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I. INTRODUCCION.

- 1. ENFISEMA PULMONAR,

1. 1. DEFINICION,

alteracién del parénquima pulmonar, caracterizada

agrandamientc anormal y permanente de los espacios aéreocs

distales a los bronquioclos terminales,

canbios destructivos en las paredes alveolares, con ausencia

de tibrosis (1, 2).

Estos cambios resultan en la pérdida del intercambio de
? gases en la membrana alveolo capilar. Ademds, la destruccidn

del parénguima pulmonar provoca que los conductos aéreos se

; traduccién clinica de esta obstruccién es una creciente

plazo (2).

El enfisema pulmonar es una enfermedad pulmonar obstructiva

crénica (EPOC). Se define en términos histoldgicos como una

acompafiado por

i obstruyan durante la espiracién, debido a la disminucién de
la retraccién eldstica. En los pacientes

enfernmedad, la obstruccién puede ser dasde leve a severa. La

disnea y limitacién progresiva en la capacidad para llevar a

cabo sus actividades diarias, originando la muerte a mediano

A



1. 2. ANTECEDENTES.

Desde los tiempos de Laennec, a principios del siglo XIX,
habia interdés por investigar los mecanismos asociados a la
destruccién y agrandamiento de 1los eépacios adreos. Bin
enbargo las primeras observaciones trascendentales
ocurrieron en 1963 cuando Laurell y Eriksson reportaron
una asociacién entre la obstruccién crénica del flujo de
aire y la deficiencia en suerc de alfa-l-antitripsina y en
1964 Gross y asociados describieron el primer modelo
reproducible de enfisema  experimental en animales
por inyeccién en los pulmones de proteasas de la planta de
papaina. Estas dos cobservaciones, en forma independiente,
marcaron las directrices que eventualmente llevarian a la
conformacién de la hipétesis del desequilibrio entre
proteasas-antiproteasas, mediante la cual, se

intenta explicar la patogénesis del enfisema pulmonar (3).

.

De acuerdo con esta hipotésis, el enfisema resulta de un
aumento en la liberacidén de proteasas, de una reduccidn de
las defensas de antiproteasas en el pulmén o una
combinacién de ambas, 1lo cual ocasiona dafo pulmonar

elastolitico. Se ha demostrado que es un requisito

w“\‘



3
esencial para las proteasas, tener la capacidad de degradar

elastina, para que se produzca destruccién pulmonar (4).

las proteasas que no actuan sobre la elastina no producen
enfisema, aunque algunas pueden romper otros componentes de
la matriz extracelular. Se ha observado que la degradacidén
de la elastina en el pulmén es un factor central en la

patogénesis del enfisema pulmonar (4).

Los nheutrdfilos, los macrdéfagos alveolares residentes, y los
leucocitos mononucleares de la sangre y de los espacios
alveolares, todos estan implicados en 1l1la produccién de
slastasas del pulmén (5). Los inhibidores de proteasas, son
los mejores medios de defensa del cuerpo contra el excesivo
dafio ptotiélitico que las elastasas pueden ocasionar en el
pulmén y en particular contra las fibras de elastina. la
mayoria de los inhibidores se encuentran circulando Qn el
suero. La alfa-l-antitripsina, es un inhibidor de proteasas
de serina, y tiene su midximo impacto en el metabolismo de
slastina . Esta antiproteasa circula por todo el cuerpo a
través de 1la sangre, protegiendo a las matrices
extracelulares del ataque de la elastasa de neutréfilos o de

otras proteasas (6).

lLa alfa-l-antitripsina es una glicoproteina coh un peso

molecular de 52 kd, que es sintetizada en el higado y esta
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presente en el suero a concentraciones que van de 1.8 mg/l

a 2,0 mg/l (6). La difusidén de esta proteina en el pulmén se
considera por encima del 90%. Es una proteina muy estable,
su funcidn es inactivar, los complejos moleculares formados
de todas las elastasas, con excepcién de la elagtasa de

macréfagos (6).

Los individuos con deficiencia heredable de alfa-1-
antitripsina, presentan una concentracién de este inhibidor
en la circulacién que va del 10 § al 20%., Este defecto esta
frecuentemente asociado con el desarrollo temprano de
enfisema aproximadamente en la cuarta o quinta década de

vida de los individuos (7,8).

2. CAUSAS DE ENFISEMA PULMONAR

2, 1. ENFISEMA CAUSADO POR EL HABITO DE FUMAR CIGARROS.

Desde hace 25 afos, se ha establecido que el tabaguismo es
la principal causa de enfigema. Se ha identificado al humo
derivado del cigarro como uno de los principales promotores
para que ocurra un desbalance de proteasas-antiproteasas.

El efecto del humo de tabaco en 1la elastina del pulmén

-



5
es extremadamente complicado, afectando algunas etapas del

metabolismo del tejido conectivo (7).

2. 2. EFECTOS QUIMICOS DEL HUMO DE CIGARRO,

El humo de cigarro interfiere en la funcién local de 1los
inhibidores de proteasas en el tejido pulmonar. El humo de
cigarro contiene radicales libres, tanto en la fase gaseosa

como en la fase solida (9).

En la fase de gas existen radicales inorgadnicos como el
dxido de nitrégeno, que es fuente de radicales orgaAnicos(9).
Incluidos en estos radicales orgdnicos estan los de catbonb
y los de oxigeno por ejemplo el superéxido, peroxido de
hidrégeno e hidroxilo, que son altamente redctivos, La alfa-
l-antitripsina puede ser inactivada "jp yitro" por 1los
radicales 1libres de oxigeno derivados del humo de
cigarrillos (9). El primer punto de inactivacién por
oxidacién de la alfa-l-antitripsina, se ha demostrado que se
da en el sitic activo del residuo de metionina, que se
encuentra en la posicidén 358 en la secuencia de la proteina.
Disminuyendo de 1000 a 2000 veces su actividad inhibitoria

contra la elastasa de neutrdfilos, que es una de las
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principales elastasas involucradas en el desarrollo del

enfisema pulmonar (2,10).

Los oxidantes del humo de cigarro pueden causar dafo directo
a wmacromoléculas de la matriz del tejido conectivo, por
rompimiento de enlaces covalentes en las moléculas,
haciéndolas wmAs susceptibles a protedlisis. E1l humo de
cigarro puede suprimir los componentes de la sintesis de
elastina en el pulmén, especificamente de los enlaces
cruzados de moléculas precursoras solubles. los experimentos
*in vitro" sugieren que la afinidad de la elastina soluble
para los enlaces cruzados por la enzima 1lisil oxidasa,

disminuyen despues de la exposicién al humo del tabaco (11).

Otro de 1los efectos patolégicos potenciales de estos
agentes oxidantes es la alteracién quimica de 1lipidos,
dcidos nucleicos, proteinas, enzimas y cofactores.
Recientemente se han publicado evidencias de que estos
agentes oxidantes afectan moléculas antioxidantes del

pulmén, tales como la ceruloplasmina, vitamina C y metionina

superoxido-péptido reductasa (6).

Por otro lado, el alquitran contiene mas de 10 radicales

libres por gramo. El1 principal radical 1libre ha sido

identificado como una quinona-hidroxiquinona. Este compuesto
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ge alwacena en el alquitrdn, y es semejante a los tipos de
radicales oxiddntes de la fase de gas, este polimero de
quinona-hidroxiquinona, es un activo sistema redox, que es
capaz de reducir el oxigeno molecular y producir
peroxido, eventualmente dejando el hidrdgeno del perdxido y
radicales hidréxil , ocasionando un ambiente altamente

oxidante en el pulmén (11).

2.3. EFECTOS CELULARES DEL HUMO DE CIGARRO.

La inhalacién del humo de cigarro induce acumulacién en los
bronquiolos respiratorios de macréfagos alveolares, que
aparecen metabdlicamente activados. Los macréfagos activados
tienen 1la capacidad de secretar quimioatrayentes para
neutrofilos (12). El resultado final es la migracidn de
células al pulmén, con lo cudl se incrementa la produccién

potencial de elastasas en el érgano.

Tanto los neutréfilos como los macréfagos pueden estar
relacionados con la destruccidén de la elastina del pulmén en
fumadores. la mayoria de los investigadores han intentado
probar la importancia de una u otra célula. La actividad
elastolitica de los neutréfilos estd mucho mejor entendida

que la de los macréfagos alveolares (4). Esto ha ocurrido



porque los neutréfilos contienen grandes cantidades de
elastasa d; serina que se ha aislado para caracterizarla,
mientras que a los macréfagos humanos se les ha asociado

poca actividad elastolitica.

3. CELULAS IMPLICADAS EN EL DESARROLLO DEL

ENFISEMA PULMONAR.

3. 1. PARTICIPACION DE LOS NEUTROFILOS.

El enfisema ha sido producido en animales por inyeccién
intratraqueal de homogenados de neutréfilos humanos. La
elastasa de neutrdfilos parece ser el nids importante
constituyente de @estas preparaciones. Los granilos
azurofilicos de 1los neutréfilos contienen elastasa en
niveles altos (3 ug/1,000,000 de células). Esta elastasa es
una glicoproteina de 29 KD, y es una poderosa proteasa
producida en la médula osea, en los promielocitos durante el
proceso de diferenciacién de los neutréfilos (13). Cuando
los neutrdéfilos son activados o lisados, la elastasa es
liberada en el espacio extracelular, y puede romper
elastina, que es una proteina critica para mantener el
recorrimiento eldstico de la pared alveolar. Sin embargo la

elastasa de neutréfilos, puede romper también tejido

i
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conectivo, componentes de las paredes alveolares,
incluyendo a las coligenas tipo I, II y IV, fibronectina,
componentes de proteoglicanos. Por esta razén una
disminucién en la cantidad del inhibidor de la elastasa de
neutréfilos, causa destruccidén progresiva de lac pareres
alveolares. Estas células se han considerado como
participantes activos de diversos procesos patoldgicos més
que dci procesos normales, tal es el casc dsl enfisema

pulmonar (14,15).

3. 2. PARTTICIPACION DE LOS MACROFAGOS,

8in embargo, exists un incremento en 1la poblacién de
macréfagos presentes en los pulmones de los fumadores, y hay
un claro predominio de estos en los primeros sitios de daho
al pulmén inducido por el humo de cigarro. El papel directo
de los macréfagos alveoclares en el desarrollo del enfisema
ne ha sido bien establecido. En contraste con los
neutrdéfilos, una inyeccién intratragqueal de homogenados de
macréfagos no produce enfieema. Sin embargo los macréfagos
alveolares asi como el humo de tabaco, son fuente rica de
agentes oxidantes y radicales 1libres de oxigeno; vy
sintetizan una elastasa diferente a la elastasa de las

células polimorfonucleares, que no es una proteasa de
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serina, s8i no una metaloendopeptidasa (16). Algunos
macréofagos alveolares, cuando. son cultivados, secretan
facilmente cantidades medibles de metaloproteinasas del tipo
elastasas no inhibidas por la alfa-l-antitripsina. Las
caracteristicas biloquimicas de las elastasas de los
macréfagos alveolares humanos no han sido bien determinadas

(4).

TABLA No. 1

FUNCIONES DE LOS MACROFAGOS PULMONARES.

Secrecién de prociastasas
Secrecion de elastasas activas
Metaloslastasas
Clstein-elastasas
Serin-elastasas ( neutréfiios )
inactivacién de a,-Antitripsina
Oxidacién por radicales libres de oxigeno
Protedlisis por metaloelastasas
Quimiotaxis de neutréfilos
Estimulacion de la sintesis de elastasa por neutréfilos
incremento de la actividad elastolitica
Secrecion de Inhibidores de elastasas
a,-Antitripsina
a,-Macroglobulina
Secrecidn de TIMP
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Los wmacréfagos alveolares pueden fagocitar elastasas de
neutrdfilos por medio de receptores especificos y liberarlas
posteriormente en forma activa. Ademids pueden promover la
actividad elastolitica por liberacién de varios tipos de
elastasas, por inactivacién de la alfa-l-antitripsina, y por
reagrupar neutréfilos en los pulmones, estimulando la

liberacidén de slastasas (4).

Algunos estudios sobre degradacién de matriz extracelular
por macréfagos alveolares (17,28), han demostrado que los
macrofagos alveolares pueden degradar elastina en un medio
gque contisne suero, y que se necesita del contacto de las
células con el substrato de elastina para degradar esta
proteina. Ademiés =me observo que la actividad elastolitica
esta dada por las metaloproteasas y un poco por las

proteinasas de serina o cisteina (17).

Adends ss ha observado que bajo ciertas circunatancias,
altas concentraciones de inhibidores de proteasas no pueden
proteger a la matriz de la actividad proteolitica de estas
é‘luln. Parece que la falta de proteccidén ocurre porqus,
les células inflamatorias pueden adherirss sstrechamente .a
la matriz, evitando el liquido que contiene el inhibidor,
adends las células inflamatorias generan oxidantes que
inactivan a los inhibidores de proteasas (18).Toda esta

informacién ha sido recabada, de estudios realizados con
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macréfagos alveolares colectados de lavados
braonquicalveolares. Pero es posible gque los macréfagos
slveoclares no representen a todos los macréfagos del pulmén
(19). Para cComprender lo que sucede en la patogénesis

del enfisema pulmonar, es necesario analizar las dends

. cdlulas pulmonares en especial la poblacién de macréfagas

intersticiales.

Algunos estudios recientes se han enfocado al estudio ds los
macréfagos del intersticio pulmonar. En esllos analizan los
aspectos morfoldgicas y funcionales para poderlos distinguir
de los macréfagos alveolares. Los macréfagos intersticiales
se encuentran en el tejido conectivo del pulmén, y en
contraste con laos macréfagos alveolares, no estén
directamente expuestos a las particulas que lleva el aire.
Estos macréfagos 1nter§ticialol son obtenidos de fragmentoe

de pulmén picado y no de lavado bronquiocalveolar (19).

A pesar de algunas semejanzas con los macréfagos alveoclares
{fagocitosis, liberacidén de radicales libres de oxigeno, y
la presencia de receptores para fragmentos de
inlunog;obullnal G IgG), los intersticialas tisnen incremen-
tada la capacidad de replicarse y sintetizar ADN "in vitro®
comparada con los macrdéfagos alveolares. Es probable que los
macréfagos del intersticio pulmonar, debido a su mayor

proximidad con el tejido conectivo de la matriz pulmonar,
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tengan mayor relevancia en el desasorrollo del enfigema
pulmonar. Ademas pueden existir algunas diferencias
funcionales entre ambos tipos de células que pueden hacer
mds o menos importante la actividad de uno u otro tipo de

célula,

4. MODELOS ANIMALES DE ENFISEMA INDUCIDOS CON HUMO DE

CIGARRO.

Los modelos animales de enfisema se han limitando a 1la
instilacién de elastasas o a la exposicién de gases y humo.
El dato de la exposicién al humo de cigarros ha permitido
reproducir consistentemente 1la des;ruccién del pulmén

enfisematoso que se observa en humanos fumadores,

Wright y Churg en 1990, usando un modelo experimental con
cobayos expuestos a 10 cigarros al dia, por periodos de 1
mes, 3 meses Yy 12 meses, reportaron cambios morfolégicos y
fisioldgicos en los pulmones de los cobayos, que
corresponden a la definicion de enfisema. Ellos encontraron
que en los animales expuestos por un mes, el agrandamiento
&e los espacios aéreos es bajo, en comparacién con los

controles. Sin embargo en los animales expuestos al humo de
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cigarro por 12 meses, el agrandamiento de los espacios
aéreos es del 150 § en conparacién con los controles. Ademis
cuando fué subdividido el parénquima pulmonar, en los
componentes morfoldgicos, la dilatacién estuvo presente
tanto en los alveolos, como en los conductos alveolares.
Estos datos sugieren que la exposicién al humo de cigarro,
altera el desarrollo del pulmén y causa destruccién del

tejido pulmonar (20).

Este modelo, obviamente no es una replica exacta de las
condiciones en que se da el enfisema humano; sin embargo
muestra los cambios morfoldégicos y fisioldgicos en el
enfisema de cobayos, con una exposicién crénica al humo de
cigarro y provee a la investigacién una aproximacién de los
mecanismos de destruccion pulmonar, causada por el humo de

cigarro.
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5. ELASTINA,

5. 1, CARACTERISTICAS Y LOCALIZACION.

La elastina es una proteina que proporciona elasticidad, que

pernite extensibilidad o estiramiento rdpido y recuperacidn

sldstica cuando es requerido (6). Esta proteina es el

copponente funcional de las fibras eldsticas.

La fibra de elastina se presenta virtualmente en todos los
vertebrados, aunque sélo esté dentro de algunos tejidos,
como las arterias, algunos ligamentos y el pulmdén (17). En
el intersticio pulmonar, la degradacidn y resintesis de la
elastina aparece como un importante mecanismo biolégico. En
particular, la pérdida progresiva de elastina generalmente

lleva al desarrollo de enfisema (15).

S, 2. BIOQUIMICA DE LA ELASTINA.

Es importante destacar que las fibras de elastina o
conponente amorfo, se constituyen de una sola proteina
polimérica la elastina (denominada tropoelastina en su forma

de precursor soluble). Las fibras elasticas del pulmoén,
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probablemente son las moléculas que determinan
fundamentalmente su elasticidad bajo presiones

fisioldgicas (21).

Las fibras eldsticas son oblicuas al pulmén y como en otros
érganos, se asocian con coldgena y proteoglicanos de la
matriz extracelular. La elastina que fué el primer
coxponente purificado de las fibras eldsticas, es una

proteina con enlaces covalentes intermoleculares altamente

reasistentes, aun cuando se someta a procesos de extraccion

bastante drdsticos (22). Esta proteina eldstica es altamente
insoluble en agua debido a su composicién de residuos de

aminodcidos.

Aproximadamente un 33% de los residuos de aminodcidos de la
elastina son de glicina, del 11% al 148 de prolina,del 1% al
2% de 4-hidroxiprolina, 40% de aminodcidos hidrofébicos como
la alanina, valina, 1leucina, isoleucina y fenilalanina.
Considerando la polaridad de los aminodcidos totales, un 5%
son hidrofdbicos y solamente el 5% son hidrofilicos, lo que
explica la alta insolubilidad de esta proteina (23,24).

Es importante destacar la presencia caracteristica de dos
aminodcidos derivados de la lisina: la isodesmosina (Ide) y

la desmosina (Des), que constituyen los enlaces covalentes
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intermoleculares maduros de las fibras de elastina. Cada
residuc de Des o de Ide enlaza covalentemente dos moléculas

de tropoelastina.

8, 3, SINTESIS DE LA TROPOELASTINA.’

1a bjosintesis de la troposlastina, el precursor soluble de
las fibras de elastina, se ha demostrado en fibroblastos,
células musculares lisas, condrocitos y células endoteliales
(9,19). En el caso del pulmén las células responsables de
este proceso son varias dependiendo de 1la localizacién
anatémica. Los condrohlaltcs. auriculares producen la
elastina en los tejidos cartilaginosos de la triquea Yy
bronquios del tronco principal; las células mesoteliales de
la pleura sintetizan la proteina en esta estructura; las
células muscularas lisas producen y organizan la slastina en

la vasculatura pulmonar (22).

En el caso de la slastina del parénguima pulmonar, no se han
identificado las células responsables de su sintesis. Esto
es debido en parte, a que esta zona del pulmén contiene
diversos tipos de células potencialmente responsables,
Adenis el fenotipo de las células intersticiales se modifica

con el desarrollo, y esto interfiere con la identificacioén

"
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precisa. Cuando los tabiques alveolares comienzan a
formarse, los miofibroblastos que se encuentran en contacto
estrecho con las estructuras capilares, se han considerado
como la fuente de elastina en estos sitios. En el pulmén de
rata, las células intersticiales inwaduras se diferencian
en fibroblastos llenos de lipidos y en tibroblastos no
llenos de lipidos, siendo estos ultimos, los miofibroblastos
del tdbique alveolar,encargados de la sintesis de elastina
en el intersticio. Se ha reportado que los fibroblastos
pulmonares intersticiales de rata neonatal, son capaces de

sintetizar slastina en condiciones de cultivo (25,26).

Una vez que se activa el gene de la tropoelastina, se inicia
la transcripcién, en alguno de 1los sieste sitios de
iniciacién del gene humano. E1 RNA mensajero 1llega a los
ribosomas adheridos al reticulo endoplésmico rugoso (RER),

es traducido y migra hacia el interior de las cisternas del

. RER, guifado por su peptido sefal. La tropoeslastina ya

traducida, con un peso de aproximadamente 75,000 daltones es
secretada hacia el espacio extracelular, las moléculas de
tropoelastina se integran con 1las microfibrillas para que

xediante la fibrilogénesis se formen las fibras eldsticas
(24,27).
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Después de que la célula ha 'lecrctado las moléculas de
troposlastina, ocurre una asociacién entre estas moléculas
con las wmicrofibrillas. En este momento ocurre la
interaccién hidrofébica, que induce la presumible
coacervacion de las moléculas de tropoelastina, para que
posteriormente la enzima peptidil-lisil-oxidasa catalice 1la
conversién de 5 o 6 residuos de lisina, en al-lisina en cada
nol‘cﬁla de tropoelastina. Despues los residuos de al-lisina
se condensan, Yy posteriormente se forman los onladcn
covalentes por condensacién de aldol, hasta la formacidén de
Ide y Des, que son los enlaces maduros sn la fibra de

elastina (28,27,26,29).

La organizacién de la fibra elastica funcional es un proceso
complejo, que incluye la interaccién de la tropoelastina con
las glicoproteinas de las microfibrillas. Pero no se conoce

como ocurre esta interaccidén.

8. 4. DEGRADACION DE LA ELASTINA,

Se ha demostrado que la produccién de elastina declina
con la edad, y con el incremento de duplicaciones celulares.
Los estudios sobre degradacién de elastina, muestran que la

reconstruccién de una fibra de elastina es un proceso

extremadamente lento.

e
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Los estudios en humanos, usando técnicas inmunolégicas para
medir péptidos de elastina Qn la sangre o desmosina
excrstada en orina, sugisren que mencs del 1% del total de

elastina del cuerpo humano se renueva al afio (30).

El mecanismo de la degradacién de elastina "“jp vivo", pusde
ser dividido en 2 categorias diferentes: la de enzimas que
degradan a la molécula solubls de tropoelastina; y la ds
enzimas gque hidrolizan la elastina polimérica, gque forma

parte de lae fibras elasticas maduras e insolubles.

La tropoelastina es degradada por diversas proteasas,
conocidas como tropoelastinasae: tales como la elastasa; la
tripeina; la quimiotripsinajla pronasa; la termolisina; la

catepsina G; la trombina y la Kalikreina (6).

La elastina tibrilnr entrelazada por enlaces covalantes de
Des e Ide, es suscaeptible de hidrdlisis por un grupo eelecto
de enzimas que han sido clasificadas como elastasas. Estas
enzimas son dnrivadal'por diferentes fuentes incluysndo el
ptﬁctﬂnu(za), neutrdfilos (24), macréfagos (25), monocitos

(26) ,plaguetas,células mueculares lisas y fibroblastos (27).

Aungue estas han sido designadas como elastasas, no son
especificas, ya que se ha visto gque pueden cortar por la

parte central moléculas de proteoglicanos, colagena tipo IIX

ary
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y tipo IV, fibronectina, y algunas proteinas del plasma (6).
El papel de estas enzimas en el metabolismo normal de la

elastina es dificil de detaerminar.
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1. RECAPITULACION.

Munque en la actualidad 1la hipétepil mAs aceptada para
sxplicar la patogénesis del enfisema es el dessquilibrio
proteasas-antiproteasas, el papel que desempeiian algunas
células inflamatorias no esta totalmente aclarado. La
actividad elastolitica de los neutréfilos y su presencia en
loa espacios alveolares y en la sangre periferica, los
safiala como una de las mis importantes. Sin embargo los
neutrdorilos no son las uUnicas células en la luz alveolar y
adends la elastasa derivada de estos, es facilmente inhibida
por la alfa-l-antitripsina. Por otro lado, los macréfagos
alveolares que contiensn una considerable cantidad de
enzimas elasmtoliticas, que no son afectadas por la alfa-i-
antitripsina, smon las células que =me encuentran en mayor
nurero sn el lavado bronquioalveolar de fumadores. De ahi
que en los afos tucinntol'un grupo de investigadores, ha
dedicado su atencidn al estudio de la actividad elastolitica
de los macréfagos alveolares. La mayoria de estos estudios
se ha realizado en macréfagos derivados de la luz alveolar,
recuperados de lavados bronquiocalveolares. Sin embargo, es
probable que los macréfagos del intersticio pulmonar, debido
a su mayor proximidad con el tejido conectivo de la matriz

pulmonar, tengan mayor relevancia en la patogénesis del

g
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enfisema. Por lo tanto, puede ser importante comparar las
actividades enzimiticas de los macréfagos alveolares y los
macréfagos intersticiales con el objeto de evaluar posibles

mecanismos patogénicos en la produccién de enfisema.

“
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I1I. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

OBJETIVOS:

.- Comparar 1la actividad elastolitica de wmacrétagos

alveclares con la de macrdéfagos intersticiales en cobayos

expuestos al humo de cigarro.

2.~ Comparar la actividad elastolitica de macréfagos
alveolares de cobayos expuestos al humo de cigarro, con la
actividad elastolitica de macréfagos alveolares de cobayos

controles no expuestos al humo de cigarro.

3.~ Comparar 1la actividad elastolitica de macréfagos
intersticiales de cobayos expuestos a humo de cigerro, con
la actividad olntoliﬂca de macréfagos intersticiales de

cobayos controles no expuestos al humo de cigarro.
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HIPOTESIS:

1.~ La actividad elastolitica de los macréfagos alveolares
es de igual magnitu@d que 1la de los wmacréfagos

intersticiales.

2.~ La actividad elastolitica tanto de los macréfagos
alveclares como de los intersticiales, de 1los cobayos
expuestos al humo de cigarro es mayor en comparacién con
la de los macréfagos de cobayos no expuestos al humo de

cigarro.

“1
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IV. MATERIAL Y METODOS.

1. EXPOSICION DE LOS ANIMALES AL HUMO DE CIGARRO.

Un grupo de 7 cobayos wachos de 4 meses de edad, con pesos
iniciales de 600 g a 650 g, fueron expusstos a humo de
cigarro, con la siguiente dosis: 20 cigarros comerciales sin
filtro al dia, por espacio de 4 hra, durente 6 semanas. Otro
grupo de 7 cobayos de la misma edad, peso y sexo no

expuestos a humo de cigarro fueron usados como controles.

Bl dispositivo empleado para le exposicién de los enimales
al humo de cigarro, comprendis una caja de acrilico de 80 cm
de largo X 40 cm de encho X 30 cm de altura, en donde se
colocaban los cobayos. Esta se sellabe psrfectamente con una
tapa de acrilico. La cajs presentaba dos orificios por donde
se introducian los cigarros que desprendian el humo. Ademis
en la tapa se encontraba un ptiticio por donde entreba aire,
Yy enssguida se encontraba otro orificio conectado sl vacio
por medio de une manguera de latex. Todo el diepositivo se

instald dentro de una campana de extraccion,
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2. PRUEBA DE CARBOXIHEMOGLOBINA,

En un experimento paralelo, a 5 cobayos expuestos por un dia
al humo de 20 cigarros por espacio de 4hrs y a 2 cobayos no

expuestos, se les sacrificé para tomar muestras de sangre

arterial, a la que se le adiciono heparina. Las jeringas qué ‘

contenian las muestras de sangre se colocaron en hielo. El

porcentaje de carboxihemdéglobina se midio en un Co-oxi{metro.

3. OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES A PARTIR DE

LAVADOS BRONQUIOALVEOLARES.

Al término del intervalo experimental de exposicién al humo
de cigarro, los animales experimentales y control fueron

anestesiados con éter etilico.

Posteriormente, a cadé' animal tanto patolégico como control
se le afeito 1la regién del cuello y se hizo una
traqueostomia con los métodos asépticos y antisépticos
convencionales. Por via intratraqueal, se les realizaron 5
lavadbs bronquiocalveolares (LBA). En cada lavado se les

instiiaron alicuotas de 10 ml de NaCl ( 0.15 M estéril a

(-
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37°C ). Los lavados se recuperaban en tubos estériles y eran

colocados en hielo.

El liquido obtenido de los LBA se centrifugd por 10 minutos
a 1,500 rpm y a una temperatura de 4°C. El sobrenadante se
elimindé y el botén obtenido se resuspendié con 5 ml de medio
de cultivo (RPMI 1640) sin suero. Después, a una pequefia
muescr& de esta solucidén, ge le adiciond una gota de azul
de tripano para medir viabilidad de células. Esta muestra
fué colocada en una camara de Neubauer (Hemacitdémetro con
cobertura de vidrio). La cdmara de Neubauer se observé en
un microscopio de luz carl Zeiss, para llevar a cabo el
conteo de los macrdédfagos presentes por mmt, Se consideraron
como macréfagos solo a las células que eran de mayor tamado

en comparacién con las demds células.
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Después se calculd el nimero total de macrdéfagos presentes

en los 5 ml de medio, de la siguiente forma.
Férmula:

CTM X 10,000 = R

R X ml/b

DONDE:

1) CTM es la cuenta total de macréfagos en la superficie

visualizada de 1 mnm?.

2) El recuento total de macrdfagos se multiplicd x 10,000 ya

que 1ml = 1cm®= 1,000 mn'= 10,000 cuadros grandes de 0.1

mn?,
3) R es el resultado de la multiplicacién.

4) ml/b son los mililitros que se wutilizaron para

resuspender el botdn.

v
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4. OBTENCION DE MACROFAGOS INTERSTICIALES DEL

PARENQUIMA PULMONAR.

Para este fin se extrajeron los dos pulmones del cobayo, y
el pulmén lizquierdo se colocd en una solucidn de formol al
10 & para el estudio morfolégico, el pulmén derecho se

deposité en una caja de petri estéril.

El tejido en fresco se corté con unas tijeras en pequefios
fragmentos de 1 mn aproximadamente, agregdndosele 10 ml de
medio de cultivo RPMI 1640 sin suero, y 5 ml de tripsina
EDTA (1X) SIGMA. Estdé se incubo por 20 minutos en una estufa
netabdlica GCA/PRECISION SCIENTIFIC con agitacién, a 37°C.
Al término de la incubacién, se agregaron 5 ml de medio
RPMI con suero al 10 &, para detener la reaccidn enzimatica.
El honoqenado se filtrd a través de 3 capas de gasa estéril,
para retirar el exceso de tejido. Posteriormente se
centrifugdé durante 10 minutos a 1,500rpm y a una temperatura
de 4°C. El sobrenadante se elimind y el botén se resuspendio
con 5ml de medio RPMI con suero al 10%. En un tubo para
cultivo de células se colocaron 5 ml de ficoll (Lympho-ﬁaque
con densidad de 1.086 + 0.002g/ml ), Después se dejé caer
lentamente con una pipeta pasteur, el botén resuspendido en
medio RPMI, formandose al término dos fases. Posteriormente

se centrifugé durante 10 minutos a 1,500 rpm y a una
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temperatura de 4°'C. Se extrajo cuidadosamente el halo
formado entre las dos fases donde se encontraban separadas
las células wmononucleares, y se& centrifugd 10 minutos a
1500 xpm & 4°C, el botén cbtenido se resuspendié en Iml de
medic RPMI que contenia el 10% de suero fetal bovino. De
esta suspensién se tomé una alicuota y se le agregd una gota
de azul de tripano para medir viabilidad. Otra musstra de
esta mnisma suspensién fué colocada en una cémara de
Neubausr, y se observd al microscopio para la cucnta de

macréfagos por mm?,

El nimerc de macréfagos contados, fué ajustado a un millén

por ml d¢ medio de cultivo RPMI con el 10 § de sueroc fatal

bovino.

8. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA AJUSTAR EL NUMERO DE
CELULAS,

Para ajustar el nimero de macréfagos a un millén por m}, se
centrifugan nuevamente las células, eliminando el
sobrenadante y resuspendiendo el botdn en los ml necesarios
de medioc de cultivo RPMI con suero al 10 §, obtenidéndo asi
aproximadamente un millén por ml de medio de cultivo. De

esta solucion de células se tomd una pegueita muestra y se
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realizaron frotis tanto del lavado bronquicalveolar como de
las células obtenidas de tejido, para 1llevar a cabo un

conteo de todas las células presentes.

6. ENSAYO PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ELASTOLITICA DE MACROFAGOS UTILIZANDO PLACAS

CUBIERTAS CON ELASTINA"H.

Este snsayo se realizé de acuerdo a la técnica de Chapman y
cols. (33).

Una suspension de elastina tritiada (obtenida de ligamento
de nuca de bovino) se depositdé de manera uniforme sobre
cajas de cultivo ( Cluster COSTAR ) de 24 pozos (el
didmetro de cada pozo es de 16 mm). Colocidndose en cada pozo
15 ul de elastina tritiada, tomando en cuenta que 1 ul de
elastina en solucién contenia 24 ug de elastina tritiada.

Las cajas fueron secadas a 45°C por espacio de 24hrs.

En cada pozo se sembrd una muestra de 1 ml de la suspensién
previamente ajustada, a un millén de macréfagos por ml de
medio RPNI con 10% de suero fetal bovino. Cada
muestra obtenida de ILBA y de tejido se ensayé por
triplicado.

| J—
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Las cajas sembradas se incubaron por espacio de 2hrs a 37°C.
Una vez completado este 1ntotvilo de tiempo, se retiré el
medio suspendido de los pozos de las cajas, eliminando de
esta manera a las células remanentes no adheridai. Después
se adicioné medio fresco. RPMI cdn suero 10%, y se dejaron
incubando a 37°'C durante 24hrs, 48hrs, y 72 hrs. Tomando en
cada intervalo de tiempo el medio suspendido, y ad;clonando

medio fresco nusvamente.

Como controles se ensayaron pozos con medio RPMI, con suero
al 10 &, sin muestra de células. Dindoles el mismo

tratamiento que a los pozos sembrados con células.

Para determinar la actividad elastolitica de los macréfagos
cultivados, se midié la elastina tritiada liberada al
medio. Las wmuestras obtenidas se centrifugarén por 10
minutos, en una microfuga-E Beckman; del sobrenadante se
tomé una alicuota de 75 ul y se homogenizé en 10 ml de
liquido de centelleo. La radiactividad fué determinada en

AQUASOL-2 , en un contador de centelleo liquido (Beckman LC
100C) .

la actividad especifica se obtuvo contando la cantidad de
radiactividad cpm que contenia una muestra de 135 ul de
elastina marcada con tritio radiactivo y homogenizada en 10

ml de AQUASOL-2, en un contador de centelleo liquido
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(Beckman IC 100C), donde se obtuvieron 243,423 cpm en 360 ug
de elastina marcada, en base en este resultado se calculd

l1a cantidad de elastina degradada.

Los resultados de 1la actividad elastolitica, fueron
expresados en : ug de elastina degradada / un millén de

macroéfagos.

7. ESTRATEGIAS UTILIZADAS PARA CONTROLAR
POSIBLES DIFERENCIAS CONDICIONADAS

POR LOS METODOS.

7. 1. NUMERO TOTAL DE MACROFAGOS / EXPERIMENTOS CON FICOLL.

Para saber si el numero total de células varia cuando se
utiliza ficoll (Lympho-paque con densidad de 1.086 t 0,002
g/ml) en la obtencién de macréfagos; a un grupo de 3 cobayos
expuestos al humo de 20 cigarros diarios durante 6 semanas,
Sse les realizaron 5 lavados bronquialveolares (LBA) con
solucién salina en las condiciones ya descritas
anteriormente. Los LBA fueron centrifugados a 1500 rpm
durante 10 minutos a una temperatura de 4°C, el botén
obtenido se resuspendié en 5 ml de medio de cultivo RPMI

1640 sin suero, una pequefia muestra de esta solucién se

“
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observd al microscopio en una camara de Neubauer, para el
conteo de células por mm:. Posteriormente se calculo el
ninero total de células en los 5 ml de medio de cultivo y se

ajustd a un millén de células por mililitro.

Después en un tubo de 15 ml se colocaron 5 ml de ficoll, y
se dejdé caer lentamente con una pipeta pastsur la mitad de
nedio de cultivo con las células resuspendidas ya ajustado a
un millén de células por ml, esto se centrifugd a 1500 rpa
durante 10 minutos a una temperatura de 4°C, al término se
extrajo sl halo formado entre las dos fases, y se centrifugd
nuevamente a 1500 rpm 10 minutos a una temperatura de 4°C,
el botén obtenido se resuspendid en 5 ml de medio de cultivo
sin suero, una psquefa muestra de esta solucién se observd
al microscopio en una cémara de Niublu-r. para al cidlculo de
células por mmt, Posteriormente se comﬁaré el nuimero de
células obtenidas usando ficoll y el nimero de células

cuando este no es utilizado.

-y
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7.2, ACTIVIDAD ELASTOLITICA CON Y SIN TRIPSINA.

Para la extraccién de los macrdfagos del intersticio
pulmonar, fué necesario utilizar tripsina, pero se
desconocia cuanto podria estar influyendo esta proteasa en
la actividad proteolitica de los macrofagos, por ello se
hizo un ensayo paralelo con los macréfagos alveolares, ya

que para la extraccién de estos no se utilizé tripsina.

A un grupo de 3 cobayos expucstos al humo de 20 cigarros

diarios durante 6 semanas, se les realizaron 5 lavados

bronquialveolares a cada animal, de estos lavados se obtuvo
el total de células, bajo los métodos y condiciones ya
descritos anteriormente. Una vez que se tenia ajustada 1la
suspensidén de células en el medio de cultivo sin suero, a un
millén por ml se tomd la mitad, y se le did el tratamiento
enzimatico de la siguiente forma, por cada 4 ml de medio se
le adiciond 1 ml de tripsina EDTA, esto se dejé incubar 20
minutos de la misma forma como se hacia para la extraccion
de los macréfagos intersticiales, después se detiene 1la
reacciéon adicionando 2 ml de medio de cultivo RPMI con suero
fetal bovino al 10%, se centrifuga a 1500 rpm por 10 minutos
a una temperatura de 4°C, y el botén obtenido se resuspende

con medio de cultivo RPMI con suero.

H
S
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Una vez ajustada esta solucién a 1 millén de células por ml,
se les midié su actividad elastolitica por el método de

Chapman y cols. ya descrito anteriormente.

8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

El estudio morfoldgico se realizd en forma ciega en todos

los animales, tanto patélogicos como normales.

Los pulmones fueron fijados en formaldehido al 108§,
realizdndose cortes transversales y longitudinales, de los
ldébulos apicales y diafragmiticos, los cuales se incluyeron
en bloques de parafina; posteriormente se obtuvieron cortes
de 5 micras de grosor, que fueron montadas en portaobjetos y
tefidas con hematoxilina-eosina y la técnica tricrémica
de Masson. Finalmente se observaron en el microscopio de
luz, para localizar bésicamente cambios y/o lesiones a
nivel histolégico, que dieran evidencias de dafo por

enfisema, usando como parametros :

alteraciones inflamatorias

ruptura de septos alveolares
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9. CUANTIFICACION DE LA DESTRUCCION ALVEOLAR.

Este ensayo se realizd de acuerdo a la técnica de Saetta
Narina y cols. (37). La medicién del {ndice destructivo (ID)
fue realizada con un microscopio de luz usando el objetivo
10X, que contenia un ocular cuadriculado con 38 puntos
equidistantes. Se contnfon 10 campos por laminilla al azar.
8i en el campo se observaba una via adrea (como un bronquio
o bronquiolo), o vaso sanguineo o 11ntttico de un didemetro
mayor a 0.6 mm este no sa contaba para sl andlisis. Las
paredes alveclares se evaluaron como destruidas (D) o no
destruidas (N). Los puntos que estaban sobres estructuras tal
es como paredes ductales o alveolares, no se contaron.
S8e consideré dsstruido un espacic alveolar cuando la pared
del alveolo ss encontraba rota en dos o méds lugares y se
observan clavas de retraccién sn sus extremos.

El ID fus calculado con la siguiente fdérmula

ID=D / (D+N) x 100

donde:

ID = indice destructivo
D = paredes alveolares destruidas

N = parades alveolares no destruidas
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10. METODO ESTADISTICO.

Para todas las variables obtenidas tanto del grupo expuesto
como de los no-expuestos al humo de cigarro, se expresaron

como Media t Desviacién estandar.

La significancia estadistica de los diferentes valores
entre los dos grupos fué calculada usando la prusba de "t"
de Student. Toda probabilidad de que el resultado se deba al

azar menor de 0.05 fué considerada significativa.
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Los animales expuestos al humo de cigarro, tuvieron un peso

similar a los animales control de un mes ( control 7509 %

61g; expuestos al humo 700g : 43g con una p»0.05). Ambos

grupos de cobayos al final del periodo experimental tuvieron

un peso similar al basal,

1. PRUEBA DE CARBOXIHEMOGLOBINA.

TABLA No. 2a

DETERMINACION GASES SANGUINEOS EN COBAYOS CONTROL Y
EXPUESTOS AL HUMO DE 20 CIGARROS / DIA / § DIAS SEMANALES

/6 SEMANAS,

1

COBAYOS EXPUESTOS
2 3 4

5

X+D.E.

THO  (g/) 14.5
dHb (%) 62.7
COHb (%)  25.1
MET-Hb (%) 1.7
CALC (%vol) 126
RHB (%) 10.5

157 136 119

179 329 284
179 26.9 291
08 11 1.3
2.8 6.2 4.7

686 392 41.2

14.9
385
21.0
1.5
8.0

38.9

141214
36.0+£58
24045
12203
6.8+37

33.6¢6.0
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TABLA No.2b CONTINUACION DE LA TABLA ANTERIOR.
COBAYOS CONTROL T
1 2 X+DE
THb (o) 98 13.2 114¢% 25
O-HB (%) 74.9 456 NR
CO-Hb (%) 8.6 6.5 75 14
MET-Hb (%) 1.8 1.5 . 16+ 04
CALC (%ovol) 100 84 92 1.1
RHb (%) 14.6 46.4 NR
Bﬂai::i 32}?;':.’: ir':;:z:tiz'o g:.'c'lb.mﬁfﬁ,?: 2:72:,'.':,,3 NR = No representativc

CO Hb = Carboxiheméglobina RHb = Hemoglobina reducida

2, LAVADOS BRONQUIOALVEOLARES (LBA ).

" El1 liquido instilado de acuerdo a nuestros métodos fue el
mismo en ambos grupos de cobayos. El ligquido recuperado fue
similar para ambos grupos de animales. La cantidad total de
células recuperadas fué significativamente mayor en el grupo
de cobayos expuestos al humo de cigarro (tabla No. 3); como
se esperaba la poblacién celular prevalente en el liquido
del lavado bronquiocalveolar fué la de los macrofagos (65%).
Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el

porcentaje de los diferentes tipos celulares entre el grupo
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de cobayos expuestos versus los no expuestos al humo de

cigarrillos,

La tabla presenta los resultados obtenidos de los frotis
realizados de lavados bronquicalveolares, de cobayos

experimentales y controles,

TABLA No. 3

RELACION DE VOLUMENES INSTILADOS Y RECUPERADOS EN LBA
DE COBAYOS CONTROL Y EXPUESTOS AL HUMO DE 20 CIGARROS
/ DIA /8 DIAS SEMANALES / 6 SEMANAS.

VOLUMEN INSTILADO VOLUMEN RECUPERADO

(ml) (ml)
COBAYOS
EXPUESTOS 70 2,14 + 7.64
CONTROLES 70 $0.20 + 8.52

CONTEQ DIFERENCIAL DE CELULAS INFLAMATORIAS OBTENIDAS
MEDIANTE FROTIS DEL LAVADO BRONQUIOALVEOLAR EN
COBAYOS CONTROL Y EXPUESTOS AL HUMO DE 20 CIGARROS
/ DIA /S DIAS SEMANALES / 6 SEMANAS,

CELULAS TOTALES MACROFAGOS NEUTROFILOS LINFOCITOS

% % %
COBAYOS
EXPUESTOS 86X 10°+ 210 6885+ 15 11+ 744 2221844

CONTROLES 64X 10° + 178 63.20+ 5.5 7+3.08 27.8 + 590

44444
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3. PRUEBA DE VIABILIDAD EN CELULAS UTILIZANDO AZUL DE

TRIPANO.

En todas las muestras tomadas de los lavados
bronquioalveolares y de tejido, tanto de los cobayos
expuestos al humo de cigarro como de 1os no expuestos, el

promedio de viabilidad de las células fué de un 85%.,

4. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

En todas las muestras de los animales expuestos al humo de
cigarro, se observaron cambios inflamatorios y
estructurales, medidos de acuerdo a los paridmetros

desglosados en el material y método.

La inflamacién observada, consistié en un infiltrado
intersticial de predominio mononuclear (compuesto por
linfocitos y macréfagos), como puede observarse en la Figura
No. 1, y en algunos casos, presencia de células gigantes. Sin
embargo, en ciertos animales, 1llegaron a observarsé
polimorfonucleares (neutréfilos y eosinéfilos) jestas
alteraciones inflamatorias se presentaron focalmente y en

ocasiones su distribucién fué peribronquiolar. En muchos de
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los casos se observé descamacidn de macréfages y células

gigantes en la luz de los alvedlos.

La ruptura de los septos alveolares, se pudo apreciar an
zonas subpleurales y distales a los bronquiolos, en dichas
zonas, habia paredes muy adelgazadas Yy de aspecto
rigido, varias estaban rotas y presentaban "“clavas de
retraccidn” Figura No. 2, muy pocos pulmones mostraron sdema
leve, en estas gonas de ruptura. En ningun caso se observd
que estas mismas zonas coincidieran con aquéllas en donde

habia inflamacidn.

Las muestras de pulmén de los animales control, no
pressntaron ninguno de sstos signos usados como paranétros,
para determinar si habia o no daflo por enfisema Figuras No. 4

Y 5.

“
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FIGURA No. 1 |Micrografia de pulmén de cobayo del grupo
experimental expuesto a humo de cigarro durante 6 semanas,
en donde 8se observa un infiltrado intersticial y
peribronquiolar, ademis de numerosos macréfagos descamados
hacia la luz alveolar.

Tincién Hematoxilina y Eosina (170 X)
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FIGURA No. 2 Micrografia de pulmén de cobayo del grupo
experimental expuesto a humo de cigarro durante 6 semanas,
en el que ‘le aprecia pérdida de la continuidad de las
paredes alveclares por ruptura de las mismas, también pueden
ohservarse clavas de retraccién.

Tincién Hematoxilina y Eoasina (170 X)
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FIGURA No. 3 Nicrografia de pulmén de cobayo del grupo
sxperimental expuestoc a humo de cigarro durante 6 senanas,
sn el que se aprecia ruptura de paredes o septos alveolares,
semejante a la que se observa en el dafio por enfisena,

Tincién Hematoxilina y Eosina (54 X)
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FIGURA No. 4 Micrografia de un corte histoldgico de pulmén
de cobayo del grupo control, en donde se aprecian los
espacios nlﬁoolnrol Yy los bronquiolos con sus paredes
integras.

Tincién Hematoxilina y Eosina (54 X)

“

A
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FIGURA No. S Micrografia de pulmén de cobayo normal,
perteneciente al grupo control, en donde se observan
intactas las paredes alveolares y bronquiolares.

Tincién Hematoxilina y Eosina (170 X)

b

R
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5. CUANTIFICACION DEL INDICE DESTRUCTIVO.

La destruccién de las paredes alveolares es considerada por
la mayoria de los investigadores como la parte mis
importante en la definicién de enfisema. ﬁn este trabajo se
utilizé el método de Harina\ Saetta y cols (36). Esta es una
tdcnici microscépica cuya confiabilidad para cuantificar la

destruccién alveolar ha sido probada.

Como se puede apreciar en la tabla No. 4 de resultados, en
los cobayos expuestos al humo de cigarros se observéd un
indice destructivo de 22, en tanto que en los cobayos

controles, este fue de 12 (p£0.05).
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TABLA No. 4

INDICE DESTRUCTIVO DEL PARENQ!JIMA PULMONAR EN COBAYOS
CONTROL Y EXPUESTOS AL HUMO DE 20 CIGARRQ / DIA / § DIAS
SEMANALES / 6 SEMANAS.

COBAYOS CONTROL  COBAYOS EXPUESTOS

14.40 1748
16.20 21.14
13.76 14.68

7.00 11.48
16.71 23.64
10.18 30.06

7.00 33.93

X+D.E 2176 + 8.11 1217 +4.11 p<0016
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6. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE

MACROFAGOS ALVEOLARES E INTERSTICIALES.

En la tabla No.5 se muestran los resultados de la actividad
slastolitica tanto de los macréfagos alveolares como de los
intersticiales de los 7 cobayos controcles. Al comparar la
actividad elastolitica (AE) de los macréfagos alveolares
contra la de los wmacréfagos iIntersticiales, no ae
observardén diferencias cltndiuticamahta significativas entre
unas y otras, en ninguno de los intervalos de tiempo en los

que se estudid esta actividad.

En la tabla No.6 se muestran los resultados de 1la
comparacién de la AE de los macréfagos alveolares vs la AE
de los macrdfagos intersticiales, de los cobayos expuestos
al humo de cigarro. Como puede observarse la diferencia

obtenida tampoco fue estadisticamente significativa.

La degradacién de 1la elastina tanto de los macréfagaos
alveclares como de los macréfagos intersticiales, fué minima
durante las primeras 24 hrs, y un sorprendente incremento
ocurre sn el intervalo de 48hrs a 72hrs. Por otro lado
al confrontar la AE de los macréfagos tanto de los cobayon
expuestos a humo de cigarro, como de los cobayos control. Se
observé que, la AE de los macrdéfagos alveolares de cobayos

expuestos a humo de cigarro es mis alta en todos los
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intervalos de tiempo en‘ comparacién a la AE de los
macréfagos alveolares de los cobayos control tabla No. 7. La

AE de los macréfagos intersticiales de cobayos expuestos a

humo de cigarro también se encuentra incrementada en

comparacién con 1la AE de los macréfagos intersticiales de

los cobayos control tabla No. 8.

En el 1htetvalo de 72hrs, la AE de los macréfagos alveolares
de cobayos expuestos a humo de cigarro en comparacién con la
AE de los macrifagos alveolares de cobayos control es mis
alta. Sin embargo la AE de los macréfagos intersticiales de
cobayos expuestos a humo de cigarro en comparacidn con la AE
de los macréfagos intersticiales de cobayos control no

presentsé un incremento significativo,

Como puede apreciarse la AE de los macrdéfagos alveolares de
cobayos expuestos a humo de cigarro, con rolpcéto a la AE de
macréfagos alveolares de cobayos control se incrementa
siempre significativamente, en 1los tres intervalos de
tisempo. Por lo tanto 1la AE estd incrementada en los
macréfagos alveolares de cobayos expuestos a humo de cigarro

en comparacién a los no expuestos.

“"\
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En cuanto a la AE de los macréfagos intersticiales de
cobayos expuestos a humo de ciéarro, también se encuentra
incrementada en comparacién a la AE de los macréfagos
intersticiales de 1los cobayos control, a excepcién del

intervalo de 72 hrs.
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TABLA No. 5

ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE MACROFAGOS ALVEOLARES E

INTERSTICIALES DE COBAYOS CONTROL.

Tiempo ug DE ELASTINA DEG./1X 10* MACROFAGOS p<

(horas ) alveolares intersticiales
24 472+ 2.10 297 +2.37 N.S.
48 7.67+3.71 513+349 N.S.
72 9.99 + 5.26 7.36 + 4.99 N.S.

L
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TABLA No. 6

ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE MACROFAGOS ALVEOLARES E
INTRESTICIALES EN COBAYOS EXPUESTOS AL HUMO DE 20
CIGARROS / DIA / 5 DIAS SEMANALES / 6 SEMANAS.

tiempo ug de elastina degradados / 1 X 10° macréfagos p<
(horas ) ~ alveolares intersticiales
24 8.24+2.65 6.41 +1.95 N.S.
48 1861 + 6,07 10,12 + 454 N.S.
72 19.01 +9.42 11.82 + 7.68 N.S.
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TABLA No. 7

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE MACROFAGOS
ALVEOLARES DE COBAYOS CONTROL. Y EXPUESTOS AL HUMO DE
20 CIGARROS POR DIA / SDIAS SEM. .+vALES / 6 SEMANAS.

TIEMPO ug DE ELASTINA DEGRADADOS / 1 X 10°
(horas) MACROFAGOS ALVEOLARES p<
CONTROLES EXPUESTOS

24 4.72+2.10 8.94 + 2.65 0.006
48 7.67 +3.71 16.21 + 6.07 0.01

72 9.99 + 5.26 19.01 + 9.42 0.04




59

TABLA No. 8

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD ELASTOLITICA DE MACROFAGOS
INTERSTICIALES DE PULMONES DE COBAYOS CONTROL Y
EXPUESTOS AL HUMO DE 20 CIGARROS / DIA /5 DIAS SEMANALES
/ 6 SEMANAS.

TIEMPO ug DE ELASTINA DEGRADADOS / 1 X 10°
(horas) MACROFAGOS INTERSTICIALES. p<
CONTROLES EXPUESTOS

24 2.97 +2.37 6.41+1.95 0.01
48 8.13+3.49 10.12+ 4.54 0.04
72 7.36+4.99 11.82 + 7.68 - 0.23
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7. NUMERO TOTAL DE MACROFAGOS ALVEOLARES CON Y
SIN FICOLL.

En el LBA del cobayo nimero 1, expuesto a humo de cigarro se
obtuvo un total de 18,850 000 células, de esta suspension se
tomaron 9 nl y se le dio tratamiento con ficoll, la cuenta
total de células fue de 8,550 000 células. En el LBA del
cobayo numero 2, expuasto a humo de cigarro, se obtuvo un
total de 8,850 000 células, de esta suspension se tomardn 4
ml y se le djio tratamiento con ficoll, la cuenta total de
células fue de 4,830 000. En el LBA del cobayo numero 3,
expuesto a humo de cihgarro, se obtuvo una cuenta total de
5,100 000 células, de esta suspension se tomo la mitad 2.5
Bl y se le dio tratamiento con ficoll, la cuenta total de

células fue de 1,080 000.
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. 8. LAVADOS BRONQUIOALVEOLARES TRATADOS CON Y SIN
TRIPSINA DE COBAYOS EXPUESTOS A HUMO DE CIGARRO.

TABLA No. 9
LAVADO CON TRIPSINA LAVADO SIN TRIPSINA P
AE AE
X & DE X ¢ DE
10.87 = 1.98 1441 ¢ 2.16 N.S.

AE = ACTIVIDAD ELASTOLITICA

No hubo diferencia significativa entre la actividad elastolitica del lavado
tratado con tripsina y el lavado que no fué tratado con tripsina.



r—

62

VI. DISCUSION.

La teoria que actualmente prevalece para explicar los
cambios destructivos que se observan en el enfisema pulmonar
es la del desiquilibrio entre 1las proteasas y las
antiproteasas. La elastasa derivada de los neutréfilos es la
proteasa que se ha considerado de mayor importancia en este
proceso destructivo. 8Sin embargo, recientes evidencias
sugieren que 1los macréfagos alveolares pueden ser de
importancia crucial durante el proceso de destruccién de las
fibras de elastina, debido a que estas células secretan
proteasas y citocinas que afectan a su vez la produccién de
proteasas por otras células, ademds participan en la
degradacién y remodelacién de la matriz extracelular. Son
sin embargo, pocos los estudios en los que se ha demostrado
el papel elastolitico de estas células. En ia mayoria de
estos estudios han utilizado macréfagos obtenidos de la luz
alveolar, es decir, aquellos que derivan de los capilares
del intersticio y que por lo tanto no son los que estan en
contacto directo con las fibras de elastina del intersticio
del pulmén. La pregunta que surge a la luz de los resultados
publicados con respecto a la actividad elastolitica de los
macréfagos alveolares (MA) es que si ésta es comparable con
la de los macréfagos intersticiales (MI). Este trabajo fue

diseflado para responder esta pregunta, con la finalidad de
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ampliar el conocimiento sobre_el papel que desempefian los
macréfagos tanto alveolares como intersticiales en el
desarrollo del enfisema pulmonar. El humo de cigarro esta
asociado marcadamente con el incremento en el numero de
macréfagos alveolares recolectados de lavados
bronquioalveolares, y el examen histoldgico de los pulmones
de los fumadores demuestra infiltracién de los macréfagos
dentro y alrededor de los pequefios conductos aéreos que
sufrieron cambios destructivos, durante el desarrollo del
enfisema  pulmonar. Estas observaciones y 1la estrscha
agsociacién entre el fumar y el enfisema sugieren que los
macréfagos juegan un papel muy importante en la patogénesis
del enfisema pulmonar, ya que la degradacién de las fibras
elasticas del parenquima pulmonar aparece como un factor

central en el desarrollo de esta enfermedad.

Por lo tanto, en este trabajo se seleccionaron cobayos
expuestos a humo de cigarro y cobayos no expuestos a humo de
cigarro tomados como controles. Como puede apreciarse en los
resultados, al comparar la actividad elastolitica de los MA
con respecto a la actividad elastolitica de MI, en los
cobayos expuestos a humo de cigarro, no se obtuvo diferencia
estadisticamente significativa entre las dos actividades
elastoliticas. De 1la misma forma al comparar la actividad
elastolitica de los MA y de los MI de los cobayos expuestos

a humo de cigarro, no se obtuvo diferencia estadisticamente

mw
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significativa. Sin embargo, la actividad de los MA de los
cobayos expuestos a humo de cigarro, es considerablemente
mds alta, que la actividad elastolitica de los MA de los
cobayos no expuestos a humo de cigarro. Sugiriéndo ésto, que
tanto los MA como los MI pueden degradar elastina en un
medio que contiene suero, y que esta actividad se incrementa
cuando son estimulados con el humo de cigarro. Por lo tanto
los tehémcnos elastoliticos que ocurren en el parénquima
pulmonar podrian ser inferidos a traves del estudio de los

macréfagos alveolares.

Vale la pena hacer algunas consideraciones alrededor de
estos resultados: Primero, ¢ Son macréfagos las células a
las que les estamos dando esta connotacién? Se considera
que mas del 90% de la poblacién celular de la luz alveolar
son macréfagos. Aunque su apariencia es ficil Q¢ distinguir,
podrian confundirse con fibroblastos o células epiteliales
enrolladas. Para este estudio se consideraron en la cuenta
total de células sdélo aquellas que tenian el mayor tamafio y
presentaban un nicleo redondo cuyas caracteristicas fueran
compatibles con la de los macrdéfagos. Ademds, después de
hacer el conteo diferencial de células de cada uno de los
lavados bronquioalveolares se encontré que menos del 5% del
total de las células correspondia a células epiteliales y/o
fibroblastos. Es decir, si se hubieran incluido células

epiteliales o fibroblastos en las células que se expusierdn

“



65
a la elastina éstas hubieran sido menos del 5% del total de
las células que se considerarbn. Por otro lado el error
hubiera sido sistematico, tanto para los cobayos controles y
los expuestos a humo de cigarro, como para las poblaciones

de macréfagos considerados como intersticiales o alveolares.

Sequndo, ¢ Son intersticiales los macréfagos a los que les
estamos dando esta connotacién? Asi como existen marcadores
para los diferentes tipos celulares, también los hay para
los diferentes tipos de macrdfagos. En este trabajo no se
utilizé ningun marcador especifico para la identificacidén de
lag células. Esto abre la posibilidad de que las cédlulas que
se consideraron como MA estén contaminadas con MI. Para
evitar esta posibilidad se hizo el lavado pulmonar con 70ml
de solucién salina, que barrid con todas las células de la
luz alveolar. Ademds el nuimero total de macréfagos obtenidos
de tejido pulmonar, fué siempre menor al nimerc total de
macréfagos obtenidos de la luz alveolar. Esto sugiers que
si hubiera existido un nimerc significativo de células
alveolares remanentes, el numero de células obtenidas del
tejido hubjiera sido igual o mayor al obtenido de la luz
alVaolar. Otro punto importante que cabe aclarar sobre los
resultados obtenidos en este 'trabajo, resulta de 1la
posibilidad de que parte de 1la actividad elastolitica
observada pudiera derivar de la clastasa de neutréfilos. Sin

embargo, para evitar esta posible contaminacidén las cdlulas

M
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que se pusieron a incubar para medir 1la actividad
elastolitica, fueron exclusivamente 1las adherentes que se
obtuvieron despuds de incubar por dos horas todas las
células que fueron consideradas como macrdfagos y eliminar
las no adheridas (las principales células adherentes son los
macréfagos y los linfocitos). Adicionalmente, debido a que
la elastasa derivada de los neutréfilos es labil a la accidn
de la alfa-l-antitripsina, todas las muestras se incubarén
con suero fetal bovino al 10%. YLa posibilidad de
contaminacién por elastasa de neutrdfilos en la incubacidn
de MI es menos probable, porque todas las nuestras
ocbtenidas de tejido, fuerén pasadas por un gradiente de
ticoll-hypaque, que pernite sedimentar a los
polimorfonucleares y deja en la interfase solamente
mononucleares, es decir, solamente linfocitos y wmacréfagos.
Este procedimiento elimind en los NI la posible
contaminacion por neutrdfilos. Ademds el uso'del gradiente
de ficoll-hypagque da mayor seguridad a la ausencia de

polimorfonucleares en la muestra que se estudia.

El objetivo de incluir en este trabajo, cobaycs expuestos a
huro de cigarro (CEHC) , fué el de hacer un claro contraste
de la actividad elastolitica de los cobayos expuestos con
respecto a los no expuestos a humo de cigarro. Por lo tanto
el disefio debia de ser util para sehalar la similitud o la

diferencia en cuanto a la AE de los MA y los MI, en cobayos

K
Yo
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con cambios patoldgicos compatibles con enfisema, como en
aquellos considerados como normales o controles. En este
sentido la AE de los MA fué igual a la de los MI tanto en
los cobayos expuestos al humo de cigarro como en los
cobayos no expuestos (CNEH). Por lo tanto los fenodmenos
elastoliticos que ocurren en el parénquima pulmonar podrian
ser inferidos a través del estudio de los macréfagos
alveolares. Aunque la incubacién enzimdtica a la que se
sometid el tejido que se utilizé para obtener los MI,
disminuye la AE, esta disminucidén no es estadisticamente
significativa, como demostramos en un experimento colateral

a sate trabajo.

El hecho de que los CEHC tuvieran niveles significativamente
wmAs altos de carboxiemoglobina (COHb) que los CNEHC
denuestra que estos animales realmente estaban inhalando las
particulas derivadas del humo de cigarro incluyendo el
mondxido de carbono. Los niveles tan altos de COHb, que se
observaron en todos los animales, incluyendo los normales,
podrian deberse a que el aparato que se utilizé esta

disefiado para medir COHb en sangre humana y no en cqpayos.

El incremento de la celularidad en los lavados
bronquioalveolares de los CEHC es un indicador adicional de
que los animales estaban inhalando el humo de cigarro. Uno

de los primeros cambios observades en los pulmones de los

“"\
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sujetos fumadores es un incremento de la celularidad total
en el lavado bronquicalveolar, como de hecho se cbservéd en
los animales expuestog al humo de cigarro. Los cambiog
compatibles con enfisema encontrados en los CEHC ya han aido
previamente documentados. Y aunque el objetivo de este
trabajo no era demostrar cambios patoldgicos- conpatibles
con enfisema en los pulmones de los CEHC, si era importante
donostiar que la AE de los macréfagos tanto alveolares como

intersticiales se aumenta cuando estos son estimulados, y

Que de alguna manera esto afecta la degradacién de proteinas

de la matriz extracelular como 1la elastina, este es un

_dato importante porque muestra que es posible que tanto los

MA como los MI, participen de una manera conjunta con las
demés células lntlamatoriu,. en el dajio directo al tejido
pulmonar, ocasicnando enfisema. A pesar ds que los NI no se
encuentren en contacto directo con las particulas del humo

de cigarro.

Otro punto importante es que la degradacién de la elastina
por parte de los wacréfagos, se incremento marcadamente
despues de 24 hrs de coptacto con la elastina. Es posible
que el incremento de la actividad elastolitica despues de 24
hrs resulte de la nueva sintesis de metaloproteasas, o

simplemente refleje la estabilizacidn de las células después

de ser colectadas.

“
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Aunque este proceso aun no es claro, es evidente que los
neutréfilos no son las unicas células que participan en el
desencadenamiento de la patdégenesis del enfisema., Sino que
esta desorganizacién en el tejido pulmonar se debe a una
serie de eventos que estan relacionados entre si, en donde

las células inflamatorias juegan un papel muy importante.

(570 TESIS NO DESE
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