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l - IHTRODUCCJON 



I- INTllODUCCION 

Si bien siempre ha existido el problema de la contaminación 
atmosférica de origen natural en la República Mexicana, por la 
actividad volcánica, eólica y biológica, la industrialización del 
pais, aunada con el uso extensivo del petróleo y sus derivados, 
dio lugar a que la contaminación atmosférica, particularmente en 
ciertas localidades, adquiriera niveles cuyos efectos comienzan a 
tener consecuencias altamente riesgosas para la salud (67). 

Este problema de contaminación en el Valle de México tiene 
antecedentes precortesianos con las tolvaneras, que como fenomeno 
natural siempre se ha presentado en él. Sin embargo, el gran 
crecimiento demográfico y el desarrollo industrial y tecnológico 
que ha tenido lugar desde la década de los cincuenta, asi corno el 
uso más generalizado del automóvil, le ha dado un nuevo carácter. 

Es evidente, 
gases, humos 
autodepuración, 
salud. 

que el deterioro de la atmósfera por la emision de 
y polvos, ha rebasado su capacidad de 
deterioro que se manifiesta en perjuicio de la 

Esla situación que afecta a diversas ciudades del pais, se 
agudiza en el Valle de México. Sus condiciones topográficas 
rodeado de altas montañas, su clima y su altitud, favorecen la 
interacción de los contaminantes con los seres vivos, al producir 
inversiones térmicas y cambios en la mecánica ventilatoria de sus 
habitantes (57 , 67). 

Existe un vasto y complejo número de contaminantes en el aire 
urbano, los más frecuentes son el rnonóxido de carbono: óxidos de 
azufre y nitrógeno, hidrocarburos policiclicos, metales pesados, 
particulas orgánicas e inorgánicas, etc. Todos ellos son capaces 
de producir o agravar diversas enfermedades en distintos órganos, 
corno son los padecimientos crónicos del corazón y de los 
pulmones. Impiden el movimiento de aire dentro y fuera de los 
pulmones, el transporte de oxigeno e irritan vías aereas 1 ojos y 
piel, causando alergias, conjuntivitis, dermatosis, etc (57 , 81). 

La exposición humana se ve influenciada tanto por condiciones 
rnetereolOgicas, topográficas y ocupacionales, aunque dado el 
empeoramiento que ha tenido la contaminación atmosférica, es de 
esperarse que en ambientes no ocupacionales se produzcan 
alteraciones. Estas Ultimas, por ser en condiciones menos 
dráaticao, se manifies~an menos notablemente o bien, no se les 
identifica por no asociarlos con contaminantes ambientales 
naturales o industriales. Cuando ésta exposición ocurre 
exclusivamente en el ambiente de trabajo, se habla de una 
exposición de tipo laboral. 
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Por lo mismo, el estudio de los efectos de la contaminación sólo 
se había enfocado a gases y particulas en ambientes 
ocupacionales, a pesar de que la aparición de lesiones en este 
tipo de exposiciones tarda varios años, y depende de la 
variabilidad en la respuesta de cada individuo. Fué sólo hasta 
que ocurrieron fenómenos naturales como erupciones volcánicas o 
accidentes de gran magnitud (54 , 89), que se empezó a despertar 
el interés por el estudio más detallado del efecto de las 
par~iculas. Las consecuencias de estas exposiciones (tanto 
ambientales como laborales) se han abordado de diversas forraas, 
todas ellas con el interés de conocer los mecanismos implicados 
en el desarrollo de las patologias asociadas, tanto con 
contaminantes específicos causantes de ellas, o con agentes que 
todavia no son reconocidos como tales. 

Dentro de estos estudios encontramos en primer término la 
búsqueda de datos epidemiológicos y las observaciones clínicas, 
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 clínicamente la enfermedad. 

Subsecuentes a estos datos se encuentran los estudios in Y!~r2. 
los que constituyen un primer intento para confirmar o--predecir 
la toxicidad de polvos minerales en humanos, al permitir conocer 
los eventos celulares o moleculares inducidos por los mismos. 

Asimismo, como estudio intermedio entre los métodos in vitro e in 
vivo, el análisis en fluido pulmonar permite hacer uñ-segÜimiento 
ae-Ios eventos que preceden la caracterización de las patologías. 

Adicionalmente, con el recurso de los modelos animales, es 
posible demostrar la relación polvo-enfermedad observada en el 
hombre, permitiendo explorar dosis, patogenicidad y conocer 
parámetros de los polvos en relación 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 información que se 
tiene acerca del desarrollo de ciertas patologías y cuya relación 
con polvos contaminantes está ya establecida, proviene 
primordialmente de casos de exposición ocupacional. 

Dentro de estas alteraciones se encuentran las ·entidades 
patológicas llamadas Neumoconiosis. Dichas entidades han sido 
ampliamente estudiadas, al hacer uso de modelos experimentales de 
exposición como los de Silicosis y Asbestosis, que han sido de 
gran valor para la comprensión del proceso patológico que se 
lleva a cabo. 
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Al ser el aparato respiratorio la via de entrada del aire 
ambiental, es el que tiene más probabilidad de interactuar con 
gases y partículas provenientes de la atmósfera, por lo que las 
enfermedades pulmonares pueden resultar de la inhalación de 
polvoa, gases, humos o agentes infecciosos que están en el lugar 
de trabajo o en el ambiente natural. 

En el caso especifico de que sean partículas o polvos minerales y 
orgénicos, las patologías que generan son las Neumoconiosis. 

Zenker fue el primero en describirlas, y se refiere al conjunto 
de alteraciones fibrosas crónicas pulmonares, producidas por la 
inhalación 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 patógenos, ya que algunos son inertes 
mientras que otros producen reacciones inflamatorias y son 
fibrogénicos. Los polvos fibrogénicos causan una reaccion 
esclerótica progresiva del tejido conjuntivo pulmonar, 
destruyendo gran parte del parénquima respiratorio y como 
consecuencia la inducción de insuficiencia pulmonar asi como 
predisposición a otras afecciones como la tuberculosis (90). El 
ser humano las ha padecido desde hace varios siglos. Con el 
advenimiento de la Revo1ucion Industrial en Europa en el siglo 
XVIII, se incremento la producción de polvos con porcentajes 
importantes de partículas respirables de menos de 5 um de 
diémetro. 

En la República 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 recopilación de ellas se presenta en el Cuadro 
1 , donde se menciona la partícula patogénica, el tipo de 
exposición más común y las enfermedades que producen (62): 



CUADRO 1 

Tipo de particula 

SILlCE (principalmente 
la forma cristalina 
como el cuarzo, aunque 
el silice amorfo ha de 
mostrado increaentar la 
incidencia de enferme
dades pulmonares. 

ASBESTO 

CAR BON 

SILICATOS: 

Fibra de vidrio 

Talco 

Tierra Diatomdcea 

(Ceniza Volcánica) 

Mica 

Berilio 
Aluminio 
Fierro 

Titanio 

Estaño 
Bario 

Patologi~ producida 

Fibrosis y/o Cáncer 

Silicosis 

Asl>estosis 

Antracosis 

Si lic:at.osh; 

Berlliosis 
Aluminor:;is 
Sidero!iis 

Pulmón dt! 
Titanio 

Estanosis 
Barltosis 

11 

Exposición 

Minero!; 

y 

Alfareros 

Mineros, personal 
en la industria 
del aislamient.o y 
de la construc
ción. Algunos ca
sos en pobla
ciones abiertas. 

Mineros 

rndust.ria 

Mineros 

Indu::strld y ac
tividades como 
la alfareria. 

Feldespatos 

Exposiciones na
turales como tol
vaneras o erupciones 
volcánicas. 

Exposiciones 
naturales 

Industria 
Industria 
Soldadores 

Indust.ria 

Industria 
Mlnt>rla 



Asbesto es el término genérico que se aplica a varios silicatos 
minerales hidratados (3Mg0-2Si0,,,-2HzO), que se encuentran en la 
naturaleza y cuya caracteristica común es su resistencia a las 
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 asociación entre la exposición a Jos asbestos y el desarrollo 
de varias condiciones patológicas, empezó a cobrar importancia a 
partir del crecimiento desmesurado de la industria del asbesto 
(6, 66 '80). 

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

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

Otro tipo de neoplasias que recientemente se han asociado también 
con asbestos son las de tipo linfoide como la leucemia 
linfocitica crónica, 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 células 
supresoras y de ayuda por el incremento en número de estas 
últimas, hasta aumentos en la expresión de receptores para 
Interleucina-2 y Ia en linfocitos. Ademas se encuentran defectos 
en la función de las células eliminadoras, aumento en la 
frecuencia de anticuerpos no específicos en suero· y de complejos 
inmunes circulantes y linfocitotóxicos, y naturalmente el 
desarrollo de neoplasias de células B (28, 39, 51). 

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

Todos tienen importancia patogénica, y el tipo de asbesto es un 
factor importante 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 más fibrogénica y más generadora de mesoteliomas pleurales en 
humanos que el crisotilo. Sin embargo, el crisotilo es el que 

. produce mayor ci tot.oxicidad además de ser el mus ampliamente 
usado en el mundo, siendo el causante de más del 90~ de las 
exposiciones industriales en los Estados Unidos y en Europa. El 
crisotilo se presenta en el medio como fibras que tienen una 
forma cilindrica, consistiendo de un núcleo de Silice Y una 
cubierta de Mg(OHJ2. Son generalmente largas y muy flexibles 
(6 • 71 J. 

DEPOSITO Cuando las fibras son inhaladas, su dep6sito en el 
pulm6n, como cualquier part.icula, depende de tres factores: el 
comportamiento aerodinámico de las partículas, las dimensiones 
del tract.o respiratorio y el patron de respiraci6n que acarrea 
las par ti cu las. 

~QIDEQt!ªIDi~D!Q 8~r29inemi22: Sigue las leyes físicas que 
gobiernan su movimiento, hasta que se depositan en la superficie 
del tracto respiratorio, las cuales incluyen las fuerzas 
inerciales, sedimentación, movimiento browniano e intercepción. 

Dicho comportamiento es funciOn primordialmente del diámetro, 
tamaño, forma y densidad de la partícula. Estudiando el deposito 
de particulas en animales experimentales, se ha observado que en 
el caso de las fibras, las de mayor diámetro ( > de 10 µm J 
tienden a depositarse preferencialmente en el tracto respiratorio 
superior, mientras que las pequeñas ( < de 5 ..um J , son acarreadas 
al interior del parénquima pulmonar (6, 20). 

Q1!gnªi2D~ª g~! !tª2!Q r~~Eir2!2ri2: F.l volumen pulmonar influye 
no s6lo en la distribución, sino posiblemente en el patrón de 
retención, particularmente si la respiración se lleva a cabo a 
menos de la capacidad funcional normal (como sucede en fumadores 
o enfermos pulmonares). Las partículas tienden a depositarse en 
las vias aéreas menores de 1 mm de diámetro, pero en casos de 
broncoconstricción u obstrucción de las mismas, las particulas se 
depositan en t.ract.os superiores, y por lo tanto disminuyen o 
i•piden el depósito en los alveolos, por lo cual tienden a 
depositarse centralmente, sin involucrar el parénquima pulmonar 
(10). 

~!rén B~~Eirª12ri2: El 
profundamente modificado 

patron 
por el 
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respiración lenta y profunda, favorece una mayor distribución del 
aire inspirado, y por consecuencia, una mayor distribución de las 
particulas inhaladas. 

RIHOCION La remoción de partículas se refiere a los procesos 
dinámicos que expelen físicamente las partículas previamente 
depositadas en el tracto respiratorio . Las part iculas que son 
altamente solubles, son absorbidas en la sangre del tracto 
respiratorio alto. Cuando no son solubles y se depositan en las 
zonas no ciliadas del tracto respiratorio, las partículas pueden 
seguir dos caminos; ser transportadas hacia las regiones ciliadas 
por los macrófagos alveolares o cuando no pueden depurarse de 
esta manera, pueden entrar a la pared alveolar y acumularse en el 
tejido conjuntivo, o viajar por vía linfática hacia los nódulos 
linfáticos. El material que es atrapado o llevado por movimiento 
ciliar a la nariz y laringe, se mezcla con secreción salival y 
se deglute o expectora. El tiempo de depuración es un factor 
importante en la efectividad de la partícula, ya que entre más 
tiempo permanezcan las particulas, más 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 remoción importante, es el que llevan a cabo 
los macrófagos alveolares, los que al fagocitar las partículas 
disminuyen la posibilidad de que éstas causen daño. 

La depuración de las partículas inhaladas 
cree tiene una efectividad de más del 987. 
particulas depositadas, pero siempre 
remanente (9 , 11 l. 

por estos mecanismos se 
para la mayoría de las 
queda un porcentaje 

Rll:TllNCION - (,a retención es el producto del equilibrio entre la 
tasa de depósito y remoción, de tal suerte que las propiedades de 
la particula y el mantenimiento de este equilibrio, está 
posiblemente relacionado con su potencial de respuesta 
patológica. 

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 concentración, la 
duración de exposición, la susceptibilidad individual .. etc (77). 

En el caso del asbesto crisotilo, el depósito 
animales experimentales, ha mostrado ser 
influenciado por el diámetro de las mismas, 
longitud y ello es determinante de su potencial 

de las fibras en 
primordialmente 

más que por su 
patogénico. 

Como un indice de retención se ha considerado la formación 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 microanálisis con rayos 
X evidencio que la mayor parte de las fibras (en el orden del 
75~) se encuentran sin cubierta, es decir, no forman el núcleo de 
un cuerpo de asbesto, lo que sugiere una ~lta penetración y tasa 
de retencion de particulas. 

Las fibras cubiertas se forman como resultado de un proceso 
intracelular, cuando son englobadas por los macrófagos. Si las 
fibras son muy largas, varias células se adhieren, 
incorporándolas dentro de las vacuolas intracitoplásmicas. El 
primer material que cubre a la fibras, aparece como alguna forma 
de mucopolisacárido ácido. En el citoplasma del macrófago 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 al'ios para su 
formacion después de la exposición. Hay alguna evidencia de que 
el recubrimiento de una fibra la convierte en no fibrogénica. El 
que algunas fibras se cubran y otras no, parece ser función de el 
tamaño, ya que un tipico cuerpo de asbesto se desarrolla 
solamente en particulas grandes (mayores de 5 µm ) (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 algodón, talco, grafito, 
ét.c, pueden sufrir el mismo proceso. 

- "9beatoa1a 

La asbestosis es la típica alteración pulmonar que se presenta en 
personas ocupacionalmente expuestas, y se caracteriza por una 
fibrosis intersticial difusa en el pulmOn. su desarrollo es lento 
Y parece ser progresivo en la ausencia de exposición continua. 

Al inicio la fibrosis se encuentra alrededor de los bronquiolos 
respiratorios y conductos alveolares. Con el tiempo; la lesión 
fibrótica progresa involucrando más unidades respiratorias 
(6 • 22 • 32 • 39, 88). 
La observación macrosc6pica de la lesion. indica que ésta se ubica 
preferencialmente en los lobulos inferiores y la pleura viscer·l 
adyacente. 
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- Meaotelioma maliano 

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

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

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

- carcinoaa eroncoaénico 

Los estudios epidemiológicos han documentado una asociación entre 
el carcinoma broncogénico y la exposición ocupacional al asbesto. 

Existe alguna controversia en relación al tipo histológico más 
comun del tumor, pero entre las personas con asbestosis, el 
adenocarcinoma predomina. Las lesiones tienden a ocurrir con 
mayor frecuencia en los lóbulos inferiores, en conjunción con 
varios grados de fibrosis. Adem~s se puede observar hiperplasia 
atipica del epitelio bronquiolar y adenocarcinomas multifocales 
en esos sitios. 

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

tracto 

La función precisa que tiene el asbesto en el proceso 
carcinogénico aún no se ha definido a pesar de la relación que 
muestran los datos epidemiológicos entre la exposición al asbesto 
Y el carcinoma broncogénico. Su modo de acción no puede ser 
comparable al de un carcinógeno quimico clásico, ya que el 
asbesto no es reconocido como un mutágeno potente y además no 
causa aberraciones cromos6micas de manera consistente. 

Por lo mismo parece lo más adecuado sugerir que los asbestos 
incrementan la susceptibilidad de las células epiteliales del 
bronquio y sus ramificaciones a la transformación por 
carcinógenos en el ambiente. 

Por otro lado se ha hecho la observación de que la accibn 
combinada del asbesto con el tabaquismo, parece multiplicar sus 
efectos. 

Hay varias hipótesis 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 Y 
ser transportados intracelularmente ya sea libres en el 
citoplasma o en fagolisosomas. Estas fibras pueden servir como u11 
acarreador fisico de carcin6genos en el humo del cigarro a las 
células de la capa basal, las presuntas progenitoras de 
neoplasias. 

Por ultimo se ha sugerido que el macr6fago alveolar al fagocitar 
el asbesto, posee la capacidad enzimatica para convertir 
hidrocarburos policíclicos a metabolitos activos. 

En la actualidad el mecanismo de carcinogénesis no es claro, lo 
que si se sabe es que el mineral actua de forma similar a la de 
un agente tumoral (22). 

- IA•iolle8 Pleural•• 

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

La inhalación de partículas (como asbestos) causa, como ya fue 
mencionado, una progresiva e11fermedad fibrotica en el pulmOn. Sin 
embargo la patogénesis de la enfermedad no ha sido totalmente 
dilucidada. 

Se sabe que los macrófagos alveolares desempeñan un papel central 
en dichas enfermedades inducidas por partículas, implicandolos 
como mediadores significativos dado su comportamiento fagocítico, 
patron de migración y potencial secretorio. 

Los macrOfagos tienen muchas funciones, entre las que se 
encuentra la fagocitosis de microbios y partículas. Secretan gran 
variedad de sustancias que interactuan como una cascada 
multienzimatica con otros tipos celulares como linfocitos, 
fibroblastos, neutr6filos y otros macrófagos (10 , 13, 14). 

Bajo clertas condiciones, son dañados como consecuencia de la 
ingestión de partículas y la naturaleza del daño es relevante 
para el desarrollo de la enfermedad pulmonar. 

F.n respuesta a un estimulo fagocitico, los macrófagos secretan 
enzimas como las hidrolasds lisosomales, proteasas, 
antiproteasaa, colagenasa, elastasa, lisosima y o~ros mediadores 



como la fibronectina, interferón, componentes del complemento, 
etc (1, 8, 49, 59). Otros materiales biológicamente activos 
secretados por los macrOfagos incluyen factores de angiogénesis, 
activador del plasminogeno, nucleósidos, nucleOtidos ciclicos, 
pirógenos, factores inductores del crecimiento fibroblástico y 
tumoral, productos de oxigenación del acido araquidónico 
(prostaglandinas), interleucina I 1 una serie de mitógenos pdra 
celulas T y By factores quimiotácticos (33 ,39 ,51). 

Además de 
también el 
enfermedddes 
aberraciones 
resultado es 

la protección del huésped, los macrófagos tienen 
potencial de participar en la patogénesis de las 

pulmonares, principalmente las asociadas con 
de la colágena normal y el balance de elastina, cuyo 
el origen de desordenes enfisematosos y fibrOticos. 

En la asbestosis la f i brogénesis puede cont; nuar mucho tiempo 
después de que se han inhalado las particulas. Asimismo un 
continuo influjo de nuevos macrófagos es con frecuencia una 
caracteristica prominente del proceso fibrogénico. 

Dicha respuesta macrofágica ha sido parcialmente estudiada en 
ratas expuestas al asbesto crisotilo. Por ejemplo, se sabe que 
las fibras son depositadas inicialmente en la bifurcación de los 
duetos alveolares. Estas células, las cuales han respondido a la 
presencia del asbesto, han fagocitado fibras 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 116, 17, 19, 20). 

Estas y otras fibras. activan simultáneamente un factor 
quimiotáctico derivado del complemento que atrae macrófagos al 
sitio donde se depositaron las fibras. 

El sistema del complemento es una secuencia de once proteinas, el 
cual cuando es ac~ivado se convierte en un mediador principal del 
daño tiHular. La activación de la secuencia de proteinas puede 
ser iniciada por dos rutas, la clásica y la alterna. La vía 
alterna es la única que puede ser activada por varias sustancias 
como el zimosán y la endotoxina bacteriana, mientras que la ruta 
clasicd requiere la formación del complejo Antigeno/Anticuerpo 
(86). 

Se conoce la capacidad del asbesto crisótilo para activar el 
complemento del suero y producir el factor esa 
(24, 34, 69, 71, 78, 79), que es un potente quimioatrayente para 
macrófagos 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 macróf agos Y sus células precursoras denominadas 
monocitos (27, 30, 33, 43, 68, 74). 

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

producir el factor esa, constituyendo asi un sistema de 
amplificación de respuesta pulmonar, que permite la persistencia 
de un estado inflamatorio (62 , 631. 

- !'.J:Qgl!f.s!2n g~ [ªs!Qr~§ 9H!m!Q!2s!!SQ§ 
Aparte del factor quimioatrayente CSa, se ha descrito la 
producción de otros factores de menor peso molecular, tanto in 
Y!YQ como in yitrQ, y que no son derivados del complemento (2S~ 
34, 42, 50, 52, 72). 

Incluso los mismos macrófagos alveolares pueden secretar agentes 
quimiotácticos en respuesta a varios estimulas, entre ellos la 
inhalación de asbestos (7, 49, 56, 65). Kagan encontró que 
después de exponer ratas crónicamente al asbesto, sus macrófagos 
alveolares en cultivo producen quimiotaxinas para macrófagos 
(36). 

Esto sugiere que el complemento no es el único eenerador de 
quimioatrayentes que participa en la lesión pulmonar producida 
por polvos inorgánicos y que la acumulación pulmonar inicial de 
macrófagos resulta primordialmente. pero no únicamente, de la 
activación del sistema del complemento. 

La respuesta quimlotáctica de los macrófagos pulmonares puede no 
ser única a los asbestos, ya que una gran variedad de particulas, 
como polvos de granos de cereal, zlmosán y cenizas, son conocidos 
como factores que activan el complemento en suero, aunque unos en 
menor grado, corno en el caso de las cenizas volcánicas (54, 60, 
89). 

El desconocimiento que se tiene sobre una gran variedad de 
particulas, en cuanto a su potencial patogénico, realza la 
necesidad de diseñar modelos experimentales que permitan conocer 
a fondo los fenómenos implicados en el desarrollo de las 
enfermedades pulmonares. 

Más aún, se resalla esta necesidad dadas las condiciones 
ambientales que se viven actualmente en la Ciudad de México y en 
el resto de la República, en donde se ha tenido conocimiento de 
casos de pacientes con patologias pulmonares, debidas a 
particulas por ~xposiciones ambienLales. 

Uno de estos casos se presento en el Instituto Nacional de 
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Cardiología "It:nacio Chávez" (6~~¡, y se trataba de una paciente, 
originaria de la ciudad de Mexicall, Baja california, a quien se 

le diagnosticó una enfermedad granulomatosa intersticial por 
cuerpo extra~o. El estudio por espectrornetria de rayos X del 
material presente en los granulomas, reveló la presencia anormal 
de particulas compuestas por aluminio, silicio y potasio. Al 
analizar Ja composición de las muestras colectadas en el ambiente 
doméstico de la paciente, se demostró una similitud en la 
composición. 

Esta partí cu la, denornii1ada polvo de Mexicali ha demostrado ser 
citotOxica en ensayos !ll Y!l~Q y ser capaz de activar in ~i!~Q 
complemento sérico y de secreción pulmonar por la via alterna 
(30). 

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

La realización del presente trabajo, surgió por la necesidad de 
conocer la forma en que una determinada particula puede 
interactuar con sistemas biológicos, tan complejos corno lo es el 
pulmón,y al saber además, que el uso de un modelo experimental es 
el recurso más adecuado y factible para alcanzar esos objetivos. 

Hasta la fecha permanecen todavía inciertos los mecanismos 
biológicos por los cuales el asbesto produce fibrosis, neoplasias 
o inflamación, 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 más claro en este aspecto, es el desarrollo de la 
fibrosis intersticial, en la cual se ha demostrado que los 
factores quimiotácticos son un punto primordial, dado que son los 
que desencadenan y mantienen la lesión. 

Ya han sido descri~os varios tipos de qujmiotaxinas que difieren 
entre si en diversos aspectos (Cuadro 2), incluso han sido 
detectados por exposición a otro tipo de polvos como el silice y 
también cuando solo hd t1abido suces lvos lavados 
bronquioalveolares. 

Asi al considerar la relevancia que tienen los factores 
quimiotácticos en la producción de daño 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 pulmón en lapsos cortos 
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CUADRO 2 

RSLACIOH DI FACTORES QUIHIOTACTICOS ENCONTRADOS EN HUMANOS Y EN 
..:>DILOS ANIMALES 

AUTOR CARO) 

1) Kasmierowski 
( 1977) 

2) Hunnin¡:hake 
(1978) 

3) Merrill 
(1980) 

4) Miller K. 
(1980) 

5) Lugano 
( 1981) 

6) Lugano 
(1982) 

7) Hartmann D. 
(1983) 

8) Kaelin 
(1983) 

9) Ka¡:an E. 
(1983) 

10) Schmidt A. 
(1984) 

·11 ) Warhei t 
(1985) 

12) Parsons 
(1985) 

POLVO O 
ESTIMULO 
UTILIZADO 

Bacterias y/o adhesión a 
superficies de vidrio. 
Lavados bronquioalveolares 
sucesivos. 

Asl•.,,sto crisotilo y 
Staphylococcus aureus 

7.imof:i~n o It! 

Silice (cuarzo) 

Síll ce y Látex 

Sílice 

Asbesto crisotilo y croci 
doli ta 

Bleomicina 

Asbesto crisotilo y croci 
doli ta 

Sil ice (cuarzo) 

Asbesto crisolilo 

Po.cientes c.;ou Síndro 
me de inmundef iclencia 
respiratoria del adu1 to 
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MODELO ANIMAL 

Primates no humanos 

cuyo 

cuyo 

Cuyo 

Cuyo 

Rata 

Hamster 

Rata 

Rata 



PRODUCCIOH TIPO DI TiiMPO DE CILULA 
EXPOSICIOH EXPOSICION BLAHOO 

IN VITRO IN VIVO 

1) X X Segundo lavado 4 h Polimorfo 
después del incial nucleares 

preferencial 
mente y 
t.ambién paré:S 
celulas mono 
nucleareB 

2) X X Instilación ln vitro:l,2 y ta h Prlinordlal 
Fagocit.osjs In vivo: 1 h mente para 

neutrófltos 
Menos activo 
para monocitos 

3) X Polimorfo 
nucleares 

4) X Inhalación 6 meses MacrOf ago 
alveolar 

SJ X X Contacto 2 horas Polimor 
directo fonucleares 

6) X Instilación 1,2,4,7 y 14 Pollmor 
días fonucleares 

7) X Inhalación Protocolo Linfoci 
Kaean F.. tos (activa) 

Flbroblastos 
(incrementa Ja 
slntesis de 
ADNJ 

8) X Instilación t,4,8 y 15 dias Poli mor 
fonucleares 
y linfocitos 

9) X Inhdlaclón 6 h/dia MacrOfa 
5 dj as/semana go alveolar 
por 91 di as 

10) X Cont.act.o 7.4 hor~s Ti mocitas 
directo y f ibro 

blastos 

11) X Inhalación 1,3 y 5 h MacrOfa 
go alveolar 

12) X Polimor 
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PISO 
MOLECULAR 

l) Uno de 5 kDa y 
otro de 15 ka 

2) < 5kDa 

3) 1 kDa y 10 kDa 

4) ? 

5) ? 

ó) ? 

7) ? 

8) Para polimorfo 
nucleares uno 
de 1 kDa y otro 
de 10 KDa 

9) Uno de 13-15 kDa, 
y otro de 23-26 
kDa 

PROPIEDADES 

El de 5 kD• es 
termolábil y 
su actividad no 
f:!e ve afectada 
con antlsueros 
es y C3 

Su producción 
se inhibe con 
actinomicina y 
ci cloheximida. 
Estable a Só"C 
por 45 min, pero 
no a 1 OOCl'c por 
10 min. 

El de 10 kDa es 
sensible d trip 
8ina y su activi 
dad no se afecta 
con anli -es 

? 

? 

? 

? 

? 

Termolábil1 
no diallzable, 
sensible a tri [I 
si11a. su actlvi 
dad E:H:::: abate par 
cidlm.:!nte con 
actinomicina D y 
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FUENTll DE 
PRODUCCION 

El de 5 kDa 
por el macr6 
[ago dlveolar y 
el de 15 kDa por 
complemento acti 
vado 

Macrófago 
alveolar 

Macrófago 
Alveolar 
humano 

Posiblemente 
el macrófago 
alveolar o por 
{Jolj mor·f onucJ ~a1·es 

Macróf•go 
alveolar 

Macróf ago 
alveolar 

Macrófago 
alveolar y 
linfocitos 

Macróf ago 
alveolar 

Macróf ago 
alveolor 

for1ucleares 

CARACTERIZACION 

El de 15 kDa 
poBiblernente 
es CSd, y el 
de 5 kDa ge 
desconoce 

? 

'? 

? 

? 

? 

Posiblemente 
Interleucin« 
I y n 

? 

? 



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

- Observar si dicha respuesta pulmonar está caracterizada por 
agrupación de macrófagos, en los sitios de deposito de las fibras 
de aBbesto. 

- Determinar si la agrupación macrofágica es un fenómeno paralelo 
con la elevación de factores quimiotácticos. 

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

Co•o objetivos particulares se establecen los siguientes: 

- Separar del lavado bronquioalveolar los elementos quimiotácticos 
de acuerdo a su peso molecular. 

- Evaluar para cada !actor su peso molecular y 
quimiotáctica para macrófagos alveolares. 

actividad 

- Determinar la cantidad de albúmina y C3 en las fracciones que 
resulteh quimiotactic&s, con el fin de verificar si hay 
trasudaclón de suero (por medio de la albúmina) y si existe 
activación de complemento en los grupos expuestos. 

- Establecer un patrón electroíorético de dichas fracciones 
quimiotácticas. 

Las hipótesis de trabaJo que se establecen son las siguientes: 

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

- En animales instilados con asbesto, el acúmulo de macrófagos 
está mediado por la producción de factores quimiotácticos. 

- La actividad 
activación del 
:factores no 
exposición. 

quimiotáctica es debida en 
complemento, sin embargo 

determinados conforme aumenta 
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aparecen otros 
el tiempo de 



II- HATKRIALIS 



II - ltATIRIALl!S 

Reactivos: 

- Aquacide -----------------------------Calbiochem Behrin¡: Corporation 
- Eosina-------------------------------------'--------------Chroma 
- Medio RPMI-1640 --------------------------'--..:------------Gibco 
- Azul de Bromofenol-----------------------~---------------Merck 
- 8-Mercaptoetanol-------------------------'----------------Merck 
- Adyuvantes completo de Freund -----------'----------------Microlab 
- SAB (Sol.Amortiguadora de Barbituratos)------------------Microlab 
- Azul Dextran 2000 ---------------------------------------Pharmacia 
- Electrophoresis Calibration Kit ----~--------~~~---------Pharmacia 
- Sephadex G-100------------------------------.---..:---------Pharmacia 
- Gentamicina del medio --------------------·-------'--------Scheramex 
- Acrilamida ------------------------------~-------------- Sigma 
- Agarosa ------------------------------------------'------ Si¡:ma 
- Alb\lmina Sérica Bovina ------------------'----------------Sigma 
- Azul de Coomassie G-250----------------------------------Sigma 
- Azur-----------------------------------------------------Sigma 
- Bisacrilamida -------------------------------------------Sigma 
- Citocromo C ---------------------------------------------Sigma 
- HFPES----------------------------------------------------Sigma 
- Zimosan A ----------------------------------------------Sigma 
- Pentobarbital Sódico Anestesal---------------------------Smith Kline 

Equipo: 

- Aparato para Electroforesis------Pharmacia F.lectrophoret:d B 
Apparatus 

- Bolsas para Dialiais-------------Spectrapor OjaJysi8 Membranes 
(Spectrum Medical Industries Inc) 

- Colector de fraccionP.s----------Redirac Frac~ion Collector LKR 
2112 (LKB Bromma) 

- Densitómetro----------------------Quick Sean FJur-Vis (Helena 
Laboratories) 

- Espectrofotómetro-----------------Pye Unicam SP30 uv ( Pye Unicam l.Td) 
- Evaporadora de oro--------------Fine coat ion sputter JFC-1100 

(JEOl,) 
- Filtros de Policarbonato----------Nucleopore Corporation 
- Fuente de poder-------------------Gelman Instrument Company 
- Incubadora------------------------Water-Jacketed incubator model 

3158 (Forma Scientlfic) 
- Microscopio de luz----------------Carl Zeiss (Germany) 
- Microscopio de barrido------------JEOL Scanning Microscope JSM-35C 
- Multimetro------------------------sanwa V-700 Multitester 

(Sanwa Electric Instrument CD. ,LTD) 
- Punto critico--------------------Sample Dryving at the critlcal 

point Samdrl 780-A (Tousimis Research 
Corpora tion) . 
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U- MITODOS 



Exposición a asbesto 

1 
3
¡:---h Sacrificio ----, 

1 24 h 

Estudios moforló~icos Lavado bronquioalveolar 

1 

Microscopia 
de luz 

Micraf:lcopía 

~ 
Tejido Células 
pulmonar aisladaf:I 

y 
Micro
anlilisi s 
rayos X 

Estimación de 
C3 y albúmina 
antlstJeros 
ef:lpt=oci fic.:os 
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1 

Sobrenadan te 

r 
Fracción 
celular 

cromatoe,retría 
en Sephadex 
G-100 

1 
Obtención 

de 
fracciones 

1 
Medición de 
Absorbancia t::'! 
280 y 595 nm 

1 
Evaluación 
de ac1.ividad 
quimiotdctica. 

1 
Liofi li?.aci6n 

Electroforesis 
en gelE-!s de 
Pollacrl lamida 
sos 

Cu en ta total 

Cuent.a dife
rencial 

Viabilidad 



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

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

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

Se presenta un diagrama de flujo del método (página 29), en donde 
se esquematiza la secuencia de la misma. La explicación en 
detalle de cada paso ge dá a continuación. 

Dentro.de algunos incisos se remite a los apéndices, en los que 
se detallan las metodologías más egpecificas según el caso. 

!!~~1 g~e2~i~iQn 

El asbesto crisotilo fue proporcionado por el Dr. Arnold Brody 
del NIEHS (National Institute of Environmental Health Sciences), 
North Caroline, USA. Se horneó a lBOºC por 4 h para esterilizarlo 
(71) y liberarlo de endotoxina ( ver apéndice # 1 J y se 
resuspendió en ssr estéril (solución salina isotónica NaCl 0.9?.). 

Se sonicó en solucion por 60 mln para reducir el tamaño de las 
fibras (figura 1) y evitar problemas de obstrucción durante la 
instilación de los animales. 

Las ratas se anestesiaron ligeramente con éter para exponer la 
tráquea quirúrgicamente y ser inyectado el asbesto ~n solución. 
en una dosis de 2.5 mt por rata en un volumen de 0.5 ml. 

Los dnimales control también recibieron una sola inyección de 0.5 
ml de SS! estéril. La herida se suturó y las raLas se mantuvieron 
hasta su sacrificio 1 que en 11)5 t!rupos experimentales fué de 3 y 
24 horas ¡1osteriores d le.t administración del asbesto. Los grupos 
controles se sacrificaron 3 horas después de la instilación. 

Para los estudios morfológicos se utilizó un lote de animales 
distinto a los que se les realizó el lavado bronquioalveolar que 
se mantuieron en las mismas condiciones que Jos anteriores y 
fueron dos animales para c~da grupo, los cuales fueron: Control, 
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FIGURA 1 

Vista en 
crlsoti lo 
(1,540 X). 

microsco~•io de ban·i do de J <1s fj br<1s de asbesto 
utilizadas para la instllacló.n después de sonicadas 
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3 h, 24 h y 8 días (tiempos de sacrificio después de la 
exposición). 

ll~9l ~§!Y912§ tl2![21Q~ÍS2§ ~ tllS!2ED~lf§1§ 

Loa pulmones fueron fijados con solución de Karnovsky {41} por 
perfusión intratraqueal, al permitir fluir el fijador por 
gravedad a una presiOn de 15 cm de agua, para el análisis ~anta 
de microscopia de barrido asl como de luz. 

Después que los pulmones se expondieron totalmente con el 
fijador, la tráquea se ligo y los pulmones se extrajeron de la 
cavidad torácica para ser sumergidos en el mi8mo fijador 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 lóbulos. 

El procesamiento consistió en la aeshidrataci6n, inclusión, corte 
y tindon con hematoxilina-eosina para estudios morfológicos al 
microscopio de Luz. 

Para microscopia de barrido y microanAlisis de rayos X, se lavaron 
varias veces con amortiguador de sacarosa 0.2 M cacodilato de 
sodio 0.1 H pH 7.4, y se deshidrataron en alcoholes de 
concentraciones crecientes para llevar al punto critico con CO::z 
liquido. 

Una vez deHhidratados se cubrieron con oro en una evaporadora y 
se montaron en discos de cdrbón pard localizar las bifurcaciones 
de los duetos a]v~olares en un microscopio estereoscópico 
''rdsurando '' el tejido con una navaja (20). 

Para la observación ullraeatruclural de células pulmonares 
aisiadas, se realizo un lavado bronquloalveolar del cual se 
separo la fraccit•n celular. Dicha fracción se resus¡,endi6 con 
SSAF (Solución salind amorti¡¡uada con fosfatos libre de calcio y 
magnesio con pH de 7.3) y se contó el número de células para 
djustarlo a 2 X 106 células/ml. De esa suspensión se tomaron SO 
Jll y se colocaron sobre un cubreobjetos y se mantuvieron a 37°C 
por 45 min en S?. de CO::z • Transcurrido el tiempo se lavo a 
presión la superficie del cubreobjetos con SSAF para eliminar las 
células que no se adhirieron, y se les dejo en fijador de 
Karnovsky a 4c;o e toda la noche. Después se deshidrataron en 
alcoholes con concentraciones crecientes y se llevó d punto 
critico con cea. Se mont.aron en discos de carbón y se cubrieron 
con oro para su observación al microscopio de barrido. 

En el caso de la observación del tejido pulmonar, se analizaron 
las ramificaciones de los bronquiolos terminales y sus primeras 
derivaciones que 80n los duetos alveolares, ya que en la rata 
los bronquiolos respiratorios no se presentan ( 19). Dicho 
anéJisis consistió en contar el número de macrófagos y fibras de 
asbesto encontradas. Para confirmar la naturaleza de las fibras 
de asbesto. se analizó su espectro por Mict·c.•análisis de rayos X 
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FIGURA 2 

Espectro obtenido por microanálii;is de rayos X de las fibras de 
asbesto crisotilo, donde se muestran los picos de Magnesio y de 
Silicio caracteristicos de la fibra. 
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(figurd 2). 

En lo referente a las células aisladas, se determinó el número de 
células que fagocitaron fibras o estaban en contacto con ellas, 
para lo cual se analizó toda la superficie en 50 células con 
microanálisis de rayos X. 

Se realizó en ratas sacrificadas con una 
Pentobarbital sódico en una dosis de 630 mg 
intraperitoneal. 

inyección 
por rata, 

de 
via 

Nuevamente se expuso la tráquea para introducir una cánula del 
numero 16, y se sujetó con hilo d~ algodón. A través de ella se 
insertó un tubo de plástico que comunicaba a una jeringa situada 
verticalmente a 10 cm sobre el animal, así el SSAF fluyo por 
gravedad al interior de los pulmones. 

El lavado bronquioalveolar (LBA) se recolectó también por 
gravedad a un volumen final de SO ml por cada rata. 

Posteriormente se sometió a un primer paso de centrifugación a 
250 X g, por 10 min para se~ardr Ja fracción celular. con dicha 
fracción se realizó un conteo total de células, viabilidad y 
cuenta diferencial (ver apendices # 2 y 3 ). 

De cada rata se tomó una alícuota del sobrenadante resultante de 
la primera centrifugación para determinar proteína por el método 
de Bradford (5). Enseguida se centrifugó 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 formo una poza 
común que se procedió a concentrar en bolsas de diálisis con un 
poro de 3,500 contra Aquacide (hidroximetilcelulosaJ 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 dializó contra agua destilada hasta llegar al 
equilibrio, el que se estableció al medir con un multimetro una 
resistencia de 100 a 120 Ohms en el agua. 

Para determinar esto último ge midió la resistencia de JSO ml de 
SSAF en dos litros de agua destilada, lo cual mostró una 
resistencia de 100 a 120 Ohms. 

Antes de realizar la cromatrograf ia de filtrdcion, se tomaron 
alicuotas del lavado concentrodo para cuantificar protej nas ( 5) y 
para el ensayo de qulmlotaxis. Para este Ultimo, una alicuota se 
calentó a 56°C por 30 minutoi:; para inacti var prCJteinaa del 
complemento (83), mientras que la otra se conservó a 4ºC. 
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Todos los pasos incluidos desde la obtenciOn del LBA se llevaron 
a cabo a 4°C para evitar la modificación de las proteína~ 
contenidas en el lavado. 

La mues~ra de LRA concentrado se fraccionó en una columna de 
Sephade>< G-100 con dimensiones de 1.5 X 70 cm (83). 

La columna se equilibró con SSAF durante 24 h previas a la 
colocación 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 registró el peso de cada tubo colector, con el 
fin de conocer la variabilidad del volumen colectado y establecer 
asi los ajustes necesarios para la cuantificación de proteína 
total. Tanto el equilibrio como la elución de fracciones se 
realizaron en una cámara fria a 4C:OC. 

Para estimar los pesos moleculares de las fracciones eluídas de 
la columna, ésta se calibró inicialmente con azul de><tran (2,000 
kDa), albúmina sérica bovina (67 kDa) y citocromo C (12 KDa). La 
eluc16n de los picos se estimó espectrofotométricamente, para lo 
cual Se midió la absorbancia de cada fracción a 280 nm, 
inmediatamente después de ser colectadas. 

Una vez que se evidenciaron los picos de elución, se lomaron 
a11cuotas de todas las fracciones para cuantificar proteinas (5). 
Pora el ensayo de quimiotaxis se lomaron dos aljcuotas de todas 
aquellas fracciones que constituian los picos, una de ellas se 
calt:!nló a 56°C por 45 min (para d~snalurali~.ar complemento), y la 
otra no. 

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

Para evaluar la actividad quimioláctica con 
obtenidas de la cromatrografia de macrófagos 
utilizaron cámaras de Boyden modificadas (75). 

las fracciones 
alveolares, se 

Este método consiste en colocar la sustancia a probar en el 
compartimento inferior de la cámara 1 mientras que en el superior 
se colocan las células que permiten evaluar el fenómeno. Entre 
ambos compartimentos, existe un filtro de policarbonato a través 
del cual migran las células si hay estimulo quimico. 

Esta migración es cuantificada al contar el número de células, 
observándolas en un microscopio con ~l objetivo de inmersión en 
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veinte campos rwedetermj nados. 

Los macr6fagos alveolares utilizados en este ensayo, fueron 
obtenidos al lavar los pulmon~s previamente extraidos de la 
cavidad torácica de manera similar a ld que se describió 
anteriormente, solo que en este caso, los pulmones son 
comunicados a la Jeringa por medio de la canula, y se les dá 
masaje cada vez que el liquido se colecta. 

En el primer paso de centrifugación, se recupera la fracción 
celular y se resuspende con medio amortiguador especial para 
quimiotaxis (RPMI-1640; HEPES !O mM y albúmina sérica bovina al 
2~). Antes de utilizar las células se analizan haciendo una 
cuenta diferencial, viabilidad celular y cuenta total. El número 
de células se ajusta a 1.5 X 10ª células/rol y se conservan a 4°C. 

De ésta suspensión celular, se tomdron 200 ul para colocar en la 
parte superior de la cámara, sobre un filLro Nucleopore con poro 
de 5 um de diámetro . En la parte inferior de la cámara se 
colocaron 105 µl de las fracciones cromalrogréíicas a probar. En 
cada ensayo de quimiotaxis se incluyeron dos controles. Un 
con~rol posi~ivo, que con~istió en suero de raLa activado con 
Ziaosán (ZARS) (4). Este último, fue preparado al incubar 1 ml de 
suero de rata con 10 mg de Zimosan a 37~c por 45 min. Después de 
la incubación se calentó a 56°C por 30 min, con el fin de 
desnaturalizar el complemento y asegurar que no hubiera una 
posterior activación inespeciíica en la cámara de quimiolaxis. 

Los otros fueron dos controles negativos, uno con el medio 
amortiguador y el otro con SSAF. Las cámaras se incubaron durante 
3 hrs a 37"'C en una atmósfera de ce,. al 57. . Finalizado el tiempo 
de incubación, se retiraron los filtros para lo cual se 
dispusieron en canastillas especiales para su tinción. Primero se 
fijaron en metanol y después se tiñeron con eosina y azur . Los 
filtros se colocaron sobre un cubreobjetos, y con un hisopo 
humedecido en SS!, se eliminaron las células de la parte superior 
(células que no migraron), y se les dejó secar para ser montados 
con resina sobre un portaobjetos. 

La migración de •acrófagos se evaluó por dos métodos. Uno por la 
observación directa a 100 X y el otro por la medición de 
absorbancia a 640 nm de los filtros en un densitómetro . Con este 
Ultimo •étodo se obtiene una· curvat que de acuerdo a la 
intensidad de la tinción, el tamaño del área medida con un 
planimetro es directamente proporcional al número de células. 

Esto último fue corroborado al realizar previamente un ensayo de 
quimiotaxis al emplear diferentes diluciones de ZARS con SSAF al 
(0.025, O.OS, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 .y 16.07.) como sustancia 
quimioatrayente. Como control negativo se empleó medio 
amortiguador. Las células fueron ob~enidas de ratas diferentes 
con el fin de considerdr la Vdriabilidad de respuesta. Cada 
concen~raci6n y control negativo, se hi~o por triplicado, y se 
evaluó la 11igración celular por los dos métodos mencionados 
anteriormente. 
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Para confirmar que el fenómeno observado no se debiera a una 
migración al azar o quimiocinesis, se efectuaron pruebas en las 
que se invirtieron y eliminaron los gradientes: de concentración 
de las fracciones quimiotdcticas a probar. Para la inversión de 
gradientes se colocó la fracción quimiotáctica junto con la 
suspensión celular en la parte superior de la cámara Y medio 
amortiguador especial para quimiotaxis en la cámara inferior. Por 
otra parte, para eliminar el grddiente de concentración, en ambos 
compartimentos, se colocaron las fracciones quimiotácticas a 
probar, solo que en la parte superior se acompañó con la 
suspensión celular. 

Una vez realizados los ensayos de quimiot.axis, las fracciones 
incluidas en los picos de la cromatrografia, se liofilizaron para 
la conservación y concentración de las pro1.einas y demás 
componentes presentes en ellas. De esta manera, se contó con 
proteina suficiente para la estimación de albumina y C3 por medio 
de inmunodifusión radial y para la electroforesis. 

rr. e 1 

Para ·ambas e8timaciones se empleó el procedimien1.o de 
lr1munodifusi6n radial estándard 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 tenían las fracciones. Se cuantificó proteina total (5) para 
conocer su concentración f:!'tl la suspensión del liofilizado. 

La J.nmunodifuai6n radial consiste en colocar el antígeno en pozos 
cortados en una capa de agarosa que contiene incorporado el 
antiauero correspondient.e. Se forman anillos de precipit.ación 
cuyo diámetro es directamente proporcional a la concentración del 
anticeno. Los antisueros utilizados fueron el anti-albumina y 
anti-C3 (ver apendices 11 4 y 5 ) . · 

En este caso, se empleó Agarosa en t:1oluci6n amortiguadora de 
Barbituratos al 3~ con pH 6.6, diluida con SSAF mezclada con el 
antisuero correspondiente a una di lución de 1: 4. Para la 
estimación de albumina la dlicuota fue diluida veinte veces y la 
correspondient.e a C3, 1: 1. I.as placas se mant.uvieron en cámaras 
húmedas, para permitir la reacción Ag/Ac. Con la finalidad de 
asegurar que la reacción llegara al equilibrio, laS placas se 
mantuvieron por 72 h, registrando cada 24 h las medidas del 
diámetro de los anillos con una lupa de aumento 7X con escala 
milimétrica. 

En el caso de la cuant.ificación de albúmina la curva patrón se 
hizo con diluciones seriadas de albúmina de suero de rata (ver 
apendice 116) con SSAF (1:1, 1:2 ,1:4 ,1:8 y 1:16). 
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Con el propósito de conocer la composición de cada uno de los 
picos eluidos en la cromatrografia, se realizó una electroforesis 
del concentrado de todas las fracciones comprendidas en ellos. 

Se empleó la técnica de Laemmli (45) con algunas modificaciones, 
utilizando geles de Poliacrilamida-sos al 7.5?., en un 
amortiguador Tris-Glicina-SOS 0.025 M pH 8.3. Cien microgramos de 
la muestra con la misma cantidad de la mezcla de digestión (Tris
HCl 0.0625 M ph 6.8 + Glicerol 10?. + 8-Mercaptoetanol 5?. + sos 
2.3?. + Azul de Bromofenol 5?.J se calentaron a lOOºC por 60 seg 
antes de colocarse en el gel. 

Antes de colocar las muestras se aplicó una corriente constante 
de 3 mA por gel, con el fin de optimizar las condiciones de la 
corrida. Esta fué en las mismas condiciones durante un tiempo de 
3 a 4 h. 

Los geles se fijaron y Lifieron a temperatura ambient.e con una 
solución Metanol: Acido Acético: Agua con Azul de Coomassie R-250 
(0.17.) durante 18 hrs. 

Se destiñeron en una solución Metano!: Acido Acético: Agua a 
5ooe. 

Las muestras se corrieron en paralelo con un grupo de proteínas 
marcadoras de peso molecular con un intervalo de 14 a 669 kOa. 

PRUBBAS ISTADISTICAS 

Se emplearon pruebas no paramétricas para el tratamiento de 
datos. Para comparaciones múltiples se empleó la prueba de 
Kruskal-Wallis con dos colas, y para comparación de dos muestras 
la prueba de Mann Whltney. En ambas se consideró el nivel de 
significancia al 0.05?.. 
En el caso del anélisis de los resultados de incidencia de 
macrófagos y fibras de asbesto en las bifurcaciones, se examinó 
si el patrón de distribución se ajustaba a una distribución de 
Poisson mediante la prueba de x~. 
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III - RISULTADOS 

En cuanto a los hallazgos histológicos en microscopia de luz, el 
cambio más sobresaliente fué el aspecto prominente de las 
primeras bifurcaciones por la acumulación de células 
mononucleares. En el grupo Asbesto 3 h (figura 3a), sólo algunas 
de las muestras analizadas presentaron ésta caracteristica, 
mientras que en el grupo Asbesto 24 h (figura 3b) la mayor parte 
la presentaban. En el grupo Asbesto ocho días que se incluyó para 
el estudio morfológico, aparte de la caracteristica ya 
mencionada, se observó Ja evidencia de un proceso inflamatorio 
tanto en paredes de conductos alveolares corno de alveolos (figura 
3d). 

En lo que respecta a los hallazgos del análisis del tejido 
pulmonar al microscopio de barr ldo, se demuestra la presencia de 
fibras de asbesto y célula"' a nivel de la primera bifurcación 
(figura 2). Por un lado, la cantidad de fibras tendió a disminuir 
al transcurrir el tiempo (1 a 3 fibras; 4 a 6 y l a 3 en 108 
grupos Asbesto 3 h, 24 h y 8 dlas) (Tabla 1). 

El número de bifurcaciones con células se incrementa gradualmente 
hasta alcanzar porcentajes del 93.3'7. en el caso del grupo Asbesto 
24 h, contra un 76.2'7. y 16.7'7. en los grupos Asbesto 3 h y Control 
(Tabla 1). 

En el grupo cuyo sacrificio fue a los ocho días posteriores a la 
instilación, el porcentaje se abatió hasta un 75'7., es decir, casi 
al mismo valor del grupo 3 h (Tabla 1). 

Este mismo comportamiento se hace presente en el número 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 células) (p<0.05) 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 microanálisis de 
rayos X (figura 2) mostró que en el grupo 24 h se encontró el 
mayor porcentaje de células que fagocitaron fibras de asbesto, 
(36'7.). 
Le sigue en orden de magnitud el g1·u1•0 Asbei;to B díaa con un 22'7. 
y el Asbesto 3 h con 20'7.. 

III.b) ~g.l/1!.!!Q ~EQD9YlQg!~~Q!~r 

En la fracción celular separada del lavado bronc¡uioalveoJar, se 
analizaron varios parámetros. El primero de ellos fue el conteo 
celular total por cada rato. (Tabla 3). En el grupo Control se 
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FIOUllA 3 

!~J!!!g E1!!!!!Q!H!!: QQ~~.D!ªQ2 ~!J fa'! m!f!2!?f.2E.!Q g~ lb!~ .É! ~~Q li..: .. 

a) Bifurcación de un dueto alveolar en una rata sacrificada 3 h 
después de la exposiciOn al asbesto. 

b} Bifurcación de un dueto alveolar en una rata después de 21+ h 
de expuesta al asbesto, con engrosdmiento del mismo. 

e) Bifurcación engrosada de un dueto alveolar en una rato después 
de 8 dlas de exposiclon dl asbesto. 

d) Zona alveolar con un J-ll•oc~so inflamato1·jo, en una riita 
sacriflcadd a los a di as d~spués de exponerld dl dSbesto. 
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Grupo 

control 

Asbesto 
3 h 

Asbesto 
24 h 

No. de bif. 
examinadas 

12 

21 

15 

TABLA 1 

DF. MACROFAGOS Y FIBRAS DE ASRESTO 
--ª!I~Bf~g!glig§.------ -- -------

No. x de 
bif. con 
MOs 

No. x de 
MOs en 
las bif. 

;¡ .:!:. d. s 

16.7 0.3 .:!:. o 

76.2 2.3 .:!:. 2.4 

-'- -· --~ - -

93.3 5;0 .:!:. 3.5 

7. x de 
bif. con 
fj bras 

o 

23.8 

20 

No. x de 
fibras en 
} !IS bif. 

o 

. . 
----------------------------~----------------------------------

Asbesto 
e días 

16 

bif. =bifurcaciones 

1-3 fibra" 

++ 4-6 fibras 

75 2.2 .:!:. 2. 7 31.1 ·: ~-+ 



Grupo No. de animales 

Control 2 

Asbesto 2 
3 h 

Asbesto 2 
24 h 

TABLA 2 

No. de macr6fagos 
analizados 

so 

so 

so 

No. de Macrófagos 
con asbesto 

?. 

o 

20 

36 

__________________ .:..._ __ ..:,~:;...-~~.:..~-.;.~~-.:.:.~-~~----------------
Asbesto 
8 dias 

2 22 

------------------------:-_---~~~-.. ~-:---:.--------------------
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tuvo un promedio de 2.8 x 10" células; 4.1 x 10" células en el 
grupo Asbesto 3 h y 3.7 x 10º células en el Asbesto 24 h. No se 
encontraron diferencias signiflcatlvas entre ellos (p>0.05). 

El segundo parametro fue la viabilidad celular, la cual disminuyó 
significativamente (p<0.001) cuando se comparó el grupo Control 
con los animales sacrificados a las 24 h. Así, mientras que el 
grupo Control pres.;,nta un promedio de 911\ de células viables, los 
grupos de 3 h y 24 h tienen un porcentaje de 90.1% y 83.41\ 
respectivamente (Tabla 3). 

Otro dato examinado de la fracción celular fue la cuenta 
diferencial. En la fl~ura 4 1 se muestra el porce11taje promedio de 
macróf agos alveolares, linfocj 1#os y polimorfonucleare!; para cada 
grupo. En ellas resaltan varios aspectos, uno consiste en el 
decremento de rnacrófagos en los grupos expu~stos al asbesto en 
comparación con el grupo Control (881\ vs 79.8?. en 3 h y 52.7 l\ en 
24 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 
y el Control no hay diferencia. En cuanto al número de linfocitos 
se encuentra un incremento significativo (p<0.001) en los 
grupos experimentales, ya que el Control tiene un porcentaje de 
7.8, mientras que los de 3 y 24 h tienen un valor de 13.8% y 
15.61\ respectivamente. Un aumento más drástico ocurre con los 
polimorfonucleares, que en el grupo Asbesto 24 h llegan a formar 
un 31.51. del total de las células, cuando en el erupo Asbesto 3 h 
y el Control constituyen un 6.2 y 4.1?., respectivamente. Sólo hay 
diferencias significativas con el erupo Asbesto 24 h (p<0.001). 

Al centrifugar el LBA se c.uantif icó la proteina total en el 
sobrenadante obtenido, lo que dió un promedio de 3.1 me/ml de las 
tres réplicas del grupo Control, 2.6 mg/ml en el grupo Asbesto 3 
h y 4.2 mg/ml en el grupo de 24 h (Tabla 4). Existió una 
diferencia significativa (p<0.05) con respecto al control, al 
habt:!r un incremento en el erupo de 24 h. Sin embareo la 
variabilidad observada dentro de este último grupo fué 
considerable. 

Después de concentrar el lavado de tres animales 1 se cuantificó 
la proteina total del mismo y se obtuvo un intervalo de 8.05 a 
17.3 ~g para twdos los grupos (Tabla 5) con diferencias 
significativas entre ellos (p<0.05). 
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Control 

Asbesto 3 h 

Asbesto 24 h 

TABLA 3 

fü!tl.!!!lQ 

No. de células totales 
obtenidas por animal 

(X 10'") 

x ±. d.s (') lntervalo 

2.8 ±. 0.11 1.9 a 4.2 

PorcentdJe 
de 

viabiljdad 

x ±. d.s (') Intervalo 

91 ± 3.34 85.7 a 100 

4 .1 ±. 2 .45 1. 4 ca 10. 5 9o. i ±. 4. 3ó 77. 4 a 9ó 

--

-----------------------------------~------------

3.7 ±. 0.7 1.ó a ó.5 83.4 ± ó.32 7ó.ó a 91 

( •) Promedio de los tri plj c:ados para cada grupo (n=9) 
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FIGURA 4 

Porcentaje de macrófagos, linfocitos y poljmorfonucleares prasen
tes en la fraccion celular de los LBA obtenidos de ratas e><pues
tas al asbesto y sacrificadas posteriormente a las 3 y 24 h. 
Todos los datos son promedios con desvlaciOn estandar de las tres 
réplicas para cada grupo (p<0.05). 



FIGURA 4 

CUEMTA DIFERCMCIAL DE CELULAS OBTE~IIDAS EN SECRECION 

PULMONAR POR LAVADO BRONG!UIOALVEOLAR 
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TABLA 4 

.E.!l.Q!fil!.lh 

Proteina obtenida por animal 

Grupo No.de Animales (mg/ml) 

x-i-ci~6-c•T-------1ñterva1o ___ _ 

Control 9 3.1 :t. 1.7 0.65 a 5.5 

Asbesto 3 h 0.5 a 4.4 

Asbesto 24 h 9 4.2 :t. 4.0 0.5 a 13.7 

(•) Promedio del triplicado 
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Grupo Réplica 

TABLA S 

Prot.eina del 
concentrado total 

(m¡;) 

X 

Porcentaje de 
albúmina respecto 
a la proteina del 
concentrado total. 

~------------------------~----------------------

1 11. 7 66.8 

"'' { Control 2 8.05 

3 15.6 

75.l 

89.5 

-------------------------------------------

{

. 64,6 

77.1 ~ 11.5 76.4 

72.1 

13.2 

Asbesto 3h 2 12.5 

3 8.4 

-------------------------------------------------

92. 4 .. ~ 2.3[ :::: 
92.2 

15.4 

Asbesto 24h 2 9.6 

3 17.3 



La muestra concentrada del lavado fue fraccionada por filtración 
en gel (Sephadex G-100). En las fracciones eluidas se midió la 
actividad quimiotáctica y la absorbancia a 280 y 595 nm. 

El perfil de elución del fluido pulmonar concentrado mantuvo el 
mismo patrón entre grupos expuestos y el control (figuras Sa, 6a 
y 7a). 

Tanto el patrón de absorbancia a 280 nm y de actividad 
quimiotáctica, siempre mostraron la presencia de dos picos, uno 
que eluyó aproximadamente a los SO ml (pico A) y el otro entre 
los 100 y 150 ml (pico B), a diferencia de lo observado cuando se 
determinó proteina y se midió absorbancia a 595 nm, donde sólo se 
hizo aparente el pico A (figuras Sa , Sb , 6a , 6b ,7a y 7b). 

F.sto fue reproducible para lodos los grupos. Incluso se intentó 
cuantificar proteína por el método de Lowry (48), sin embargo no 
se lo&ró delectar señal alguna fuera del ~ico A. F.sta observación 
se comenta con detalle en la discusión. 

De acuerdo a la calibración de la columna efectuada previo al 
fracclonamiento 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. 

Aún cuando la posición de ambos picos fue reproducibl~ en los 
tres experi11entos de cada grupo, la diferencia entre lavados de 
animales ex pues los y controles radicó en Ja amplitud del pico R y 
la proporción de los picos A:B. En cuanto a la amplitud, el pico 
B fue más 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 proporción A:B tendió a disminuir en el grupo de 3 
h y 24 h. Al calcular la proporción entre los picos A y B, se 
obtuvo un valor de 2.52• 1.2 para el control de 1.96 • 0.6 en 3 
h y de 1.17 ~ 0.4 en 24 h,lo cual indica que el pico B tiende a 
auaentar con el tiempo (figuras Sa, 6a y 7a). 

Se evaluó la actividad quimiotáctica para macrófagos alveolares 
en las fracciones formadoras de picos de la cromatrografia, asi 
co•o de las fracciones inicia les 1 intermedias y terrninalef:;. 

Al igual que con el patrón de elución (dbsorbancia d 280 nm), la 
actividad quimioláclica cuantificada por conteo celular (loo l<), 
correspondió a los picos A y B (figuras Sb, 6b y 7bJ y la 
diferencia entre grupos experimentales y el control se estableció 
primordialaente por un incremento del pico B. Es decir, el 
porcentaje de célulaB que migran en respuestet a quimiotaxinas de 
bajo peso molecular, es mayor en el grupo de 24 h de exposición 
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FIGURA 5 

Medición de absorbancia a 280 y 595 nm (a): cuantificación de 
actividad quimiotactica (b) y estimación de albúmina y C3 Ce) de 
las fracciones eluidas del fraccionamient.o del LBA en Sephadex 
G-100. 
Todos los valores se present.éH1 como porcentaje respecto al valor 
mas grande que se obtuvo en las mediciones correspondientes. 
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rIOURA • 

Medición de absorbancia a 280 y 595 nm (a): Cuantificación d~ 
actividad quimiotéctica (b) y estimación de albúmina y C3 (cJ de 
las fracciones eluidas del fraccionamiento del LBA en Sephadex 
G-100. 
Todcs los valores se presentan como porcentaje respecto al valor 
más grande que se obtuvo en las mediciones correspondientes. 
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FIGURA 7 

Medición de absorbanc.ia a ~80 y 595 nm (¿,): CuantifJcación de 
actividad quimiotéctica (b) y estimación de albúmina y C3 (c) de 
las fracciones eluidas del fraccionamiento del 1.BA en Sephadex 
G-100. 
Todos los valores se pre~t:-11tan como porce11t.etje r·especto d 1 Vtd or 
más grande que se obtuvo en las mt:diciones corrf3spondientt:::s. 

55 



FIGURA 7 
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yue en el de 3 h, y consecuentemente, del control. 

Ademas se encuentra 
localizada a las 24 
aledañas al pico B, 
grupo control o en el 

que la actividad quimiotáctica no esta 
h 1 ya que se disemj na en létS fracciones 
no diferenciando tan claramente como en el 
de 3 h. 

Cuando se cuantifico ld actividad quimiotéctlca por el método de 
absorbancia a 640 nm en los fil t1·os, se obsf::'rv6 un potrón 
similar. Sin embargo, la definición de los picos no fué tan 
evidente como con el método anterior. Este método no se corn::;j deró 
adecuado para la evaluación de migracion celular. 

La actividad quimioláctica del lavado 
abatida al inactivar a 56•c pur 45 min, 
lavado no inactlvado. 

tot.al coricentrado fué 
en comparac.:ión con el 

Lo mismo fue percibido al inactivar bajo las mismas condiciones 
las fracciones del pico A,en las cuales se agota la actividad 
quimiotéctica en el caso de este pico, mientras que <:n <:l Pico El 
se mantiene. Sin embargo, es te comportamiento no fue reproducible 
para todos los grupos. 

Se realizaron pruebas de quirniocinesis al invertir o de~~aparecer 
los gradientes con el objeto de corroborar que el fenómeno 
observado no fuera resultado de una migración al azar, 
obteniéndose resultados negativos, es decir, no migraron los 
macr6fagos cuando se invirtió o elimino el gradiente de 
concentración. Esto demuestra que la migración celular es por 
quimiotaxis y no por quimiocinesis. 

Con los tratamientos empleados para evitar contaminación por 
endotoxina bacteriana, se a::>eguró que éBta no int.erfjriero con 
los resultados de actividad quimiotáctica. En trabajos previos 
(30), el tratamiento del material y el asbesto instilado 
(esterilización con calor seco a tao•c por 4 h y bidestilacj ón 
del agua empleada en la preparaciOn de SSAF ¡, se demostró por 
medio del ensayo de delr,,cción de endoloxina bacteriana, que ésta 
no se encontraba presente en las soluciones preparadas bajo estas 
condiciones. 

III.e) 

Con las fracciones formadoras de los pic.:oi,¡ A y El obtt:nid1ts t:n Ja 
cromatrografia, se llevo a cabo la cuantificación de albúmina y 
C3 una vez que se l iofi li~aron- las muestras. 

Para la estimación de albúmina, las muestrds veinte veces 
concentradas se resuspendieron veinte veces. con lo cual quedaron 
a la concentración original, debido a que la cantidad era 

57 



excesiva, impidiendo reali~ar mediciones confiables cuando estaban 
20 veces concentradas. 

Esto no ocurrió en el caso d~ la cuantificoción de C3, ¡.iara lo 
cual sólo se diluyo 1: l. Los datos finales de la estimación de 
albúmina y C3 se presentan en las fieuras Se, 9c y lOc, y están 
representados como porcentdjes respecto al diámetro mayor del 
precipitado en la inmunodifu,;ión i·adial, debido a la carencia del 
antígeno purificado para la cuantlficacion· de C3. Estos se 
muestran junto con !a absorbancia a 280 nm presentada también 
como porcentaje, aunque la proporción de la gráfica está 
amplificada en comparación con el correspondiente patrón de 
absorbancia a 280nm (parte superior), con el fin de visualizar 
mejor la distribución de los picos de albúminay CJ dentro del 
pico A. 

Si bien se intentó utilizar un complejo Zimosán-CJ 
construcción de una curva patrón, la baja proporción de 
en dicho complejo, condujo a la misma incapacidad para 
los datos como miligramos de complemento. 

para la 
proteína 
expresar 

En todos los erupos se demarcaron los límites de elucion para la 
albúmina y el complemento. Ambas proteínas se encontraron 
incluidas en el pico A, hallándosE:> como principal diferencia 
entre grupos,la proporción de lñs dos proleinas. 

En las fieuras Ba, 8b y Be se representan la8 fracciones que 
contienen albúmina y Las que ti~nen C.3 conL:ra el diámetro del 
anillo que cada una djó en Ja irimunodifusj6n radial en cada 
grupo. Se hace notoriil la bdja proporción de CJ con respecto d la 
albómjna en el grupo {.:Oll mayor tiempo de expo13ic.i6n. 

Cuantitativamente dicha proporción se Cdlculó dl medir el área 
bajo la curva correspondiente. Lo8 resultados se muestran en la 
Tabla 6, donde se aprec la •¡ue en el grupo de 24 h el valor 
promedio es más del doble en comparación co11 el grupo control y 
Asbesto 3 h. 

Así también, al cuantificar la cantidad de albúmina en cada 
fracción se logro conocer la proporción de esta proteína con 
respecto a la proteína total que se obtuvo del lavado 
concentrado. Estos datos se pueden ver en la Tabla 5, siendo 
evidente que el valor más grande corresponde al grupo Asbesto 24 
h, donde la albumina alcanza un promedio de 92.4 z 2.3?. de la 
proteína total. F.n lo"' grupos restantes (Control y Asbesto 3 h) 
se mantiene un promedio de 77.1 ~ 11.5 en el primero y de 71.0 z 
6.0 en el segundo. Estas diferencias fueron estadísticamente 
significativas (p <. 001). 

Con el ant..isuero C3 se encontró reC1cción con suero de rata normal 
y con el compleJo Zimosan-C3. 

El antisuero contra albúmin.:. reacr..:jon6 con la albumina purificada 
y con suero de ratd normal. No se vi.o identlddd entre los dos 
antisueros. 
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Grupo Réplica 

l 

Control 2 

3 

l 

Asbesto 2 

3 h 3 

1 

Asbesto 2 

24 h 3 

TABLA 6 

Cant.idad de 
Complemento 
Area bajo la 
curva (cm 2 ) 

1.33 

t.14 

1.13 

l. 41 

0.63 

0.21 

Cantidad de 
Albúmina 
Area bajo Ja 
curva (cm:z:) 

19.3 

21. l 

27.4 

7.7.9 

26.l 

36.9 

14.02 

Proporción 
Albúmina:C3 

14.5:1 

18.5:1 

7.4.7.: l 

17. l: l 

18.5:1 

. 58.6: l 

66.8:1 

Valores no obtenidos al realizar la inmunodifusión radial por 
insuficiencia de proteina en las fracciones que el antisuero 
no reveló. 
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FIGURA B 

Se presentan los datos 
C3 por inmunodifusión 
anillo del precipitado 
correspondiente. Para 
demostrativo. 

a) Grupo Control 
b) Grupo Asbesto 3 h 
cJ Grupo Asbesto 24 h 

obtenidos de la estimaci 6n de albúmina y 
rñdidl expresados como el diámetro del 

formado por lo reacción con el ant.iBuero 
cada grupo se muestra un ejemplo 
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Con las fracciones formadoras de los picos A y B se realizó una 
separación electroforética para todos los grupos. De los geles se 
obtuvo un espectro de absorción a 540 nm empleando un 
densitómetro, y a partir del cual se midió el área bajo la curva 
con un planimetro para poder calcular la proporción de proteína 
en cada banda y el coeficiente d•• migración ( Rf) pard la 
estimación de pesos moleculares. Lo mismo se hizo para el lavado 
total concentrado no inactivado e inactlvado de un grupo control 
asi como de suero de rata normal. 

En la fieura 9 se muestra un gel representativo del pico A 
obtenido de cada grupo. Se comparan el lavado bronquioalveolar 
no inactivado, el inactlvado y el suero de I'atd, y se muestra una 
diferencia en el patron de bandeo do: cada ¡:1·upo, sobre lodo la 
diversidad en número de bandas y pesos moleculares de las 
proteinas obtenidas. 

En los grupos Control y Asbesto 3 h, se definen en el pico A seis 
y diez bandas respectivamente, con intervalos de pesos 
moleculares en el control de 54 a 92 kDa y de 54 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. 

A~n cuando en el pico B no se detectó proteína por el método 
espectrofotométrico empleado en los grupos Control y 3 h, se pudo 
constatar la presencia de una banda con un pet:>O molecuJ ar 
aproximado de 60 kDa en dos de las seis réplicas, lo que sugiere 
que pudiera tratarse de una contaminación por albumina por ser la 
proteina mas abundante en el lavado bronquioalveolar. 

No sucedió lo mismo en el pico 8 de las réplicas del grupo 
Asbesto 24 h, debido a que se apreciaron bandas de pesos 
moleculares bajos (10 a 20 kDa), aparte de la banda 
correspondiente a 60 kDa. 

El patrón electroforético de las prolei nas del lavado de 
animales no expuestos sin inactivar e inactivado. (figura 9). 
deauestra que el número de bandas es superior en el lavado 
inacti vado con un tot.dl d,. 16 bandas, con pesos moleculares de 
10-180 kDa, comparado con las diez l!andas observadas en el Javado 
no inactivado con pesos moleculares entr,. 10 a 113 kDa. 

En el suero de rala normal se perciben hasta 16 bandas de 
proteina con pesos moleculares qu,. van d,. a 19 a 180 kDa 
aproximadamente. 
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FIGURA 9 

a) Patrón 
b) Lavado 

por 45 

• • 1 
. _ .. , --- . .. 

~ _i._· 
'i~ 

• 
+ abcdef 

de suero de rata no expuestd 
bronquloalveoldr total concentrado e inactivddo 

m1n de un grupo control. 
a 56"'C 

C) Lavado bronquioa!veolar total concentrado no inactivado d" 
un grupo control. 

d) Concentrado del ¡>ico A obtenido en Ja croaatografía de un 
grupo control. 

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

f) Concentrado del pico A obt.,nido en la cromalog1·afia de un 
grupo expuesto 24 h. 
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IV- DISCUSION 



IV.- DlSCUSIOH 

La principal enfermedad relacionada con la exposición prolongada 
al asbesto y reconocida desde los primeros años del siglo veinte, 
ec la fibrosis inters'lici al pulmonar di fusa (6 ?.2). F.xiE:Jten 
varids evidenclas ~n lds óUa.l~s ~l ffidcrófal:!O alveolar t::!Stá 
illplicado en la patogénesis de esta enfermedad ( 13 , 76) , ya que 
la presencia de este tipo celular es una caracter is ti ca 
prominente de las lesiones hi~tológicas relacionadas con su 
exposición. 

La información disponible concerniente a la respuesta tisular 
temprana a fibras de asbesto, ha sido producto de modelos de 
exposición en animales tanto por inhalación como por instilación 
intratraqueal. Estos estudios indican que las caracteristicas 
histológicas de las lesiones se desarrollan en los sitios de 
depósito de las fibras, dos o tres dias después de la exposición. 

Histológicamente, estas lesiones presentan agregados de 
11acrófagos con fibras de asbesto a nivel de las bifurcaciones de 
los duetos alveolares y persisten hasta 16 meses después de que 
cesó la exposición experimental (16 , 17). 

En el. modelo animal empleado en este trabajo la exposicj ón se 
llevó a cabo por el método de instilación intratraqueal. Este 
método presenta múltiples ventajas ya que eH un método rápido, 
f ac il y reproduce las carac ter is t leas his topd tolog leas de la 
íibrosi~ en varios modelos cmimale!::i. Además la dosis introducida 
puede ser medida con mayor precisión y su administración es más 
uniforme en corlo tiempo. F.l de¡;ósi lo de lao fil.JraB es 
lndependiente del tamdiio de la partícula y lds de gran tamaño 
11 egan fácilmente a la re~iOrt alveolar. Au11que lo expot:dci611 por 
inhalación es un modelo fisiológico que permite ld distribución 
nat.ural de las particul as inhalad as de acuerdo a su tamafi<J 
respirable, frecuentemente requiere de meses de ex.perlrnentaclon y 
de facilidades técnicas elaboradas y costosas (12 , 47). 

Sin embargo, dmbos métodos de exposición producen en los 
animales, caracleristicas histológicas y fisiolócicas similares a 
las de la fibrosis existente en la asbestosls en humanos. La 
(tnica diferencia importante es que con el método de inhalación, 
la distribución de particulas es más unlforme que por 
instilación, en la cual la mayor parte se deposita en la porción 
central del pulmón. 

Con estos antecedentes y al examinar la información generada de 
los estudios morfológicos en este trabajo, se constato que con el 
método de ins~ilaci6n, son reproducibles las al~eraciones lipicaB 
de la asbestosis en cortos lapsos (21). 

Los halla?.gos histológicos en el análisis al microsco(JiO de lu~ .. 
revelaron el aspecto promlnente de la.s primeras bifurcaciones por 
la presencia de cúmulot:1 de célul al:I mononucleare8 (figure. 3). Con 
el microscopio de barrido se demostró les acumuldc l6n de 
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macrófagos en Jos duetos alveolare-s y bronquiolos tern1inales 
(figura 10), lo que coincidió con los sitios donde se impactan las 
f:ibras. 

En los trabajos donde se han dado tiempos de inhalación más 
largos, la acumulación de macrófagos d lcam:ó un valor promedio de 
4.4 células por bifurcación a las 24 y 48 h. Esto es similar a lo 
encontrado en nuestros experimentos, donde el valor promedio de 
células por bifurcación fué de cinco macrófagos a las 24 h de la 
exposición al asbesto (Tabla 1), lo que representd m~s del doble 
de las observadas en los animales de 3 h y 8 dias. Esto último es 
de esperarse, ya que el intervalo es lo suficientemente largo y 
los macrófagos que fagocitaron las fibras posiblemente empezaron 
a transladarse al aparato mucocilidr o dl intersticio, 
abatiéndose la población obst-!rvable en Jos es(.Jacios alveolares 
(18,19). 

En el grupo control, el promedio de células observadas en las 
bifurcaciones, se encontró dentro de los llmites normales 
registrados en otros modelos (65) ~ invariablemente no se vieron 
fibras en las bifurcaciones. 

En los tiempos estudiados después de Ja exposidón, las fibras 
se encontraron en la proximidad de las bifurcacion~s y su 
distribución decayó a las 24 h. En las rat.as que han inhalado 
fibras durante una hora y son sacrlficddas cuatro u ocho dias m~s 
tarde, raramente se observan fibras en las superficies de los 
duetos (19). En nuestro caso, d los ocho didS el porcentaje de 
bifurcaciones que conservan fibras disminuyó, pero tampoco 
difiere significativamente del grupo Asbesto 3 h (Tabla 1). 

Esto puede at.ribuirse a que el reciclaje de la ¡•oblación 
fagocitica no ha sido suficiente para depurdr las fibras 
remanentes sobre las superficies alveolares, amén de que la dosis 
utilizada es mucho mayor a las usuales en exposiciones por 
inhalación. 

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

Como apoyo a estos hallazeos encontre:tmos que en las célulaf:i 
obtenidas del LBA de los mlsmos dnimales, la cdntidad de fibrds 
fagocitadas fue superior en el grupo Asbesto 24 h ('Tabla 2), 
donde el porcentaje de células que mostraron seíidle" de asbesto 
en su interior f:ue del 36'7., no sucediendo igual en el de 3 h y 8 
dias, cuyos valores son muy cercdnos (20 y 227.). Ello muestra que 
a los ocho dias de la t-Xposiciórt, la actividad faeocítica 
permanece todavld dCtivd, Bi.n embargo no es suficiente para 
retirar todas las fibras qu<: se t1an depo8itado (figur·« 11). 

El número de 11acrOfdgos que contenían dsbesto en el grupo 24 h 
es similar a lo obtenido en exposici(.lnes por inhc-tlación durante 3 
h pero con 48 h de recuperación (82!, •1ue es de aproximddamente 
el 30~ de los macrófagos lavados. 
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FIGURA 10 

Hiero~~ obten!lli! ~!! ~! m.!E~~lli Q~ fil!r!:.!QQ Q~! l~J19g 
E!!l.!!9!!!!!: ~ !!!.!ª~ ~~~rif!.E~Qª-!! 2~ D pgsterigr~ ~ !ª 1D~!!!ª212D 
~asbesto. 

a) Pri•era bifurcbción de un dueto alveolar en donde se exhibe 
una gran acu•ulación de macrófagos Junto con f lbras de dsbesto 
(9,200 X). 

b) Bifurcación de un duct.o alv~lnt· con fibraf.i de asUesto sobrM 
su superficie y células macrofdgicas (1,000 X). 
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FIGURA 11 

Imagen al microscopio de barrido de los macrófatos obtt-nidos por 
lavado bronquioalveolar de ratas sacrificadas 24 h posteriores a 
la exposición al a!:lbesto. Se obserya que ambets células han 
fagocitado fibras (3,450 XJ. 
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La diferencia 
transcurrido 
que migran ai 
una señal que 

entre los grupos 3 y 24 h demuestrd que el lapso 
es suficiente como para que eJ número de ma.crofa~os 
sitio alterado aumente, lo que implicd que existe 
diri~e E:!ste movimiento celulor. 

Con estas observaciones se lograron vlsuali2ar los 
acontecimientos generales que como consf:cueucia de la inBliJacjón 
de asbesto ocurrieron en el tejido. Pdra ir mds a fondo del 
fenómeno se analiz.aron parámetros más específicos con el fju de 
complementarlos y corr~ldcionarlos con los datos t-::ncontrados. 

Como primera intención se contó con los datos de la 
cuantificación de protelna total en el Ll3A y la valoración de los 
tipos celulares que pueden hallarse en él.· 

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

En otros modelos como la oveja, en tratamientos con grandes dosis 
de asbesto, también se produjo un aumento a más del doble de la 
concentración de protelna del fluido pulmonar, pero con dos.is 
pequeñas no se modificó la cantidad (73). 

Los datos de proteina toti'll imlividual que se obtuvieron en el 
presente estudio (Tabla 4) se encuentran en un intervalo de 2 a 4 
11g/11l, lo que muestra concordancia con los trdbdjos antes 
mencionados. Las diferencias Hignificativas que se encontraron al 
observar un lncrf!mento entre el grupo 24 h y el control era de 
esperarse, dado que son dosis m&s t:rétndes que las exµerimentadas 
en otros modelos. Asi también los valor~s de protelna total se 
encuentran dentro de los vaJoretJ normaler:; que 8e han determinado 
en lavados pulmonares en es ta especie y que fluc túd ~n tre 1 a 3 
mg/ml (62 , 82). 

Por otra parte, el análisis de Jos tipos celulares del r.BA mostró 
un patron similar a los señalados para la proteina total. 

El LBA en condiciones no patológicas, presenta como tipo celular 
predominante al macrófago alveolar, la existencia de Variaciones 
en ei n~•ero de la población refleja daño 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 número de células totales del lavado 
Y porcentaje de viabilidad. En exposicion~s por inhalación no se 
encontraron diferencias significativas después de sacrificar a 
los animales a las 48, 72 y 192 h .posteriores a la -.xposición de 
una hora (16), a diferenciet de olroB est.tidios donde ¡.•vr inyección 
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lntratraqueal de fibras dt! más dt! 10 JJm de longitud y mt!nores dt! 
3 um, el porcentaje de cont.eo celuldr ascendió r•rot:resivamente 
desde una hora hastd los 14 dids subsecuentes a la instilación, 
para retornar a sus valores normales a los 21 Y 60 dias 
respectivamente, después del tratamiento (59). Nathan también 
encontró que ·incluso los animales control que sólo recibieron 
solución salina, mostraro11 cierta tendencia a aumentar el número 
de células en los subsiguientes dias posteriores a la instilación 
(dicho aumento no mostró ser significativo). 

En particular, en nuestro estudio si encontramos aumento 
significativo de la cuenta celular total del lavado, Y del 
porcentaje de viabilidad, hasta un 1 apso de 24 h después de la 
exposición y el valor de los animales control se situó en los 
valores generalmente reportados (40) (Tabla 3). 

Al examinar la situación de cada tipo celular por medio de la 
cuenta diferencial, nos encontt"amos con cambios 111.portontes en la 
población celular (figura 4). El primero de ellos, es la 
reducción proporcionaJ en el numero de macrófétgos al exponer las 
ratas al as bes to. Es te cainbio es proporcional dl t lempo de 
contacto con la fibra, el cual llegó a al con~or hetst.o caE::li un 50~ 
del total de células en un lapso de 24 h. 

El mismo fenómeno se tia vis1.o en personoH ~XfJUesLéls é.d asbes1.o, 
donde el decaimiento en el número d~ macrófagos alveolares va del 
81~ al 68X respecto al Lotal de las células (76). 

En cuanto a los tipos celulares res tan tes y bajo condiciones 
normales. los J infoci tos y los polimorfonucJ eares, representan 
menos del 15 y 5?. respectivamente del total de células 
recuperadas en el lavado bronquioaJveolar de la mayoría de las 
especies, incluyendo humanos (10). 

Las alteraciones 
consistieron en 
polimorfonucleares 
específicamente en 
31.5?. del total de 

más relevantes halladas en nuestro modelo, 
un gran incremento en el porcentaje de 

en ratas instiladas con asbesto, 
el grupo 24 h, ya que alcanzaron un valor del 
las células. 

Es conocido que después de instilar particulas o drogas el numero 
de polimorfonucleares se incrementa notablemente (15 , 18 , 49 , 
82). Esta respuesta generalmente parece estar confinada a modelos 
de instilación intratraqueal de partículas, ya que los macr6fagos 
pulmonares aparecen como el tipo celular predominante que 
responde después de exposiciones cortas o lari;:as a fibras de 
asbesto en aerosol. 

Aún cuando los 
simple lavado 
migración de 
alveolar (42). 

animales no haya11 sido expuestos a partículas, el 
6 i11yeccl6r1 co11 solución sdlind, induce la 

neutrófi los de loo; ca pi lares hada la re¡:ión 

Es lógico ima·ginar también que independientemente de la vía de 
administración, la naturaleza de la respuesta depende del tipo de 
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agente e influye en el fenómeno migratorio de las células, el 
cual esta mediado por el tipo de factores qulmiotacticos 
generados. Ejemplos de ello, se encuentran en las enfermedades 
respiratorias humanas como la insuficiencia respira.torla del 
adul t.o, donde el porcent.aje de pol imorfonucJ eareH es de 
aproximadamente el 853 de ld frdcclón celular (65), atrlbuyéndose 
a la producción de un factor quimjotáctico de 10 kOa (ireRente ~n 
el lavddo. 

Otros estimuJos como Ja fagocitosis de bacterias, la exposición a 
silice, un solo lavado pulmondr 6 la activación de proteinas del 
complemento, son suficjentes parn generar quimioatrayentes para 
polimorfonucleares (23, 24, 29, 31, 34, 42, 52, 74, 82). 

Los linfocitos también s.e encontraron con un jncremento 
significativo en número al compararlo con los animal~s control. A 
pesar de que en las exposiciones a] asbesto no hay evidencia del 
papel que juegan exdctdmente los linfocitos, se piensa que son 
importantes para atraer fagocitos mononucleares y linfocitos a 
los sitios de inflamdción, debido a su capacidad de producir 
factores quimiotácticos {28 76). Si bien el influjo de 
linfocitos en casos de exposición al dSbesto se ha visto 
incrementado en sujetos expuestos cr6nicament.e, en los modelos 
animales no se ha detectado el mismo fenómeno (82). De hecho, 
actualmente no se ha demostrado abiertamente la producción de un 
factor,quimiotáctico especifico para linfocitos como ocurre en el 
caso de los polimorfonuclearer;,. Hcrtmenn (28), encontró dos 
factores producidos por macrófa~os dlveolares y linfocitos, cuyds 
caracteristicas hac~n pensar se trate de rnterJeucina I y rr y 
que fueron responsables de activar 1 infocitos. Con la instilación 
de drogas en el hámster (como le Rleomicine) (40J, se he 
detectado la secr1~ci611 macrof ágil.::d de un qu imlod trayente 
ef:lpeci fico paret linfoci los. 

F.stoa datos demostraron una vez más que el csbi:sto produjo 
cambios importantes no sólo en la morfologia 1 sino también ñ 

nivel bioquímico. F.n consecuencia, éstos últjmoH pudieron haber 
determin~do las varicH;lones numéricas en ld.s poblaciones 
celulares del LRA evaluadaH eri nuestro modelo. 

Para demostrar ésto, y como primer intento de encontrar 
modificaciones en algún componente del LBA, se sometio a un 
fraccionamiento en Sephddex G-100 para poder separdr d algunos de 
sus componentes de acuerdo a ciertas car,:,ct~rj8ticas como ~H el 
peso molecular. 

Esto último se fundamenló en el hecho de saber que el fluido 
pul11onar tiene una composición compleja por la Vdriedad de 
sustancias que lo constituyen, desde iones hasta proteínas, 
lipidos, carbohidratos, enzimas, étc (55). 

Con la cromatrograf ía se obtuvo un patrón característico de 
separación, que consistió básicamente en dos picos eluidos a 
pesos moleculares alrededor de 10 y 100 kDa, respectivamentE:!. 
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Hay que recordar que éste ¡:>atrón de elución se determinó sólo al 
medir absorbancia a 280 nm, yét qut:: a 595 nm ~1 pi cc.i de· bojo p~so 
molecular no se hizo aparente (figuras Sa, 6d y 7a). En un 
estudio donde se efectuó un análisis similar (83), se observo un 
solo pico de alto peso molecular, debido a que su determinación 
también fué a 595 nm. 

La manifestación de un seeundo pico en intervalos de bajo peso 
molecular, hizo posible visualizar diferencias lm¡:>ortantes entre 
grupos t.ratados y el grupo cont.rol. MientI'as que en este últ.imo 
la proporción entre los picos A y Bes de 2.5 1, en los grupos 
Asbesto 3 y 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 ~ran cantidad de los componentes del 
LBA están siendo activados y/o disgregados en moleculas más 
pequeñas, con el consiguiente incremento del pico R. Sin embargo 
seria fácil suponer que el pico A tendria que r~ducirse conforme 
aumenta el 8, lo cual rio ocurre. Por lo tanto postulamüs que 
existe un suministro continuo d~ factores susceptibles d ser 
act.ivado~. y que el (ii<.:o A no llt:"t!éi a desa¡1Mr·~cer. oino al 
contrario, se i.ncrementrt en tdl medidd que lleea d igualarse con 
el B. 

Una explicacjón positd~ es la 8Xist.~11c;ia ele un mecci.nismu que 
provee constantP-mente de ~h~mentos sanguineos que pasan dl 
espacio alveolor, siendo la tJ a8udaci6n a Lr·av?.-s d~ la barrera. 
alveolo-capildr, una de lrls forma::; que han sido propu~stas poi~ 
varios autores { 26, 33. 43, 70) . Cabe t.ambiér1 meru;ionar, que hay 
diversos componentes en t3'l ldVddo bronquioalveoldt· que pueden ser 
generados in si tu. Estas dos posibilidades se discut.:irán con 
detalle más adel~nte. 

Al conocer la configuraci 6n de 1 os Gonst.i tuyentec; del LBA despuéc; 
del fraccionamiento y evidenciados los cambios que surgiero11 
entre grupos expuestos, el siguiente paso consisLi6 en la 
evaluación de la actividad quimiotáctica para macrófagos en las 
fracciones eluidas. Además de ubicar en que intervalo de pesoc; 
moleculares esta actividad se haria más patente, esta secuencia 
se consideró una forma adecuada paro correlacionar un fenómeno 
de migración celular con los cambios bioquimicos producidos en el 
LBA por el asbesto. 

En concordancia, estos hallazgos presentan una 
a la del LBA fraccionado, porque el movimiento 
en respuesta a un estjmulo quimiotbctico, 
precisamente en las fracciones que forman parte 
B (figuras 5b, 9b y 7b). 

conducta parecida 
de los macrófagos 

fue advertida 
de los ¡:>icos A y 

Las proporcj ones observadas ent.r~ 108 pic.:oB A y A a 1 cuantifj car 
la actividad migratorid, experimentdn modificaciones importantes 
cuando se comr1aran con las obt~nidas al medir· ab!:'urbaricia a 280 
nm. En los tres grupos el tamaño del pico A es t.:onB iderable y no 
se ve al ter a do en ni neuno de 108 caf:los. F.n camblo ~l pico R se 
acrecento en los grupos expuestos al asbesto, sobr~ todo en el de 
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24 h. en donde no solo aumE:nta signifjcativamente, sino que 
también el numero de tracciones el u idas que abdrGa se ensancha 
perdiendo su definiciOn. 

En suero normal humano y en suero y lavadn bronquioaJveoldr de 
modelos animales, se ha comprobado que ~l asbesto es capaz de 
activar por la ruta alterna al compl~mento, ] ibt-=retndo fa.ctori=s 
quimiotActicos {30, 7t, 86). Este es un mecanismo de dtrdcción 
macrofA¿:ica al sitio ctonde se depot:d t.aron l aB fitJras de af:lbesto, 
y es el factor C5a uno o~ lus princ Lpr:slt::i:5 responsables de lr:s 
acumulación de mact·6faeos y de polimurfc.1nucleares (:7.4 , 74). 

Al seguir como linedmiento ésta informdciL•n, podemos entonces 
suponer que el fen6mt:::no quimioL/.tc.:tico que se liizo pa.tt:mt~ en 
nuestro modelo, ::;~gura1nente s~ debio en erdn parte dl 
desdoblamiento de proteínas del t:.:ompl~inenLo. DE! hecho, en nuestro 
caso demostramos qut? hubo trosudación por lo menos de albúmina y 
C3 al cuantíficsrlos por medio de onli8ue1-os espec;ífico8. 

Aparte de haber logrddo diferencid.r claramente los picos de cuda 
proteina denti~o del pico A, los datos de la inmunodifUHiór1 
mostraron dos aspectos sobresdlientes: 

- Oue la cantidad de albúmina se incr~m~ntó significativamente en 
los grupos tratados con asbesto, constituyendo un porcentaje 
import.ante de la proteína total. 

- Que la proporción entre albúmina y C3 se mantiene constante en 
el control y 3h y aumenta en 24 h, lo cual establece que el 
complemento se encuentrd disminuido en estos últimos debldo a su 
act.ivaci6n e independientemente de-: que la concentr.-:~ción de 
albumina se haya incrementado. 

Estos dalos 1::1e compl~taron a] corn:dderar también ]oH si~uientetj 
puntos: 

En los grupos in~t.ilados con Asbc.~8lo, la mieraci6n macrofáeica !:le 
ve estimuldda por factor.:s que fluctOcln en pe:sos mol~culares 
bajos, como se descrlbjó ce.in anterioridad, int.ervaJo tri el c.;uéd 
podria11 situarse los fdctores C5d y C3d entre otros 

Por otra parte, en el gru(Jo Control donde ~e logró a~otot· la 
migración celular al desnaturdli~ar t:on cdlor las fracclones 
incluidas en el pico A, que corre~ponderian al complt>mentu, 
mientras que las del pico B permaneci~ron lnalterad21s, nos 
sugiere la participación de esta port.~ del sjst.ema inmunológico 
humoral (da tos no mostrados)'. Lo mismo puede decirse del LBA 
total, que cuando es calentoda pie? ele una péirte d~ su ca11acidad 
qui11iotactica. 

El último dato determinante en la par1.i <:ipación del complemento 
en la generación de quimiotaxlnas, fue localizddo dl r~mitlrse a 
los cambios entre lo~ picos A y B que 8e evidencian al medir 
densidad óptica a 280 nm. A medida •¡ue aumenta el tiempo de 
residencia de las fibras de astiesto, el pico A empiezo a 
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acrecentilrse paulatin,mente, hastd llegar tncluso a igualar su 
tamaño con el pico B. 

Si entre sus componentes el pico A incluye al compli:mento, esto 
significarla que tiene un abastecimiento proveniente del 
trasudado sanguíneo 6 por Hintesis celular local. Las dos fuentes 
de proteinas alveolares están bien establecidas (26), por lo que 
ambas alternativas son posibles. Por un lado nosotros encontramos 
aumento en el influjo de albúmina, lo cual indica un fenómeno de 
trasudación. Aunque la segunda opción no fué explorada, no se 
descarta la posibilidad que los factores qulmiotdCticos fueran 
generados in situ. 

Debido a que muchas proteinas involucradas en la inflamación y 
defensa pulmonar también se encuentran en suero, este último debe 
ser considerado como la fuent.e principal de muchas de estas 
moléculas. La albúmina pasa del suero a la superficie del espacio 
alveolar, asi como en dirección opuesta (33) y por ello el uso de 
la relación albúmina:C3 permite hacer una estimación de la 
actividad de C3 normalment.e presf:'!nte en la secreci.ón pulmonar. 

De tal suerte que si hubo trasudaci6n de suero 1 se puedan 
comparar constituy~ntes d~l ]ovado con la albúmina, lo cual es 
una estimación razonable <le cuan.Jo und proteina particular ha 
aumentado o no.(7, 25, 27, 33, 43, 70). 

Al naber comprobado el posible incremento de C3 disponible, la 
producción del fragmento anafi láctico, pudo modifjcar J d 

permeabilidad ca pi lar o bien, la lesión produc l<Ja por lds fibras. 
logró dañar la inteeridad del t::[d 1..el io lo 4ue permite lo 
exudación incrementdda de componentes d~l suero hacia el alveolo. 

Para intentar interpretar estos resul todos, nos rernl timos a una 
serie de hallazgos que se han reportado desde hace varios años, 
con relación a las clases de quimioatrayerrlef::i. que se han 
caracterizado en las respuestas inflamatorias, producto de la 
exposición a particulas, incluy<mdo al asbesto. 

Como se mostró 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 
macrófagos alveolares y por la actJvación del factor es del 
sistema del complemento. 

Es conocido que las proteínas del sistema del complemento se 
encuentran en secreción pulmonar de muchas especies (7, 27, 43, 
68, 70) , y que pueden ser derivados del suero o si nt.,tiz,.dos 
localmente por el 11acrófago alveolar (1, .1S, S3, 59). 

Cuando estas prot.eínas ::1 nteracciunan con pd.rt.iculas inorgánicas, 
endotoxinas bacter lanas, Zi1nosAn, etc, producen frat;!mentos cuya 
capacidad quimiot~ct.ica es bien conocida, en esp~cj e:ü la de los 
fragmentos esa y C3a originddOS de es y C3 respectivamente. 
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Como anafilotoxinas que son. son varios los efectos fi ~:do16gj cos 
que tienen además de su poder quimloatrayente para leucocitos, 
polirnorfonucleares y rnacrOfagos. Dichos efectos van desde la 
liberación de histamina, hasta la inducción de contracción 
muscular y la alteración de la permeabilidad capilar. 

La generación de C3a y esa puede ser por enzlmas o por ld misma 
particula, en el caso del asbesto ( 35) . En real id ad el macr6fago 
puede generarlos con las proteasas que libera al ser dañado { 17 , 
18). 

Se ha reportado que las concentraciones dE:! prot.eina qu~ se 
encuentran normalmente en el alveolo son suf icient~s para la 
activaciOn inicial de un fñctor quimiot~ctic...u (83}, y que si11 
haber daño epitelial, hay una presencia. sostenidd de protelna que 
s\rve para que las s~ñales quimiotáctic..as permane~.can hastet ~4 Y 
48 h después de 1 h de exposición. 

Asimismo, cierta variedad de proteínc.ts s~r i cas ¡1ui=t.fen ser 
recuperadas d~l pulmón con ldVddos bronquiodlveolares (58) y, es 
de ~sperarse que las estructuras al veolétr-es s~an más (Jet·meablts d 

moléculas de bajo peso molecular, de ahí proteinas menores a 150 
kOa son fticilmente di fundibles, pero a medida que el pt,.;o 
molecular es progresivamente mayor, son menos capaces de 
atravesar las barreras normales, a menos que ex peri menten 
altera~iones severas. 

Nosotros consideramos que hubo Lrasudaciófl a través d~ Ja ba1·rerd 
hemato-aérea, lo que hace fácil aceptar que también lograron 
pasar otros componentes aparte de la albúmina y el complemento. 

Esto explica el que la actividad migratoria de los rnacrófagos en 
los grupos expuestos b asbesto, sobre todo en el de 24 h, se 
difunda en un intervalo muy amplio d~ pesos moleculares, porque 
de haber sido CSa o C3a los únicos qujmioéltrayenles. el pico R 
seria más definido, o los geles mostrarian la banda 
característica de dichas anafilotoxinas. F.n el caso de] CSél que 
es una proteina que sólo migra en condiciones ácidds, (lo cual no 
se realizó en nuestra separación el~ctroforétjca} no fue poBible 
evidenciarla, pero la bandd de bajo peso moleculdr 'JUe apdrece en 
el crupo Asbesto 24 h, probablement., se tr·ate de C3a ( 83) . 

Sin e•bargo, al haber otras moléculas susceptibles de ser 
activadaM también por el asbesto (prostaglam.Jir1as. factor de 
Hage•an, rddlcales oxi~enados, etc) (84), nuestro esque11a se 
a•pli ó si se consideraba al complemento como el único respunsabJ e 
de la actividad migratorla. 

Huestra de ésto lo revelaron los patrones de bandeo en los ¡;eles 
de electroforesis correspondientes a los picos A y B de los 
crupoe tratados y el control. 

En suero de rata normdl, se encontró un total de 16 bandas con 
intervalos de pesos molec..ulares de lg c. ?.00 kOa. mi~ntrns que en 
el lavado no inactlvddO aparecen menos bdlldds, pero al ser 
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sometido al calor. el desdobletmienlo de t1t·uteí1108 aumentó el 
número de bandas hdStd ll~gar d i~udlar::;e a los del suero dt: 
rata. 

Se ha ef;;toblecido que el patrón ~11·oteico de] lo.vado y suero en la 
rata es compardble principdlmente en la ri:~ión de bajo peso 
molecular, ya que en la de pt=-!sos cd 1 os, sólo dos de les proteínas 
corresponden ( 58) y cinco no son compardbles d lds del suero. 

En particular nuestro patrón electt·ofort:ticu del lavado sin 
inactivar no mostró todas lds proteínas cardcteristicas del 
fluido pulmonar, pero si algunai:; compatibles con el suero. F.n el 
lavado inactivado, se reconoció uno banda exclusiva del mismo (32 
kDal. En ambos se presentó una banda de bajo peso molecular (10 
kOa) que no se distinguió en suero pero si en el pico A del 
lavado del grupo de 24 h. 

Como es de esperarse el número Lotal de proteínas encontradas en 
el pico A, no es mayor que las normalmente determinadas en el 
suero debido a que sólo son una fracción de las proteínas del 
lavado bronquioalveolar, que de hecho ::;on menos numerosas que las 
del suero. 

los !_!rupos trB"lados hubo 
se muestrd ld dparición de 

de peso molecular. Sólo en el 
moleculares tanto altos como 

Para apoyar el hecho de que en 
trasudación de suero al alv~olo, 
proteínas en intervalos más amplios 
grupo de 2.t. h se presenta ron pesos 
bajos. Fué el único que mostró eHto caré1ct.erístjcct. 

Esto significa que al haber un espectro m¿¡s dmplio de proteinas y 
otras moléculns~ Ja probatJjJidad de inttn1cci611 de la8 fibr~s de 
asbesto fue favorecidd y consecuente-mente generaron frd~mentos de 
varios tamaños, aleunos de elloP con capacidad quimioatrayeule y 
posiblemente no sólo pard raacrófagos sino tdmblén pdra otro tipo 
celular, como los polimorfonucleares. 

Esto último puede explicar el porqué la mlgraclon celular se 
percibió en un amplio in1.ervalo de pesos moleculares ¡iequefios, y 
la absorbancia a 280 nra fue tan signifh::ativa en el pico B del 
grupo de 24 h. 

Por otro lado, la presencia de proteínas con bajo peso molecular 
que se detectó en la electroforesis del pico A del grupo asbesto 
24 h, sostienen lo expresado anteriormente. Aunque ésto no 
ocurrió en el pico B, esto se debió probdblemente a que 
correspondían a pesos moleculares tan pequeños, que si fueron 
péptidos o de naturaleza no proteica como la mayoria de los 
quimioatrayentes ya comprobados, el metodo no lo detectó por su 
especificidad. 

Estas y otras razones explican el porqué t.ampoco pudo 
cuantificarse proteina en el pico B por los métodos de Bradford y 
Lowry, y que su absorbancia a 7.80 nm fuera tau sobresaliente. 
Cabria señalar ·que en ~l ·cdso d8 haber existldo proteina debió de 
estar tan dilujda o en tan baja conct-!Htrcwión, que inclu!:io c..:on la 
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inmun0difusi6n radial no logró detectdrse a pesdr de que las 
muestras se concentraron veinte veces. 

Tal vez alguno de estos factores originados por contacto directo 
de las fibras con componentes del lavado o por inducción por los 
mismos aacrófagos, d.l secretar t:ran gama de sustancias con 
capacidad hidrolitica, puedan perteriecer a algunos de 10s que ya 
se ha comprobado su capacidad quimioatrayente pero aún no se 
caracterizan (Cuadro 2). 

Retomando los hallazgos que se encontraron en nuestro modelo, 
desde los morfológicos hasta los bioc¡uirnicos, pod~rnos comprender 
en parte los fenómenos que se 1 levaron a cabo c:omo resuJ tttdo de 
la instildción de asbesto. 

En este modelo de exposición experimental in vivo, se lograron 
reproducir las caracteristicas histológicas de daño causado por 
fibras de asbesto, en los tiempos de exposición t!S1.ciblecictos. 

La rJcumulación de macrófd~O~ dlv~olares en lds bifurcdciones de 
JOB duetos alveo}étreg, Sit.jo f.weferenciétl ele defJÓ~dtu de let:::i 
fibrds, semeJa a ñq11~l las l~siones que oc.urr~n en hUmC:tnos y en 
asbestos is exp~ri mentales, de áhi q11~ seet u11a caracter1 st.ica 
notable de la respuesta tisulor temprdJH dl asbesto inhdlddo. 

Los mecanismos por los que Jos moer 6fagos son rec.:J utado8 se 
conocen parcialmente a la fechd, e involucran en el proceso d la 
liberación de quimioatrayent.es pur el macrófaeo o por Ja 
activación de componentes de la secreción pulmonar. como es el 
caso del complemento. 

Ambos argumentos son posibles, dado que en nuestro es1,uctio 
pudimos percatarnos de ello, al saber que la existencid de 
trasudación sanguinea hacia los espacío8 alveolares, es una 
fuente potencial de moléculas con posible capdciddd quimiotáctica 
al interaccionar con los macróf agos alveolares o las fibras de 
asbesto. 

No debe olvidarse que también el macr6fago per se, dado su 
conocido potencial secretorio, es otra alternativa de producción 
de quimiotaxinas incluso para tipos celulares difE-!rentes. 

Esto nos conduce a considerar lo complejidad que representa un 
modelo in vivo, por la gran cantidad de variables que pueden 
dificultar la interpretdción de los resultados, pero a ld vez nos 
induce a la necesidad de explorar in vitre otrds posibilidades. 

Entre las más importdntes. está ld trdsuddción t:1érica gue impide 
visualizar el papel djreclo que ejerct?. la partícula 8obre el 
lavado. La diversidad de respue;;td individual " la exposición, 
determina en gran parte la intensidad de daño producido por el 
asbesto. 
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Así, entre cada animal las C(•ndiciones fisj ológj cas, 
inmunológicas, ld eficacia de los medios de remoción, ventilación 
pulmonar, etc 1 modifican la res1·u~sta. 

Con el uso de este tipo de modelos, ld información recabada es de 
gran valor para poder llegar a djlucidar los eventos biológicos 
que se desencadenan en respuesta a la agresión de particulas 
ajenas al organismo. 

Con la ayuda de estos modelos, podria establecerse un conjunto de 
pruebas que nos permitieran comprender y predecir el posible 
riesgo que representan las partículas que normalmente se 
encuentran en el ambiente, y su reldción con el desarrollo de 
patologías cuya etiología se desconoce. 

De esta manera, al vigilar ;¿onas con altos niveles de 
contaminación e incidencia de enfermedades respiratorias, se 
podrían efectuar estudios detallados en la aplicación de técnicas 
que nos permitan acercarnos cada ve:G más a 1 a etiol ogi.a de las 
mismas. 

Una vez obtenido este conocimiento se podría llegar a establecer 
una terapéutica más adecudda, o bien medidas preventivas que 
impidan el aumento tan notable de enfermedades respiratorias que 
hoy en dia tienen lugar. 
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V, - COl'ICLUSIONIS 

- En primer término se logró reproducir las alteraciones 
morfológicas propias de la exposición al asbesto, caracterizadas 
por la acumulación de macrófagos alveolares en las bifurcaciones 
de los duetos alveolares, mismas donde se depositaron las fibras 
de asbesto. 

- Se constató que los quimioatrayentes juegan un papel primordial 
en el reclutamiento de macróf agos y que probablemente se derivan 
en gran parte de la activación del complemento. 

de componentes 
macrófat:os 
y al igual 

- Se comprobó que el fenómeno de trdsudación provee 
susceptibles de interactuar con fibras y 
(prostaglandinas, factor de Hageman, radicales óxldo) 
que el complemento generar factores quimiotác.;ticos. 

- Se observó que otros tipos celulares pueden ser dtrdidos al 
sitio de dep6si to, como son loa polimorfonucleareE:; y participar 
también en el desarrollo de las lesiones. 

- Se sugiere que el paso a set:uir seria utili~.ar técnicas que 
definan más el tipo de quimiotaxlnas producidas, como 
cromatrografías con resinas que te11gan mayor poder de definición 
y métodos para caracterizar moléculas de naturaleza parcialmente 
o no proteica (lipidos, glucoproteínaB, carbohidratos. 
aminoácidos, étc ) , e intentar caracterizar biociuimicamente 
algún factor en e~peci fico. Con ello ee podri& [Jrobar en este 
tipo de sistemas, otras particulas con capacidad tóxica 
desconocida o sólo comprobada en modelos in vitro, como es el 
caso del polvo de Mexicali. 

- Finalmente se pretende estudiar con más detalle la interacción 
particula-célula por medio de cambios a nivel de membrana 
plasmática a través de la evaluación de la actividad de enzimas 
contenidas en la misma. 
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VI.-Rl!SUM!H 

La exposición a una serie indefinida de partículas inorgénicas 
patogé11icas ha sido motivo de estudios experimentales que 
pretenden establecer los eventoB inicjales que dan luear a 
patologias respiratorl8s como las Neumoconiosis. 

En la Asbestosis ya s~ conoce que la rE:::spuesta 1.isula:r inicial se 
caracteriza por la acumulación de macrófdgos dlveolares en los 
sitios de depósito de las fibras que se alribuye a faclores 
quimiotacticos derivados primordialmente del complemento. 

Nuestro estudio mostró que aparte de estos factores, participan 
otros en éste fenómeno (como los derivados de factores séricos). 
Sin embargo es de suponer parliclpon en la alt.eración ti8ular. 

En el lavado bronquioalveolar de ratas expuestas a asbesto 
crisotilo, la actividad mieratoria se exacerbó por fact.or~s de 
bajo peso molecular, entre ellos algunos posiblemente derivados 
del complemento. Al cuantificar albúmina y C3 por medio de 
antisueros específicos, se comprobó que el complemento fue 
a balido por la act.i vación de las fi brat1, y que la albúmina 
aumentó significativamente, demostrando que hubo trasudación de 
componentes séricos al int~rior del alveolo, y por lo tanto 
posibles fuentes de los quiniiodtrayentes no atribuidos al 
complemento. 

Esto sugiere que la exposición aguda aJ asbesto produce cambios 
morfológicos y bioquímicos en el pulmón y sus secreciones, lo que 
implica al macrofago alveolar cuma el principal resµonsable de] 
proceso inflamatorio. 
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VII - APINDICIS 

Debido a que la endotoxina bacteriana es capa?. de activar 
proteinas del complemento por la Vid alterna, al igual que el 
Zimosl>n (85 , 87), todo el mal.erial se t.r .. t.6 para dejarlo libre de 
endotoxina y de este modo evitar que se llevara a cabo una 
activación ineBpecifica del cc.1mplt:!mt:nto en el LBA, y al t.erara asi 
la interpretación de los resultados. Para ello, el mat~ridl de 
vidrio y met.al (tubo~ coleclure~ de fraccioneH: pi pet.HS; celdas 
de cuarzo; cánulas, etc) se calentó por 4 h a lBOoe_ 

Las Jeringas y tubos de material plástico se esterilizaron con 
gas en Cent.ral de Equipos y en Cirugía del Inst.it.uo Nacional de 
Cardlologia " Ignacio Chavez ". 

Las células obtenidas del segundo paso de centrifugación del L8A, 
se resuspendieron en 5 ml de SSAF o medio amortiguador {en el 
caso especifico del ensayo de quimiot.axis l. 

Se tono una alicuota de 100 pl agregándole 400 ul de azul tripán 
al 0.05% en SSI, para observar viabilidad por exclusión del 
colorante, simult~neamente al conteo. De ésta mezcla se tomó una 
alicuota para contar en un hemocitómetro las cuadriculas 
destinadas al conteo de glóbulos blancos. Para obtener el nU•ero 
total de células, se realizaron los siguient.es cálculos: 

Número de células / 4 X 5 X 10 X 10~ = Número de células / •l 

La viabilidad se calculó de ld manera si~uiente: 

Porcentaje de Viabilidad = Número de céls. tefiidas/Nú•ero total 
de céls X 100 

Después de 
viabilidad, 

haber obtenido la cuenta total y el porcentaje de 
la suspensiOn celular se centrifugo a 250 X g por 10 
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min. El paquete celular se resuspendió con 500 )ll del 
sobrenadante, se tomaron de 2 a 3 gotas para colocarlas sobre un 
portaobjet.os y se dejaron secar a tem¡.1eraturcs ambiente. Ya secas, 
se fijaron en metanol y se tiñeron con eosina (0. 11') y azur 
(0.044'7.) por 120 y 60 Beg, respectivamente, y enjuogaron con agua 
destilada entre ambos colorantes y al finalizar la tinci6n. 

Se mont.aron con resina para su pot>t.eri or obBervaciórt y conteo de 
200 células a 40 X . 

Para la obtención de este suero se iracubaron 15 ml de suero de 
rata con Zimosan (previamente hervido 30 min en agua destilada y 
lavado 6 veces con SSAF}, en una concentración de 10 mg/ml a 37°C 
durante 30 min con agitación cada 10 min. 

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

Se llevo a cabo el siguiente programa de inmunización con el 
compleJo Zimosan-C3: 

DIA 
D1A 
DIA 
DJA 

1: 
15: 
22: 
29: 

150 mg/ml vía 
150 mg/ml vía 
150 mg/ml vía 
Obtención de 
titulo 1:8 

intramuscular 
intramuscular (Refuerzo) 
intr;,muscular (Refuerzo l 
suero por punción cardiaca que 

por inmunodifui;iOn doble (64). 
tuvo un 

4l Qgt~siQn ~ E~ri[is~si2n g~ 212Qmin2 ~~ris~ g~ r2t~= 
La albúmina de rata fue obtenida del suero de rata por 
precipitación con una solución saturada de sulfato de amonio 
(36). Al filtrar el precipitado obtenido correspondiente a las 
globulinas se desecho, mientras que en el filtrado se precipitó 
nuevamente con sulfato de amonio para separar la albúmina. Este 
precipitado se disolvió en ;,gua destilada para ajustar el pH a 
4.9 con acido sulfúrico y sulfato de amonio 0.1 N. Se añadió 
nuevamente sulfato de amonio a 1s0 c y el precipitado formado se 
filtro Y almaceno a 4ºC para los subsiguientes pasos de 
purificación. 

La albúmina así obtenida se dializó en agua destilada y se 
concentro con Aquacide a un volumen final de 4 ml, los cuales se 
introdujeron a una columna de Sephadex G-100 con dimensiones de 
21 X 2.2 cm. previamente lavada y equillbrada con SSAF 
con un flujo de 1.5 ml/min. 

Se colectaron SO fracciones con 3.5 ml cada una, y aquellas que 
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formaron un 
correspondiente 

pico 
al 

al 
peso 

medir 
de la 

densidad optica a 595 
albúmina, se reunieron 

nm 
para 

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

Todos los pasos se realizaron a 4ºC. Para comprobar la pureza de 
la albumina obtenida, se realizó una electroforesis en gel de 
Poliacrilamida-SDS y utilizando como referencia proteínas de 
peso molecular conocido, se identifico la existencia t1e una banda 
prominente en el gel, correspondiente a un peso molecular 
aproximado de 60 kDa. 

Con la albúmina de rata purificada se inocul 6 un conejo con el 
siguiente programa de inmunizacion: 

DIA 1: 1 mg/ml vía intra1nuscular con adyuvante com[->leto de 
Freund 1: 1 

DIA 8: 1 mg/ml Vía intramuscular 
DIA 16: 1 mg/ml Via intradérmica 
DIA 31: 1 mg/ml Vía inlradérmica 
DIA 46: 1 mg/ml via subcutdnea 
DIA 61: 1 mg/ml Vía intravenoso. 

DIA 63: Obtención de suero por punción cardiaca que tuvo un 
titulo de 1:4 por Inmunodifusión doble (64) 
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