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RESUMEN 

ROMERO ROMERO, LAURA PATRICIA. Exposición Crónica a Ozono e 
Hiperreactividad de las Vías Aéreas. Evaluación de la Inflamación y la Tolerancia 
en un Modelo Experimental (bajo la dirección de Luis M. Montaña Ramirez y Nuria 
de Buen de Argüero). 
El ozono (O,) es un contaminante secundario formado en la atmósfera a partir de 
los contaminantes primarios. La inhalación de O, por arriba de los límites 
permisibles (0.11 ppm) produce alteraciones en las vías aéreas, entre las que 
sobresale la hiperreactividad. El desarrollo de tolerancia al daño producido por 
exposiciones crónicas a O, involucra cambios en el epitelio respiratorio, así como 
tolerancia a las pruebas funcionales, sin embargo son muy escasos los trabajos que 
se han llevado a cabo para estudiar el fenómeno de tolerancia a la hiperreactividad 
de las vías aéreas. Se ha observado que la exposición aguda a bajas 
concentraciones de O, (0.3 ppm) es capaz de producir hiperreactividad a la 
sustancia P (SP). El propósito de este trabajo fue evaluar el posible desarrollo de 
tolerancia a la hiperreactividad de las vías aéreas con exposiciones repetidas a O" 
y la participación de la inflamación en este fenómeno. Se realizaron curvas no 
acumulativas dosis-respuesta con SP en dosis crecientes de 0.0056 a 3.2 ~glkg Lv. 
en cobayos machos, 16 a 18 h después de la exposición a aire filtrado o a O, ( 0.3 
ppm, por un período de 4 h, durante 1, 3, 6, 12, 24 ó 48 días seguidos). La 
respuesta bronquial al agonista constrictor se evaluó como el incremento de la 
presión de insuflación pulmonar y se expresó como el -lag DEso. Se observó que la 
exposición a 0.3 ppm de O,. concentración que con frecuencia se alcanza en la 
atmósfera de la Cd. de México, incrementó la reactividad de las vías aéreas a la 
SP (p<Ü.05) en casi todos los grupos estudiados, desde 1 día hasta los 24 días de 
exposición. El -lag DEso para 1, 3, 6, 12 Y 24 días de exposición (3.62±.048, 
3.63±.055, 3.92±.046, 3.62±.037 y 3.78±.069) fue estadísticamente diferente (p< 
0.01) comparado con el grupo control (3.20±.053). Sin embargo, a los 48 días de 
exposición a O, la reactividad de las vías aéreas regresó a un valor semejante 
(3.33±.046) al del grupo control expuesto a aire filtrado, lo cual sugiere que la 
exposición crónica a O" después de 48 días, induce al desarrollo de tolerancia a la 
hiperreactividad de las vías aéreas a la SP en cobayos. Se realizó un lavado 
broncoalveolar (LBA), en el que se observó un aumento significativo (p<O.OI) en la 
cuenta celular total en todos los grupos experimentales expuestos a O" así como 
en el número de macrófagos, neutrófilos y eosinófilos, mas no así en la cuenta de 
linfocitos, los cuales se incrementaron únicamente en los grupos de 24 y 48 días de 
exposición a O,. Se realizaron también pruebas de migración para neutrófilos y 
eosinófilos para evaluar la actividad quimiotactica en el líquido del LBA, en las 
cuales se observó migración neutrofílica unicamente, y sólo en los grupos de 3, 6, 
12, 24 Y 48 días de exposición. Por último, se practicaron estudios de microscopia 
de luz de cortes de las vias aéreas, en los que lo mas relevante fue la presencia de 
infiltrado inflamatorio constituido predominantemente por macrófagos, asimismo se 
encontró metaplasia epitelial, con una tendencia a desarrollarse en los animales 
con períodOS de exposición mas prolongados (12, 24 Y 48 días). Todos estos 
hallazgos indican que las vías aéreas sufren un proceso de adaptación a las 
exposiciones repetidas a O,. 



ABSTRACT 

ROMERO ROMERO, LAURA PATRICIA Chronic Exposure to Ozone and Airway 
Hyperresponsiveness. Evaluation of Inflammation and Tolerance in an Experimental 
Model (directed by Luis M. Montaño Ramirez and Nuria de Buen de Argüero). 

Ozone (O,) is a secondary pollutant generated in the atmosphere by a complex 
serie of photochemical reactions from primary pollutants. The hazardous effects of 
0, on health have been well studied in animals and humans. Since the pollution 
originated by this gas has reacently been highly increased, further research on its 
consecuences becomes an interesting aim of study. Exposure to 0, concentrations 
above the established limits (0.11 ppm) produces changes in the airways, mainly 
airway hiperresponsiveness. Tolerance development after chronic exposures to 0, 
involves airway epithelial changes that include alterations in the secretory activity as 
well as in the cellular composition. It has also been demonstrated that 0, at low 
levels produces tolerance to functional tests, but not to airway hiperresponsiveness. 
The aim of this work was to study the tolerance development to airway 
hiperresponsiveness to substance P (SP) after repeated exposures to 0,. Male 
guinea-pigs exposed to air or 0, (0.3 ppm for 4 h daily during 1, 3, 6, 12,24 or 48 
days) were studied 16-18 h after the last exposure; non-accumulative dose
response curves to SP were done (0.0056 to 3.2 ¡tg/kg, IV). The bronchial 
responsiveness to the agonist was evaluated as the increase in the pulmonary 
insufflation pressure and expressed as the -Iog EDso. 0 3 exposure at concentrations 
frecuently observed in Mexico City's atmosphere augmented the airway 
responsiveness to SP in almost all the studied groups, since the 1" day until the 
24th day of exposure. The -Iog EDso for the 1, 3, 6, 12, 24 days of exposure groups 
(3.62t.048, 3.63t.055, 3.92t.046, 3.62±.037 and 3.78±.069) was statistically 
different (p<Ü.Ol) compared with the control group (3.20t.053). However, at 48 days 
of 0 3 exposure the airway responsiveness returns to a value (3.33t.046) similar to 
the control group exposed to airo This results suggests that chronic exposure to 0 3, 

after 48 days of exposure, induces the development of tolerance to SP airway 
hyperresponsiveness in guinea-pigs. A bronchoalveolar lavage (BAL) was 
performed in every animal studied, an important increase in the total cell count 
(p<O.Ol) was observed in all of the guinea pigs exposed to 0,. The macrophage, 
neutrophil and eosinophil counts were also increased, but not the Iymphocitic counl. 
The latest increased only in the 24 and 48 days graups. To evaluate the 
chemotactic activity in the BAL fluid, migration tests for neutrophils and eosinophils 
were done. Only neutrophilic migration was found in the 3, 6, 12, 24 and 48 days 
groups of 0, exposure. Finally, light microscopy was performed to the airway tissue, 
and inflammatory infiltration, predominantly by macrophages, was observed, as well 
as epithelial metaplasia in the longer exposed groups (12, 24 and 48 days). AII this 
findings indicate that respiratory airways develop an adaptation pracess to repeated 
0 3 exposure. 
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INTRODUCCiÓN 

Ozono 

El ozono (03) es una forma alótropa reactiva del oxígeno y es reconocido como uno 

de los principales oxidantes de origen fotoquímico de la atmósfera. Es un 

componente normal del aire que se encuentra en concentraciones altas (10 ppm) 

en la estratósfera, masa de aire situada entre 15-50 km de la superficie terrestre, en 

la que los gases se encuentran casi en reposo (1). Ahí se sitúa el 90% del 0 3 de 

nuestra atmósfera, que se forma a través de reacciones cíclicas resultado de la 

fotolisis del oxigeno en oxigeno atómico y la subsecuente reacción del oxigeno 

atómico con otras moléculas de oxigeno, formando una capa que absorbe la 

radiación solar ultravioleta, que de incidir directamente sobre la tierra, dañaria 

severamente a todas las formas de vida (2). En la tropósfera, capa que está en 

íntimo contacto con la tierra, la presencia de 0 3 es normal en muy bajas 

concentraciones (cerca de 0.06 ppm), cuando ésta se incrementa, se le considera 

como un contaminante (3). 

El 0 3 es un contaminante secundario antropogénico producido en la 

tropósfera a través de una compleja serie de reacciones químicas dependientes de 

la radiación solar a partir de los contaminantes primarios o precursores, como los 

óxidos de nitrógeno (NOx) e hidrocarburos reactivos (NMHC) (4). Las fuentes de 

emisión de estos precursores son principalmente los vehículos motores de 

combustión y en forma secundaria los procesos industriales y los expendios de 

gasolina. Uno de los precursores, el bióxido de nitrógeno (NO,), absorbe en forma 

muy eficiente la radiación ultravioleta que incide sobre la superficie de la tierra, 

iniciando un ciclo químico en el que la molécula de NO, se divide en NO y O', este 

último al combinarse con el oxígeno (O, ) forma 0 3 . Bajo condiciones normales, el 

0 3 y los NOx se vuelven a combinar en la misma proporción en que se producen, 

estableciendo un estado de equilibrio en las concentraciones de 0 3, O" NO, Y NO 

(Fig. A). El ingreso de compuestos orgánicos a la atmósfera trastorna este equilibrio 
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y permite la acumulación de altos niveles de O,. Al combinarse más fácilmente los 

NMHC con el oxígeno atómico (O)' que con el O" cierran el ciclo fotolítico sin que 

se consuma O" provocando que este gas se mantenga en la atmósfera y se 

incremente su concentración (5) (Fig. B). 

Debido a la naturaleza tóxica del O" en muchos países los niveles 

ambientales están sujetos a una regulación gubernamental. Se ha establecido, con 

base en estudios epidemiológicos y experimentales, que la concentración máxima 

de exposición a la que puede estar sujeto el hombre es de 235 ~g/m' (0.12 ppm), 

valor promedio por hora que no debe excederse más de una vez por año (6). En 

México, se ha implantado un criterio de evaluación para los niveles de 

contaminantes, el cual tiene como objeto establecer un marco de referencia para la 

protección de la salud de la población y del ambiente. Este criterio es definido como 

Indice Metropolitano de Calidad del Aire (lMECA) y se le asigna una escala de O a 

500, siendo 100 puntos el valor máximo permitido para cada contaminante. En el 

caso del O, el valor 100 IMECAs corresponde a 0.11 ppm ó 216 ~g/m' (7) (Fig. C). 

Hasta hace algunos años, las concentraciones de ozono en la Ciudad de 

México superaban con frecuencia el máximo permisible, alcanzándose 

concentraciones de hasta 0.4 ppm (8). Se ha demostrado que un aumento en la 

concentración de O, por arriba de los límites permisibles, es capaz de producir 

efectos tóxicos sobre la salud, tanto en el hombre como en los animales (1). 

Efectos Tóxicos del Ozono 

Durante la inhalación de O" las vías aéreas constituyen la primera barrera tisular 

expuesta a sus efectos dañinos y en ellas es capaz de desencadenar alteraciones 

bioquimicas, morfológicas y funcionales (9, 10). Los efectos tóxicos del O, sobre los 

seres vivos son atribuidos a su potencial oxidativo, es decir, a su capacidad de 

remover electrones de otras moléculas o iones (11). Las células epiteliales del 

pulmón son el principal blanco de los contaminantes aéreos, estos tóxicos inducen 
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daño oxidativo en las células epiteliales, especialmente las localizadas en la unión 

del bronquiolo con el dueto alveolar (12). 

La primera linea de defensa contra la inhalación de gases tóxicos como SO" 

NO" humo de cigarro y 0 3, la constituyen los fluidos de recubrimiento del tracto 

respiratorio (RTLFs), grupo heterogéneo de sustancias que cubren al epitelio 

respiratorio desde la mucosa nasal hasta los alvéolos. Los componentes del RTLF 

son principalmente sustancias antioxidantes como mucina, ácido úrico, ácido 

ascórbico, vitamina E y lioles (principalmente glutatión reducido) y enzimas como la 

superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa. Estos componentes pueden 

actuar como detoxificantes de los contaminantes ambientales para proteger el 

epitelio de las vias aéreas, sin embargo, cuando se rebasa el balance normal entre 

oxidantes y antioxidantes se inicia un estrés oxidativo, es decir, el 0 3 reacciona con 

los lipidos poliinsaturados del RTLF (peroxidación lipídica) produciendo radicales 

libres como hidroperóxidos, aldehídos y ozónido de Criegge (13). Estas substancias 

altamente reactivas son las responsables de iniciar el daño sobre el epitelio de las 

vías respiratorias y generar la formación y liberación de numerosas citocinas 

proinflamatorias induciendo inflamación (14). A su vez, este proceso inflamatorio 

puede servir como una fuente adicional de radicales libres y contribuir a que se 

perpetúen las alteraciones patofisiológicas (15). Además, se ha postulado que . 

estos radicales libres pueden producir alteración de proteínas tanto estructurales 

como funcionales, ruptura de la banda de ONA y alteraciones en el metabolismo 

celular (15). La reacción del 0 3 con los ácidos grasos poliinsaturados dentro del 

pulmón y la producción de radicales libres, puede inducir daño fuera del tracto 

respiratorio (16), aunque se requieren concentraciones muy altas para que esto 

suceda. 

Adicionalmente, el 0 3 produce inactivación de algunas proteínas como la 

endopeptidasa neutra (NEP), enzima responsable de degradar a la sustancia P, 

principal neurotransmisor del sistema excitatorio no-adrenérgico no-colinérgico (e

NANC) (17,18). 
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El O, altera profundamente la fisiologia pulmonar provocando cambios en su 

función (p.ej. disminución del flujo y del volumen espiratorio forzado, disminución 

significativa en la capacidad vital y reducción de la capacidad inspiratoria máxima, 

aumento en la frecuencia respiratoria), asi como broncospasmo, estimulación de la 

actividad mucociliar y aumento en la reactividad de las vias aéreas (19, 2021,22). 

La toxicidad del O, está determinada por numerosos parámetros, que 

incluyen especie, edad, sexo, estado nutricional y sistemas celulares de protección 

(3, 23); además, la severidad del daño producido por este gas depende de la 

concentración y el tiempo de exposición (24, 25). 

Hiperreactividad 

La hiperreactividad de las vias aéreas es una de las principales alteraciones 

respiratorias que puede desencadenar la inhalación de O, (26). Esta 

hiperreactividad consiste en un aumento de la respuesta de contracción del 

músculo liso traquoebronquial ante estimulos que en condiciones normales no 

producirian ninguna respuesta. Diversos estudios han demostrado que en humanos 

la inhalación aguda de O, a concentraciones tan bajas como 0.08-0.12 ppm (27, 

28), o desde 0.3-0.8 ppm en cobayos, ratas y perros (17, 26, 29, 30, 31) es capaz 

de producir hiperreaotividad de las vías aéreas. 

Uno de los mecanismos más importantes involucrados en la hiperreactividad 

inducida por O" es el daño al epitelio de las vías aéreas con la consecuente 

liberación de citocinas proinflamatorias y mediadores quimicos como interleucina-8 

(IL-8), IL-6, factor de estimulación de crecimiento de colonias de macrófagos (GM

CSF), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), RANTES, molécula de adhesión 

ICAM-1 y leucotrieno B4 (LTB,), las cuales provocan inflamación (11, 14, 32) que a 

su vez induce el desarrollo de hiperreactividad. 
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Por otro lado, el epitelio de las vías aéreas produce un factor de relajación, 

probablemente prostaglandina E, (PGE,). Algunos investigadores han demostrado 

que el daño funcional del epitelio de las vías aéreas inducido por O, provoca que el 

músculo liso traqueobronquial responda en forma exagerada a diferentes agonistas 

constrictores (33, 34, 35), Y que ésto podría deberse a que disminuye la producción 

de esta prostaglandina, por lo que las respuestas a los estimulos constrictores son 

más intensas (36, 37, 38). 

Otros mecanismos que pueden intervenir en la hiperreactividad aérea son el 

agotamiento en las reservas de antioxidantes como vitamina C (39, 40), así como 

daño epitelial que provoca aumento en la permeabilidad, lo que facilita la 

penetración de sustancias químicas broncoconstrictoras (41). Se mencionan 

también otras teorías como la inducción del reflejo vagal, la estimulación del e

NANC, la disminución de la relajacion adrenérgica y el aumento en la concentración 

de Ca" citosólico (42, 43, 44). 

Inflamación 

Está bien documentado en diferentes especies el desarrollo de un proceso 

inflamatorio pulmonar asociado con la exposición a bajas concentraciones de O" 

caracterizado por un aumento en el número de macrófagos, neutrófilos yeosinófilos 

(45,46). Se sabe que estas células liberan mediadores químicos como PGD" LTs, 

tromboxano A, (TXA,), factor de agregación plaquetaria (PAF) y citocinas 

proinflamatorias como, TNF-a, IL-1, así como fibronectina, óxido nítrico, peróxido de 

hidrógeno y anión superoxido, todos ellos implicados en la patogénesis del daño 

tisular e hiperreactividad de las vías aéreas y producidos en cantidades elevadas 

después de la inhalación de O, (45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53). El aumento en la 

acumulación de estos mediadores se ha observado tanto en LBA, como in situ en 

cortes histológicos de pulmón de animales expuestos a O, (49). Una vez reclutadas 

y activadas las células inflamatorias, la liberación de sus mediadores químicos 
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intensificará la respuesta inflamatoria y la reactividad de las vías aéreas (32, 54). 

La actividad quimiotáctica en las vías aéreas, como en otros tejidos, es 

importante en los procesos inflamatorios. Hay evidencias de que las células del 

epitelio bronquial también pueden liberar faclores quimiotácticos para linfocitos, lo 

cual sugiere que son capaces de modular la respuesta inmune local (55). Además 

de las células del epitelio bronquial, existen en el aparato respiratorio numerosas 

fuentes potenciales de actividad quimiotáctica, tanto el macrófago alveolar, como 

las células cebadas, y aún los linfocitos mismos, son capaces de liberar factores 

quimiotácticos (56). 

Alteraciones Moñológicas. 

Un gran número de reportes en la literatura describen daño tisular a lo largo de las 

vías aéreas causado por la inhalación de O,. Estudios histopatológicos sobre los 

efectos de la exposición a este gas, demuestran que los bronquiolos y los alveólos 

desarrollan los más importantes daños morfológicos (57). Los efectos iniciales de la 

exposición aguda a O, están bien establecidos e incluyen daño epitelial bronquiolar 

y alveolar, edema e infiltración inflamatoria (58, 59, 60, 61). 

El O" aún a concentraciones ambientales (0.1-0.5 ppm), induce cambios 

morfológicos en el aparato respiratorio. La intensidad de los cambios varía de 

acuerdo a la concentración, el tiempo de exposición, la especie animal, el nivel del 

tracto respiratorio y el tipo celular (62). En las vías respiratorias altas, las células 

ciliadas son las más vulnerables; se ha observado daño en estas células en el 

tejido nasal de monos expuestos a 0.15 y 0.3 ppm de O, durante 6 días, y en la 

tráquea de ratas expuestas por 7 días a 0.5 ppm (62, 63). Después de exposiciones 

crónicas se ha encontrado hiperplasia de células caliciformes (64). En las vías 

aéreas pequeñas, el bronquiolo terminal es particularmente sensible al O, (65), el 

daño a este nivel ocurre desde 2 h de exposición a 0.5 ppm (58). En los estudios de 

exposiciones prolongadas a O" los resultados varían; algunos investigadores 
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proponen que el epitelio bronquiolar no cambia en ratas expuestas a 0.5 ppm de 

O, durante 6 y 12 meses (66), mientras que en otros estudios se demostró 

hiperplasia nodular epitelial en los bronquiolos de ratas expuestas a 0.5 ppm 

durante 180 días (67) y durante 12 meses (68). 

En este contexto, se ha demostrado en animales que exposiciones repetidas 

a diferentes concentraciones de O, (1-3 ppm) causan inflamación y fibrosis 

intersticial (69, 70), hiperplasia y metaplasia de la mucosa nasal (64, 71), 

metaplasia del epitelio traqueal (72) e hiperplasia de células no ciliadas y de 

neumocitos tipo 11 (73), también se ha desarrollado enfisema con períodos 

prolongados (3 a 5 meses) de exposición a 1 ppm de O, (54). Asimismo, bajo 

ciertas circunstancias, el O, puede inducir cambios preneoplásicos en las células 

epiteliales de la tráquea de rata (74). 

Tolerancia. 

En el campo de la farmacología y la toxicología, el fenómeno en el cual se atenúa 

gradualmente el efecto de uno o varios agentes sobre las funciones fisiológicas 

cuando estos son administrados en forma repetida, se conoce como tolerancia 

(75). El concepto de tolerancia sobre los efectos del O, en la salud, ha sido 

utilizado para describir el fenómeno en el cual individuos expuestos a O,. adquieren 

resistencia al efecto de exposiciones subsecuentes (76). 

Exposiciones agudas a concentraciones ambientales de O, (0.06-0.25 ppm) 

causan disminución de la función pulmonar y síntomas como tos, dolor durante la 

inspiración profunda y respiración más corta. Los cambios en el funcionamiento 

pulmonar incluyen aumento en la resistencia de las vías aéreas y en la frecuencia 

respiratoria, así como disminución en el volumen espiratorio y en la capacidad 

pulmonar total (77). Mientras que la toxicidad con altas concentraciones de O, está 

bien establecida, existen pocos experimentos enfocados a estudiar el daño 

pulmonar inducido por exposiciones prolongadas con niveles ambientales de O,. En 
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estudios con exposiciones repetidas a 0 3, tanto en humanos como en animales, se 

ha encontrado que el decremento inicial en la función pulmonar se atenúa con 

exposiciones subsecuentes (78). 

En 1989, Tepper y col. reportaron daño epitelial e inflamación en la región 

bronquiolar terminal en pulmones de ratas expuestas a 0.5 ppm de 0 3 durante 5 

días, que persistió aún cuando las alteraciones funcionales desaparecieron (79), 

ésto sugiere que a pesar del desarrollo de tolerancia a las pruebas funcionales el 

daño morfológico persiste. Sin embargo, se ha encontrado que exposiciones más 

prolongadas generan también una adaptación morfológica. El mecanismo por el 

cual las células del epitelio del tracto respiratorio desarrollan tolerancia está poco 

entendido. En estudios enfocados a la región centroacinar pulmonar de la rata, sitio 

primario de daño e inflamación en exposiciones agudas, se ha encontrado 

reorganización epitelial, metaplasia y hiperplasia alveolar después de exposiciones 

crónicas (más de 90 días) (80, 81). En uno de los experimentos más prolongados 

que se han realizado con exposiciones repetidas a 0 3 (20 meses), Plopper y col. 

(82) concluyeron que el epitelio de las vias aéreas desarrolla resistencia al daño 

oxidativo de los contaminantes aéreos, a través de la reorganización epitelial en 

favor de tipos celulares que muestran menor susceptibilidad al daño inducido por 

0 3 , es decir, se reorganiza en favor de una población celular no ciliada. Los 

cambios varia n de acuerdo al sitio y son más pronunciados en aquéllas porciones 

del árbol traqueobronquial que son más afectadas con exposiciones agudas, como 

el epitelio bronquiolar terminal de la región centroacinar. Dentro de los mecanismos 

antioxidantes que se activan durante el desarrollo de tolerancia del epitelio al daño 

oxidativo por contaminantes aéreos, se encuentra el incremento en la actividad de 

los sistemas enzimáticos involucrados en la protección celular del daño producido 

por radicales libres, como la superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y glutatión 

S-transferasa (83). 

Aunque los cambios en la función respiratoria se atenúan con exposiciones 

repetidas a 0 3, la reactividad e inflamación de las vías aéreas no ha sido estudiada 

adecuadamente bajo estas condiciones. En este sentido, sólo existe un reporte 
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previo en humanos donde la exposición crónica a O, indujo tolerancia a la 

reactividad de las vias aéreas (84). En vista de que la exposición a O, parece ser 

un factor que empeora los síntomas de asma en pacientes que viven en ciudades 

muy contaminadas (85), es importante investigar el desarrollo y los mecanismos 

involucrados en la tolerancia a la hiperreactividad inducida por O,. 

HIPÓTESIS. 

1. La exposición a O, produce hiperreactividad e inflamación de las vias 

aéreas del cobayo. 

2. La exposición a O, provoca liberación de factores quimiotácticos para 

neutrófilos y eosinófilos en las vías aéreas, como parte del proceso 

inflamatorio. 

3. Exposiciones repetidas a O, inducen el desarrollo de tolerancia a la 

hiperreactividad de las vías aéreas. 

4. La tolerancia a la hiperreactividad de las vías aéreas está asociada a una 

disminución de la inflamación y de los factores quimiotácticos. 

OBJETIVOS. 

1. Evaluar la persistencia de hiperreactividad de las vías aéreas in vivo a 

sustancia P, en cobayos expuestos a 0.3 ppm de O, durante 1, 3, 6, 12, 24 

y 48 dias. 
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2. Evaluar la inflamación de las vías aéreas inducida por O" a través de las 

células presentes en el lavado broncoalveolar y en el corte de tejido 

pulmonar. 

3. Evaluar la presencia de factores quimiotácticos para neutrófilos y 

eosinófílos en el lavado broncoalveolar de cobayos expuestos a O,. 

4. Determinar si la inhalación repetida de O, desencadena tolerancia a la 

hiperreactividad de las vías aéreas, y estudiar si este fenómeno se 

correlaciona con una dismínución de la inflamación y el papel que jugarían 

los factores quimiotácticos en esta respuesta. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Se emplearon cobayos Hartley machos con un peso aproximado de 500 g, criados 

en un ambiente con concentraciones minimas de 0 3 «0.015 ppm), con aire filtrado, 

en cajas de acrílico y alimentados ad libitum. Se formaron dos grupos 

experimentales: 

a) Cobayos expuestos 4 horas diariamente a 0.3 ppm de 0 3. Divididos en 

subgrupos según el número de días de exposición: 1, 3, 6, 12, 24 Y 48 dias ( 6 

animales por subgrupo). 

b) Cobayos expuestos a aire filtrado sin 0 3 durante 4 horas (grupo control, 6 

animales). 

Exposición a Ozono. 

Los cobayos fueron expuestos a una concentración de 0.3 ppm de O" por un 

periodo de 4 horas durante 1, 3, 6,12,24 ó 48 días seguidos. El gas fue producido 

mediante un flujo constante de aire a través de un generador de ozono (marca 

Puraqua Vl, que se hace pasar directamente a una cámara de acrílico de 70x30x50 

cm. La concentración se estabilizó antes de colocar a los animales en la cámara y 

se mantuvo en los niveles requeridos regulando la tasa de conversión de aire a O,. 

mediante modificaciones del vollaje. La concentración de O, se vigiló 

constantemente con un analizador ullravioleta de O, (modelo 1008 AH, Dasibi 

Environmental Corp. l. El estudio de los animales se realizó 16 a 18 h después de la 

úllima exposición. 

Experimentos in vivo. 

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sódico por vía intraperitoneal 

con una dosis de 35 mglkg, y mantenidos bajo anestesia administrándoles 9 mglkg 
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por via intravenosa cada hora. Se disecó y canuló la arteria carótida izquierda, a 

través de la cual se registró la presión arterial con un transductor de presión (marca 

Beckman 4-327-0129); asimismo se disecó y canuló la vena yugular derecha, por 

donde se administraron los fármacos. La tráquea se canuló para ventilar 

mecánicamente a los cobayos con un miniventilador (marca Harvard Apparatus Ud. 

50-1700), a un volumen corriente de 10 ml/kg y una frecuencia respiratoria de 48 

respiraciones por minuto. A todos los cobayos se les administró 0.06 mg/kg de 

bromuro de pancuronio para suprimir los movimientos respiratorios espontáneos. La 

presión de insuflación pulmonar se midió con un transductor de broncospasmo 

(Marca Ugo Basile 7020) conectado a una via colateral de la sonda endotraqueal. 

Se construyeron curvas dosis-respuesta no acumulativas a sustancia P por via 

intravenosa, en dosis crecientes de 0.0056 a 3.2 ~g/kg (Fig. 1). 

Lavado Broncoalveolar. 

A todos los cobayos se les realizó un lavado broncoalveolar (LBA) una vez 

terminada la curva dosis-respuesta a la sustancia P. A través de la sonda 

endotraqueal se introdujeron 5 mi de SSF estéril a 37 C y al cabo de un minuto se 

aspiró suavemente hasta recuperar el mayor volumen posible. Esta maniobra se 

repitió un vez más. El liquido recuperado se centrifugó inmediatamente durante 10 

min, a 450 9, a 4 C. El sobrenadante se conservó a -20 C para las pruebas de 

actividad quimiotáctica. El botón celular se resuspendió en 1 mi de solución de PBS 

y se homogeneizó. Para realizar la cuenta total celular, se pusieron en un tubo de 

ensaye 40 ~I de tinción de Kimura y 10 ¡.Ji de la suspensión celular; en la cámara de 

Neubauer se contaron los 4 cuadros periféricos. El número resultante se dividió 

entre cuatro y éste se multiplicó x 50,000 para obtener el número de células por 

mililitro, con lo que la muestra se pudo ajustar con PBS para tener 1x10' células/mi, 

para realizar la cuenta celular diferencial. Para ésta, se tomaron 50 ~I de la 

suspensión celular, se realizaron frotis con una citocentrifuga (Wescor Cy1ospin) y 

se tiñeron con Romanowski. Además, se practicó la tinción supravital con Azul de 
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Tripano para evaluar el porcentaje de viabilidad de las células recuperadas en el 

LBA. 

Quimiotaxis. 

Para evaluar la presencia de actividad quimiotáctica en el liquido del LBA. se 

llevaron a cabo los siguientes experimentos: 

Obtención y Purificación de Eosinófi/os. 

Cobayos Hartley machos con un peso inicial de 200 g. se inyectaron por via 

intraperitoneal 2 veces por semana durante 2 semanas, y posteriormente 1 vez por 

semana durante un mes con 0.5 mi de suero estéril equino. Bajo anestesia por 

inhalación de éter a los cobayos se les realizó un lavado peritoneal, inyectando 50 

mi de solución salina fisiológica (SSF) a través de una cánula No. 16. Tras un breve 

masaje abdominal se recuperó el liquido peritoneal, el cual se centrifugó a 475 g, 

por 10 min a 20 C. El sobrenadante se desechó y los eritrocitos del botón celular se 

lisaron por choque hipotónico. Los leucocitos se resuspendieron en 1 mi de 

solución balanceada de sales de Hank (HBSS). Se contaron las células en una 

cámara de Neubauer y se colocaron sobre un gradiente discontinuo de Percoll, que 

contenía capas de 2 mi de las siguientes densidades: 1.075,1.085,1.09 Y 1.1058. 

Los gradientes se centrifugaron a 755 g, por 30 min, a 20 C. Los eosinófilos se 

cosecharon de la interfase 1.085/1.09 y se lavaron 2 veces con HBSS. El número y 

la pureza de los eosinófilos se evaluaron tiñendo las células con Kimura y 

contándolos en un hematocitómetro, se ajustó el número de eosinófilos a 1 xl O' 

células /ml. La viabilidad celular se estimó por exclusión con Azul T ripano. 

Obtención y Purificación de Neutrófi/os. 

Para cosechar estas células, se inyectaron intraperitonealmente 30 mi de 

glucógeno al 0.1 % en SSF a un cobayo de 500 g de peso. Dieciocho horas 

después, se realizó un lavado peritoneal como se describió anteriormente. También 
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los neutrófilos se purificaron en gradientes discontinuos de Percoll, se cosecharon 

de la interfase 1.075/1.085 ¡; Y se les dio el mismo tratamiento que a los eosinófilos. 

Migración de Eosinófi/os y Neutrófi/os. 

La actividad quimiotáctica en el liquido del LBA se evaluó según la técnica 

modificada de la cámara de Boyden (S6) usando filtros de nitrocelulosa con poros 

de 8 ~m. En el compartimento inferior de la cámara se colocaron aproximadamente 

25 ~I de soluciones control (buffer, leucotrieno 64 y factor activador de plaquetas) y 

de liquido broncoalveolar de todos los grupos experimentales. Después se colocó 

el filtro prehumedecido y finalmente el compartimento superior de la cámara, donde 

se colocaron 50 ~I de la suspensión celular. La cámara se incubó a 37 e en 

atmósfera húmeda con 5% de eo, durante 90 mino Los filtros se retiraron, se fijaron 

en metanol y se tiñeron con tinción de Hema-Gurr. Todas las muestras se probaron 

por triplicado y sólo se contaron las células que migraron completamente a través 

del filtro. Se contaron 5 campos en cada filtro con microscopio fotónico a 40 X. 

Determinación de Superóxido Dismutasa. 

La superóxido dismutasa (SOD) extracelular se midió en el liquido del L6A a través 

de una prueba de ELlSA por el método de biotina-estreptoavidina-peroxidasa, para 

lo cual se aisló SOD de eritrocitos de cobayo. Los eritocitos se obtuvieron de 

cobayos clinicamente sanos, fueron lavados dos veces con P6S (pH 7.2) con 

inhibidores proteoliticos (inhibidor de la tri psi na, aprotinina, fluoruro de 

fenilmetilsulfonil) y timerosal, lisados por choque hipotónico y reconstituidos con 

P6S. La' suspensión se pasó secuencialmente a través de un filtro de vidrio 

silanizado, un papel Whatman del #1 y una membrana Millipore de 0.22 mm. De la 

solución resultante, la SOD fue purificada utilizando cromatografía por afinidad con 

sefarosa 4B activada con bromuro de cianuro, unida a anticuerpos monoclonales 

humanos para SOD. La enzima purificada se pasó nuevamente a través de una 

columna de cromatografía por afinidad con sefarosa 46, unida a la proteína A, para 
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eliminar una posible contaminación con la fracción Fc unida en forma inespecifica a 

laSOD. 

Las placas de ELlSA se activaron con la SOD purificada de cobayo. La 

muestra del liquido del LBA se mezcló con anticuerpos monoclonales humanos 

para SOD marcados con biotina. Esta mezcla se agregó a las placas de ELlSA y se 

incubó a temperatura ambiente por 1 h en un agitador automático. Las placas se 

sometieron a 10 ciclos de lavado con una mezcla de PBS, Tween 20 y Triton X-100. 

Después de una incubación por 30 min con estreptoavidina-peroxidasa, las placas 

se lavaron nuevamente 10 veces, y se incubaron en un buffer de citratos con 0-

fenilendamina y H,O, (pH 4.3). La reacción se detuvo con 5% de ácido sulfúrico 

(vol/vol), y la muestra se leyó a 492 nm usando un lector de ELlSA (Multiskan MS 

model MCC/340, Labsystems). 

Estudio Histopatológico. 

Se practicaron estudios de microscopia de luz de cortes de las vias aéreas, tanto 

centrales como periféricas. Los tejidos se tomaron inmediatamente después de la 

muerte del animal y fueron fijados en formalina amortiguada al 10%, posteriormenle 

se procesaron por el método de inclusión en parafina para hacer cortes de 4 ~m de 

grosor que se tiñeron con la técnica de hematoxilina y eosina (H y E) para su 

estudio. 

En el estudio histopatológico se consideraron los siguientes cambios 

tisulares: inflamación, alteraciones del epitelio, hipertrofia del músculo liso 

peribronquiolar, intersticial y vascular, ruptura de paredes alveolares y 

engrosamiento intersticial. Se evaluaron de acuerdo a los siguientes grados: 

O=ausente, 1 =discreto, 2=moderado y 3=severo. 
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Análisis Estadistico. 

Los resultados de la curva a la sustancia P fueron expresados como ·Iog de la dosis 

efectiva 50% (-Iog DEso), esto es, la dosis del agonista a la cual se obtuvo el 50% 

de la respuesta. Esta última se calculó mediante análisis de regresión lineal, Con 

los datos previamente transformados a probits. La evaluación estadistica fue 

realizada utilizando análisis de varianza de una vía seguido de comparaciones 

múltiples mediante la prueba de Dunnett. Para buscar posibles asociaciones entre 

dos eventos se empleó el coeficiente de correlación de Pearson. Para analizar los 

resultados del estudio histopatológico se utilizó la correlación de Spearman. El nivel 

de significancia se fijó en valores de p<0.05 a nivel bimarginal. 
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RESULTADOS 

Experimentos in vivo. 

En los animales expuestos a O, durante 1, 3, 6, 12 Y 24 días, se observó un 

desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta a la sustancia P (Fig. 

2). Al evaluar el -Iog DEso de todos estos grupos con respecto al grupo control, se 

encontraron diferencias significativas (p<0.01): 3.6184 ± 0.0482, 3.6325 ± 0.0554, 

3.9247 ± 0.0547, 3.6218 ± 0.0371, 3.7773 ± 0.0687 y 3.2059 ± 0.0535 

respectivamente, lo que indica el desarrollo de hiperreactividad de las vías aéreas. 

Sin embargo, a los 48 días de exposición a O, no se presentó más esta 

hiperreactividad, ya que el -Iog DEso regresó a los niveles del grupo control (3.3291 

± 0.0464). 

Lavados Broncoalveolares. 

Todos los grupos experimentales expuestos a O, mostraron un aumento 

significativo (p<0.01) en la cuenta celular total comparados con el grupo control, y 

casi todos los grupos expuestos presentaron un aumento significativo (p<0.05, 

0.01) en el número de macrófagos, neutrófilos y eosinófilos. Por el contrario, el 

número de linfocitos se incrementó solamente en los grupos expuestos durante 24 y 

48 días (p<0.01) (Fig. 3). Ya que todos los LBA fueron realizados después de la 

administración de SP, y con el propósito de descartar la posible participación de 

esta sustancia en el desarrollo de la inflamación, otro grupo de cobayos (n=4) fue 

expuesto a 0.3 ppm de O, por un día y estudiado 18 h después sin la aplicación de 

SP. Los resultados de estos experimentos demostraron que la sola exposición a O, 

fue suficiente para inducir inflamación de las vías aéreas (Cuadro 1). 
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Por otro lado, se observó una correlación altamente significativa entre el 

grado de reactividad aérea y la cuenta celular total (r = 0.55, p<0.0005), de 

macrófagos (r = 0.54, p<0.0005), de neutrófilos (r = 0.47, p<0.005) y de eosinófilos 

(r = 0.53, p<0.0005) (Fig. 4), pero no así entre la hiperreactividad de las vías aéreas 

y la cuenta linfocitaria. 

Quimiotaxis. 

Los neutrófilos mostraron migración hacia el líquido del LBA de los grupos 

experimentales de 3, 6, 12, 24 Y 48 días de exposición a 0.3 ppm de O" con 

significancia estadística (p<0.01, 0.05) con respecto al control: 116/5 campos, 

104/5 campos, 150/5 campos, 238/5 campos, 208/5 campos y 31/5 campos, 

respectivamente, todos ellos observados con el objetivo 40x (Fig. 5). 

Los eosinófilos no presentaron migración estadísticamente significativa hacia 

el líquido del LBA. 

En los controles negativos (solución buffer) no se apreció migración. Los 

controles positivos para neutrófilos y eosinófilos (Ieucotrieno B4 y PAF, 

respectivamente), sí mostraron migración. 

Superó xi do Dismutasa. 

Los niveles de SOD en el líquido del LBA del grupo control (0.29 ± 0.061 mg/ml), se 

incrementaron por arriba de 30 veces (p<0.05) desde el primer día de exposición a 

O, (8.98 ± 3.19 mg/ml). El aumento más importante fue mayor de 60 veces (p<0.01) 

y se observó en los grupos de 3,6 Y 12 días de exposición (17.62 ± 3.17,15.90 ± 

3.81 y 15.40 ± 2.81 mg/ml, respectivamente). A los 24 Y 48 días de exposición a O" 

la SOD regresó a los niveles basales (0.98 ± 0.08 y 0.48 ± 0.08 mg/ml) (Fig.6). 
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Estudio Histopatológico. 

Al analizar la presencia de inflamación en el corte de tejido pulmonar a través de 

una prueba de correlación de Spearman, se observó una correlación positiva entre 

el grado de inflamación y los dias O a 3 de exposición a 0.3 ppm de 0 3 (p<0.002), 

posteriormente se encontró una correlación negativa entre la inflamación y los dias 

3 a 48 de exposición (p<0.009) (Fig. 7). El infiltrado estaba constituido 

predominantemente por macrófagos, sin embargo en todos los casos se apreciaron 

numerosos eosinófilos, neutrófilos y algunos linfocitos. 

En cuanto a las alteraciones epiteliales, se encontró hiperplasia discreta del 

epitelio en 37% de los animales expuestos a 0 3, sin embargo este hallazgo no 

guarda relación con el número de dias de exposición, y se apreció también en uno 

de los animales control. Asimismo, se observó metaplasia epitelial leve, en este 

caso con una tendencia a desarrollarse principalmente en los animales con 

períodos de exposición más prolongados (12, 24 Y 48 días), al practicarle análisis 

estadístico, estos grupos se compararon con los de menor tiempo de exposición a 

0 3 (1, 3, 6 días) a través de una prueba de Fischer, la cual resultó significativa 

(p=0.00115) (Fig.7). 

La hipertrofia del músculo liso se observó sobre todo a nivel vascular, pero 

en forma inconsistente tanto en sujetos control como problema. 

La ruptura de paredes alveolares, en grado discreto o moderado, se 

presentó en la mayoría de los animales ozonizados: 24 de 35 cobayos expuestos a 

0 3, es decir, en 69% de los animales problema, sin embargo esta alteración 

también se observó en 4 de los 6 animales control. 

Por último, en muy pocos de los animales expuestos a 0 3 se apreció 

engrosamiento intersticial (17%), y en todos los casos fue a expensas del infiltrado 

inflamatorio. 
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No Expuestos Expuestos por 1 Día 

(CONTROL) a 0.3 ppm 0, 

Con SP (n=6) con SP (n=7) sin SP (n=4) 

Cels totales/mi (xl 05
) 1.781 ±0.147 3.125 ± 0.262·· 4.504 ± 0.287 .. 

Macrófagos (xl05
) 1.277 ±0.114 1.949 ± 0.129· 3.279 ± 0.199 •• 

Neutrófilos (xl 04) 0.186 ± 0.029 0.489 ± 0.075 • 0.510 ± 0.036 • 

Eosinófilos (xl 04) 0.280 ± 0.028 0.580 ± 0.067 • 0.610 ± 0.044· 

linfocitos (xl 04) 0.037 ± 0.016 0.107 ± 0.021 ns 0.106 ± 0.027 ns 

'-; -- ----- _ .. -------- --

SP=Sustancia P. ·p<O.05 y ··p<O.01. Prueba de Dunnett con todos los grupos de estudio. 

Cuadro 1. Efecto de la exposición a 0 3 por un dia 
sobre la inflamación de las vias aéreas sin la administración de SP. 
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DISCUSiÓN 

En este trabajo encontramos que la exposlclon a 0.3 ppm de 0 3 por 4 h diarias 

durante 1, 3, 6, 12 Y 24 días, indujo hiperreactividad de las vías aéreas a la sustancia 

P, y que este cambio desapareció a los 48 días de exposición, lo cual indica que se 

desarrolló un fenómeno de tolerancia al 03. 

El análisis de las células recuperadas en el LBA ha sido ampliamente utilizado 

como un parámetro de la inflamación pulmonar en estudios de daño pulmonar agudo, 

tanto en animales como en humanos. Es un hecho bien conocido que la exposición a 

0 3 en concentraciones mayores de 1 ppm, induce un proceso inflamatorio en las vías 

aéreas (87). En el presente estudio observamos un aumento en el número de células 

inflamatorias del LBA, tanto eosinófilos, como neutrófilos y macrófagos, durante los 48 

días de exposición a 0.3 ppm de 0 3, lo cual indica que una baja concentración de 03 

es suficiente para desencadenar la inflamación. Por lo tanto, se debe considerar al 

cobayo como un modelo adecuado para la investigación de la toxicidad de este gas a 

concentraciones ambientales. 

Para tratar de explicar el papel que juegan las células inflamatorias en el 

fenómeno de hiperreactividad de las vías aéreas inducida por ozono, se ha 

demostrado que son una fuente importante de anión superóxido, sustancia que ha 

sido considerada marcador de activación celular. Las especies reactivas del oxígeno, 

incluyendo al anión superóxido, han sido implicadas en la hiperreactividad a 

metacolina, histamina y bradicinina en cobayos, ratas y gatos (88, 89). Es posible 

especular que la liberación de anión superóxido por las células inflamatorias, puede 

también estar involucrada en el aumento de la reactividad a la SP. Además, las 

células inflamatorias son capaces de liberar numerosos mediadores proinflamatorios 

como tromboxano A2, leucotrieno C. y TNFa los cuales pueden inducir directamente 

hiperreactividad en el músculo liso traqueobronquial (57, 90). En apoyo al posible 
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papel de la inflamación en este fenómeno, encontramos una fuerte correlación entre 

las células totales, macrófagos, neutrófilos y eosinófilos recuperados en el fluido del 

lavado broncoalveolar y la hiperreactividad de las vías aéreas, por lo menos durante 

los primeros 24 dias de exposición. 

En un estudio previo en cobayos (29) se encontró que la exposición a 0.3 ppm 

de O, provocó una mayor reactividad a la SP, pero no a la histamina o a la 

acetilcolina. Este trabajo, y el realizado por nosotros, sugieren que el incremento en el 

anión superóxido y la inflamación, pueden no ser suficientes para inducir 

hiperreactividad inespecífica de las vías aéreas, y que un factor adicional esta 

actuando para promover hiperreactividad específica a la SP. En este contexto, se ha 

propuesto que en cobayos la inactivación oxidativa de la endopeptidasa neutra (NEP), 

principal enzima capaz de in activar a la SP, puede representar un mecanismo 

importante en la hiperreactividad de las vías aéreas a este agonista después de la 

exposición a O,. Murias y cols. (91) corroboraron la inactivación de esta enzima a 

través de una prueba bioquímica realizada 30 minutos después de la exposición a 3 

ppm de O,. Sin embargo, en nuestra investigación no determinamos la inactivación de 

esta enzima, por lo que no podemos saber si este mecanismo esta o no involucrado 

en el desarrollo de hiperreactividad a la SP, en las condiciones en las que llevamos a 

cabo nuestro modelo. 

Otros mecanismos adicionales podrían estar potencialmente involucrados en la 

hiperreactividad a SP inducida por O, y merecen mayor evaluación. Por ejemplo, el O, 

aumenta la respuesta bronquial no-adrenérgica no-colinérgica (dependiente de la 

liberación de SP), a la estimulación eléctrica de campo al introducir un componente 

sensible a la atropina (44)_ Por lo tanto, ese posible mecanismo específico inducido 

por O, podría ser la habilidad de la SP para inducir la liberación de acetilcolina de los 

nervios colinérgicos (92). Ademas, se ha demostrado que la SP actúa sobre algunos 

lechos vasculares provocando la liberación de NO y prostanoides a partir de las 

células endoteliales (93, 94). De esta manera, un posible efecto del O, sobre algún 

componente vascular sensible a la SP, puede también jugar un papel importante en el 
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incremento de la respuesta a esta sustancia después de la exposición a 0 3. 

Uno de los hallazgos más importantes de nuestro estudio fue que a los 48 días 

de exposición a 0 3, la hiperreactividad a la SP desapareció, es decir, ésta sufrió un 

fenómeno de tolerancia después de la exposición crónica a este gas. Como se 

mencionó anterionmente, uno de los mecanismos probablemente involucrados en el 

desarrollo de la hiperreactividad aguda de las vías aéreas inducida por 0 3 es la 

producción de anión superóxido. Por esta razón, investigamos sobre el posible papel 

de la SOO, enzima que desempeña un papel importante en el metabolismo de algunos 

radicales libres, en el desarrollo de la tolerancia al efecto del 03. Aquí encontramos 

que la SOO se incrementó 30 veces desde el primer día de exposición a 03, lo cual 

pone de manifiesto la posibilidad de que este mecanismo antioxidante, constituya una 

de las respuestas activadas en forma inmediata para contrarrestar el efecto nocivo de 

las especies reactivas del oxígeno, liberadas por la inflamación inducida por 0 3, como 

ha sido demostrado para el glutatión en la rata (81). Sin embargo, la SOO no podría 

ser responsable de la tolerancia al efecto del 03 a los 48 días de exposición, dado que 

los niveles de esta enzima regresaron drásticamente a los niveles basales desde los 

24 días de exposición, cuando aún estaba presente la hiperreactividad. En este 

contexto, se ha reportado el incremento de otros compuestos antioxidantes después 

de la exposición a 0 3. Kodavanti y cols. (95) encontraron que el glutatión total y el 

ácido úrico, dos sustancias antioxidantes importantes, aumentaron en el fluido 

broncoalveolar y en homogenados pulmonares de cobayos después de una semana 

de exposición a 0.8 ppm de 0 3 durante 23 h al día, mas no así a 0.2 ppm de 0 3. Sin 

embargo, encontraron que el ascorbato sí se incrementaba después de la exposición 

a 0.2 ppm de 0 3. De igual forma, T epper y cols. (79) observaron un discreto aumento 

en los niveles de ascorbato en homogenados pulmonares de rata, después de 3 días 

de exposición a 0.5 ppm de 03. Por lo tanto, es posible que otros mecanismos 

antioxidantes diferentes a la SOO, estén involucrados en el desarrollo de tolerancia 

con exposiciones crónicas a 03_ 

Otro hallazgo interesante fue que a los 48 días de exposición a 0 3, la estrecha 
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correlación entre la reactividad aérea y las células inflamatorias en el LBA ya no 

estuvo presente, ya que la hiperreactividad de las vias aéreas desapareció pero el 

incremento en el número de células en el lavado broncoalveolar persistió. Como se 

mencionó, durante los primeros 24 dias de exposición a 0 3, las células inflamatorias 

están probablemente involucradas en ta inducción de la hiperreactividad a través de la 

liberación del anión superóxido y otros mediadores. De este modo, a los 48 dias de 

exposición a 0 3, la disociación entre la inflamación y la hiperreactividad puede sugerir 

que en este momento las células inflamatorias se encuentran aún bajo la influencia de 

factores quimiotáctioos, pero que han perdido su estado de activación, con la 

consecuente disminución en la liberación de sus mediadores. Esta hipótesis está en 

total acuerdo con la notable disminución en los niveles de SOD, que implica una 

reducción en la liberación de anión superóxido a partir de estas células. 

La cuenta celular en el LBA, por si sola, no refleja adecuadamente los cambios 

celulares ocurridos en el parénquima de los pulmones expuestos a 03 (94). Por esta 

razón decidimos complementar el trabajo con el estudio histopatológico de los 

pulmones. En este aspecto, observamos inflamación en todos los cortes de tejido 

pulmonar de los animales expuestos a 03, apreciándose una tendencia importante a 

disminuir en los animales expuestos por periodos más prolongados, lo cual puede 

correlacionar con el desarrollo de tolerancia a la hiperreactividad y la presencia de 

células inflamatorias en el LBA. En investigaciones sobre el papel que juegan las 

células inflamatorias en el daño inducido por 03, se establece que el acumulo de 

neutrófilos dentro del tejido, después de la exposición a este contaminante, refleja 

probablemente un aumento en la migración hacia el espacio intersticial en respuesta a 

diferentes estímulos quimiotácticos, como citocinas y eicoisanoides derivados de 

células inflamatorias y epiteliales (97). Asimismo, se ha demostrado que el daño 

inducido por este gas, disminuye cuando la migración neutrofilica es inhibida bajo 

condiciones de exposición continua (98), lo que sugiere que estas células juegan un 

papel importante en la amplificación del daño inicial, pero que en exposiciones 

crónicas disminuye su participación. Por otro lado, algunos autores asocian el daño y 

la proliferación epitelial a la liberación de proteasas y mediadores inflamatorios por los 
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macrófagos alveolares durante la fase de exposición aguda a 0 3 (77). Otro de los 

hallazgos histopatológicos importantes, fue el desarrollo de metaplasia epitelial, 

principalmente en los animales con los períodos más largos de exposición a 0 3. Esto 

concuerda con lo reportado por Plopper y cols. (82), en donde concluyen que el 

epitelio de las vías respiratorias desarrolla una respuesta adaptativa al daño producido 

por este contaminante, a través de una reorganización epitelial en favor de tipos 

celulares más resistentes, particularmente de una población celular no-ciliada. Se 

reportan también cambios en la población celular del epitelio de las vías aéreas hacia 

una hiperplasia de células mucosas (62), alteración que nosotros no encontramos en 

nuestro estudio, y se propone que existe algún mecanismo por el cual las proteasas 

que derivan de neutrófilos y macrófagos inducen esta hiperplasia, con lo que el moco 

producido por estas células protege al epitelio del daño oxidativo bajo condiciones de 

exposición prolongada. Otra de las alteraciones morfológicas que se asocian a la 

exposición crónica a 03, es el engrosamiento intersticial por elevación en la síntesis de 

colágena y aumento en los elementos del tejido conectivo (69). En nuestro trabajo no 

encontramos fibrosis intersticial, consideramos que probablemente se requieren 

períodos de exposición más prolongados para que se desarrolle esta alteración. Sin 

embargo, sí observamos engrosamiento intersticial pero a expensas del infiltrado 

infiamatorio, y solamente en el 17% de los sujetos problema. Por último, se reporta 

también el desarrollo de enfisema pulmonar en ratas con períodos prolongados de 

exposición a 1 ppm de 03 (73). En nuestro caso observamos solamente ruptura de 

paredes alveolares, sin embrago este cambio se presentó tanto en pulmones control 

como expuestos, por lo que es una alteración que no podríamos asociar con la 

exposición a 0 3. 

Finalmente, el estudio de las enfermedades respiratorias, consecuencia de la 

contaminación atmosférica, es fundamental para implementar programas de salud 

pública y de protección ambiental. La prevalencia de enfermedades respiratorias 

obstructivas crónicas y cáncer pulmonar en países con altos niveles de contaminación 

(99), sugiere que la exposición prolongada a estos contaminantes puede contribuir 

significativamente al desarrollo de estas enfermedades. 
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CONCLUSIONES 

La exposición a 0.3 ppm de 03 (250 IMECAs), concentración que con frecuencia se 

alcanza en la Ciudad de México, produce hiperreactividad de las vías aéreas a la SP 

en cobayos. 

El infiltrado inflamatorio juega un papel importante en el desarrollo de esta 

hiperreactividad. 

A los 48 dias de exposición a esta concentración de 0 3, se produce un fenómeno de 

tolerancia a la hiperreadividad de las vías aéreas a la SP. 

La superoxido dismutasa no participa en el desarrollo del fenómeno de adaptación 

al 0 3. 

El cambio en la composición de la población epitelial a favor de tipos celulares más 

resistentes, como el desarrollo de metaplasia epitelial, sugiere una respuesta 

adaptativa. 
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