exposicién
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FIGURA S

Patron cromatografice del LBA en Sephadex G-100 representativo
del grupo Contro

Medicién de absorbancia a 280 y 595 nm  (a); Cuantificaciéon de
actividad quimiotactica (b) ¥y estimacién de albumina y C3 (c¢) de
las fracciones eluidas del fraccionamiento del LBA en Sephadex
G-100.

Todos los valores se presentan como porcentaje respecto al valor
m4s grande que se obtuvo en las mediciones correspondientes.
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FIGURA 5
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FIGURA ¢

Patrén cromatogréfico del LBEA en Sephadex G-100 representative
del grupe Asbesto 3 h.

Medicién de absorbancia a 280 y 595 nm (a); Cuantificacién de
actividad quimiotécticas (b) y estimacidon de albumina y C3 (¢) de
las fracciones eluidas del fraccionamiento del LBA en Sephadex
G-100.

Todos los valores se presentan como porcentaje respecto al valor
mas grande que se obtuvo en las mediciones correspondientes.
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FIGURA 6
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FPIGURA 7

Patrén cromatografico del LBA en Sephadex G-100 representativo

del grupo Asbesto 24 h.

Medicién de absorbancia a 280 y 595 nm  (&); Cuantificaciéon de
actividad quimiotactica (b) y estimaclién de albumina y €3 (c) de
las fracciones eluidas del fraccionamiento del [LLBA en Sephadex
G-100.

Todos los valores se presentan como porcentaje respeclo al valor
mas grande que se obtuvo en las mediciones correspondientes.
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FIGURA 7
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que en el de 3 h, y consecuentemente, del control.

Ademds se encuentra que la actividad quimiotactice no estd
localizada a las 24 h, ya que se disemina en las fracciones
aledafias al pico B, no diferenciando tan claramente como en el
grupo control o en el de 3 h.

Cuando se cuantifico la actividad quimiotactica por 21 metodo de
absorbancia a 640 nm en los {illrous, se observo un  patron
similar. Sin embargo, la definicién de los picos no ftuée tan
evidente como con el método anlerior. Esle m&todo no se considero
adecuado para la evaluacién de migracioén celular.

La actividad quimiotactica del lavado total concentrado fué
abatida al inactivar a 56=C por 45 min, en comparacion con el
lavado no inactivado.

Lo mismo fue percibido al inactivar bajo las mismas condiciones
las fracclones del pico A,en las cuales se agota la actividad
quimiotactica en el caso de este pico, mientLras que en el pico 8
se mantiene. Sin embargo, este comportamiento ne fue reproducible
para todos los grupos.

Se realizaron pruebas de quimiocinesis al invertir o desaparecer
los gradientes con el objeto de corroborar que &1 fendémeno
observado no fuera resultado de una migracioén al azar
obteniéndose resultados negativos, es decir, no migraron los
macrofagos cuando se invirtié o eliminé el gradiente de
concentracioén. Esto demuestra que la migracién celular es por
quimiotaxis y no por quimiocinesis.

Con los tratamientos empleados para evitar contaminacién por
endotoxina bacleriana, se asegurd que ésta no interfiriera con
los resultados de actividad gquimiotéctica. En trabajos previos
(30), el t(tratamiento del material y el asbesto instilado
(esterilizacidén con calor seco a 180<C por 4 h y bidestilacioéon
del agua empleada en la preparacion de SS5AF), se demostré por
medio del ensayo de delecciédn de endotoxina bacteriana, que ésta
no se encontraba presente en las soluciones preparadas bajo estas
condiciones.

IIl.e) de Albuming y C3 por Inmunodifusion

Con las fracciones formadoras de los picos A v B oblenidas en la
cromatrografia, se llevo a cabo la cuantificacion de albumina vy
C3 una vez que se liofilizaron las muestiras.

Para la estimaciétn de albumina, 1las muestraes veinte veces

concentradas se resuspendieron veinte veces, con lo cual quedaron
a la concentracién original, debido a que la cantidad era
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excesiva, impidiendo realizar mediciones confiables cuando estaban
20 veces concentradas.

Esto no ocurrid en el caso de la cuantificacién de €3, para lo
cual s6lo se diluyo 1:1. Los datos finales de la estimacién de
albumina y C3 se presentan en las figuras 8c, 9c¢ y 10c, vy estian
representados como porcentajes respecto al diametro mayor del
precipitado en la inmunodifusién radial, debido a la carencia del
antigeno purificado para la cuantificacion de C3. Estos se
muestran junto con la absorbancia a 280 nm presentada también
como porcentalje, aunque la proporcién de 1la grafica esta
amplificada en comparacién con el correspondiente patrén de
absorbancia a 280nm (parte superior}, con el fin de visualizar
mejor la distribucién de los picos de albuminay C3 dentro del
plco A.

Si bien se intenté utilizar un complejo Zimos&an-C3 para la
construccién de una curva patrén, la baja proporcién de proteina
en dicho complejo, condujo a la misma incapacidad para expresar
los datos como miligramos de complemento.

En todos los grupos se demarcaron los limites de elucion para la
albumina y el complemento. Ambas proteinas se encontraron
incluidas en el pico A, hallandose como principal diferencia
entre grupos,la proporcidén de las dos proleinas.

En las figuras Ba, 8b y 8c se representan las f{racciones que
contienen albimina y las que tienen C3 contra el diametro del
anillo que cada una di6 en la inmunodifusidn radial en cada
grupo. Se hace notoria la Laja proporcion de €3 con respecto a la
albumina en el grupo con mayor tiempo de exposicion,

Cuantitativamente dicha proporcion se calculd al medir el area
bajo la curva correspondienle. Los resuliados se muestran en la
Tabla 6, donde se aprecia «que en el grupo de 24 h el valor
promedio es més del doble en comparaciéon con el grupo Control y
Asbesto 3 h.

Asi también, al cuantificar la cantidad de albumina en cada
fraccibn se 1logré conocer la proporcidon de esta proteina con
respecto a la proteina total que se oblLuvo del lavado
concentrado. Estos datos se pueden ver en la Tabla 5, siendo
evidente que el valor mas grande corresponde al grupo Asbesto 24
h, donde 1la albumina alcanza un promedio de 92.4 3 2.3% de 1la
proteina total. Fn los grupos restlantes (Control y Asbesto 3 h)
se mantiene un promedio de 77.1 + 11.5 en el primero y de 71.0 +
6.0 en el segundo. Estas diferencias fueron estadisticamenie
significativas (p<.001).

Con el antisuero C3 se enconird reaccion con suero de rata normal
y con el comple)o Zimosan-C3.

El antisuero contra albumina reaccionéd con la albumina purificada
y con suero de rata normal. No se vio identidad entre los dos
antisueros.
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TABLA 6

BROPORCION DE ALBUMINA Y C3 EN EL PICO A OBTENIDA A PARTIR DE LA

INMUNODIFUSION RADIAL'

Cantidad de Cantidad de
Complemento Albumina Proporcidn
Grupo Réplica Area bajo la Area bajo la Albumina:C3
curva (cm=) curva (cm=)
1 1,33 19.3 14.5:1
Control 2 1.14 21.1 18.5:1
3 : 1.13. 27.4 24,2:1
1T e T e T T iy
Asbesto 2 Cotel 2601 18.5:1
ah 3 N . .
1 0.63 36.9 .58.6:1
Asbesto 2 0.21 14.02 66.8:1
24 h 3 . s 2

* Valores no obtenidos al realizar la inmunodifusién radial por
insuficiencia de proteina en las fracciones que el antisuero
no revelé.
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FIGURA 8

Estimacién de albumina y C3 por inmupodifusién radial de lsg

fracciones incluidas en el pico A.

o)

Se presentan los datos obtenidos de la estimacion de albumina y
C3 por Inmunodifusidon radial expresados como el diametro del
anillo del precipitado {ormado por la reacciébn con el antisuero
correspondiente. Para cada grupo se nmuestra un ejemplo
demostrativo.

a} Grupo Control

b) Grupo Asbesto 3 h
c)} Grupo Asbesto 24 h
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FIGURA 8
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Con las fracciones formadoras de los picos A y B se realizdé wuna
separacion electroforética para todos los grupos. De los geles se
obtuvo un espectro de absorcién a 540 nm enpleando un
densitémetro, y a partir del cual se midid el 4&rea bajo la curva
con un planimetro para poder calcular la proporcion de protleina
en cada banda y el coeficlente de migracién (Rf) para la
estimacién de pesos moleculares. Lo mismo se hizo para el lavado
total concentrado no inactivado e ipactivado de un grupo control
asi como de suero de rata normal.

En la figura 9 se muestra un gel representative del pico A
obtenido de cada grupo. Se comparan el lavado bronguioalveolar
no inactivado, el ilnactivado y el suero de rata, y se muestra una
diferencia en el palron de bandeo de cada grupa, sobre todo la
diversidad en numero de bandas y pesos moleculares de las
proteinas obtenidas.

En los grupos Conlrol y Asbesto 3 h, se definen en el pico A seis
y diez bandas respectivamente, con intervalos de pesos
moleculares en el conirol de 54 a 92 kDa y de S4 a 170 kDa en el
grupo 3 h. En cambio, en el pico A del grupo Asbesto 24 h se
encuentran de once a doce bandas con intervalos que van de 10 a
120 kDa.

AGn cuando en el pico B no se detectd proteina por el método
espectrofotométrico empleado en los grupos Control y 3 h, se pudo
constatar la presencia de una banda con un peso molecular
aproximado de 60 kDa en dos de las seis réplicas, lo que sugiere
que pudiera tratarse de una contaminacién por albumina por ser la
proteina mas abundente en el lavado bronquiocalveolar.

No sucedi¢ lo mismo en el pico B de 1las réplicas del grupo
ABbesto 24 h, debido a que se apreciaron bandas de pesos
moleculares bajos {10 a 20 KkbDa), aparte de la banda
correspondiente a 60 kDa.

El patrén electroforético de ias proteipnas del lavado de
animales no expuestos sin inactivar e inactivado, (figura 9),
demuestra que el numero de bandas es superior en el lavado
inactivado con un total de 16 bandas, con pesos moleculares de
10-180 KkDa, comparado con las diez bandas observadas en el lavado
no inactivado con pesos moleculares entre 10 a 113 kDa.

En el suero de rata normal se perciben hasta 16 bandas de

proteina con pesos moleculares que vande a 19 a 180 kDa
aproximadamente.
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FIGURA 9

Separacitén electroforetica en geles de Poliacrilamida-SDS,

a)
b)

c}
d}
e)

1)

Patrén de suero de rala no expuesia

Lavado bronguicalveolar total concentrado e inactivado a 56°¢

por 45 min de un grupe control.

Lavade bronquiocalveolar total concentrado no inactivado
un grupo control.

Concentrado del pico A obtenido en la cromatogralia de
Erupo control. )

Concentrado del pico A obtenido en la cromatografia de
grupo expuesto 3 h.

Concentrado del pico A oblenido en la cromatografia de
Brupo expuesto 24 h.
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IV.- DISCUSION

La principal enfermedad relacionada con la exposicién prolongada
al asbesto y reconocida desde los primeros afios del siglo veinte,

es la (ibrosis intersticial pulmonar difusa (6 22). Existen
varias evidencias en las cuales 21 macréfago alveolar esta
implicado en la patogénesis de esta enfermedad (13 , 76), ya que

1la presencia de este tipo celular es una caracteristica
prominente de las lesiones histolégicas relacionadas con su
exposicion.

La informacién disponible concerniente a la respuesta tisular
temprana a fibras de asbesto, ha sido producto de modelos de
exposicién en animales tanto por inhalacién como por instilacidn
intratraqueal. Estos estudios indican que las caracteristicas
histolégicas de 1las lesiones se desarrollan en los sitios de
deposito de las fibras, dos o tres dias después de la exposicion.

Histolégicamente, estas lesiones presentan agregados de
macrofagos con fibras de asbesto a nivel de las bifurcaciones de
los ductos alveolares y persisten hasia 16 meses después de que
cesd la exposicién experimental (16 , 17).

En el. modelo animal empleado en este Lrabajo la exposicion se
llevé a cabo por el méetodo de Ainstilacidn intratragueal. Este
método presenta miltiples ventajas ya que es un wétodo rapido,
facil y reproduce las caracteristicas histopatologicas de 1la
fibrosis en varios modelos animales. Ademds la dosis introducida
puede ser medida con mayor precision y su administracién es mas
uniforme en corlo Lienpo. Fl depbdsito de las fibras es
independiente del tamaio de la particula y las de gran tamafo
llegan facilmente a la region alveolar. Aunque la exposicion por
inhalacién es un modelo [isioldgico que permite la distribucion
natural de las particulas inhaladas de acuerdo & su tamano
respirable, frecuentemente requiere de meses de experimentacion y
de facilidades tecnicas elaboradas y costosas (12 , 47).

Sin embargo, ambos métodos de exposicion producen en los
animales, caracteristicas histolégicas y {isiolégicas similares a
las de 1la fibrosls existente en la asbestosis en humanos. La
unica diferencia importante es que con el método de inhalacioén,
la distribucion de particulas es mas uniforme que por
instilacién, en la cual la mayor parte se deposiia en la porciébn
central del pulmén.

Con estos antecedentes y al examinar la informacioén generada de
los estudios morfoldgicos en este trabajo, se constatd que con el
método de instilacién, son reproducibles las alteraciones Lipicas
de la asbestosis en cortos lapsos (21).

Los hallazgos histologicos en el analisis al microscopio de juz,
revelaron el aspecto prominente de las primeras bifurcaciones por
la presencia de cumulos de células mononucleares (figura 3). Con
el microscople de barrido se demostréd la  acumulacion de
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macréfagos en Jlos ductos alveolares y bronquiclos terminales
(figura 10), lo que coincidié con los sitios donde se impactan las
fibras.

En los trabajos donde se han dado tiempos de inhalacién més
largos, la acumulacién de macrofagos alcanzd un valor promedio de
4.4 células por bifurcacién a las 24 y 48 h. Esto es similar a lo
encontrado en nuestros experimentos, donde el valor promedio de
células por bifurcacién fué de cinco macréfagos a las 24 h de la
exposicidn al asbesto (Tabla 1), 1lo gque representa mas del doble
de las observadas en los animales de 3 h y 8 dias. Esto Ultimo es
de esperarse, ya que el intervalc es lo suficientemente largo y
los macrofagos que fagocitaron las {ibras posiblemente empezaron
a transladarse al aparato mucociliar o al intersticio,
abatieéndose la poblacion observable en los espacios alveolares
(18,19} .

En el grupo control, el promedio de células observadas en las
bifurcaciones, se encontré dentro de los limites normales
registrados en ctros modelos (6S) e invariablemenle no se vieron
fibras en las bifurcaciones.

En los tiempos estudiados después de la exposicion, las (ibras
se encontraron en la proximidad de las Dbifurcaciones y Bu
distribucién decayd a las 24 h. FEn las ratas que han inhalado
fibras durante una hora y son sacrificadas cuatro u ocho dias més
tarde, raramente se observan f{ibras en las superficies de los
ductos (19). En nuestro caso, a los ocho dias el porcentaje de
bifurcaciones que conservan fibras disminuyo, perc Lampoco
difiere significativamente del grupo Asbesto 3 h {(Tabla i).

Esto puede atribuirse a que el reciclaje de la poblacion
fagocitica no ha sido suficiente para depurar las fibras
remanentes sobre las superficies alveolares, amén de que la dosis
utilizada es mucho mayor a las usuales en exposiciones por
inhalacién.

A pesar de ello el niumero de fibras en las bifurcaciones es menor
que las de animales de 24 h.

Como apoyo a estos hallazgos enconiramos que en  las células
obtenidas del LBA de log mismos animales, la cantidad de fibras
fagocitadas fue superior en el grupo Asbesto 24 h (Tabla 2),
donde el porcentaje de células que mostraron sefiales de asbesto
en su interior fue del 36%, no sucediendo igual en el de 3 h y 8
dias, cuyos valores son muy cercanos (20 y 227). Ello muestra que
a los ocho dias de la exposicidn, la actividad fagocitica
permanece todavia activa, sin embargo no es suficiente para
retirar todas las fibras que se han depositado (figura 11),

El numero de macrofagos que contenlan asbesto en el grupo 24 h
es similar a lo obtenido en exposiciones por inhalacidan durante 3
h pero con 48 h de recuperacién (82), que es de aproxlmadamente
el 30Z de los macréfagos lavados.
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FIGURA 10

Micrografia obtenida en el picroscopiv de barrido
i a

pulmonar de ratas s as 24 h posterigres a la
de asbesto.

a) Primera bifurcacioén de un ducto alveolar en donde se exhibe
una gran acumulacién de macrdfagos junto con fibras de asbesto
(9,200 X).

b) Bifurcacion de un duclo alveolar con fibras de asbesto sobre
su superficie y ceélulas macrofagicas (1,000 X}.
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FIGURA 11

Imagen al microscopio de barrido de los macréfagos oblenidos por
lavado bronquiocalveolar de ratas sacriflicadas 24 h posteriores a

la exposicion al easbesto. Se observa que ambas células han
fagocitade fibras (3,450 X).
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La diferencia entre los grupos 3 y 24 h demuestra qQue el 1lapso
transcurrido es suficiente como para que el numerc de macrofagos
que migran al sitio alterado aumente, lo que implica que existe
una sefial que dirige este movimiento celular.

Con estas observacliones se lograron visualizar los
acontecimientos generales que como consecuencia de la instilacion
de asbesto ocurrieron en el tejido. Para ir mas a fondo del
fenébmeno se analizaron paréametros mas especificos con el fin de
complementarlos y correlacionarlos con los datos encontrados.

Como primera intencién se conld con los datos de la
cuantificacioén de proteina total en el LBA y la valoracién de los
tipos celulares que pueden hallarse en él.

En el LBA de los animales expuestos a polvos contaminantes, como
en este caso el asbeslo, ocasionalmente presentan alterados los
niveles de proteina total (cuantificada por diversos métodos) o
numero total de ceélulas recuperadas. Por ejemplo, en ratas que
inhalaron asbesto crisotilo por una hora y que fueron
sacrificadas 24 y 48 h después, no se encontrd aumento
significativo de proteina total, pero al exponerlas por cinco
horas, se incrementé casi al doble de su valor (83).

En otros modelos como la oveja, en tratamientos con grandes dosis
de asbesto, tlambién se produjo un aumento a mas del doble de la
concentracién de proteina del fluido pulmonar, pero con dosis
pequefas no se modificd la cantidad (73).

Los datos de proteina total individual que se obtuvieron en el
presente estudio (Tabla 4) se encuentran en un intervalo de 2 a 4
mg/ml, lo gque muestra concordancia con 1los trabajos antes
mencionados. Las diferenclas significatlivas que se encorniilraron al
observar un incremento entre el grupo 24 h y el control era de
esperarse, dado que son dosis mas grandes que las experimeniadas
en otros modelos. Asi también los valores de proteina total se
encuentran dentro de los valores normales que se han determinado
en lavados pulmonares en esta especie y que fluctia entre 1 a 3
mg/ml (62 , 82).

Por otra parte, el analisis de los Lipos celulares del [.BA mostro
un patron similar a los sefalados para la proteina total.

El LBA en condicicnes no patolégicas, presenta como tipo celular

" predominante al macréfago alveolar, 1la existencia de variaciones
en el nimero de la poblacién refleja dafio y es relevante para la
patogénesis de la enfermedad por asbesto.

Al estudiar la respuesta celular en asbestosis experimentales, y
al considerar como modelo a la rata, se han obtenido resultados
controversiales en cuanto al numero de células totales del lavado
y porcentaje de viabilidad. En exposiciones por inhalacién no se
encontraron diferencias significativas después de sacrificar a
los animales a las 48, 72 y 192 h.posteriores a la =xposicién de
una hora (16), a diferencia de olros estudios donde por inyeccion

69



intratraqueal de fibras de mas de 16 um de longitud y menores de
3 um, el porcentaje de contev celular ascendié progresivamentie
desde una hora hasta los 14 dias subsecuentes a la instilacién,
para retornar a sus valores normales a los 21 y 60 dias
respectivamente, despues del tratamiento (59). Nathan tamblén
encontré que -inclusoc los animales control que sélo recibieron
solucién salina, mostraron cierta tendencia a aumentar el numero
de células en los subsiguientes dias pousteriores a la instilacion
(dicho aumento no mostré¢ ser significativo).

En particular, en nuestro estudio si enconlramos aumento
significativo de 1la cuenta celular total del lavado, y del
porcentaje de viabilidad, hasta un lapso de 24 h después de la

exposicion y el valor de los animales control se situd en los
valores generalmente reportados (40) (Tabla 3).

Al examinar la situacioén de cada tipo celular por medio de la
cuenta diferencial, nos encontramos con cambios importanies en la
poblacién celular (figura 4). El1 primero de ellos, es la
reduccién proporcional en el nunero de macrodfagos al exponer las
ratas al asbesto. Este cambio es proporcional al tiempo de
contacto con la fibra, el cual llegd @ alcanzar hasta casi un 50%
del total de células en un lapso de 24 h.

El miBmo fenémeno se ha vislo en personas expuestas al  asbesto,
donde el decaimiento en el numero de macréfagos alveolares va del
81% al 687 respeclo al Lotal de las células (76).

En cuanto a los tipos celulares restantes y bajo condiciones
normales, los linfocitos y los polimorfonucleares, represenian
menos del 15 y 5% respectivamente del total de células
recuperadas en el lavado bronquiocalveolar de la mayoria de las
especies, incluyendo humanos {(10).

Las alteraciones mas relevanties halladas en nuestro modelo,
consistieron en un gran incremento en el porcentaje de
polimorfonucleares en ratas instiladas con asbesto,
especificamente en el grupo 24 h, ya que alcanzaron un valor del
31.57% del total de las células.

Es conocido que después de instilar particulas o drogas el numero
de polimorfonucleares se incrementa notablemente (1S , 18 , 49 ,
82). Esta respuesta generalmente parece estar confinada a modelos
de instilacién intratraqueal de particulas, ya que los macréfagos
pulmonares aparecen como el tipo celular predominante que
responde después de exposiciones cortas o largas a fibras de
asbesto en aerosol.

Aun cuando los animales no hayan sido expuestos a parliculas, el
simple lavado ¢ inyecciotn con solucién salina, induce la
migracién de neutrofilos de los capilares hacia la region
alveolar (42).

Es logico imaginar también que independientemente de la via de
administracién, la npaturaleza de la respuesta depende del tipo de
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agente e influye en el fendmeno migratorio de las celulas, el
cual esta mediado por el tipo de factores quimiotacticos
generados. Ejemplos de ello, se encuentran en las enfermedades
respiratorias humanas como la insuficiencia respiratoria del
adulto, donde el porcentaje de polimorfonucleares es de
aproximadamente el 85% de la fraccion celular (65), atribuyeéndose
a la produccion de un factor quimiotéclice de 10 kDa presente en
el lavado.

Otros estimulos como la fagocitosis de baclerias, la exposicibén a
silice, un solo lavado pulmonar ¢ la activacien de proteinas del
conplemento, son suficientes para generar quimicatrayentes para
polimorfonucleares (23, 24, 29, 31, 34, 42, 52, 74, 82).

Los linfocitos también se encontraron con un incremento
significativo en nUmero al compararlo con los animales control. A
pesar de que en las exposiciones al asbestu no hay evidencia del
papel que juegan exactamente los linfocitos, se piensa que son
importantes para atraer fagocitos monunucleares y linfocilos a
los sitios de inflamacién, debido a su capacidad de producir
factores quimiotacticos (28 ., 76). Si bien el influjo de
linfocitos en casos de exposicién al asbesto se ha visto
incrementado en sujetos expuestios cronicamente, en los modelos
animales no se ha detectado el nismo fendmeno (82), De hecho,
actualmente no se ha demostrado abiertamente la produccién de un
factor quimiotéctico especifico para linfocitos como ocurre en el
‘caso de los polimorfonucleares. Harilmann (28), encontrd dos
factores producidos por macrofagos alveclares y linfocitos, cuyas
caracteristicas hacen pensar se trate de Interleucina I y IT ¥y
que fueron responsables de activar linfocitos., Con la instilacion
de drogas en el hamster (como la Rleomicina) (40), se ha
detectado la secrecitn  macrofdgica de un quimivatrayente
egpeciflico para linfocitos.

Fstos datos demostraron una vez mas que el asbesto produjo
cambios importantes no solo en la morfologia, sino tambien a
nivel bicquimico. Fn consecuencia, éstos tliimos pudieron haber
determinado las varilaclones numéricas en las poblaciones
celulares del LBA evaluadas en nuesiro modela.

Para demostrar esto, y como primer intento de encontrar
modificaciones en algln componente del LBA, se somelie a un
fraccionamiento en Sephadex G-100 para poder separar a algunos de
sus componentes de acuerdo a ciertas caracleristicas como ey el
peso molecular.

Esto ultimo sBe fundamenid en el hecho de saber qué el fluide
pulmonar tiene una composicidn compleja por la variedad de
sustancias que lo constituyen, desde iones hasta proteinas,
lipidos, carbohidratos, enzimas, étc (55).

Con la cromatrografia se oblLuvo un patrén caracleristico de

separacion, que consistid basicamente en dos picos eluidos a
pesos moleculares alrededor de 10 y 100 kDa, respectivamente.
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Hay que recordar que éste patron de eluclon se determing soélo  al
medir absorbancia a 280 nm, ya que a 595 nm el pico de bajo peso
molecular no se hizo aparente (figuras 5a, Ha y 7a). En un
estudio donde se efectué un andlisis similar (83}, se observd un
s0lo pico de alto peso molecular, debido a gue su determinacion
también fué a 595 nm.

La manifestacién de un segundo pico en intervalos de bajo peso
molecular, hizo posible visualizar diferencias importantes entre
grupos tratados y el grupo conitrol. Mientras que en este ultimo
la proporcion entre los picos Ay Bes de 2.5 : 1, en los grupos
Asbesto 3 vy 24 h cambia a 1.96 : 1 y 1.17 : 1 respectivamente,

Esto puede interpretarse, si se considera que en los animales
expuestos al asbesto, una gran cantidad de los componentes del
LBA estan siendo activados y/o disgregados en moleculas mas
pequeilas, con el consiguiente incremente del pico R. Sin embargo
seria facil suponer que el pico A tendria que reducirse counforme
aumenta el B, 1lo cual no ocurre. Por lo tanto postulamoes que
existe un suministro continuo de factores susceptibles a ser

activados, Yy que el pico A no llega a desaparecer. sino al
contrario, se incrementa en tal medida que llega a igualarse con
el B.

Una explicacion positle es la existencia de un mecanismo que
provee constantemente de elementos sanguineos que  pasan  al
espacio alveolar, siendo la trasudacién a Lravés de la  barrera
alveolo~capllar, upa de las forwas que han 3ido propuestas por
varios autores (26, 33, 43, 70). Cabe también mencionar, que hay

" diversos componentes en el lavado bronguioalveolar que pueden ser
generados in_ situ. Estas dos posibilidades se disculiréan con
detalle mas adelante.

Al conocer la configuracién de los constituyenies del LRA después
del fraccionamiento y evidenciados los cambios gque surgieron
enire grupos expuestos, el siguiente paso consistié en la
evaluacién de la actividad quimiotéctica para macrofagos en las
fracciones eluidas. Ademas de ubicar en que intervalo de pesos
moleculares esta actividad se haria mas patente, esta secuencia
se consideré una forma adecuada para correlacionar un fenbmenoc
de migracidén celular con los cambios bioquimicos producidos en el
LBA por el asbesto.

En concordancia, estos hallazgos presentan una conductla parecida
a la del LBA fraccionado, porque el movimiento de los macrofagos
en respuesta a un estimulo quimiotéctico, fue advertida
precisamente en las fracciones que forman parte de los picos A ¥y
B (figuras 5b, 9b y 7b).

Las proporcijones observadas entre los picos Ay B al cuantificar
la actividad migratoria, experimentan modificaciones importantes
cuando se comparan con las obtenidas al medir absorbancia a 280
nm, En los tres grupos el Lamano del plco A es considerable y no
se ve alterado en ninguno de los casos. Fn cambio @l pico B se
acrecenta en los grupos expuestos al asbesto, sobre todo en el de
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24 h., en donde no sblo aumenta significativamente, sino que
tambieén el numero de traccionss eluidas que abarca se ensancha
perdiendo su definicion.

En suero normal humano y en suerc y lavado bronquicalveolar de
modelos animales, se ha comprobado que =1 asbesto es capaz de
activar por la ruta alterna al complemento, liberande factores
quimiotacticos (30, 71, &6). Este s un mecanismo de atraccion
macrofédgica al sitio donde se depositaron las fibras de asbesto,
y es el factor C5a uno de lus principales responsables de la
acumulacion de macréfagos y de polimorfonucleares (24 , 74).

Al seguir como lineamiento #sts informacion, podemos entonces
suponer que el fenomeno quimiotactico que se hizo patente en
nuestro modelo, seguramente se debio en  gran parte al
desdoblamiento de proteinas del complemnento. De hecho, en nuestro
caso demostramos que hubo trasudaciéodn por lo menos de albamina ¥y
C3 al cuantificarlos por medio de antisuercs especificos.

Aparte de haber logrado diferencliar claramente los plcos de cada
proteina dentro del pico A, los dates de la inmunodifusiédn
mostraron dos aspectos sobresalientes:

- Que la cantidad de albumina se incrementd significativamente en
los grupos tratados con asbesto, constituyendo un porcentaje
importante de la proteina total.

- Que 1la proporciéon entre albumina y C3 se mantiene constante en
el control y 3h y aumenta en 24 h, 1lo cual establece que el
complemento se encuentra disminuido en estos ultimos deblido a su
activaciéon e independientemente de que la concentracién de
albumina se haya incrementado.

Estos datos se completaron al considerar también los siguientes
puntos:

En los grupos instilades con Asbesto, la migracion macrofagica se
ve estimulada por factores que fluctian en pesos moleculares
bajos, como se describié con anterioridad, intervalo en el cual
podrian situarse los factores C5a y C3a entre otros.

Por oilra parte, en el grupo Control donde =e logréd agotar la
migracion celular al desnaturalizar con caler las fracclones
incluidas en el pico A, que corresponderian al complemento,
mientras que 1las del pico B permenecieron inalteradas, nos
sUgiere la participaciéon de esia parte del sistema inmunolégico
humoral (datos no mostradeos). Lo mismo puede decirse del LUBA
total, que cuando es calentada pierde una parte de su capacidad
quimiotactica.

El ultimo dato determinante en la participacién del complemento
en la generacion de quimiotaxlinas, fue localizado al remitirse a
los cambios entre los picos Ay B que se evidencian al medir
densidad optica a 280 nm. A medida que aumenta el tiempo de
residencia de las fibras de asbesto, el pico A empieza a

73



‘acrecentarse paulatinamente, hasta llegar ihcluso a igualar su
tamafio con el pico B.

Si entre sus componentes el pico A incluye al complemento, esto
significaria que tiene un abastecimiento proveniente del
trasudado sanguineo 6 por sintesis celular local. Las dos fuentes
de proteinas alveolares estdn bien establecidas (26), por lo que
ambas alternativas son posibles. Por un lado nosolros enconiramos
aumento en el influjo de albumina, lo cual indica un fenémeno de
trasudacion. Aunque la segunda opcloén no fué explorada, no se
descarta 1la posibilidad que los factores quimiotdcticos fueran
generados in situ.

Debido & que muchas proteinas involucradas en la inflamaciéon vy
defensa pulmonar también se encuentran en suero, este ultimo debe
ser considerado como la fuente principal de muchas de estas
moléculas. La albumina pasa del suero a la superficie del espacio
alveolar, asi como en direccién opuesta (33) y por ello el uso de
la relacion albumina:C3 permite hacer una estimacion de la
actividad de €3 normalmente presente en la secreciéon pulmonar.

De tal suerte que si hubo trasudacién de suero, se puedan
comparar constituyentes del lJavado con la albumina, lo cual es
una estimacién razonable de cuando una proteina particular bha
aumentado o no.{(7, 26, 27, 33, 43, 70).

Al naber comprobado el posible incremento de C3 disponible, la
produccion del fragmento anafilactico, pudo modificar la
permeabilidad capilar o bien, la lesién producida por las Eibras,
logré dafar la integridad del epitelio lo gue permite la
exudacidn incrementada de componentes del suero hacia el alveolo.

Para intentar interpretar estos resuliados, nos remitimos a una
serie de hallazgos que se han reportado desde hace varios afios,
con relacién a las clases de quimicatrayenies que se han
caracterizado en las respuestas inflamatorias, producto de la
exposicién a particulas, incluyendo al asbesto.

Como se mostrd en el cuadro 2, gran cantidad de quimioatrayentes
han sido detectados en varios modelos animales asi como en
humanos, la mayoria de ellos originados por sintesis de
macrofagos alveolares y por la activacion del factor €5 del
sistema del complemento.

Es conocido que 1las proteinas del sistema del complemento se
encuentran en secrecién pulmonar de muchas especies (7, 27, 43,
68, 70), y que pueden ser derivados del suero o sinLetizados
localmente por el macréfago alveolar (1, .15, 53, 59).

Cuando estas proteinas interaccionan con particulas inorganicas,
endotoxinas bacterianas, Zimosan, etc, producen fragmentos cuyva
capacidad quimiotéactica es bien conocida, en especial la de los
fragmentos C5a y C3a originedos de €5 y C3 respectivamente.
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Como anafilotoxinas que son, son varios los efectos fisiologicos
que tienen ademas de su poder quimivatrayente para leucocitos,
polimorfonucleares y macrofagos. Dichos efeclos van desde la
liberacién de histamina, hasta la induccién de contraccion
muscular y la alteracién de la permeabilidad capilar.

La generacién de C3a y CS5a puede ser por enzimas o por la mnisma
particula, en el caso del asbesto (35). En realidad e}l macréfago
puede generarlos con las proteasas que libera al ser dapado (17 ,
18).

Sa ha reportado que las concentracicnes de proteina que se
encuentran normalmente en el alveolo son suficientes para la
activacion inicial de un factor quimiotacticu (83), y que sin
haber dano epitelial, hay una presencia sostenida de proteina que
sirve para que las sefisles quimiotacticas permanercan hasta 24 y
48 h despueés de 1 h de exposicion.

Asimismo, cierta variedad de proteinas séricas pueden ser
recuperadas del pulmon con lavados bronquioalveolares (58) y, es
de esperarse que las estructuras alveolares sean mas permeables a
rmoléculas de bajo peso molecular, de ahi proteinas menores a 150
kDa son facilmente difundibles, pero a medida que el peso
molecular es progresivamente mayor, son menos  capaces de
atravesar las barreras normales, a menos que experimenten
alteraciones severas.

Nosotros consideramos que hubo Lrasudacién a través de la barrera
hemato-aérea, 1o que hace facil aceptar que tambien lograron
pasar otros componenies aparte de la albumina y el complemento.

Esto explica el que la actividad migratoria de los macrdéfagos en

los grupos expuestos & asbesto, sobre todo en el de 24 h, se
difunda en un intervalo muy amplio de pesos moleculares, porque
de haber sido C5a o C3a los uUnicos quimioatrayentes, el pico R
seria nas definido, o los geles mostrarian la banda
caracteristica de dichas anafilotoxinas. Fn el caso del C5a que
es una proteina que s6loc migra en condiciones &cidas, (lo cual no
se realizé en nueslra separacion electroforeélica) no fue posible
evidenciarla, pero la banda de bajo peso molecular que aparece en
el grupo Asbesto 24 h, probablemente se trate de C3a (83).

Sin embargo, al haber otras moléculas susceptibles de ser
activadas también por el asbesto (prostaglandinas, factor de
Hageman, radicales oxigenados, etc) (84), nuestro esguema se
amplié s8] se consideraba al complemento como el unlco responsable
de la actividad migratorta.

Muestra de €sto lo revelaron los patrones de barndeo en los geles
de electroforesis correspondientes a los picos Ay B de los
grupos tratados y el control.

En suero de rata normal, se encontrd un total de 16 bandas con

intervalos de pesos moleculares de 19 a 200 kDa mientras que en
el lavado no 1inactivado aparecen menos bandas, pero al ser
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sometido al calor, el desdoblamiento de proteinas aumentd el
nimero de bandas hasta llegar a igualarse a los del suero de
rata.

Se ha estlablecido que el patrdn proteico del lavado y suero en la
rata es comparable principalmente en la region de bajo peso
molecular, va que en la de pesos altos, s6lo dos de las proteinas
corresponden (58) y cinco no son comparables a las del suero.

En particular nuestro patron electroforético del lavado sin
inactiver no mostré todas las proteinas caracteristicas del
fluido pulmonar, pero si algunas compatibles con el suero. Fn el
lavado inactivado, se reconocid¢ una banda exclusiva del mismo (32
kDa). En ambos se presenté una banda de bajo peso molecular (10
kDa) que no se distinguié en suero pero si en el pico A del
lavado del grupo de 24 h.

Como es de esperarse €l numero total de proteinas encontradas en
el pico A, no es mayor que las normalmente determinadas en el
suero debido a4 que s6lo son una fracci6n de las proteinas del
lavado bronquioalveolar, que de hecho son mencs numerosas que las
del suero.

Para apoyar el hecho de que en 1los grupos Lratados hubo
trasudacion de suero al alveolo, se muestra la aparicion de
proteinas en intervalos mas amplios de peso molecular. Soélo en el
grupo de 24 h se presentaron pesos moleculares tanto altos como
bajos. Fué el Unico que mostrd esta caracleristica.

Esto significa que al haber un espectro mds amplio de proteinas y
otras moléculas, la probabilidad de interaccion de las fibras de
asbesto fue favorecida v consecuentemente generaron fragmentos de
varios tamafios, algunos de ellos con capacidad quimioatrayente y
posiblemente no s6lo para macréfagos sino también para otro tipo
celular, como los polimorfonucleares.

Esto dltimo puede explicar el porqué la migracidén celular se
percibié en un amplio intervalo de pesos moleculares pequeios, vy
la absorbancia a 280 nm fue tan significativa en el pico B del
grupo de 24 h.

Por otro lado, 1la presencia de proteinas con bajo peso molecular
que se detectd en la electroforesis del pico A del grupo asbesto
24 h, sostienen lo expresado antleriormenie. Aunque éstu no
ocurrié en el pico B, esto se debié probablemente a que
correspondian a pesos moleculares Lan pequefios, que si fueron
péptidos © de naturaleza no proteica como la mayoria de los
quimiocatrayentes ya comprobados, el método no lo detectd por su
especificidad.

Estas y otras razones explican el porque Lanproco pudo
cuantificarse proteina en el pico B por los métodos de Bradford y
Louwry, y que su absorbancia a 280 nm fuera tan sobresaliente.
Cabria sefialar que en 21 caso de haber existido proteina debid de
estar tan diluida o en Lan baja concentracién, que incluso con la
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inmunodifusion radial no logrd detectarse a pesar de que las
muestras se concentraron veinte veces.

Tal vez alguno de estos facteores originados por contacte directo
de las fibras con componentes del lavado o por induccién por los
mismos macréfagos, al secretar gsran gama de sustancias con
capacidad hidrolitica, puedan pertenecer a algunos de los que ya
se ha comprobado su capacidad gquimioatrayente pero aun no se
caracterizan (Cuadro 2).

Retomando los hallazgos que se encontraron en nuestro modelo,
desde los morfolégicos hasta los bioquimicos, podemos comprender
en parte los fenomenos que se llevaron a cabo como resultado de
la instilacién de asbesto.

En este modelo de exposicién experimental in_vive, se lograren
reproducir las caracteristicas histoldgicas de daifio causado por
fibras de asbeslo, en los tiempos de exposiciéon establecidos.

La acumulacion de macréfagos alveolares en las bifurcaciones de
Jos ductos alveolares, sitico preferencial de deposito de las
fibras, semejs a aquellas lesiones que ocurrven en humanos y en
asbestosis experimentales, de ashi que sea una caraclerisiica
notable de la respuesta tisular temprana al asbesto inhalado.

Los mecanismos por los que los macréfagos son  reclutades se
conocen parcialmente a la fecha, e Lnvolueran en el proceso a la
liberacion de quimicatrayentes pour el macrédfago o por la
activacion de componentes de la secreci6dn pulmonar, como es el
caso del complemento.

Ambos argumentos son posibles, dado que en nuestro estudio
pudimos percatarnos de ello, al saber que la existencia de
trasudaci6tn sanguinea hacia los espacios alveolares, es una
fuente potencial de moléculas con posible capacidad quimiotactica
al interaccionar con los macréfagos alveclares o las fibras de
asbesto.

No debe olvidarse que también el macrofago per se, dado su
conocido potencial secretorio, es otra alternativa de produccién
de quimiotaxinas incluso para tipos celulares diferentes.

Esto nos conduce a considerar la complejidad qQue representa un
modelo in wvivo, por la gran cantided de variables que pueden
dificultar la interpretacion de los resultados, pero a la vez hos
induce a la necesidad de explorar in vitro otras posibilidades.

Entre las mas importantes, estd la trasudacién seérica que impide
vigualizar el papel directo que ejerce la particula sobre el
lavado. La diversidad de respuesta individual a la exposicion,
deternina en gran parte la intensidad de dafio producido por el
agbesto,
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Asi, entre cada animal las condiciones fislologicas,
inmunolégicas, la eficacia de los medios de remocién, ventilacidn
pulmonar, etc, modifican la respuesta.

Con el uso de este tipo de modelos, la informacion recabada es de
gran valor para poder llegar a dilucidar los eventos biolégicos
que se desencadenan en respuesta a la agresion de particulas
ajenas al organismo.

Con la ayuda de estos modelos, podria establecerse un conjunto de
pruebas gque nos permitieran comprender y predecir el posible
riesgo que representan las particulas que normalmente se
encuentran en el ambiente, y su relaciédn con el desarrollo de
patologias cuya etiologia se desconoce.

De esta manera, al wvigilar zonas conh altos niveles de
contaminacién e incidencia de enfermedades respiratorias, se
podrian efectuar estudios detallados en la aplicacién de técnicas
que nos permilan acercarnos cada vex mas a la etiologia de las
mismas.

Una vez obtenido este conocimiento se podria llegar a establecer
una terapeutica mas adecuada, o bien medidas preventivas que
impidan el aumento tan notable de enfermedades respiratorias que
hoy en dia tienen lugar.
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V.- CONCLUSIONES

- En primer 1término se logré reproducir las alieraciones
morfolbgicas propias de la exposicién al asbesto, caracterizadas
por la acumulacién de macréfagos alveolares en las bifurcaciones
de los ductos alveolares, mismas donde se depositaron las fibras
de asbesto.

- Se constatéd que los quimiocatrayenies juegan un papel primordial
en el reclutamiento de macréfagos y que probablemente se derivan
en gran parte de la activacién del complemento.

~ Se comprobd que el fendmeno de Lrasudacidn provee de componentes
susceptibles de interactuar con {ibras Y macrofagos
(prostaglandinas, factor de Hageman, radicales o6xido) y al igual
que el complemento generar {actores quimioclécticos.

- Se observdé que otros tipos celulares pueden ser atraidos al
sitio de depdésito, como son los polimorfonucleares y participar
también en el desarrollio de las lesjiones.

- Se sugiere que el paso a seguir seria utilizar teécnicas que
definan mas el tipo de quimiotaxinas producidas, cono
cromatrografias con resinas que tengan mayor poder de definicion
y métodos para caracterizar moléculas de naturaleza parcialmente

o no proteica (lipidos, glucoprotleinas, carbohidratos,
aminoadcidos, étc )}, e intentar caracterizar bioquimicamente
algun factor en especifico. Con ello se podria probar en esle
tipo de sistemas, otras particulas con capacidad toxica

desconocida o s6lo comprobada en modelos in vitro, como es el
caso del polvo de Mexicali.

-~ Finalmente se pretende estudiar con mas detalle la interaccion
particula-célula por medic de cambios a nivel de membrana
plasmadtica a través de la evaluacion de la actividad de enzimas
contenidas en la misma.
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VI.-RESUMEN

L.a exposicién a una serie indefinida de particulas inorgénicas
patogénicas ha sido motive de estudios experimentales que
pretenden establecer 1los eventos iniciales que dan lugar a
patologias respiratorias como las Neumoconiosis.

En la Asbestosis ya se conoce que la respuestia Lisular inicial se
caracteriza por la acumulacion de macréfagos alveolares en los
sitios de deposito de las fibras que se atribuye a factlores
quimiotacticos derivados primordialmente del complemento.

Nuestro estudio mostré que aparte de estos factores, participan
otros en éste fenétmeno (como los derivados de factores séricos).
Sin embargo es de suponer partlicipan en la alteraciéon tisular.

En el 1lavado bronquivalveolar de ratas expuestas a asbesto
crisotilo, 1la actividad migratoria se exacerbd por faclores de
bajo peso molecular, entre ellos algunos posiblemente derivados
del complemento. Al cuantificar albumina y C3 por medio de
antisueros especificos, se comprobd que el complemente fue
abatido por 1la activacion de las f(ibras, y que la albumina
aumentd significativamente, demostrando gue hubc trasudacion de
componentes 8éricos al inlerior del alveole, vy por lo tanto
posibles fuentes de los quimicatrayentes no atribuidos al
complemento.

Esto sugiere que la exposicion aguda al asbesto produce cambios
morfolégicos ¥y bioquimicos en el pulmén y sus secreciones, lo yue
implica al macrofago alveolar como el principal responsable del
proceso inflamatorio.
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VII - APENDICES

1) TIratamiento de material utilizado en la obiencién y manejo

Debido a que la endotloxina bacleriana es capaz de actlivar
proteinas del complemento por la via alterna, al igual que el
Zimosan (85 , 87), Lodo el malerial se iratéd para dejarlo libre de
endotoxina y de este modo evitar gque se 1llevara a cabo una
activacidn inespecifica del complemento en el LBA, y alterara asi
la interpretacion de los resultados. Para ello, el material de
vidrio y metal (Lubos coleclores de [racciones: pipetas; celdas
de cuarzo; cénulas, etc) se calentd por 4 h a 180=C.

Las jeringas vy tubos de material plastico se esterilizaron con

gas en Central de Equipos y en Cirugia del Instituo Nacional de
Cardiologia " Ignacio Chavez ".

2) Conteo celular y VYiabilidad:

Las células obtenidas del segundo paso de centrifugacion del LBA,
se resuspendieron ¢en 5 ml de SSAF o medio amortiguador (en el
caso especifico del ensayo de quimiotaxis).

Se tomd una alicuota de 100 ul agregandole 400 ul de azul tripéan

al 0.05% en SSI, para observar viabllidad por exclusion del
colorante, simultaneamente al conteo. De ésta mezcla se tomd una
alicuota para coniar en un hemocitémetlyo las cuadriculas
destinadas al conteo de glébulos blancos. Para obtener el nimero
total de células, se realizaron los siguientes caiculos:

Numero de células / 4 X 5 X 10 X 10® = Namero de células / ml

La viabilidad se calculd de la manera siguiente:
Porcentaje de viabilidad = Nomero de céls. tLefiidas/Naomero total
de cels X 100

3) cuenta Diferencial:

Después de haber obtenido la cuenta toilal y el porcentaje de
viabilidad, 1la suspension celular se centrifugd a 250 X g por 10

84



min, El  paquete celular se resuspendié con 500 nl del
sobrenadante, se tomaron de 2 a 3 gotas paréa colocarlas sobre un
portaobjetos y se dejaron secar a temperatura ambienie. Ya secas,
se fijaron en metanol y se tifieron con eosina (0.1%) y azur
(0.044%) por 120 y 60 seg, respectivamente, Y enjuagaron con agua
destilada entre ambos colorantes y al finalizar la tincion.

Se montaron con resina para su posterior observacién y conteo de
200 ceélulas a 40 X

6) Obtencion del Suero Anti-C3 de raia:

Para la obtencién de este suero se incubaron 15 ml de suero de
rata con Zimosan (previamente hervido 30 min en agua destilada vy
lavado 6 veces con SSAF), en una concentracién de 10 mg/ml a 37°<C
durante 30 min con agitacion cada 10 min.

Se hicieron entonces un total de 6 lavados con SSI para recuperar
el complejo Zimosan-C3 (62).

Se llevé a cabo el siguiente programa de inmunizacién con el
complejo Zimosan-C3:

DIA 1: 150 mg/ml via intramuscular

D1A 15: 150 mg/ml via intramuscular (Refuerzo)

DIA 22: 150 mg/ml via intramuscular (Refuerzo)

DIA 29: Obtencion de suero por puncién cardiaca que tuvo un
titulo 1:8 por inmunodifusion doble (64).

4) Obtencion v Purificacion de albumina

La albumina de rata fue obtenida del sueroc de rata por
precipitacién con una solucién saturada de sulfato de amonio
(36). Al filtrar el precipitadc obtenido correspondiente a las
globulinas se desechd, mientras que en el filtrado se precipitéd
nuevamente con sulfatc de amonio para separar la albumina. Este
precipitado se disolvié en agua desiilada para ajustar el pH a
4.9 con acido sulfurico y sulfato de amonio 0.1 N. Se afiadié
nuevapente sulfato de amonio a 15°C y el precipitado formado se
filtro y almacend a 4°C para los subsiguientes pasos de
purificacion.

La albumina asi obtenida se dializd en agua destilada y se
concentrd con Aquacide a un volumen final de 4 ml, 1los cuales se
introdujeron a una columna de Sephadex G-100 con dimensicnes de
21 X 2.2 cm, previamente lavada y equilibrada con SSAF
con un filujo de 1.5 ml/min.

Se colectaron 50 fracciones con 3,5 ml cada una, Y aquellas que
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formaron un pico al medir densidad optica a 595 nm
correspondiente al peso de la albumina, se reunieron para

concentrarlas en un volumen de 14 ml con una concentracién final
de 1 mg/ml.

Todos los pasos Se realizaron a 4°C. Para comprobar la pureza de
la albumina obtenida, se realizo una electroforesis en gel de
Poliacrilamida-~SDS y utilizando como referencia proteinas de
peso moelecular conocido, se identifico la existencia de una banda
prominente en el gel, correspondienlte a un peso molecular
aproximado de 60 kDa.

5) Obtencién de Suero Anti-Albumina de rata:

Con 1la albumina de rata purificada se inoculd un conejo con el
siguiente programa de inmunizacion:

DIA 1: 1 mg/ml via intramuscular con adyuvanie complelto de
Freund 1:1

DIA B: 1 mg/ml via intramuscular
DIA 16: 1 mg/ml via intradérmica
DIA 31: 1 mg/ml via inlradérmica
DIA 46: 1| mg/ml via subcutanea
DIA 61: 1 mg/ml via intravenosa

DIA 63: Obtencion de suero por puncidn cardiaca que tuvo un
titulo de 1:4 por Inmunodifusion doble (64)
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