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RESUMEN

El ozono (Q,) es un contaminante fotoquimico que se ha reportade en altas
concentraciones en la atmésfera de varias ciudades en ef mundo, como en el caso de
la Cd. de México. Esta concentracién elevada, ocasiona alteraciones en la salud de la
poblacidn, especialmente en el sistema respiratorio. La via de entrada de este gas es
la nariz sitio en el que deben encantrarse alteraciones por la exposicién al O;; asi se
planteo la hipdtesis de que si el epitelio nasal es el primer sitic de contacto con el
ozono entonces sera factible apreciar que en el epitelio que cubre esta cavidad
cuanda hay contacto con este gas.

Para poder comprobar esta hipotesis, se formaron tres grupos de ratas Wistar
macho de 200 g. El grupo | integrade por animales que sirvieron como control y que
solo se sometieron a la inhalacién de aire filtrado carente de O,. El grupo Il se expuso
a una concentracion promedio de 1.25 ppm de Q,, y sacrificadas dos horas despues
de la inhalacién. El grupo (Il inhaté en condiciones similares al grupe I, pero fue
sacrificado a los 15 dias subsecuentes a la inhalcién Unica de Q,. La cavidad nasal fué
fijada in situ , disecada y descalcificada. La zona se dividid en bloques transversales
que se procesaron por la histologica habitual y tifieron con Hematoxilina-Eosina {(H-E},
Azul alcian {AA) y Acido pervodice-reactivo schiff (PAS) y se encontro al epitelio
respiratorioc del grupo 1 sin aiteraciones, con algunas glandulas. En el grupo Il
predominaron las alteraciones inflamatorias (dilatacidon vascular, presencia de
neutréfilos); las células ciliadas perdieron sus cilios y se apreciaron zonas con
hiperplasia mucoide. En el grupo Il los cambios, aungue persistieran, fueron en menor
cuantia. En relacién can los cambios en las caracteristicas bioquimicas del moco, se
aprecio una disminucién en el niimero de glandulas AA+, que comparados con los
controles en las que se aprecio mas PAS+ de esto se concluye, que al haber menos
gldndulas AA+ hay ménos mucinas acidas que son !as que protegen al epitelio cuando
interactuan con un oxidante como el ozono, suponiendo asi gue estas reaccionan
como un intento de neutralizar los efectos del contaminante. Asi tambien el aumento
en la permeabilidad del epitelio (inflamacién) es una consecuencia de la irritacién
ocasionada por e! O,, como mencionan algunos otros autares. (Harkema y cols (a),
1997). La pérdida de los cilios, aunado al cambio en el moco constituyen factores
fisicos que alteran !os mecanismos de defensa del sistema respiratorio en el sitio, cuya
funcién es filtrar , humectar y atemperar et aire que llegara a las vias respiratorias
bajas, vy que al no llegar en fas mejores condiciones dara como resultado alteraciones
funcionales en esta zona del sistema.




1. INTRODUCCION

1.1 Concepto de Contaminacion Atmosférica

La contaminacién atmosférica se entiende que dentro del aire que forma la
atmosfera, hay diversos compuestos gquimicos que, si bien han existide como
componentes del mismo, sus concentraciones se han incrementado notablemente
(IMRNR , 1986 ).

En cuanto a la situacion actual, uno de los temas de conversacion mas comunes
en estos dias, al hablar de deterioro ecoldgico, es la contaminacion atmosférica; en
todos los periodicos leemos diariamente notas sobre este problema de gran
importancia para todos. Los pricipales contaminantes de la atmésfera son: particulas
en suspension, biéxido de azufre, mondxido de carbono, hidrocarburos y éxidos de
nitrégeno asi como el ozono, este dltimo &5 un contaminante que no se emite en los
escapes 6 chimeneas sino que se forma en la atmdsfera a partir de reacciones muy
complejas activadas por la luz solar, en las que participan los éxidos de nitrégeno e
hidrocarburos (Lacy,1993).

1.2 Fuentes de Emision

La Ciudad reune la mayor cantidad de fuentes naturales y artificiales de
contaminacidn: Las cuales son areas erosionadas, basura y defecacién a cielo abierto,
filtraciones al subsuelo de aguas no tratadas, fabricas, fundidoras, bafos publicos,
automédviles y aviones por mencionar solo algunas {Legorreta J. 1991).

Dentro del tema de la contaminacion ambiental se hace la distincion entre
fuentes naturales y antropogénicas, incluyendo en las primeras a los que son
originados por procesos naturales y las antropogénicas son aquellas que sen

formadas por el hombre. {Legorreta J. 1991},




a) Fuentes naturales.- Algunas fuentes son: erupciones volcanicas, incendios
forestales, erpsién de suelos, polen, bacterias, particulas orgénicas en

descomposicién, etc. (Godish,1991).

b) Fuentes fijas.- Estas son de gran importancia ya que se ubican en areas 6
Zzonas industriales donde las emisiones se suman dando a veces un aumento de
contaminantes cuando hay un gran numero de industrias. Los contaminantes de estas
fuentes se clasifican en tres categorias: emisiones (gases), efluentes (liquidos) y
sblidos (basura y residuos) dando lugar a problemas en el aire, provocando la
formacion de smog' en el agua interfiriendo con Ia vida acuética y otras alteraciones, y
en los suelos ta produccién de basura y acumulacién de agroquimicos. Entre las
principales fuentes estan las fabricas, plantas procesadoras de cemento, fabricas de
fertilizante, fundidoras, bafos publicos, incineradores industriales, refinerias,

termoelectricas nucleares, etc.(Godish,1991; Gutierrez y cols. 1997).

¢) Fuentes moviles.- Estas fuentes son principalmente vehfculos automotores,
asi como aviones, locomotoras, barcos, motocicletas etc. Asi el 81 % en masa de
contaminantes emitidos es aportado por las fuentes moviles. (IMRNR , 1986 ).

Los contaminantes emitidos de estas fuentes son muy importantes por si solos y
tambien son importantes ya que muchos de estos son precursores de la formacion del
ozeno. {IMRNR , 1986 }.

' Se Itama asi al aire combinado can otras moléculas tales como: Mondxido de carbono {CO), Bibxido
de azufre { SO, ), Didxido de nitrdgeno { NOs ), Hidrocarburos no metance (HC), malerial particulado
suspendida (MPS) y Ozono () (IMRNR, 1586).



1.3 Precursores de la formacién del ozono

La contaminacidn atmosférica fotoquimica conocida comunmente como smog,
es5 una mezcla de varios compuestos quimices: O6xidos de nitrégeno (NO.),
hidrocarburos reactivos (NMHC) y ozono (0,), principalmente. £l ozono es un
contaminante secundario formado en la atmosfera a través de una compleja serie de
reacciones quimicas de los contaminantes primarios, conocidos como precursores. De
estos ditimes, los mds importantes son los NO, y los NMHC, las fuentes de emisién de
contaminantes antropogénicos son, en primer lugar, los automéviles (NO, , NMHC),
industria ligera y pesada (NQ,, NMHC) y expendios de gasolina (NMHC). La situacion
geogréfica contribuye a agravar el problema dado que la formacién del ozono depende
grandemente de la radiacién solar, cuando mas cerca se esta del ecuador mayor es el

potencial energético que se recibe( Bravo y cols. 1988 ).

1.4 El Ozono

El ozono (Q;) es una forma del eiemento oxigeno (O) que tiene tres dtomos en
cada malécula en vez de dos, como ocurre en las moléculas normales de oxigeno, El
ozono puede ser estratosférico y troposférico

Se le llama ozono estratosférico ya que se forma en la estratosfera por la
accion de la radiacion solar sobre las moléculas de oxigeno medante un proceso
llamado fotolisis, que destruye las moleculas de O, para proveer el oxigeno atémico
que, a su vez , se combina con el oxigenc melecular para producir el ozono, este
mismo es destruido continuamente por procesos naturales en los que estan presentes:
oxigena, nitrégeno, hidrogenc y clore ¢ bromo; estas sustancias estan presentes

desde antes de que el hombre comenzara a contaminar. Ahora bien los seres




Por ofro lado el ozono troposfarico se forma tambidn da manera natural, pars
como resultado de los procescs de combustidn, las concentraciones locales de ozono
en latitudes medias del hemisferio norte, se han duplicado en los ltimos 100 arfios. El
aumento del ozeno a sido superior al 1 % anual desde fines del siglo XiX; este

aumento de ozeono no puede compensar la disminucién ocurrida en la estratosfera
(OMM, 1995),

1.5 Ciclo del Ozono

Uno de los precursores del ozono, el didxido de nitrdgeno (NO;) se rompe en
dos 6xido de nitrégeno (NO) y oxigeno atdmico (O), con lo cual se inicia el mecanismo
de formacién del ozono este es un absorvedor muy eficiente de la energia ultravioleta
solar que llega a la superficie de la tierra. Esta interaccién genera lo que se conoce
como reaccién fetolitica (Esquema 1: Ciclo fotclitico del bidxide de nitrégeno.}. El ciclo
comienza cuando la molécula NG se rompe en dos NO y O este O se une al oxigeno
molecular {O,) formando el O, (0zono), pero como esto debe estar en equilibrio el ciclo
se cierra cuando el NO y el O, se unen para formar nuevamente el NO, liberando una
molécula de O, El ciclo descrito explica la formacidn de ozono en atmésferas
contaminadas, de acuerdo al ciclo fotolitico el O, y el NO deberian destruirse en las
mismas cantidades y seguir con el ciclo normal, pero no sucede asi en atmosferas
altamente contaminadas, ya que van aumentando ias concentraciones de ozono
(Esquema 2: Interaccion de los hidrocarburos con el ciclo fotolitico del Bixido de
Nitrogeno} por la intervencién de los hidrocarbures, es decir la oxidacion de la
molécula de © es muchas veces mas rapida que las de O, asi los hidrocarburos
(NMHC) se combinan mas facil y mas rapido con las moléculas de O {oxigeno atdmico)
que con el O,. Por otro lado dé la reaccion de O y NMHC se forman radicales libres
que oxidan al NO pasandolo a NQ;, reiniciande con ello el ciclo sin consumir Qs
explicando asi el por qué los altos niveies de este en ambientes urbanos. La
concentracion oscila de acuerdo con la intensidad de la radiacién solar, por esa razén

las concentraciones pico se dan a medio dia (Bravo y cols. 1988).
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1.6 Contaminacion del Aire en la Zona Metropolitana
de la Ciudad de Meéxico

La Ciudad de México conurbada en extensién con algunos municipios del
Estado de México constituye Iz Zona Metropolitana de la Ciudad de México {ZMCM)
que se encuentra rodeada por montafas lo que aumenta el potencial de una severa
acumulacién de contaminantes atmosféricos. Su situacion geografica y las ernisiones
de contaminantes atmosféricos, [0 convierten en un gran contenedor natural, en el que
ocurren complejas reacciones fotoquimicas que dan lugar a compuestos oxidantes
come el ozono, asi como la formacién de Acido sulfurico y Acido nitrico que constituyen
el fenémeno de lluvia acida (Bravo y cols.1991). Los efectos de la contaminacién del
aire se complican por la altitud de la Ciudad ya que debido a ello, la poblacidn
requiere respirar un mayor volamen de aire que el que se respiraria al nivel del mar. El
aire de la Ciudad de México se esta deteriorando como resultado del! desarrollo
industrial , las practicas en el uso del suelo y por el aumento poblacional asi como
tambien de los vehiculos automoteres (IMRNR,1986).

Los contaminantes como el ozono han multiplicado los padecimientos

respiraterios que se presentan con un indice mayor de peligrosidad. (Llera, 1984).




1.7 Sistema Respiratorio Humano

La funcién principal del sistema respiratorio consiste en permitir que ia sangre
se oxigene y pierda el anhidrido carbénico que contiene, ademas interviene en la
percepcidn de los clores (Stevens y Lowe, 1995). Las vias aereas estan formadas por
una percién conductora y una porcién respiratoria.

La porcidn conductora del sistema respiratorio se compone de las vias aéreas
que conducen el aire oxigenado hasta los sitios de intercambio gaseoso dentro del
pulmén, donde ocurre el intercambio gaseoso. Estas vias incluyen las que se localizan
por fuera y dentro de los pulmenes. Las vias conductoras comprenden: cavidad nasal,
faringe, laringe, traquea y los dos bronquios principales. Dentro de los pulmones se
encuentran los bronquios internos que se ramifican extensamente y dan origen a fos
bronquiolos de distribucion. Estos representan la porcion terminal de las vias aereas
de conduccidn.

La parcifin respiratoria es la parte de la via aerea en |a cual se lleva a cabo el
intercambic gasecso que incluye a: bronquiolos respiratorios, conductos alveolares,

sacos alveglares y alveolos { Ross y cols., 1997 ).

1.8 Anatomia y fisiologia de la nariz

La nariz tiene una porcion externa y una parcién interna que se encuentra
dentro del craneo. La porcidn externa esta formada por dos estructuras una
cartilagincsa y otra ésea de soporte cubierta por piel y revestida por una membrana
mucosa. Ef puente de la nariz esta formada por los huesos nasales que lo mantienen
en una pesicion fija. Como esté tiene una estructura de cartilago, el resto de la nariz
externa es ligeramente flexible. Sobre la superficie de la nariz externa se encuentran

dos aperturas que se llaman narinas externas (fosas nasales) (Tortora y

Anagnostakos, 1993),



La cavidad nasal se extiende de las narinas externas a las coanas, se relaciona
hacia arriba con el seno frontal, el seno esfenocidal y la fosa craneal media, hacia abajo
esta separada de la cavidad bucal por el maxilar superior; hacia atras, la cavidad nasal
se comunica con la nasofaringe que se puede considerar como la porcidn posterior de
la cavidad (Gardner y cols. 1988). La parte interna de la nariz externa y la nariz interna
esta formada por una cavidad nasal que se divide en un lado derecho y en un lado
izquierdo por una porcion vertical que se llama tabique nasal. La porcién anterior de la
cavidad nasal que se encuentra en la parte interna de las narinas se llama vestibulo
{Tortora y Anagnostakos, 1993}.(Figura 1}

Las estructuras internas de la nariz se especializan en tres funciones: calentar,
humedecer y filtrar el aire que entra al sistema respiratorio; recibir los estimulos
olfativos y proporcionar canales de resonancia para el lenguaje. Cuando el aire entra
por las narinas pasa primero a través del vestibulo. El vestibulo esta revestido por piel
que contiene pelos gruesas que filtran grandes particulas de pelvo. El aire pasa hacia
la cavidad nasal supertor, medic e inferior. Los cornetes que casi alcanzan al tabique
nasal, subdividen cada lado de la cavidad nasal en ura serie de vias de paso en forma
de canal que se conocen ¢omo meatos superior, medio e inferior. Una membrana
mucosa recubre |a cavidad y los cornetes. Los receptores olfativos se encuentran en la
membrana que reviste la superficie que se encuentran por arriba del cornete pasal
superior y gue se llama regidn olfativa; por abajo de esta regidn, la membrana contiene
capilares y células columnares ciliadas pseudoestratificadas. Los capilares calientan el
aire conforme este circula alrededor de los cornetes y meatos. El moco que se secreta
en las células de este epitelio, humedece el aire y atrapa particulas de contaminantes.
Las secreciones que provienen de los conductos lagrimales y quizd las secresiones de
los seno$ paranasales, tambien ayudan a humedecer el aire. Los cilios mueven la
mezcla de moco y polve a través de la faringe para que se pueda eliminar del cuerpo

{Tortora y Anagnostakos, 1993).
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Fig. 1 Anatemia de la cavidad nasal del humano,

mostrando  algunas de las estructuras que la
conforman {Tortora-Anagnostakos, 1993).




1.9 El moco proteccidn del epitelic nasal

1.9.1 Mucosustancias

La composicién de moco esta dado por glucoconjugados , sustancias complejas
que muestran una extensa heterogeneidad molecular. El moco juega un papel muy
importante tanto en las propiedades funcicnales de fas vias aereas, incluyendo la
formacion de gel, limpieza de particulas depositadas a lo largo del epitelic y proteccidn
de células que se encuentran bajo el epitelio (Boat y cols.1994).

1.9.2 Glucoproteinas

Las glucoproteinas son las mayores constituyentes de la capa mucosa que se
encuentra en fas vias aereas altas y bajas de mamiferos (Pon D. y cols. 1994); este
moca es una mezcla compleja de productos de varias fuentes tales como liguide
alveolar, productos de secrecién de varias células que se encuentran a lo largo de fas
vias aereas, glandulas submucosas entre ofros (Boat y cols. 1984).

Las células secretoras de las glandulas submucgsas de {as vias aereas
consisten en dos tipos de células secretoras: mucosas y serosas. Las células mucosas
elaboran una secrecién viscosa que contiene glucoproteinas mucosas {(mucina) casi
exclusivamente, mientras que las células serosas secretan un liquido acuose que
carecen de mucina pero contienen otros glucoconjugados y proteinas {Basbaum ,
1994).

La presencia de glucoproteinas neutras y acidas ha sido demostrado
histoquimicamente (principalmente en las células mucesas). Las glicoproteinas acidas

cansisten de mucinas sialicas y sulfatadas (Basbaum y cols., 1994).
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1.9.3 Hipersecresion

Algunas enfermedades como broaguitis crénica, asma o fibrosis quistica tienen
una sintoma muy evidente que es ia tos y la hipersecrecidn pero estos sintomas
tambien se presentan en persgnas fumadoras asi como tambien se ha observado que
muchas personas presentan hipersecrecién en dias de alta contaminacidén ambientat
{Valverde y cols.1997).

Por ofre lado la hipersecresidn del mucus glucoprotéico dentro de espacio
aereg luminal por efecto del ozono puede resultar una obstruccién del pasaje
broguiolar provocando una colonizacién de miles de bacterias. La presencia del moco
en exeso puede desarrollar insuficiencia respiratoria y puede contribuir 3 la morbilidad
y mortalidad asociada con algunas enfermedades como las enpfermedades
respiratorias (Pon y cols. 1994).

Al ser inhalados gases irritantes comoe dibxido de sulfuro, éxido nitrico o0 amonio
estos pueden disoverse en el fluido luminal producido por células en copa
{mucoproductoras) de las vias aereas, cambiando el pH del fluido a acido o alkalino

(Chul, 1994 ).
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1.10 Anatomia de la Cavidad Nasal de la Rata

El pasaje nasal de la rata consiste en dos grandes compartimentos separados
por un septo con tres turbinas (conchas) bien desarrolladas, que se proyectan dentro
del lumen las cuales son: nasoturbina, maxiloturbina y etmoturbina. Una ventana
septal provee una coneccidn directa entre el pasaje nasal derecho y el pasaje nasal
izquierdo, asi como a una via aérea dentro del ducto nasofaringec. La ventana septal
es un punto donde convergen el aire y la corriente del mucus. Hay cuatro rutas
principales para el flujo del aire que son los meatos dorsal, medio, ventral y lateral
(Figura 2) .

La simetria bilateral de los ductos nascpalatinos a través de los canales
incisivos del paladar duro conectan la cavidad nasal y bucal. Estos ductos son de 0.5
mm de diametro en un adulto de rata F344, y puede ser una via de paso para
secreciones 0 aire. Estos ductos tienen una forma de véalvula como ala que impide el
paso del material de la cavidad oral al interior de [a cavidad nasal (Boarman y cols.
1990).

Marcas especificas en el paladar son importantes para obtener las secciones
necesanas para una investigacion; segln el Programa Nacional de Toxicologia La
histologia del pasaje nasal normal varia extensamente con el plano de la seccidn |, Iy
Il (figura 3) (Boorman y cols. 1990).

En una seccion ¢ptima la mucosa en el nivel | consiste principalmente de
epitelio escamoso estratificado queratinizade y epitelio respiratorio {columnar
pseudoestratificado), v si el corte se hace un poco mas atras se cbserva en el meatus
dorsal, el epitelio olfatorio {columnar pseudoestratificado ); en el nivel Il los tres tipes
de epitelio estan presentes. La region olfatoria esta representada en una seccidén mas
posterior, el nivel Il en el cual la turbina etmoide es prominente (Figura 4). El lado
izquierdo y derecho del pasaje nasal estan separadoes por un septo nasal delicado en

ia regidn anterior. En el nivei Il ambos lados cemunican ventralmente por la ventana
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cental Bl 4rea supsinuial iuial de ei pasaje nasal de una rata de 16 semanas es de
1340 mm?, cerca de la mitad del area superficial es cubierta por epitelio olfatorio y la
otra mitad por epitelio respiratorio y transicional, ¥ de estos un 4% por epitelio
escamoso. El érgang olfatorio de Masera ocupa casi el 2 % del area superficial. El
vestibulo nasal es ligeramente cubierto por epitelio escamoso estratificado
queratinizado y no hay pelos nasales. Ef epilelio escamoso cubre el vestibulo nasal
extendiéndose a lo largo del piso del meatus ventral al ducte nasopalatine que se une
con el epitelio escamoso de la mucosa oral. Ef epitelio respiratoric se extiende desde
el margen del epitelio escamoso del vestibulo a la nasofaringe via ducto nasofaringeal
{Boorman y cols. 1990).

El epitelio respiratorio estd compuesto por seis tipos celulares morfolégicamente
distintos: Células columnares ciliadas y no ciliadas, células en forma de copa, células
en cepilio, células cuboidales y células basales ademas restos en la lamina basal de
fibras de colagena y reticulares (Figura 5). E! epitelio respiratorio que cubre al septum
nasal es ciliade y contiene numeresas células en copa, en contraste con el epitelio que
cubre el meatus lateral y puntas de las turbinas siendo las células no ciliadas o poco
ciliadas con una alfombra de cortas microvellosidades. Las células que cubren el
meatus lateral son el lamado epitelio de transicién que es donde cambia de un tipo de
epitelio a otro (Boorman y cols. 1990).

La lamina propia en |a region respiratoria es altamente vascularizada, con poco
tejido conectivo efastico y muchas glandulas serosas y mucosas. Las glandulas en la
mitad anterior del septum pasal son glindulas tubuloalveclares que consisten de
numerosos acinos y largos ductos, los cuales se vacian dentro del vestibulo. La lamina
propia de las turbinas asi como las paredes laterales también tienen gléndulas
acinares y tubulares, y sus ductos se abren directamente dentro del seno maxilar ¢
Iumen nasal (Beorman y cols. 1990},

Los vasos de gran calibre son plexos venosos en la lamina propia que dilata la
regién respiratoria y altera ef aire que atraviesa el pasaje nasal. Estas largas células
se encuentran en la pared lateral entre la nasocturbina y la maxiloturbina (Boorman vy
cols. 1990).
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El anitelin alfataric co gompens de 185 1ipUs celutares sensoriaies, basaies y
sustentaculares {(Figura 6) que cubren el tercio superior del septum nasal, gran parie
del meatus dorsal incluyendo los accesorios de la nasaturbina, porciones de la pared
nasal lateral posterior y turbina etmoides. E! érgano de Masera es una pieza aislada
de epitelio olfatoric que esta rodeado por epitelio respiratoric en la base del septum
nasal cercano a la entrada del ducto faringeo y muy dificil de localizar. (Boorman y
cols. 1980),

La lamina propia de la region olfatoria contiene prominentes manojos neniosos,
vasos sanguineos y gldndulas de Bowman. Las glandulas son de tipo tubular simple
compuesto de pequefos acinos compactos entremezclados entre les mangjos
nervicsos. Los ductos de las gldndulas de Bowman atraviesan la [4mina basal a
intervalos regulares que se extienden a través del epitelio olfatorio y se abren en la
superficie luminal de la mucosa olfatoria . Estas glandulas pueden cantener preductos
Serosos 0 MUCoS0S.

El tejido linfoide no es coman en el pasaje nasal excepte par fa asociacidn de
tejido nasal (NALT) con tejide linfoide , el cual es caracteristico por la presencia de uno
6 mas foliculos linfoides difusos (Boorman y cols. 1890).

El moco converge en el meato nasofaringeo y pasa hacia la faringe donde es
deglutide con los materiales atrapados. Ademas el moco previene transudacion
exseciva de fluido de tejidos dentro del lumen y tambien previene el pasaje osmatico
del agua condensada en la superficie durante la expiracién. Asi tambien, la superficie
htimeda facilita el sentido del olfato ya que en este medio se disuelven las moléculas

olfatorias (Boorman y cols. 1990).
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Fig.2 Muestra las cuatro rutas principales del flujo de aire durante la
inspiracion en la rata. E= turbina etmoide, N= nasoturbina,
M= maxiloturbina. {Boorman y cols. 1990).

INCisivo Superior
NIVEL1
NIVEL ! Papila insichva
NIVEL HI Primer molar superior

Fig.3 Esquema del techo de la boca de la boca de |a rata, mostrando las
marcas para la diseccién en tres niveles (Boorman y cols. 1950).
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| Epitelky escamoso
\\\\\:.‘- P

$HE Epitelio transicional

Epitetic respiratorio

57 Epitelio olfatorio

Fig. 4 Esquema del corte de fos tres niveles (|, H y Il ) demostrando la localizacién
de los principales tipos epiteliales presentes en cada nivel (Boorman y cels. 1990),



Céalutas
cuboidales

Célutas
mucoprogetoras

Célula calumnar

Células o
en cepille no cllada
Célula basal Céiula columnar
ciliada
Lamina
sanguinecs
Figura 5. Esquema del epitelic respiratorio de la rata mestrando los
seis tipos celulares {Boorman y cols. 1930)
Vesicula
cifatoria Ductos de las
glandulas de
Dendrita de Bowman
neurona
Celulas de
Nocleos de soparte
newmna
Axn de
neurona
Célula
basal
Glandula de
Bowrman

Fig.6 Esquema del epitelic olfatoric de la rata
mostrandolos tres tipos celulares asi como las
glandulas presentes en este. (Boorman y cols.
1990)
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1.11 Tipos de Respuesta Celular al Medic

Las células tienen que adaptarse continuamente a los cambios de su dmbiente
haciendolo de una manera fisioldgica y morfoldgica, algunas de las alteraciones son:

Necrosis: Esta puede definirse como los cambios merfolégicos que siguen a la
muerte celular en un tejido u drgano vivo y que se debe a la progresiva accidn
degradativa de |las enzimas sobre las células lesionadas de forma letal.

Atrofia: Es la disminucién del tamafo celular por pérdida de
sustancias.(Robbins y cols. 1980}

Hipertrofia: Es el incremento del tamafic de las células y en consecuencia, del
organo correspondiente.( Robbins y cols. 1880 )

Hiperplasia: Consiste en un incremento del nimero de células de un érgano o
tejido, que puede tener tambien un mayor volumen. (Robbins y cals. 1830)

Displasia : Es una alteracién del desarrolle, sin embargo para células epiteliales
se les aplica este concepto cuando estas células han experimentado proliferacion y
alteraciones citolégicas atipicas, que afecta al tamario, forma y organizacién celular,
(Robbins y cols 1990)

Metaplasia: Es un cambio reversible segln el cual un tipo celutar adulto
(epitelial ¢ mesenquimatoso) es sustituido por otro tipo celular adulto (Robbins y cols,
1990). Sin embargo para el epitelio de vias aereas nasales normales se considera
como una conversion de epitelio donde normalmente carece de células mucoides a
epitelio con numerosas células mucoides a esta se le conoce como metaplasia

muceide (Harkema y cols 1997).
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1.12 Inflamacion

La inflamacién puede considerarse como una serie compleja de acontecimientos
que se desarrollan cuando el cuerpo es lesionado por agentes mecénicos o quimicos o
autodestructores (autcinmunizantes). Asi la respuesta inflamatoria es una reaccion
sobre todo protectora y restauradora del cuerpo. Los signos clasicos de la inflamacién
son: hinchazén, enrojecimiento, calor, dolor y funcidn alterada. La respuesta
inflamatoria depende en forma critica de vasos sangulneos, células circulantes y
liguidos intactos dentro de estas vias sanguineas. En general se admiten tres etapas

de inflamacién: aguda, subaguda y crénica (Bellanti, 1986).

1.13 Inflamacién de vias aereas

La inflamacién aguda responde y presenta caracteristicas como vasodilatacion
con incremento de flujo sanguineo, generacion de exudado compuesto de proteinas
plasmdticas y leucocitos principalmente neutréfilos siendo estas células mediadoras de
inflamacion . Los mediadores de la inflamacion tienen diversas acciones en los
“blancos” (células susceptibles de ser dafas}) de las vias aereas { muscule liso,
células epiteliales, células secretoras de moco o vasos bronquiales). Varios
mediadores de la respuesta inflamatoria tienen la habilidad de aumentar la secrecion
mucosa de las vias aereas {hipersecresién). La hipertrofia de las glandulas
submucosas y la hiperplasia de las células en copa (mucoproductoras), constituyen un
cambio importante en las vias aereas; 12 hiperplasia de céluias en copa describen un
incremento en el nomero de células en copa a large de las vias aereas. Los
mecanismos que gobiernan el numero de células en copa presentes en el estado
normal o palclégico, no estan bien caracterizados; se conocen algunos irritantes de las
vias aereas que inducen hiperplasia de células en copa tales como humo de cigarro,

di6xido de sulfuro y productes de neutrdfilos. (Persson, 1994)
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La hipeisecrecion mucosa estd asociada con enfermedades respiratorias como
el asma, bronguitis crénica, fibrosis quistica e infeccion aguda, demas la infiamacian
de fas vias aereas puede ser desencadenada por varios estimulos como el humo del

tabaco, alergenos, agentes infecciosos y contaminantes del aire.

1.13.1 Inflamacion aguda

La inftamacién aguda tiene una duracién relativamente corta desde unos
minutos hasta varias horas o uno o dos dias, y sus principales caracteristicas son la
exudacién de liquido y proteinas plasmaticas (edema) asi como fa migracidn
leucocitaria predominantemente de neutrdfilos. (Robbins y cols 1990).

Muchas de las respuestas celulares de la inflamacion estan mediadas por
factores quimicos derivados de la accion del estimulo inflamatorio sobre el plasma o
las células. Es impartante recardar que ciertos estimulos como las toxinas, bacterias,
etc; pueden desencadenar la elaboracidn de los mediadores inflamatorios. Las céluias
que participan en la inflamacién son los neutréfilos, monaocitos, eosindfilos, basdfilos y
plaquetas. Por otro lado los signos de ia respuesta inflamatoria son inducidos por
cambios de flujo y calibre vascular y exudacion leucocitaria; cabe mencionar gue un
exudado es el escape de liquido, protelnas y células sangulneas del sistema vascular
hacia el tejido intersticial o cavidades corporales (Robbkins y cols 1990},

Los cambios de fluje y calibre vascular que se observan son: 1) Vaso
constriccién transitoria de las arteriolas que puede durar unos minutos, 2)
Vasodilatacidn que primero afecta a las arteriolas y luego da lugar a la apertura de
nueves lechos vasculares en |a zona, asi se produce el incremento del fiujo vascular,
que es la causa fundamental de los cambios hemodindmicos precoces en la
inflamacién aguda y 3) menor velocidad en la circulacién, consecuencia del incremento
de la permeabilidad de la microvascularizacion. Esto provoca la concentracién de
hematies en los pequefios vasos y aumento de la viscosidad de la sangre. En los

cortes histoldgicos este fendmeno se refleja por la presencia de dilatacién de los vasos
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de pequefio calibre nue eontiens macgas de hematiss ¥y a este e je conoce como
estasis. (Robbins y cols 1990).

A medida que se desarrolia la estasis, comienza a producirse el desplazamiento
de los leucocitos principalmente neutréfilos hacia el endotelio vascular. i.os leucocitos
se adhieren al endotelio y poco después emigran, a través de la pared vascular, hacia
el tejido intersticial a este proceso se le denomina emigracién (Robbins y cols 1990).

El tiempo en que se producen estos acontecimientos es variable. Con estirmulos
leves, el estadio de estasis puede no ponerse de manifieste hasta que han
transcurrido de 15 a 30 minutos, en tanto que las lesicnes més graves pueden
instaurarse en pocos minutos. Ademas si el agente lesivo es difusible o si existe un
gradiente de lesién, los vasos mas proximos al estimulo muestran signos de rapidas
cambios hemodindmicos, en tanto que los de la periferia tiene alteraciones leves.

El acamulo de leucocitos (principalmente neutréfilos y monaeitos) es el rasgo
mas importante de la reaccion inflamatoria. Los leucocites engloban y degradan las
bacterias, inmunocomplejos, restes celulares necréticos y sus enzimas lisosémicas, las

cuales contribuyen de otra forma en la respuesta defensiva. (Robbins y cols 1990).

1.13.2 Inflamacién subaguda

Esta inflamacién es una fase tardia de la respuesta inflamatoria aguda
caracterizada por la acumulacion de linfocitos y monocitos, asi como tejido de
granulacién, este 0Oltimo es una proliferacion de células endoteliales y fibroblastos y su
principal funcién parece ser el depésito de coladgena en la zona lesionada (Robbins y
cols 1990).
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1.13.3 Inflamacidn crénica

Esta inflamacién se establece principalmente si la respuesta de inflamacion
subaguda no tuve éxitoe y se caracteriza por que hay infiltracién de células
mononucleadas, principalmente macréfagos, linfocitos y células plasmaticas,
proliferacién de fibroblastos y en muchos casos de pequefios vasos sanguineos,

incremento de tejido conjuntivo y destruccion tisular {Robbins y cols 1980).
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1.14 Efectos a la Salud por Ozono

Estudios epidemioldgicos dermuestran que hay un aumento en la mortalidad por
el ozono ya que provoca enfermedades cardiorespiratorias, incremento de
enfermedades respiratorias, exacerbacidn del asma, decremento de la funcién
pulmonar entre otros sintomas. Las concentraciones comunmente encontradas en el
aire causan molestias en el pecho, inhabilitacién de respiracién prefunda, tos
pronunciada, decremento en la capacidad vital (maximo de aire que puede ser exalado
despues de una respiracion profunda); asi como tambien incrementa la sensibilidad del
hospedero para posteriores infecciones virales (Devlin y cols.1997).

Por otre lado estudios histopatoidgicos demostraron gue las personas que viven
en la Ciudad de México con altas concentraciones de ozeno estan méas lesionados en
la mucosa nasal que las personas de edades similares que viven en areas rurales de
México con poca contaminacién (Calderdn y cols. 1992).

La informacion que hay con respecto a la salud y el ozono es adn insuficiente
para dar una conclusion definitiva. Estudios de inhalacion con animales muestran que
los niveles de ozono que se presentan actualmente en areas urbanas son suficientes
para causar el envejecimiento prematuro de los pulmones, asi comg tambien
inflamacion en vias respiratorias altas; también este gas reduce Ia habilidad que tiene
el sistema respiratorio para remover particulas extranas (Lacy, 1893).

Aungue el ozono puede danar directamente proteinas y lipidos de las células
del tracto respiratorio, a citotoxicidad del ozeno se debe principalmente a los radicales

libres? formados cuando el ozono ataca a las biomoléculas. Los radicales
librespueden dafar células puimonares como macrdfagos y células epiteliales,
iniciando una cascada de reacciones que resultan en dafio pulmonar, inflamacicn y

cambios en la capacidad de defensa del hospedero (Devlin y cols. 1997).

2| as moléculas estables tienen electrones gue estan pareados . pero si una molécula tiene un electron
que no esla pareado { radicat libre ) esta es inastable y reactiva. ( Lin.J. 1994 ).
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Un estuidio ha demnetradn qua la exposicidn 5 contaminacidn aunosiérica
urbana con altas concentraciones de ozono induce fa formacién de una sola hebra de
DNA que se rempe en un sitio alcali labil en células nasales y leucocitos. El ozono es
un oxidante que al ser inhalado interactua con una gran variedad de moléculas del
epitelio y este puede producir una cascada de reacciones por radicales libres que
dafian la integridad genética y a relativas altas concentraciones la reaccién puede
causar dafio extensivo en e/ DNA como rompimiento de hebras de DNA. Se ha
encontrado que las células nasales exiben un allo dafo al DNA por exposicién a

contaminantes. {Valverde y cols, 1997).

1.15 Efectos del ozono en inodelos experimentales

Las lesiones encontradas en el primate Macaca radiata por exposicion a
concentraciones ambientales, fueron confinadas a la superficie del epitelio en el
pasaje nasal proximal y se caracterizaron por un marcade incremento de células
mucecsas en el epitelio transcicional ( Harkema y cols. 1987 ).

En ratas expuestas a 0.5 a 1.0 ppm de ozono presentan una marcada
metaplasia de céfulas mucosas con numerosas células mucoides (hiperplasia) y
cantidades conspicuas de mucosustancias intraepiteliales en vias aereas altas asi
como un infiltrado de células inflamatorias en la lamina propia indicando un dafo
celular persistente, las lesiones antes mencionadas pueden alterar la funcién normal
mucociliar, un mecanismo de defensa de vias aereas altas a la inhalacién de
xenobidticos (Harkema y cols [b). 1997).

En ratas se a observado que la hipersecrecidn en las vias aereas nasales es
preducida por una metaplasia mucoide en ef epitelio nasal que se da por la presencia
de diversos cantaminantes, tales como diéxido de sulfuro, humo de cigarro efc, esta
secrecion se dan por las altas dosis y el largo periodo a la que esta expuesta (Gordan
y cols. 1996).
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1.16 Interaccion Ceittlar con el Ozeno

E! ozono es &l mas potente oxidante en el “smog” es un gas gue reacciona <on
maléculas organicas camo los hidrocarbures. De cualquier manera el ozono puede
ordenarse en moléculas de reactividad variable que puede pasar a través de los
tejidos de las vias respiratorias llegando hasta el pulmén. (Pryor, 1993),

El ozono es de vida corta, Por lo que propone que el dafio causado por ozono
es por un efecto de cascada, es decir [a reaccién del 6zono con el tejido mas accesibte
puede producir agentes toxicés que tienen un promedio de vida més larga que el
ozono, por o fanto estos agentes téxicos pueden difundirse causando dafio profundo
la mayoria de tas veces a nivel de pulmon.

La citoloxicidad del ozono es debido principalmente a los radicales libres
formados cuando el ozono ataca a biomoléculas. Los radicales libres pueden dafiar
permanentemente a las células pulmonares, como macréfagos y células epiteliales
iniciando toda una cascada de reacciones que dan como resuitado un dafio al pufmén,

inflamacion y cambios en la capacidad de defensa del hospedero (Devlin y cols. 1897).

Ademas se considera que hay tres factores principales gque determinan el
camino por &l cual el ozono selecciona las moléculas para reaccionar, y penetrar
atrededor del tejido de conduccidn aerea; la primera es |a reactividad intrinseca con el
ozono de cada especie, |a segunda es la accesibilidad de cada individuo. Ei tercer
factor es la caracteristica arquitecténica def microambiente en el que reside el "blanco"
motecular; es decir, se puede reducir o aumentar [a reaccion segun la solucion,
estabilidad termodinamica o alguna caracteristica gue perdure en el medio (Pryar,
1993).

Cabe mencionar que € aire contaminado contiene muchos okros toxicos como el
icide sulMirico o acidos formados de oxido nitrico gue pueden acidificar el
microambiente donde va a reaccionar el ozono (Pryor, 1993)
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La Ciudad de México esta gravemente afectada por la contaminacidn
atmosférica, principalmente por el 0zono que provoca un alte indice de enfermedades
respiratorias tanto de vias altas como de vias bajas ya que es uno de los
contaminantes que rebasa en mas tiempo y concentracidn la norma mexicana de
calidad del aire; por lo que el presente trabajo surge como una necesidad de
conocimiento del efecto del ozono en el sistema respiratorio, principalmente en la nariz
que es la primer ruta de entrada del ozono y por lo tanto donde inicialmente va
interactuar, provocando alteraciones en el epitelio nasal. Diferentes estudios se han
realizado con respecto a este tema en humanos, pero este trabajo en particular se
basd en un modelo experimental basado en ratas de cepa Wistar que tienen una
anatomia, fisiologia & histologia semejante al humano.

La concentracion utilizada en ef trabajo €5 mucho més alta que las referidas en
las contigencias ambientales de la Ciudad de México, ya que se necesita primero
saber cuales son las alteraciones provocadas por 0zono en una exposicidn aguda,
siendo este el objetivo principal, ayudando estos resultados para estudios posteriores
que se realizen con una expasicién crénica a ozono, que es a lo que normalmente se

expone un habitante de la Ciudad de México.
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3. HIPOTESIS
Si el epitelio nasal es el primer sitio de contacto con el ozono (O,) , entonces

sera factible encontrar alteraciones morfoldgicas a este nivel por la exposicidn al gas

mencionado.

4. OBJETWO GENERAL

* Identificar alteraciones morfoldgicas en el epitelic nasal despues de una

exposicion aguda a ozono en rata.

5. OBJETVO PARTICULAR

* Caracterizar los cambios en las mucoproteinas después de [a exposicion con

tinciones especiales.
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6. MATERIAL Y METODO
6.1 Animales e inhalacién

Se utilizaron Ratas macho de la cepa Wistar con un peso de entre 200 vy 250
gramos, libres de enfermedades y/o patbdgenos que se mantuvieron en un cuarto
limpio.

Se realizd el experimento con tres grupos {Tabla A}, para el grupo | que fue el
control se introdujercn 8 ratas en un camara de acrilico de 53 x 42 em con libre acceso
a comida y agua y se dejaron 4 horas inhalando aire filtrado, despues de este tiempo
se cambiaron a otra caja durante 2 horas y despues se sacrificaron inmediatamente.

Para el grupo H se introdujeron 6 ratas a una camara de acrilico con un difusor
conectado a un generador de ozeno Guimex cuantificando a concentracidn de azono
en un menitor de PC| & Control System Ozone Monitor que fluctuaba entre 102 1.5
ppm de O: (promedio de 1.25), estas ratas se dejarén inhalando ozono durante 4 horas
despues de este fiempo se cambiaron a otro lugar sin ozono dejandose ahi 2 horas y
se sacrificaren inmediatamente .

Para el grupo IH formado por 4 ratas se siguio el mismo procedimiento que para
el primer grupo experimenial pero para este grupo una vez que terminardn las 4 horas
de exposicidn se pasaron a ofra caja pero sin ozono durante 15 dias, despues de este

tiempo se sacrificaron.

GRUPO EXPOSICION A: TIEMPO DE SACRIFICIO
EXPOSICION POSTEXPOSICION
Contral (I} Aire 4 horas 2 horas
Agudo (H) QOzono(* t ppm) o ﬂ?ras _ 2 horas
Ligudo (1L} __020110(: 1 ppm} "4 horas 15 dias _j

Tabla A.Tiempo de exposicion a Oy y sacrificio postexposicion a 0, .
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6.2 Técnica de sacrificio

Las ratas se anestesiaron con 40 mg por kg (dosis letal) de Pentobarbital
sodice, una vez anestesiadas , se realizaron cortes a nivel toracico dejando al
descubierto el corazédn para realizar ta perfusién, esta se realizé introduciendo la aguja
del cateter por ventriculo izquierdo hasta la aorta y haciendo pasar 150 ml de solucibn
salina al 9 % para lavar al organismo, una vez que paso toda la solucion se hizo pasar
200 ml de solucién fijadera de parafolmaldehido al 2 % v glutaraldehide ¢on buffer de
fosfatos .1 M a un pH de 7.4; Ya fijado el animal se procedio a la diseccion.

6.3 Diseccion

Una vez fijados los animales se decapitaron, y se le quitd la piel de [a porcion
nasal para que se separara la maxila superior de la inferior, una vez que se obtuvo la
maxila superior se le quits el exceso de piel y se dejo descalgificar en acido férmico al
5 % durante una semana. Se tomé la maxita y se cortd en tres secciones: El corte para
el primer blogue se realizo inmedatamente posterior a los dientes incisivos superiores,
el corte para el segundo bioque se hizo inmediatamente despues de la papila incisiva
y el dltimo corte para el tercer bloque se hizo entre el primer y segundo molar superior
(Boorman y cols.1890), estes cortes se realizaron para poder ubicar 1a zona por

analizar. El analisis se baso en el segundo bloque, en el epitelio nasal (Figura 3).
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6.4 Procesamiento para microscopia de luz

Se tomd cada uno de los bloques y se procesé con [a técnica histolégica
habitual realizando cortes de 4 (1 y utilizando la tincion de Hematoxilina-eoséina (H-E),
Acido peryodico-reactivo de Schiff (PASchiff) que tifle moco neutro de color magenta y
Azul alcian (AA) que tifie moco acido de color azul. Una vez listas las preparaciones se
hicieron las observaciones en microscopla de luz, analizando [as alleraciones
producidas por C; en animales experimentales comparandolas con lo reportado en la
literatura a nivel de epitelio nasal (Figura 5.}. A las alteraciones encontradas se les
califico como lesidnes leve, moderada y severa 1, 2 y 3 respectivamente (Tabla B).

6.5 Andlisis de muestras

Las variables analizadas fuerén: ausencia o presencia y de que grado se
presentaban las células inflamatorias (PMN), de vasos sanguinecs y si estaban
dilatados (Luz vaso), asi como pérdida de cilios en la parte superior del septum nasal
(Per. cili). (Grafica 1}

Tambien se analizaron las alteraciones que preceden a una hipersecresion
como hiperplasia mucoide (HM) y finalmente si eran células PAS posilivas y/o células

AA positivas {Gréfica 2).

Grado de PMN Loz vaso | Pérdida Nimero de Tincido PAS | Tincién AA
besién de cilios célntny ¥
mucoprod.
Normal 1< 1 luz cilios 1-3 + +
presenle
Leve 5< 2-3 2-3s/c |35 +/- +/-
Moderado | 6-10  |4-5 |a-5gc |58 - _
| Severo »>10 >5 »>5 >8 - -

Tabla B. Muestra la escala ge se tomo en cuenta para la calificacidén del grado
de lesion de las alteraciones encontradas. Estos valores son tomados para un rango
de 20 células epiteliales.” Los valores son tomados para un rango de 10 células
epiteliales
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7. RESULTADOS

Ce las alteraciones antes mencionadas, unas de ellas cormesponden a un
procesc inflamatorio, mientras que la otra parte de las alteraciones analizadas
mostraron alteraciones que son provocadas por la hipersecresion, ambos tipos de
alteraciones $on una respuesta a la agresién por la presencia y la concentracién del
Os.

Como se habia mencionado la principal zona de estudio fué en el segundo
blogque; con respecto al control {4 horas de inhalacién a aire filtrado y sacrificada 2
horas despues de esta inhalacién) se observé que en general las caracteristicas que
se analizaron se presentaron sin zlteracidn; pero si se encontraron neutréfilos de
forma leve . La figura 5. muestra el corte del septum nasal de rata encontrado en la
literatura.

Para el grupo expuesto agudamente (expuesto a 4 horas de O, y sacrificada 2
horas despues de la exposicion) se abservd que este presenta las alteraciones de
forma severa, es decir presenta un aumento en nimerc de vasos sanguineos, se
presentaron con mas frecuencia los vasos dilatados de forma severa (fotomicrografia
1), hubo un gran aumento en el ndmero de neutréfilos con respecto a los otros dos
grupos llegando a ser severa (fotomicrografia 2), la pérdida de cilios, en este grupo fué
imoderada siendo mayor la pérdida en el grupo Il (Tabla 1). Con respecto a las
alteraciones relacionadas con la produccidon de moco como consecucién de la
hipersecrecidon se observo casi con el mismo patron, es decir se abservaron mas
puntos de hiperplasia mucoide ilegando a ser moderade (fotomicregrafia 3), asi
tambien hubo un mayor nimero de glandulas presentandose de manera moderada,
pero se presentaron menos gldndulas dilatadas que en que en grupo I, de forma leve

(fotomicrografia 4).
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Con respecto al grupo |, expuesto subagudamente (4 horas de exposicién a O,
y sacrificic 15 dias postexposicién) se observé en general que disminuyeron las
fesiones a una forma moderada. Asi en este grupo I, si hay un aumento en el numero
de vasos pero un poco menos que en el grupo ll, (fotomicrografia 5) de forma
moderada, sucedic lo mismo para los vasos dilatados, tambien de forma moderada,
los neutréfilos se presentaron en igual cantidad que en el grupo control de forma
moderada (fotomicrografia 6), asi como una mayor pérdida de cilies es decir de
manera severa (fotomicrografia 6A) (Tabla 1} En cuanto a las alteraciones
relacionadas con la produccién de moco, la hiperplasia mucoide se observo en grado
leve (fotomicrografia 6A y 7), el aumento en el nimero de glandulas llege a ser
moderado, la presencia de glandulas dilatadas tambien se presentian de faorma
moderada. (Tabla 2). La tabla y la gréfica 3 son el promedio del grado de lesién de las
alteraciones morfolégicas encontradas en la mucosa nasal gue muestra un proceso
inflamatoric, y puede observarse que €l grupo mas afectado es el grupo Il y
posteriomente el grupo 11

En cuanto a la tincidn, en e grupo |l ¥ lil se encontrardn células PAS+
{fotomicrografia 8 y 9 respectivamente) en igua! cantidad; mientras que para la tincién
AA, hubo menos células AA+ en el grupo |l (fotemicrografia 10) y mds céiulas AA+ en
el grupo |It (fotomicrografia 11}. Todo se analizd con respecto a la literatura (Tabla 2).
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Alteracién y grado de lesién , encontrada en el epitelio nasal de las ratas
delosgrupos |, Nyl

Grupo Neutrofilos Vasos Pérdida de
{PMN) dilatados cilios
CONTRAOL (| } 15 1.12 1.62
AacuDo (I} 2686 2.33 20
AGUDOQ  {m) 15 2.0 2.25

Tabla 1. - Muestra el nivel de lesién de la alteracién encaontrada en el epitelio
nasal de cada grupo experimental. La escala para cuantificar al niveles de 1, 2y 3
{Leve. moderado y severo, respectivamente).

Grado de fesion de las alteraciones relacionadas con la produceién de moco en
el epitelio nasal de las ratas del grupo |, 1l y Il

Hiperplasia
Grupo Mucokle PAS AA
CONTROL (1) 0.25 D.75 0.62
AGUDO (IF) 0.83 1.0 0.50
AGUDO (1) 0.50 1.0 0.75

Tabla 2. - Muestra el nivel de lesion de la alteracién relacionada con la
produccién de moco en el epitelio nasal de cada grupo experimental, La escala para
cuantificar al nivel es de 1, 2 y 3 {Leve, moderado y severo, respactivamente).
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Alleracién y grado de iesion reiacioenada con inflamacién
encantrada en el epitelio nasal de las ratas de los grupos I, 11 y L.

OControl (1)
Agudo (1)

N

b,

(R
25 H §§ <7 B9 Agudo (il
@ 5 N N =
.§ N
6

0 T \\ :\\\!l
PMN Vas.San. Per.Cik.

Alteraciéon encontrada

Grifica 1. Muestra las alteraciones y el grade de estas, encontradas en la mucosa nasal
mostrando estas alteraciones un proceso inflamatorio. El grupo I solo inhalé aire filtrado,
el grupo 1 inhald 1.0 ppm de 0zono 4 horas y se sacrificd 2 horas despies, el grupo 111
inhal6é 1.0 ppm de ozone 4 horas y se sacrificd 15 dias despiies. PMN= Neutrofilos, Vas.
San= Aumento de vasos sanguineos v Per.Cil= Pérdida de cilios. La escala es de leve,

moderado y severo 1, 2 y 3 respectivamente.
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Alteracion y grado de lesion relacionada con la produccion
de moco encontrada en el epitelio nasal de las ratas de los

grupos I, IT y II1.
[3 ContralL
12 1 N Agudo (ID
[ B agudo (1))
=4
AN
2 08 H
2
4 06 H
=}
foel] D
0
02
o LK\
HM. PAS

Alteracién encontrada

Grafica 2. Muestra las alteraciones y el grado de estas, encontradas en la mucosa nasal,
mostrando estas alteraciones una relacién con la produccién de moco. Fl grupo T solo
inhalo aire filtrado, el grupe II inhalé 1.0 ppm de ozono 4 horas y se sacrificé 2 horas
desples, el grupo IIF inhalé 1.0 ppm de ozono 4 horas y se sacrifie6 15 dias despiies.
H.M.= Hiperplasia mucoide, PAS= Tincion Pas-schiff positivo vy AA= Tincion Azul
alciane positivo. La escala es de leve, moderade y severo 1, 2 y 3 respectivamente.
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Fromedio de ias aiteraciones morioiogicas reiacionadas con milamacion
encontradas en el epitelio nasal de las ratas de los grupos I, IT y 111,

GRUPO Promedio de | grado de alteraciones de los tres
grupos.
Control (1) 1.41
Agudo (I1) 2.33
Agudo (11T} 1.91

Tabla 3. Promedic del nivel de lesion de las alteraciones morfologicas relacionadas con
inflamacién encontradas en el epitelio nasal de las ratas de los grupos I, I1 ¥ I11. La escala
para cuantificar al grado de lesién es de 1, 2 y 3 (Leve, moderado y severo
respectivamente).

Promedio de las alteraciones morfolégicas encontradas en el
epitelio nasal de las ratas de los grupos I, Il y III.

D‘eontrul'ﬁ)‘-
] agudo (i1
25 - B3 agudo (1)
o0
2 -
£
o
L)
315k
1]
o
° I F
n
1S
g
0s |
0 ¥

(Grafica 3. Muestra el promedio del grado de lesion de las alteraciones morfolgicas encontradas
en la mucosa nasal que muestran un proceso inflamatorio.
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Fotomicrografia 1 . Corte de septum nasal de una rata del grupo 11 expuesta a 1.25 ppm a O,
durante 4 horas y sacrificada 2 horas después. Se aprecia el aumento de vasos sanguineos (va)
asi como la dilatacidn (va dif) de estos. H-E, 40X
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Fotomicrografia 2 . Corte de septum nasa! de una rata del grupo 11 expuesta a 1.25 ppm a O,
sacrificada 2 horas después y sc observa que hay un gran aumento de Neutréfilos (Neu) y una
hiperplasia de células mucoproductoras {HM). PASchiff, 250X
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Fotomicrografia 3. Corte de septumn nasal de una rata del grupo II expuesta a 1.25 ppm a O,
sacrificada 2 horas despues. esta muestra la hiperplasia mucoide (HM) con contenido mucoso
en una de estas, hay presencia de Neutréfilos (New). También hay pérdida de cilios de un lado

del epitelio (Per.Cili.). PASchiff, 250X
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Fotomicrografia 4. Corte de septum nasal de una rata del grupo I1 expuesta a 1.25 ppm a O;,
sacrificada 2 horas después durante 4 horas, S¢ observa un gran aumento de glandulas (Gla} no
dilatadas que se tiffien de magenta, por la técnica de tincién . PASchiff, 40X.
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Fotemicrografia 5. Corte de septum nasal de una rata del grupo Il expuesta a 1.25 ppm a O,
durante 4 horas y sacrificada 15 dias después. Se observa que disminuye ¢l namero de vasos y la

dilatacion de estos, PASchiff, 40X.
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Fotomicrografia 6. Corte de septum nasal de una rata del grupo III expuesta a 1.25 ppma O;
durante 4 horas y sacrificada 15 dias después. Se observan neutréfilos en menor cantidad que en
el grupo [I, hiperplasia poco evidente, pérdida de cilios, con algunas glindulas dilatadas.
PASchiff. 250X.
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Fotomicrografia 6A. Corte de septum nasal de una rata del grupo 11i expuesta a 1.25 ppm a O,
durante 4 horas y sacrificada 15 dias después. Hay total pérdida de cilios (Per,Cili). PASchiff,

250%.
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Fotomicrografia 7. Corte de septum nasal de ura rata del grupo I1I expuesta a 1.25 ppm a O;

durante 4 horas vy sacrificada 15 dias después. Hiperplasia (HM) en grado leve menor que el

grupo [1 asi corno menor niimero de glindulas (Gla ). PASchiff, 250X,
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Fotomicrografia 8. Corte de septum nasal de una rata del grupo II expuesta a 1.25 ppm a O
durante 4 horas y sacrificada 2 horas despufs. La tincion PASchiff es muy evidente en las
plandulas asi como en lz Microfotografia 10 del grupo IIi. La tincién para ambos grupos es
semejante, estas microfotografias se muestran para hacer la diferencia con la tincion de Azul
Alciano. 100X,

Fotomicrografia 9. Corte de septum nasal de
durante 4 horas y sacrificada 15 dias después. La tincién PASchiff es muy evidente en las
gléndulas asi como en la Microfotografia 9 del grupo I, en ambas se tifle de color magenta.
100X.
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Fatomicrografia 10. Corte de septum nasal de una rata del grupo 11 expuesta a 1.25 ppm a O,
durantc 4 horas y sacrificada 2 horas después. Parz este tejido se utiliz ka tincidn Azul Alciano
ta cual es negativa . 100X.
: s
A . .

.
Fotomicrografia 11. Corte de septum nasal de una rata del grupo III expuesta a [ 25 ppm a O,
durante 4 horas y sacrificada 15 dias después. La tincion utilizada es Azul Alciana y es posiliva
(AA+) . Lo que no sucedié para las ratas del grupo I1. 100X
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Estudios relacionados con el tema se han llevado a cabo en ofras especies y
por razones obvias en el hombre son escasos. La rata se ha utilizado en modelos de
exposicién inhalada para otras substancias, lo que permite comparar los cambios del
presente trabajo con los otros reportados en la literatura. Hay estudios que refieren el
parecido de la cavidad nasal de la rata con la del ser humano ( Reznick, 1980), lo que
permite utilizarla como madelo comparable ¢con ¢l hombre. Estudios previos refieren
que la exposicion a ozono induce inflamacién con cambios mas evidentes en la zona
de transicién (Harkema,1987). En estd se puede apreciar tambien metaplasia de
células secretoras y en la zona anterior de la cavidad nasal, pérdida de cilios.

Los mamiferos estudiados presentan cualro regiones epiteliales: epitelio
escamoso estratificado {EE), epitelio respiratorio pseudoestraiificade (ER), epitelio
transcicional cubaidal no cifiado, {(ET) ubicade entre el EE y ER y finalmente en el
epitelio offatorio { EQ) { Harkema, 1980). Asi los cambios morfolégicos encontrados en
este trabajo son evidentes ya que cambia la forma y distribucion de las células
epiteliales.

Como se esperaba, en los animales control {(Grupo |) no se presentaron
cambios en el epitelio nasal. Se aprecio la presencia de algunos neutréfiles, semejante
en la cantidad a los de los otros dos grupos cambic que es factible se deba a las
condiciones asépticas en que se manejan estos animales en el bioterio, ademas de
que aun en bioterio estan inhalando el aire contaminado de la Ciudad de México que
no solo esta contaminado con ©2ono $ino que ¢onh otros contaminantes, 1o que nos
lleva a tomar como control la histologia de un individuo sano reportade en |a literatura
{Boorman y cols, 1990).

En el grupo Il que estuvo expuesto 4 horas a 1.25 ppm de O, y se sacrificod 2
horas postexposicion, los cambios inflamatorios fueron muy evidentes apreciandose:
Dilatacién capilar, mayor cantidad de leucocitos (PMN), pérdida ciliar e hiperplasia

mucoide y los ductos glandulares submucosos se apreciargn dilatados;

44




Estos cambios no son especificos para la exposicién al ozono ya que cambios
similares se reportan en la exposicidn inhalada a otros gases irritantes {Harkema
(a), 1997, Holchkiss,1991) pero si podemos decir que estos cambios son propiciados
por la exposicion a ozono . Estos cambios son reversibles lo que permitira la
restauracién de la funcidn de las células ciliadas. En dos de los animales de este
grupe la lesién fué tan severa que |la membrana basal quedo desnuda, lo que
posiblemente ne lleve a la reparacién hacia la estructura normal si no a la formacién
de una cicatriz que aftera la funcionalidad local. Por otro lado, se aprecic un aumento
en la cantidad y en la produccién de moco, misme que cambid de AA+ a mayor
cantidad de PAS+. Este cambio pudo deberse a una modificacién necesaria en el pH
del moco que responde a la agresion del ozono tratando de diluir su concentracion ya
que es en medios acidos donde reacciona con mayor facilidad (Pryor, 1993) y
amortigua los cambios de pH de micro-ambiente nasal, cabe recordar ademas que en
el moco hay presencia de antioxidantes (Harkema y cols. 1897), mismos que son
efectivos en combatir a los radicales libres generados par la interaccién del ozono con

los lipidos de las membranas celulares.

En el grupo lll que estuvo expuesto 4 horas a 1.25 ppm de O, y se sacrificé 15
postexposicidn, en este grupo tambien se apreciardn cambios inflamatorios pero de
menor cuantia que en el grupo anterior y las madificaciones en la afinidad tintorial de
las células epiteliales no fué tan evidente como en |a exposicién del grupo I, lo que
sugiere que los cambios en 1a calidad del moco, se debe a la presencia del ozono y a
su concentracion. Como se observd el grupo tl es el mas dafade y en el grupo I
disminuyen los cambios, esto hace pensar gque el epilelio se esta recuperando
(Harkema (a),1937, Hotchkiss,1991), después de 15 dlas,aungue np completamente,

pero si es reversible este dafio causado por ozono.
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En el caso de la exposicion aue tenemos en la Ciudad de México hav una
mezcla de efectos: durante las contingencias ambientales, exposicion aguda, alternada
con exposicion crénica a concentraciones en promedic de 0.170 ppm de ozono (RAMA
1996-1997), durante varias horas, casi todos los dias de la semana. Esta exposicion
debe condicionar cambios en la mucosa nasal que debe llevar a la pérdida parcial o
total de su funcidn, lo que permitird que aire no filtrado llegue a las profundidades de
las vias respiratorias bajas.

Mas estudios que evallen los cambios, tanto en las vias altas como en las bajas
s0n necesarios para entender las repercusiones que el dafio del epitelio nasal tiene en

el funcionamiento de las bajas.

9. CONCLUSIONES

* Como se ha demostrado en otros modelos el ozono €5 un agente muy irritante
que produce cambios en la permeabilidad de los epitelios cuyo resultado es la

inflamacion.
* Una respuesta a esta agresion es el aumento en la calidad de células

mucoproductoras y en volumen de moco producido, asi como las caracterfsticas
quimicas del mismo que cambia como respuesta a la agresién causada por ef ozono.

* Estudios que incluyan vlas altas y bajas son necesarios para entender mejor el
fendmeno, asi como, modelos que incluyan exposicidén cronica a las dosis a las que la
poblacién esta actualmente sometida.

* El estudic de los efectos del ozono, aun es necesario ya que hay muchos

cambios por explicar y que por lo tanto no pueden ser prevenidos.
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En el caso de la emasician aua tanamos en la Ciudad de Méxvien hay una
mezcla de efectos: durante las contingencias ambientales, exposicién aguda, alternada
con exposicion cronica a concentraciones en promedio de 0.170 ppm de ozono (RAMA
1996-1997), durante varias horas, casi todos los dias de la semana. Esta exposicidn
debe condicionar cambios en la mucosa nasal que debe llevar a la pérdida parcial ¢
total de su funcién, lo que permitira que aire no filtrado llegue a las profundidades de
las vlas respiratorias bajas.

Mas estudios que evalten los cambios, tanto en las vias altas como en las bajas
son necesarios para entender las repercusiones que el dafic del epitelio nasal tiene en

el funcionamiento de las bajas.

9. CONCLUSIONES

* Como se ha demostrado en otros modelos el ozono es un agente muy irritante
que produce cambios en la permeabilidad de los epitelios cuyo resultado es Ia

inflamacién.
* Una respuesta a esta agresidn es el aumento en la calidad de células

mucoproductoras y en volumen de moco producido, asi como las caracteristicas
quirmicas del mismo que cambia como respuesta a la agresion causada por el ozono.

* Estudios que incluyan vias altas y bajas son necesarios para entender mejor el
fenémeno, asl como, modelos que incluyan exposicion crénica a las dosis a las que la
poblacién esta actualmente sometida.

* El estudic de los efectos del ozono, aon es necesario ya que hay muchos

cambios por explicar y que por lo tanto no pueden ser pravenidos.
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