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INTRODUCCTION

COMPOSICION DE LOS TEJIDOS CONJUNTIVOS.

Los tejidos conjuntivos proporcionan la matriz
de soporte para cada Srgano del cuerpo y estin constituf
dos por una poblaci6én particular de células rodcadas de
fibras y sustancia basal amorfa. Las células se derivan
del mesénquima y su funcibn fundamental es sintetizar y
secretar las protefnas fibrosas y los proteoglicanos
(proteinas unidas covalentemente a polisacidridos). Las
células son especificas para cada tejido y ademds res--
ponsables de la sintesis y secrecién de las protefinas de
estos tejidos. Entre ellas podemos mencionar: los con-
droblastos, osteoblastos, odontoblastos, fibroblastos y
células reticulares. Las fibras las constituyen las pro
tefnas colidgena y elastina, las cuales se rodean de pro-

tcoglicanos, que constituyen la sustancia basal amorfa.

La coldgena es la proteina estructural mis --
abundante de los tejidos conjuntivos de: piel, hueso,
tend6n, etc. y por lo tanto del Cuerpo. Representa alre

dedor del 30% de las protefnas corporales en peso seco -

Yy el algunos tejidos llega a constituir mis del 50%




molécula (considerando 1000 residuos de aminoicidos por
cadena a), siendo su presencia crucial para la formacién
de la triple hélice, ia que su radical R es un 4tomo de
hidrégeno. Ademis, la triple hélice es estabilizada por
los residuos de hidroxiprolina, que son alrededor del 10%
de los residuos y se localizan preferencialmente en la -
posicibén Y. La prolina constituye aproximadamente otro
10% de los residuos totales y se encuentra en la posicién
X, siendo 1a suma de ambos iminodcidos entre el 20 y 25%
de los residuos totales de amino&cidos en las cadenas a.
También puede existir la hidroxilisina en la posicién Y,
la cual se glicosila en ciertas regiones de la cadena.

En otros casos mediante reacciones especfficas de deami-
nacién oxidativa, da origen a uniones covalentes entre -
las moléculas de coligena por medio de reacciones de con

densacib6n ald6lica.

En cada giro de la a hé&lice estin comprendidos
tres residuos de aminoidcidos (5, 6), lo que permite a la
4-hidroxiprolina (derivado de prolina) formar puentes de
hidrSgenos con el agua lo que facilita la estabilizacién

¢z la triple h&lice a la temperatura corporal (1, 2).




BIOSINTESIS DE LA COLAGENA.

La complejidad de 1la unidad funcional en una -
matriz de tejido conjuntivo explica la dificultad que -
existe para entender la biogénesis de los elementos es--
tructurales que constituyen dichos tejidos, debido prin-
cipalmente a que cada una de sus macromoléculas es en si
el producto de una serie de reacciones biosintéticas.
Las caracterfsticas de un tejido conjuntivo en particu--
lar, estin determinadas no solamente por la naturale:a -
de sus componentes macromoleculares, sino también por 1la
distribucién relativa de ellos en la unidad funcional.
También es necesario considerar como un factor importan-
te, la forma en que las mocromoléculas se organizan y se
orientan fisicamente dentro de la matriz. Estas observa
ciones explican la importancia del estudio de la biosin-
tesis de coligena y sus mecanismos regulatorios, ya que
como se mencioné anteriormente esta protefna es el compo

nente mads abundante de los tejidos conjuntivos.

La colafena es una de las proteinas que su---
fren un mayor ntmero de modificaciones postraduccionales.
La sintesis de coligena se puede dividir en dos estadios:
a) eventos intracelulares requeridos para ensamblar y se

cretar las moléculas de procoldgena y b) eventos extrace
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lulares que convierten a la molécula de procoligena cn cO
l4gena y la incorporan en una fibrilla bor medio de unio-
nes covalentes. La molécula de coldgena es sintetizada -
inicialmente como un precursor llamado procoldgena, forma
da por asociaciones de tres cadenas pro-a. Una vez que -
los ARN's mensajeros de procolagena se transcriben (Fig.
1.a.), son transportados al citoplasma y posteriormente -
se integran a los polisomas que se unen a las membranas -
del reticulo endopldsmico rugoso (RER) (7) (Fig. 1.b.), -
cada cadena pro-a se sintetiza independientemente y con--
tiene una regién colagénica (Gli—X-Y)334 as{ como exten--
siones peptidicas en las regiones amino y carboxilo termi
nales. Cada molécula de pro-a tiene un peso molecular -
aproximado de 150,000 daltones correspondiendo 20,000 dal
tones a la gxtensién amino terminal y 30,000 daltones a -
la del carboxilo terminal (Fig. 1.c.). Estudios recientes
han demostrado la presencia de 100 residuos de aminoAci--
dos adicionales en la regién del amino terminal, los cua-
les contienen una secuencia de aproximadamente 20 residuos
de aminodcidos hidroffbicos, 1a cual dirige el movimiento
de la cadena naciente de pro-a a través del retfculo endo
pldsmico rugoso (8, 9). Este segmento es separado por -
una endopeptidasa especifica. Una vez que empieza a pa--

sar la cadenu pro-a a las cisternas del RER se inician -




las modificaciones postraduccionales que se describen a -
continuacién: primero se hidro#ilan ciertos residuos de
prolina y lisina (Fig. 1.d.), posteriormente se glicosi--
lan algunos residuos de hidroxilisina en la regién colagé
nica, a los que se le adiciona galactosa y después gluco-
sa formando glucosilgalactosil hidroxilisil, posteriormen
te se glicosilan el péptido carboxilo terminal (Fig. 1l.e.)
y se forman puentes disulfuro inter o intracadena entre -
las tres regiones carboxiio terminales y exclusivamente -
intracadena en las regiones amino terminales (Fig. 1.f.).
Por ensamble especifico de tres cadenas pro-a se forma la
triple hélice de procoligena, que pesa aproximadamente -
450,000 daltones: (Fig. 1.g.). Esta molécula pasa al aparato
de Golgi en donde se empaquetaen lasvesiculas secretoras y
finalmente se exporta de la célula (Fig. 1.h.). En el -
dmbito extracelular la molécula de procoligena se trans--
forma en coligena por la pérdida de ciertas regiones car-
boxilo y amino terminales mediante enzimas especfificas -
(Fig. 1.1i.). Las moléculas de coligena resultantes que--
dan con un peso molecular aproximado de 300,000 daltones.
Estas se Ginen covalentemente entre si formando fibras es-
pecificas para cada tipo de colfigena durantec la fibrilogé
nesis, Con este fin la enzima 1isil oxidasa cataliza una

desaminacibn oxidativa de grupos e-amino de ciertos resi-




duos de lisina o hidroxilisina, produciendo aldehidos reac
tivos que por condensacifén aldélica forﬁan dos tipos de -
unién covalente: intramolecular e intermolecular. Ade--
mis existe otro tipo de enlace intermolecular cuando se -
forma una base de Schiff por reaccién entre un aldehfdo -

de una cadena y un grupo c-amino de un residuo de lisina

de otra cadena adyacente (Fig. 1.j.).

FUNCIONES DE LA COLAGENA,

Entre las diferentes funciones adscritas a la -

coligena podemos mencionar las siguientes:

A. Estructura o de soporte:

a) La principal funci6n es proporcionar la --
fuer%a de tensifén para mantener los tejidos
como una unidad funcional, lo cual es dado
por: uniones covalentes inter o intramole-
culares, fuerzas de friccién entre fibrillas
y la interaccién ffsica y/o quimica de cold

gena con otros componentes tisulares.

b) Las fibrillas y fibras se organizan de tal

forma que permiten a los tejidos un cierto

grado de extensibilidad.




B.

c)

d)

Funciones

e)

£)

g)

Limita el movimiento de otros componentes -

tisulares (10).

En el hueso forma un sustrato adecuado para
el dep6sito de cristales de hidroxiapatita,
durante el desarrollo y regeneracién decl te

jido 6seo (11).

especificas:

El papel que desempefia en la diferenciacidén
celular de los tejidos. Por ejemplo, el de
sarrollo de la columna vertebral es inicia-
do por coligena tipo 11 y proteoglicanos -

que son sintetizados por la notocorda (12).

Promueve la diferenciacifn condrogénica y -
de mioblastos en el mGsculo en desarrollo -

(12, 13).

Interviene en una gran variedad de procesos
patolSgicos tales como la regeneracién y re

paraci6n del higado y del pulmén en el esta

do fibrético (14, 15).




h)

1)

i)

k)

Su papel en el desarrollo embrionario del -

pulmén (31).

Las fibras de coldgena son el sitio de adhe

sién para las plaquetas (16).

La coligena promueve el proceso de coagula-
cién, mediante la activacién del factor de

Hageman (factor XII) (22).

La coldgena soluble es un factor quimiotdc-

tico fuerte para los neutré6filos (17).

Las observaciones anteriores demuestran la im--

portancia de la coldgena en la fisiologfia y anatomfa nor-

mal de los tejidos, asf como su implicaci6n en la fisiopa

tologia de &éstos, de 1la que un aspecto importante es el -

relacionado con la fibrosis pulmonar difusa.

ORGANIZACION HISTOLOGICA DEL PULMON.

Los pulmones son 8rganos quc estin situados a -

cada lado de la cavidad tordcica, la cual ocupan casi por

completo. Estidn separados uno de otro por el corazén y -
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6rganos del mediastino (tridquea, es6fago y vasos sangufi--
neos de grueso calibre). Son 6rganos blandos, esponjosos,
flexibles, distensibles y comprensibles, tienen forma de

cono irregular, con un vértice superior que llega a la -
primer costilla y una base que se apoya en el diafragma.

E1 pulm6n derecho es mayor que el izquierdo y estd divi-
dido por dos cisuras en tres l6bulos desiguales, mientras
que el izquierdo s6lo tiene dos 16bulos. Morfolégicamen-
te el pulmén puede ser dividio en zonas parenquimatosas -
(alveolos, conductos alveolares y capilares sanguineos) -
Yy zonas no parenquimatosas (4rbol bronquial, vasos sanguf
neos, tejido peribronquial, perivascular ¥y pleura que en-
vuelve al pulmén)}. En la figura 7 se muestra el patrén -
histol6égico del pulmén de la rata normal. Se ha calcula-
do que las superficies alveolares tienen una extensidén de
aproximadamente 70 m2 en el humano adulto. La principal

funcién del pulmén es la de permitir la difusién de oxige
no del medio externo a la sangre, y de biéxido de carbomno

en sentido inverso.

Se han identificado aproximadamente 40 tipos ce
lulares distintos (18, 19) y un tejido conjuntivo comple-
jo, las principales células del parénquima pulmonar son -

los neumocitos tipo I y tipo II, las células endoteliales




y mesenquimatosas (fibroblastos y macré6fagos), obscrvindo

se otros tipos celulares en zonas no parenquimatosas.

El tejido conjuntivo esti construido por colige-
na de los tipos I y IIl en el parénquima, asfi como en zo-
nas no parenquimatosas, y colfigena tipo IV en las membra-
nas basales. Los proteoglicanos se arreglan alrededor de
ta coldgena formando capas delgadas y la elastina se une
especiticamente a la col&agena (10). Es importante hacer
notar que los elementos mencionados varian en sus propor-
ciones relativas y en su arreglo espacial, que permite la
rcalizacién de la actividad mecénica del pulmén durante -
la inspiracién y la espiracién. En estos mecanismos res-
piratorios la elastina contribuye a la extensibilidad del
tejido y los surfactantes alveolares facilitan la difu---
sidn dec gases a través del epitelio alveolar, mientras -

que la coligena limita la distensibilidad del tejido.

FIBROSIS PULMCNAR DIFUSA.

La fiprosis pulmonar es una enfermedad crénica
progresiva y habitualmente mortal en un plato relativamen
te cortc e¢n animales y en el hombre (20). En 1633 Hamman
y Rich (21) describieron los rasgos clinicos y morfolégi-

cos de cuatre pacientes con fibrosis pulmonar difusa de -
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causa desconocida y que fallecieron en menos de un aifio
después de la aparicidn de los sintomas respiratorios.
Desde entonces se han reportado un niimero cada vez mayor
de pacientes con este padecimiento. Afin cuando el nGme
ro de agentes conocidos que son capaces de provocar es-
te padecimiento ya sea por inhalacidén o sistémicamente
aumenta progresiva y dramiticamente (19) (Tabla 2). De
los casos reportados en la literatura, en un 30% se des

conoce la causa (fibrosis pulmonar idiop&tica).

Independientemente de su etiologia, 1a fibro-
Sis pulmonar difusa se caracteriza por inflamacién cro-
nica de las porciones distales del parénquima pulmonar
y desarreglo difuso y complejo de la colfigena intersti-
cial, con destruccién progresiva de la arquitectura al-
veolar hasta que los pulmones no pueden desarrollar ade

cuadamente su funcidn y el paciente muere 19,23-25).

Los principales hallazgos morfoldgicos descri
tos en la fibrosis pulmonar consisten en: inflamacidén
intersticial heterogénea, presencia de macr6fagos, fi--
broblastos y neumocitos tipo II en los espacios alveola
res y un aumento irregular del tejido fibroso, princi--

palmente coligena, como se demuestra por tinciones espe




ciales (tricromica de Gomori y Mallory-Hanzerj (23). Es
te dep6sito anormal de tejido conjuntivo distorsiona 1la
arquitectura alveolar del pulmén, comprometiendo su fun
ci6n de intercambio gaseoso, Desde el punto de vista -
bioquimico 1a fibrosis pulmonar se caracteriza por un -
aumento en el contenido total de coldgena (23-25), dado
por un i1ncremento de coligena tipo 1, lo que hace que -
el tejido sea menos distensible y acepte menor volumen

de gases.

FIBROSIS PULMONAR EXPERIMENTAL CON PARAQUAT Y OXIGENO.

Un buen modelo de fibrosis pulmonar es aquel
que reproduzca los hallazgos morfol6gicos y bioquimicos
mencionados anteriormente. A pesar de que han sido di-
sefados numerosos modelos en animales sometidos a dife-
rentes agresores (Tabla 2) con el fin de producir fibro
sis pulmonar experimental, ninguno de ellos ha demostra
do ser satisfactorio en cuanto a su sencillez, reprodu-
cibilidad y semejanza con ta fibrosis pulmonar humana.
El paraquat v el oxfgeno se han utilizado como agreso--
res para producir un modelo de fibrosis pulmonar y son
Gtiles desde el punto de vista de conocer los mecanis--
mos iniciales que desencadenan la enfermedad. E1l para-

quat (1,1'-dimetil-4,4'-diclorobipiridilium) es un her-




v

hd

4.

bicida de amplio uso en el drea de la agricultura y su -

ingestid6n accidental ha provocado numerosos muertes, ge-

neralmente por dafio pulmonar agudo o bien por fibrosis -

pulmonar (26-30). E1 paraquat es absorbido selectivamen

te por el pulmdn y esta absorci6én depende de energfa me-

tab6lica. Se ha observado que las células epiteliales,-

neumocitos tipo I y tipo II lo absorben inicialmente.

El pulmén de rata y el del humano acumulan paraquat en -

un mismo rango de concentracién (31-33). El1l tiempo me--

dio de eliminacién de este herbicida administrado por -

via intravenenosa es de 20 horas (34,35). La acumulacién
selectiva y el dafio pulmonar han sido verificados en dife
rentes experimentos y utilizando vias distintas de admi-

nistracién (26-35). Los estudios indican que la dosis -

mis utilizada es de 24-25 mg/Kg de peso (LDSO).

Los cambios pulmonares patolbgicos inducidos -
por paraquat son mids bien agudos y consisten principal--
mente en: edema, hemorragia alveolar, infiltracién celu
lar inflamatoria (que causa obliteracidn de los alveo--
los), congestién capilar, atelectasia y una tasa alta de
mortalidad debido a insuficiencia respiratoria (36). Ade-
mis, se producen alteraciones en diferentes vias metabd-

. . . K SR
licas como son: una mayor incorporacitn de H -timidina
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en el ADN (37-38), 1la estumulacion de la vfa colateral -
de las pentosas fosfatadas con oxidacién de NADPH (39;40),
un incremento de biosintesis de coldgena (15,20), y se -
observa un aumento de la actividad de transglutaminasas
que correlacionan con una actividad aumentada de hidroxi
lasa de prolina (38) y un incremento del contenido de co

lagena (15,20).

La toxicidad del paraquat, tanto en plantas cgo
mo en animales se ha asociado con la habilidad de este -
compuesto para aceptar electrones de moléculas como fla-

voproteinas y clorofila, con la formacién de radicales -

libres y la transferencia de estos electrones al oxigeno

2
40). Este radical produce ademds de otras reacciones:

molecular, produciendo un radical superéxido 0 (35,39-
una peroxidacién de lfpidos, oxidaci6n de enzimas (alte-
rando vias metab6licas normales) y una unién covalente -

anormal de protefnas membranales (41,42).

Por otro lado, el radical supert6xido desempeifia
un papel importante en el mecanismo de 1la toxicidad pro-
ducida por oxfgeno, la cual eventualmente puede producir
fibrosis pulmonar. Los hallazgos patolégicos en anima--

les de laboratorio y en humanos sometidos a concentracio
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nes de aproximadamente 80% de saturacién dec oxigeno son
variables e inespecificos, consisticndo principalmente -
en; atelectasia, edema, hemorragia alveolar, inflamacidn
y dep6sito de fibrina (43,44). Por lo anterior se infie
re que la lesidén pulmonar producida por paraquat sigue -
el mismo mecanismo que la intoxicacién producida por oxi
geno. Esto significa que el oxigeno acelera y agrava

los cambios pulmonares inducidos por el paraquat y plan-
tea problemas de tratamiento en pacientes intoxicados -

con paraquat (44).




FIGURA 1

Sintesis, procesamiento, secrecifn, dep6sito y estabili-

zacién de la colfgena.

EVENTOS INTRACELULARES.

a)

b)

d)

Transcripcién de cada tipo ADN ABN,

de ARN mensajero de las ca

denas de pro-a. 5‘,"; ‘ﬂ" + ARN,
ARNm

Polisoma

Traduccitn de los ARNm.

cadena
naciente RER

Termina traducci6n y paso a
través de las membranas del
RER.

4

-COOH

Hidraxilacién de prolina y
lisina en la cadena.
Requiere:

hidraxilasas de prolina y - r

lisina, a-cetoglutarato, Fez*

~COOH

ascorbato y 02 .




e)

f]

g)

h)

Glicosilaci6n de la cadena

pro-a
Requiere:
. . NH2 > !
galactosil y glucosil trans ° .
24 ot » ot o* ‘f&u— H
ferasas, Mg® , azGcares-UDP, “o” ° s
residuos de hidroxilisina - -COOH
Glicosilacién del carboxilo
terminal.
Formaci6n de puentes disul- " . T
furo. M______—-ryv?.e" .
-3 b i
-NH, - COOH
Formaci6n de la triple héli-
ce.
Requiere: ATP
NH - COOH
2
Secrecifn de la procoldgena -
Requiere: ATP y
sistema de microtdbulos
0
$ =
o __.-- _.7/ -

Moléculas de

Procolfgena.
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EVENTOS EXTRACELULARES

i) Transfomacisn de procold-
gena en coligena.
Requiere:

peptidasa de amino temmi--

315

NH, -C00H

nal y peptidasa de carboxi-
lo terminal.

j) Fibrilogénesis, formacién
de enlaces covalentes en--
tre las moléculas de coli-
gena. ’

Requiere:

1lisil oxidasa !

4
=5

Fibra de Colédgena.

0,

L

| =

Molécula
de

Colégena.




TIFOS DE COLAGENA EN MAMIFERQS, CARACTERISTICAS Y DISTRIBUCION.

TABLA 1

20.

TIPO %E%UDICAS APAE‘!RNI'E :BLEULAR CARACTERISTICAS DISTRIBUCION
(daltones) EN TEJIDOS
a 1(1) 85,000 Baja en hidraxi Todos los -
I [u 1(13?2 lisina e hidro-  tejidos con
a?l 95,000 xilisina glico- juntivos.
silada.
Itrf-  al1(D 95,000 [u 1(1)]3 Similar a tipo I. Tend6n, den
mero tina, piel,
tumores....
11 s 101D 95,000 [a 1(11)]3 Relativamente al  Cartflago,
ta en hidroxili- manbranas -
sina e hidraxili  de Bowman.
sina glicosilada.

III a 1(I1II) 95,000 [a 1(111)]3 Alta en hidroxi- Parénquima
prolina y baja - pulmonar,
en hidraxilisina, dtero, mis-
con uniones di--  culo cardia
sulfuro interca- co, hfgado.
dena. piel.

v a 1(1IV) 140,000 Pro-a Alta en hidroxi- Membranas -
1(IV) 3 lisina glicosila  basales, al
da, con regiones  veolos pul-
globulares. Con  monares.
tiene 3-hidroxi-
prolina.
v sA 104,000 [= A],
Similar a tipo -  Membranas -
aB 99,000 [ B]S . basales, -
aAab pulnbn, -

placenta.




TABIA 2

ETIOLOGIA DE LA FIBROSIS PULMONAR DIFUSA

1. De causa desconocida.
Fibrosis pulmonar idiopitica.
2. De causa conocida.
a) Inhalacién de polvos inorginicos: silice, asbesto, etc.
b) Inhalacidn de polvos orginicos:
Proteinas aviarias (palomas, patos, gallinas, etc.)

Micreerganismos (Tenmactiromices vulgaris, Termoactinomices

sachatii, Microspolispora facnii, etc.)

c) Drogas.
Antineoplésicas: busulfin, bleomicina, ciclofosfamida,
metotrexate, etc.
Atibidticos: nitrofurantofnas, sulfonamidas.
difenilhidantoinas, propanolol, hexametonio.
d) Gases, humws, vapores y aerosoles.
Gases: oxfgeno, di6xido de azufre.
Hmos: Oxido de zinc, cobre, cadmio, fierro y magnesio.
Vapores: mercurio, diisocianato de toluenc.
Aerosoles: grasas, piretro.
e) Radiaciones: rayos X.
f) Herbicidas: paraquat.
8) Asociada a enfermedades coligeno-vasculares:
Lugus eritematoso sistémico,
Artritis reumatoide.
Esclernsis sistemitica progresiva.

Deruatomiositis,




OBJETIVOS

Diversos estudios han demostrado que la intoxi
cacién pulmonar producida por varios agentes (Tabla 2) -
puede conducir al desarrollo de la fibrosis pulmonar di-
fusa (19). Se ha postulado que en la induccién de fri--
brosis pulmonar por paraquat y/o oxfgeno ocurren dos --
eventos: una fase inflamatoria edematosa aguda y una fa
se reparativa caracterizada por hipercelularidad con de-
pésito excesivo de coldgena (37). En varios estudios en
los que se reportan cuadros de intoxicacién aguda no se
observd un aumento en el contenido de coligena y cstos -
casos se consideran como una fibrosis pulmonar, en la
que ocurre un desarreglo espacial de la coldgena y no un

incremento en su contenido (36-40).

En el presente trabajo estudiaremos el efecto
de la intoxicacién pulmonar aguda producida por adminis-
tracifn sinultidnea de paraquat y oxigeno. Se evaluarin
diferentes pardmetros: fisiolégicos, bioquimicos y mor-
foldgicos de este modelo experimental vy se compararin -

con el pulmdn de ratas normales.




Se determinari el contenido de proteinas tota-

les, proteinas colagénicas y celularidad (contenido de -
ADN) con el objeto de conocer si su distribucién es homo
génea en los distintos 16bulos del pulmén de ratas norma

les, asi como en ratas intoxicadas.

Se evaluarén las capacidades biosintéticas de
los tejidos pulmonares en cuanto a proteinas totales y -
colagénicas en los distintos 18bulos de pulmones de ra--
tas intoxicadas y normales. Lo anterior con el objeto -
de conocer si antes de que sz detecten cambios en el con
tenido de coligena depositada es posible observar un au-

mento en su biosintesis.

También se determinarin las alteraciones morfo
l16gicas en la fase aguda de la intoxicacién con el obje-
tc de establecer una posible correlacién con las altera-
ciones bioquimicas. La evaluacién de los parémetros an-
tes citados es importante, ya que esto nos permitiri en-
tender los mecanismos cgue intervienen cn el desarrollo -
y establecimiento de la fibrosis pulmonar, utilizando la
intoxicz~i6n con paraquat y oxIgeno como un modelo expe-

rimentul.




MATERTITALES

Las ratas utilizadas en este trabajo fueron de
la cepa Sprague-Dawley, de 7 a 9 semanas de edad y con -

un peso de 150-220 gr.

El paraquat (1, 1'-dimetil-4,4'-diclorobipiri-
dilium) fue obtenids de Sigma Chemical Corp; el medio de
cultivo DMEM (Dulbeco's Modified Eagle Medium) de Gibco
Laboratories, la estreptomicina y penicilina G sddica -
cristalizada de laboratorios Lakeside; el fumarato de -
g-amino propionitrilo, la L-prolina y la L-hidroxiproli-
na de Sigma Chemical Corp; el 4cido asc6rbico de Fisher
Scientific Co; la L- 2,3,4,5-H -Prolina (actividad es
pecifica: 139.1 Ci/mmol), fue obtenida de New England
Nuclear Corp; los filtros de fibra de vidrio a3J4AW de
Whatman Inc; la cloramina-T, 4-dimetilaminobenzaldehido
reactivo de difenilamina, la ninhidrina y 1la pepsina cris
talizada (100 mu/mg) fueron de Merck. Los liquidos de -
centelleo utilizados fueron: 1iquido de centelleo de --
Bray (45) y liquido de centelleco tolueno-PPO. Los demés

reactivos utilizados fueron de grado analftico.
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METODOS

A 16 ratas se les administr6 por via intraperi
toneal 5 mg de paraquat/Kg de peso e inmediatamente des-
pués fueron introducidas a una cdmara que contenfa oxige
no normobirico a 72% de saturacifn. Los animales perma-
necieron durante cinco dfas en esta atmSsfera y se saca-
ron Gnicamente para pesarlas. Al quinto dfa se les admi
nistrd una dosis igual de paraquat y se colocaron nueva-
mente en la cémara con oxigeno durante 24 horas mé4s has-
ta completar seis dfas. Después de este periodo, los -

animales fueron sacrificados y se extrajeron los pulmo--

nes.

El grupo control consistié de 16 ratas a las -
que se les administr6 solucifn fisiolfgica estéril y se
mantuvieron a concentraci6n ambiental de oxfgeno (21%) -
durante seis dfas. Después del sexto dfa los animales -

fueron sacrificados y se extrajeron los pulmones.

OBTENCION DE LOS PULMONES,

Las ratas se anestesiaron con éter para luego

hacer un corte lonjitudinal de la cavidad torixica, que
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dej6 al descubierto los pulmones. Estos se extrajeron y
lavaron con solucifn salina amortiguadora de fosfatos

(pH 7.4), se separaron los cinco 16bulos de los pulmones
y se colocaron en medio de cultivo DMEM. Los 16bulocs se
fragmentaron con el objetoc de tener una muestra represen
tativa de los tejidos para el andlisis bioquimico e his-

tol6gico.

ANALISIS BIOQUIMICO.

OBTENCION DE PESO SECO Y DETERMINACION DE PROLINA E HI--

DROXIPROLINA EN HIDROLIZADOS ACIDOS DE TEJIDOS PULMONA--
RES.

La cuantificacién de prolina e hidroxiprolina
se realiz6 utilizando el método de Rojkind y Gonz&lez --
(46). La hidroxiprolina se determin6 también por el mé-

todo de Woessner (47).

Se tomaron porciones de aproximadamente 50 mg
de tejido, se secaron con papel filtro estéril y se lle-
varon a peso constante (peso seco). Con este objeto las
muestras de los tejidos fueron deshidratadas por incuba-
cién a 100°C en una estufa (Thelco) hasta obtener un pe-

so constante. Posteriormente el tejido se hidroliz6 con
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HC1 6 N dentro de una ampolleta de vidrio sellada al va-
cio, que se incubd a 100°C durante 20 horas. Después de
la incubacién el hidvrolizado se filtrg Y se evapor6 a se
quedad. Finalmente la muestra se resuspendié en 5 ml de
agua, se tomaron alfcuotas de 0.1 y 0.2 ml y cada alicuo
ta se llevé a un volumen de 2 ml con agua destilada y se
le adicioné 1.0 ml de solucién de cloramina T (0.704 g -
de cloramina T, 10 ml de agua destilada, 15 ml de solu--
ci6n amortiguadora de citratos; pH con el fin de oxidar

los iminoicidos. Las muestras se agitaron y se incuba--
ron por 20 minutos a temperatura ambiente. Para termi--
nar la reaccién se adicionaron 0.5 ml de tiosulfato de -
sodio 2 M y posteriormente se agregé 1 ml de NaOH 1 N y

2 g de NaCl y se agit6. La prolina se extrajo por agita
ci6n durante 30 segundos con 3 ml de tolueno Y se recupe

r6 la fase orginica que contenfa 1la prolina.

Para la extraccién de 1la hidroxiprolina las
muestras se calentaron a ebullicién durante 30 minutos,
se enfriaron a temperatura ambiente y se adicionaron 3 ml
de tolueno, se agitaron fuertemente durante 30 segundos
Y se recuper6 la fase orglnica que contenfa la hidroxi--

prolina (46).
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DETERMINACION COLORIMETRICA DE PROLINA.

A 1 ml de la fase org4nica extraSda se le adi-
cionaron 2 ml de agua destilada, 3 ml de 4cido ac&tico -
y 3 ml de solucibn de ninhidrina (1.25 g de ninhidrina,
30 m1 de 4cido acético v 20 ml de 4cido fosf6rico 6 M),
los tubos se taparon y se calentaron a ebullicién en ba-
flo marfa durante 60 minutos, se enfriaron a temperatura
ambiente y se les adicionaron 5 ml de tolueno. Las mues
tras se agitarcn en un vértex (Curtin Scientific) duran-
te Z minutos y la capa de tolueno se separd y se determi

n6é su absorbancia a 515 nanometros (nm) en un fotocolori

metro {(Spectronic Co. Bausch-Lomb).

DETERMINACION COLORIMETRICA DE HIDROXIPROLINA.

A 1 ml de tolueno de la segunda extraccibn se
le adicionaron 4 ml de reactivo de Ehrlich (5 g de para-
dimetilaminobenzaldehido, 90 ml de etanol absoluto y 10
ml de HC1 concentrado) y se agit§ inmediata y vigorosa--
mente. Las muestras se incubaron por 30 minutos a tempe
ratura ambiente y posteriormente se determinS su absor--

bancia a 560 nm.
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CALCULDS PARA PROLINA.

U.0. X 3% 0.36= uM X 115= ug 1000 X 25 +gth= mg Pro/gth

X %= mg Pro/gts.

U.0. = Unidades 6pticas de absorbancia por ml de tolueno.

X3 Porque la prolina se extrajo en 3 ml de tolueno -
y s6lo se utiliz6 1 ml para las determinaciones.

0.36 Porque se elaboré una curva patrén utilizando con

centraciones de 0.1-0.7 uM de prolina y se obtuvo

la ecuacién:

oM = U.0.
0.36
115 = Peso molecular de 1la prolina.

1000 Para convertir ug a mg de prolina.

X 25 y/6 50 Para conocer los mg de prolina en 5 ml depen

diendo de la alfcuota utilizada.
gth = Gramos de tejido hdmedo utilizados.

t = Porcentaje de peso seco, es la pérdida de agua de
los tejidos expresada como porcentaje, la cual se
determiné y encontr6 que fue 21.94% para los pulmo
nes de ratas normales y 16.0% para los pulmones -

de ratas intoxicadas.
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CALCULOS PARA HIDROXIPROLINA.

U.0. X 3: 16.7 = uM X 131 = ug X 23 1000 X E + gth= mg

OH-Pro/gth X % -~ mg OH-Pro/gts X 7.42 = mg colfgena/gts.
U.0. = Unidades 6pticas de absorbancia por 1 ml de tolueno.
X3 Porque la hidroxiprolina se extrajo en 3 ml de to
lueno y s6lo se utilizé 1 ml para las determina
ciones.
16.7 = Coeficiente de extinci6én molar para la hidroxi--
prolina determinado a 560 nm.
131 = Peso molecular de la hidroxiprolina.
X 25 y/6 50 para conocer los pg en 5 ml.
1000 Para convertir pg a mg.
E = Eficiencia de recuperaci6én de una solucifn patrén -
de la hidroxiprolina y se obtiene del siguiente mo
do:

yg recuperados _
ug alicuotados

% de recuperacifn

100 = E
% de recuperacién

t= Porcentaje de peso seco, es la pérdida de agua de -
los tejidos expresada como porcentaje, 1a cual se -
determin6 y encontr6 que fue 21.94% para los pulmo-
nes de ratas normales y 16.0% para los pulmones de

ratas intoxi adas.
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7.42 = Factor de conversi6n de hidroxiprolina a colégena,
asumiendo que la hidroxiprolina constituye el -
14% de los residuos de aminoidcidos de la molé&cu-

la y se obtiene de la siguiente forma:

1 - 14%
x =100 _ 5 42

x - 100% 14

BIOSINTESIS DE PROTEINAS.

La biosintesis de proteinas se realiz6 para ca
da 16bulo pulmonar por duplicado, y sc determin6 mediante
una cinética de incorporacién de 3H-_Prolina,segﬁn el mé-
todo para cultivo de Srganos (48), incubando los tejidos
por 2,4 y 6 horas. Porciones de tejido de aproximadamen
te 50 mg, se secaron con papel filtro estéril para elimi
nar el exceso de medio de cultivo, el tejido se colocd -
en un frasco de vidrio de 20 ml que contenfa 4 ml de me-
dio de cultivo DMEM y se fragmentaron lo mis posible. -
Se le adicionaron a cada frasco de vidrio 20 uCi de 3H -

"2,3,4,5] -L-Prolina y 50 mg de g-aminopropionitrilo -
por ensayo y con el fin de evitar la formacién de enla--
ces covalentes intra e intermoleculares de coligena du--
rante la biosfntesis, también se agregaron 50 mg de &ci-
do asc6rbido que es un cofactor de la hidroxilasa de pro

lina, ademis de 100 unidades de penicilina y 100 ug de -
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estreptomicina con el fin de evitar la contaminacidn por
bacterias. Los frascos se taparon flojamente y se colo-
caron en un agitador (WEDCO, Silver Spring Maryland U.S.
A.) que se ajustd a una velocidad de 100 rpm. Las mues-
tras se colocaron dentro de un incubador (WEDCO mod. -

2-17 M de Silver Spring Maryland U.S5.A.) con una atmdsfe
ra de aire-CO2 (95% - 5%) y se incubaron a 37°C por 2,4

Y 6 horas. La reaccidn se termind por enfriamiento de -

las muestras en hielo.

A cada frasco de vidrio se le adicionaron 2 ml
de Acido acético 1.5 N (Concentracidn final 0.5 N) y 1las
muestras se homogeneizaron utilizando un polytron (BRINK
MANN Instruments Inc. Westbury N.Y.). De este homogena-
do se tomaron alicuotas apropiadas para determinar la in
corporacidn del isdtopo a proteinas totales, para medir
el porcentaje de incorporacién del isétopo en colagena y

también se tomaron alicuotas para la cuantificacién de -

ADN.

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES MARCADAS CON 3H-PROL_I_
NA.

La cuantificaci6én del isétopo incorporado en -

proteinas totales, se determind r la rantidad de radiac

tividad susceptible a la precipi.acidu dcido triclo-




roacético (TCA). Una alicuota de 0.2 ml de cada muestra

sc llevdé a 1 ml con agua destilada, se le adicionaron -
0.5 m1 de solucién decélorante (25 ml de NaOH 10 M, 15 -
ml de HZOZ 301, 250 mg de L-prolina y se aford a 250 ml
con agua destilada) y 1 ml de TCA al 25%. Las muestras
se incubaron a 4°C durante 30 minutos y se filtraron por
vacio a través de filtros de fibra de vidrio. Los fil--
tros se colocaron en frascos de pldstico y se les adicio
naron 10 ml de liquido de centelleo de Bray. La radiac
tividad se determind Qtilizando un espectrofotémetro de
Centelleo liquido (Packard). Todas las determinaciones

se hicieron por duplicado).

CALCULOS.

(cpm/0.02 ml) X 30 = cpm/6 m1 X E = (dpm/6 ml) : gth =

dpm/gth.

cpm = Cuentas por minuto.

X 38 Para conocer las cpm en 6 ml.

E = Eficiencia del espectrofotdmetro del centclleo 11-
quido. Se obtuvo usando una solucibn estidndar del

tritio (SH), de acuerdo con la siguiente férmula:

m - i ; después: 100 __ _ E
dpm del x
estadndar

con el esténdar que se utilizd en estos expcrimentos

E = 15.05%.




dpm Desintegraciones por minuto.

gth Gramos de tejido hfimero utilizados en la biosinte
sis.,

La biosintesis sc expresa como dpm incorporadas/gth.

DETERMINACION DE LA COLAGENA RADIACTIVA.

Esta determinacidn se realizd por el método de
digestion con pepsina ya que la coligeua no es suscepti-
ble a degradacién por esta enzima. A una alicuota del -
homogenado que estaba cn dcido acético 0.5N se le adicio
né pepsina a una concentracién final de 1 mg/ml y se in-
cubd a 4°C durante 72 horas. Posteriormente las mucstras
se homogenesizaron brevemente con cl polytron y se deter-
mind el porcentaje de coligena por precipitacidén con TCA
como se describid anteriormente. Los c&lculos fueron -

los mismos que para proteinas totales.

DETERMINACION DE ADN.

La determinacidn de ADN se reali:f segiin el mé
todo de difenilamina de Burton (49). Se tomé una alfcug
ta de 0.4 ml de cada una de las muestras sometidas a di-
gestidén con pepsina y se le adicioné 0.1 ml de 4icido per
clérico 2.5 N. El ADN se hidrolizé por incubacifn a 60°

C durante 90 minutos y la reaccién de la desoxiribosa




con difenilamida se desarrolld por adicibn de 1 ml de --

reactivo de difenilamina que se prepar6 del siguiente mo
do:
Reactivo A:
1.5 g de difenilamina.
100 ml de 4icido acético.

1.5 ml de &cido sulfdrico concentrado.

Reactivo B:

16 mg/ml de acetaldehido en agua.

Se hizo una solucibén que contenia 20 ml del reactivo A +

0.1 ml del reactivo B.

Las muestras se incubaron en bafo maria a 30°C
durante 16-20 horas y posteriormente se determiné 1la ab-
sorbancia a 600 nm. Todas las determinaciones se hicie-

rcip por duplicado.

CALCHI.OS.

Se elabor6 una curva patrbn de absorbancia con
tra g d» ADN de esperma de salmén, utilizando concentra
ciones de 10-100 uz se obtuvo ura linea recta con una pen

dientem = 0.01847,
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Utilizando la ecuacién:
Yy =mx +b ; b=0
U.0. = 0.01847 (ug ADN)

Despejando pug DNA:

u.o.

ug ADN - —5—59e77

u.o. 0.01847 X 15 = ug/6 ml : 1000 = mg ADN/6 ml

gth = mg ADN /gth. (mg DNA/GTH) %

gth = Gramos de tejido hfimedo utilizados para la biosin
tesis.,

% Porcentaje de peso seco, para conocer los mg de ADN

por gramo de tejido seco, considerando 21.94% para
los pulmones normales y 16.0% para los pulmones de

ratas intoxicadas.

ANALISIS MORFOLOGICO:

Para este estudio se tomaron fragmentos de ca-
da uno de los 16bulos de pulmones tanto de ratas intoxi-
cadas como de ratas normales. Los tejidos se fijaron en
solucién de formaldehido al 5% amortiguada con fosfatos
(PH 7.4) y se incluyeron en parafina. Se obtuvieron cor
tes semifinos (6 um) y se tifieron con hematoxilina y --

eosina (HE) de acuerdo con las técnicas convencionales.




(7]
~1

ANALISIS ESTADISTICO. '

La comparacién de los resultados obtenidos en
los distintos par4imetros evaluados en las ratas intoxica
das y normales se realizé por anflisis estadfstico, uti-
lizando 1a prueba de t de Student Y con una significan--

cia de p <0.005.




RESULTADOS

1. FISIOLOGICOS.

Las ratas del grupo experimental (sometidas a
paraquat-oxigeno) presentaron signos fisiol6gicos de in-
suficiencia respiratoria, caracterizados por bradipnea -
y tiros intercostales desde las 12 horas posteriores a -
la administracién de la primera dosis. Estos sintomas -
se fueron haciendo cada vez mis graves y entre las 24 y
48 horas se observ6 en algunas ratas aleteo nasal y cia-
nosis, conjuntamente con una depresién iﬁtensa en el 90%
de las ratas, que se alternaba con excitacién sicomotriz
frente a los estfmulos fisicos. Se observé un 50% de -
mortalidad alrededor de las 48 horas y las ratas que so-
brevivieron mostraron cierta estabilizacién de los signos
respiratorios, junto con una notoria disminucién en la -
ingesti6n de alimentos. Lo anterior di6 como resultado
una disminucisn en el peso corporal que oscilé entre 20
y 60 g cuando se compar6 con el peso de las ratas del gru
po control. Las ratas que sobrevivieron después de seis
dfas de tratamiento se encontraban en su mayoria en un -
estado preagénico al momento de ser sacrificadas (datos

que concuerdan con el trabajo de Montafio, R.M.) (51).




Las ratas del grupo control no mostraron ningu

na de las manifestaciones c¢linicas descritas para las -

ratas del grupo experimental.

2. BIOQUIMICOS.

A. CONTENIDO DE COLAGENA, PROTEINAS TOTALES Y ADN.

En contenido promedio de coligena referido a -

gramo de tejido seco en los distintos 16bulos del pulmén
de ratas normales fue de X = 65.05 + 1.13 mg/gts y en -
los 16bulos de pulmones de ratas intoxicadas con paraquat
oxigeno fue de X = 62.9 ¢ 7.85 mg/gts, aGn cuando la des
viacidn estindar fue mayor en las ratas intoxicadas no -
s¢ encontrd una diferencia significativa en estos valores.
La relacidn de proteinas totales (Indice dado por conteni
do de prolina) contra coligena (indice dado por contenido
de hidroxiprolina), expresado como mg de prolina/mg de -
hidroxiprolina, en los 16bulos de pulmones de ratas del
grupo control fue de 3:1 mientras que en los del grupo -
experimental fue de 30:1, lo anterior puede intcrpretar-
Se coro un incremento de 10 veces en el contenido de pro
tefnas totales respecto a la concentracidn de coligena.
Existe también la posibilidad de que 1la hidroxilacién de
proiina haya sido baja en las ratas intoxicadas. La obser
vacidn de este contenido aumentado en protcinas totales
se corrobord posteriormente con los hallazgos histoldgi-

Cos.




Cuando se evalub6 el contenido de colfgena por

gramo de tejido himedo si se encontraron diferencias, ya
que el valor obtenido para el grupo control fue de X = -
10.98 + 0.45 mg/gth. (tabla I) y el del grupo experimen
tal fue de X = 7.72 + 0.436 mg/gth. (tabla II). Esta -
diferencia se debe a que los porcentajes de peso seco --
fueron de 21.94% en las ratas normales y 16.0% en las ra

tas intoxicadas.

El contenido de ADN (indice de celularidad) en
los 1l6bulos de los pulmones de ratas del grupo control -
fue de X = 5.28 + 0.433 mg/gth (tabla I) y de X = 4.676
+ 0.632 mg/gth para los 16bulos de ratas del grupo expe-
rimental (tabla II). No se encontré una diferencia sig-

nificativa al comparar estos valores.

Cuando se compararon los valores obtenidos pa-
ra. coldgena y ADN (mg de coligena/mg de ADN) por gramo -
de tejido himedo, se obtuvo en el caso del grupo control
un valor de X = 2.096 + 0.141 (tabla I), mientras que -
para el grupo experimental el valor fue de X = 1.68 & -
0.249 (tabla II). La comparacién de estos valores indi-
c6 una disminucién del 20% en la relacibn coligena/DNA -
para los 16bulos del grupo experimental respecto al gru-

po control.




1.

B. BIOSINTESIS DE COLAGENA Y PROTEINAS TOTALES.

La biosfntesis de protefnas se rcalizé utilizan
do el método para cultivo de 6rganos (48) y la capacidad
biosintética de los tejidos, se evalué por incorporacién
de 3H-Prolina en protefnas totales determinada por preci
pitacibén con TCA al 8%, Alternativamente se determiné -
también la incorporacién de 3H-prolina y/6 3H-hidroxipro_
iina (prolina hidroxilada postraduccionalmente) (ver fi-
gura 1). Ls tablas I1II ¥ IV muestran los datos de 1a in
corporacidén expresados como dpm 3H-prolina por gramo de

tejido hdmedo.

Es importante hacer notar que para todos los -
resultados obtenidos en los distintos parimetros evalua-
dos y que se presentan en las tablas III y IV, se encon
traron diferencias significativas en los distintos 16bu-
los de los pulmones de ratas intoxicadas con paraquat- -
oxigeno cuando se compararon con los resultados obteni--

dos utilizando 16bulos de pulmones de ratas normales.

La radiactividad incorporada en proteinas to-
tales se encontr6 sumentada un 112% en las ratas del gru
po experimental respecto a las del grupo control. Cuan-

do alfcuotas de homogenados de los tejidos se sometierom




a digesti6n con pepsina para determinar la radiactividad
incorporada en coldgena, se encontré un aumento de 276%
en los pulmones de las ratas éel grupo experimental com-
paradas con el grupo control. El porcentaje de incorpo-
raci6n del isGtopo en coligena (relacién de la incorpora
cién en coligena/incorporacién en proteinas totales) se
encontré aumentado un 76% en los 16bulos de pulmones de

ratas intoxicadas.

Cuando la incorporacién de radiactividad en pro
teinas totales se refirié al contenido de ADN (Indice de
celularidad) en las muestras utilizadas para la biosinte
sis, se encontr6 un aumento de 149% en ratas del grupo -
experimental respecto al control. Para el caso de la in
corporaci6én de radiactividad en coldgena referida al con
tenido de ADN, se encontr6 un aumento de 352% en las ra-
tas dél grupo experimental respecto al control. Lo ante
rior indica que el valor de la incorporacién de radiacti
vidad en coldgena por unidad de ADN fue mayor que cuando
se expresf como radiactividad resistente a digestifn con
pepsina o como porcentajc de incorporacién del is6topo -

en coligena con respecto a las protefinas totales.
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La cinética de incorporacién de 3H-Prolina en
ambos grupos, control y experimental sé muestra en las -
figuras 1 y 4 respectivamente. En la figura 1 se mues--
tra la incorporacién de radiactividad para cada 1l6bulo -
de los pulmeones de ratas normales incubados por 2, 4 y 6
horas. Se observé que la incorporacién del is6topo fue
linear para cada uno de los 16bulos. Ademis los 16bulos
derechos fueron mds activos en la incorporacién de 3H-Pro_
lina que los l6bules izquierdos. La incorporacién de ra
diactividad en coldgena para los mismos 16bulos fue tam-
biefi 1inear con respecto al tiempo (figura 2) y la capa-
cidad biosintética del pulmén derecho fue mayor que la -

del izquierdo.

Es importante hacer notar que el porcentaje de
incorporaci6n del isStopo en coligena (figura 3) que se
obtuvo a las 2 horas fue muy disperso con variaciones de
12 hasta 25% y que esta diferencia fue disminuyendo has-
ta estabilizarse alrededor de 12.56% (tabla 1II) después
de 6 horas de incubacién., Este comportamiento fue seme-

jante para todos 10s 16bulos analizados.

En los ISbulos de los pulmones de ratas intoxi

cadas con paraquatr-oxigeno, se observé también que la in-
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corporaci6n del is6topo fue linear en el caso de protefi-
nas totales (figura 4), atin cuando los valores de esta -
incorporaci6n son mayores que los obtenidos para los pul
mones de las ratas normales. Cuando se determind la in-
corporacién de radiactividad en col4igena (figura 5) se -
observ6 también linearidad, aunque los 16bulos derechos
no fueron mids activos que los 1l6bulos izquierdos como su
cedi6 con el grupo control (figura 2). Los porcentajes
de incorporacifén del isétopo en coligena fueron mayores
que los del grupo control (figura 6), con variaciones de
25 a 57% a las 2 horas tendiendo a estabilizarse alrede-
dor de 22.19% a las 6 horas de incubacifén (tabla IV). -
Es importante hacer notar que este valor de 22.19% corres
ponde al doble del valor obtenido para el grupo control

(12.56%).

C. MORFOLOGICOS.

La figura 7 muestra la imidgen histolfgica del
parénquima pulmonar de la rata normal en la que se obser
va el espesor homogéneo de los tabiques alveolares, asfi

como la presencia de los conductos respiratorios termina

les, de donde se derivan los sacos alveolares.




En las figuras 8-11 se muestran las imagenes -
histol6gicas de las distintas alteraciones producidas -
por la administracién 'de paraquat-oxigeno en el parénqui
ma pulmonar de ratas del grupo experimental. Estas altc
raciones incluyeron: engrosamiento de los tabiques al--
veolares por edema y/6 infiltraci6én celular inflamatoria
en casi la totalidad del parénquima, descamacién celular,
hemorragia intraalveolar, dilatacién de los espacios --
aZreos, que pueden presentarse en forma quistica o en -
forma sacular en los alveolos distales y hemorragia capi
lar. Los resultados histolégicos nos sugieren que la in
toxicacién producida por paraquat-oxfigeno no fue homoge-
hea, ya que se conservaronl algunos alveolos subpleurales.
Cuando se utiliz6 la tincién tricrémica de Masson (espe-
cifica para coldgena) no se encontré un aumento en el -
contenido de coldgena, esta observacién no guarda corre-
laci6n con los resultados obtenidos durante'la biosinte-
sis de coldgena, la cual se encontr§ aumentada. Lo an-
terior indica que en los estadios agudos de la intoxica-
ci6n es posible observar un aumento en la sintesis de co
l5gena sin que esto se refleje necesariamente en un au--

mento en su contenido.
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CONTENIDO EN OOTAGEMA Y AIN TOTAL EN LOS DISTINTOS

mg Coldgena/g mg AN /g
Pulmonar tejido hitmedo tejido himedo Colsgena/ADN
DERECHO
Superior 11.31 5.53 Z2.04
Medio 10.23 5.26 1.94
Inferior 11.29 5.89 2.02
TZQUTERDO
Superior 10.97 5.16 2,12
Inferior 10.78 4.57 2.36

X = 10.98 = 0.45

X = 5,280,433

X =2.09  0.141

utilizadas en cada experimento.

1Los valores representan el pramedio de por lo menos dos experimentos, con 5-6 ratas




CONTENIDO DE COLAGENA Y AIN TOTAL EN LOS DISTINTOS LOBULOS DEL PULMON

DE LA RATA DESFUES DE 1A INTOXICACION AGUDA CON PARAQUAT-OXIGENO

L&bulo mg Coldgena/g mg AIN/g
Pulmonar tejido hfimedo tejido himedo Coldgena/AIN
DERECHO
Superior 8.04 5.53 1.45
Medio 8.59 4.65 1.85
Inferior 6.95 5.21 1.33
IZQUIERDO
Superior 7.46 4.20 1.78
Inferior 7.55 3.79 1.99

X=7.72 £ 0.436

X =4.676 £ 0.632

X =168+ 0.249

1

lizadas en cada experimento.

Los valores representan el promedio de por lo menos dos experimentos, con 5-6 ratas uti
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TABIA III

BXOS]JWI'ESISDEGIAGEK\YPRBI'EIIMS'IUI'AL!SE{ELHJL\DNDELARATAN]DMLI

L6bulo Radiactividad Radiactividad Incorpo. dm x 106 dm x 10
Pulmonar en prot. totales resistente a racién en prot. tot/ coligena/mg
(dpm x 106/g.t.h.) coléigena mg AIN AN

pepsina
(dmp x 105/g.t.h.) (y)

DERECHD
Sperior 49.26 6.75 13.69 9.53 1.30
Medio 56.85 7.39 12.99 10.06 1.17
Inferior 56.00 6.14 10.96 8.59 0.94
1ZQUIERDO
Sperior 37.88 4.3 11.37 7.81 0.88
Inferior 40.14 5.54 13.80 8.33 1.14

X =48.02+7.85 X=6.026+ 1,05 X=12.56¢1.18 X=8,864:0.835 X=1.08620.5

lLos valores representan el pramedio de por lo menos dos experimentos, con 5-6 ratas utilizadas
en cada experimento.

2Los tejidos se incubaron por seis horas, utilizando el mftodo de cultivo de Organos. Poste--
riormente se homogeneizaron y la radiactividad se detemin$ por precipitacién con TCA camo -

se describib en la secci6n de M€toacs.




TABIA IV

DESPUES DE 1A INTOXTCACION AGUDA CON PARAQJA’I‘-())CIGEN)1

49.

BIOSINTESIS DE COLAGENA Y PROTEINAS TOTALES EN 1OS LOBULOS DEL PUIMON DE LA RATA

Lsbulo Radiactividad Radiactividad Incorpe  dpm x 10€ dpm x 108
Pulmonar en prot. totales? resistente a racién en prot. tot/ coligena/mg
(dpm x 108/g.t.h.)  pepsina colfigena  mg DNA DNA
{dmp x 105/g.t.h.) (%)
DERECHD
Quperior 115.00 22.77 19.80 20.83 4,12
Medio 82.24 18.66 22.69 17.72 4.02
Inferior 114.29 28.17 24 .64 21.93 5.41
TZQUTERDO
Superior 90.93 19.96 21.95 21.65 4.75
Inferior 108,56 23.73 21.86 28.64 6.26
X = 102.2213.23 X=22.6623.31 X=22.1921.56 X=22.1523.57 X=4.91 * 0.830

1

das en cada experimento.

Los valores representan el pramedio de por lo menos dos experimentos, con 5-6 ratas utiliza-

ZLos tejidos se incubaron por seis horas, utilizando el método de cultivo de 6rganos. Poste

riormente se hamogeneizaron y 1a radiactividad se determind por precipitacién con TCA, camo

se describif en la seccibn de Me:odos.
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FIGURA 1:

BIOSINTESIS DE PROTEINAS TOTALES EN LOS DISTINTOS LOBULOS
DE PULMONES DE RATAS NORMALES,

Los valores representan el promedio de por lo
menos dos experimentos, con 5-6 ratas utilizadas en cada
experimento. Los tejidos se incubaron por 2,4 y 6 horas,
utilizando el método de cultivo de 6rganos, la incorpora
cién de radiactividad se determiné por precipitacién con
4cido tricloroacético, como se describid en la seccibn -

de Métodos.

Equivalentes (Figura 1-6)
SD Lé6bulo superior derecho.
MD Lé6bulo medio derecho.
ID L&bulo inferior derecho.
SI Lébulo superior izquierdo.

II L6bulo inferior izquierdo
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FIGURA 2:

BIUSINTESIS DE PROTEINAS RESISTENTES A DIGESTION CON PEP
SINA (COLAGENA), EN LOS DISTINTOS LOBULOS DE PULMOMES DE
RATAS NORMALES.

Los valores representan el promedio de por lo
menos dos experimentos, con 5-6 ratas utilizadas en cada
experimento. Los tejidos se incubaron por 2,4 y 6 horas,
utilizando el método de cultivo de 6rganos. Posterior--
mente las muestras se incubaron con pepsina (1 mg/ml) du
rante 72 horas a 4°C y la radiactividad se determiné por

precipitacién con 4cido tricloroacético, como se descri-

bi6é en la seccibén de M&todos.
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FIGURA 3:

RELACION COLAGENA/PROTEINAS TOTALES EN LOS DISTINTOS
LOBULOS DE PULMONES DE RATAS NORMALES.

Cada punto representa el porcentaje de coldgena
sintetizada para cada tiempo de incubacién, los valores
fueron obtenidos de los tiempos de incubaci6n correspon-

dientes, que se muestran en las figuras 1 y 2.
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FIGURA 4:

BIOSINTESIS DE PROTEINAS TOTALES EN L0OS DISTINTOS LOBULOS
BE PULMONES DE RATAS INTOXICADAS CON PARAQUAT-OXIGENO.

Los valores representan el pronmedio de por lo
menos dos experimentos, con 5-6 ratas utilizadas con ca-
da experimento. Los tejidos se incubaron por 2,4 y 6 ho
ras utilizando el método de cultivo de 6rganos, la radiac

tividad se determiné por precipitacién con &cido triclo-

roacético, como se describié en la seccién de Mé&todos.
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FIGURA 5:

BIOSINTESIS DE PROTEINAS RESISTENTES A DIGESTION CON
PEPSINA (COLAGENA), EN LOS DISTINTOS LOBULOS DE PULMONES
DE RATAS INTOXICADAS CON PARAQUAT-OXIGENO.

Los valores representan el promedio de por lo
menos dos experimentos, con 5-6 ratas utilizadas en cada
experimento. Los tejidos se incubaron por 2,4 y 6 horas
utilizando el método de cultivo de 6rgano. Posteriormen
te las muestras se incubaron con pepsina (1 mg/ml) duran
te 72 horas a 4°C y la radiactividad se determin6 por -
precipitaci6n con 4cido tricloroacético, como se descri-

bié en la secciédn de Mé&todos.
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FIGURA 6:

RELACION COLAGENA/PROTEINAS TOTALES EN LOS DISTINTOS LO-
BULOS DE PULMONES DE RATAS INTOXICADAS CON 'PARAQUAT-OXIGE
NO.

Cada punto representa el porcentaje de colige-
na sistetizada para cada tiempo de incubacifn, los valo-
res fueron obtenidos de los tiempos de incubacién corrés

pondientes que se muestran en las figuras 4 y 5.
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FIGURA 7:

MICROFOTOGRAFIA DEL PARENQUIMA PULMONAR DE RATA
NORMAL.

Obs€rvese el espesor homogéneo de los tabiques al
veolares y la presencia de los conductos respira-
torios terminales, de donde derivan los sacos al-

veolares. Hematoxilina y eosina (HE), 130 X.




o

FIGURA 8:

MICROFOTOGRAFIA A PEQUENO AUMENTO DEL PARENQUIMA
PULMONAR DE RATA INTOXICADA CON PARAQUAT-OXIGENO.
Se observa conservacién de unos cuantos alveolos
subpleurales, engrosamiento de los tabiques alveo
lares por edema e infiltrado inflamatorio en el
resto del parénquima y dilatacién de espacios --
aéreos terminales en forma qufstica. Las tincio
nes para fibras conjuntivas (coldgena) no mostra
ron aumento con respecto al pulmén normal. HE,

130 X.
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FIGURA 9:
MICROFOTOGRAFIA A MAYOR AUMENTO DE LA FIGURA 8.
Se muestra un detalle del parénquima pulmonar sub
pleural con engrosamiento de tabiques alveolares,

descamacibén e infiltracién celular inflamatoria.

HE, 280 X.
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FIGURA 10:

MICROFOTOGRAFIA A PEQUERO AUMENTO DEL PARENQUIMA
PULMONAR DE RATA INTOXICADA CON PARAQUAT-OXIGENO.
Se observa gran dilatacién sacular de espacios

aéreos distales, aigunos con hemorragia reciente.

Los alveolos intermedios aparecen colapsados.
HE, 130 X.
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FIGURA 11:

MICROFOTOGRAF IA DEL PARENQUIMA PULMONAR DE RATA
INTOXICADA CON PARAQUAT-OXIGENO.

Se observa edema, descamacifn celular y hemorra
gia intraalveolar. Los tabiques alveolares apa
recen engrosados en la mitad inferior de 1la mi-
crofotografia, donde también hay infiltrado in-

flamatorio. HE, 280 X.




DISCUSION

En este estudio de intoxicacién pulmonar aguda
producida por paraquat y oxfigeno simultfineos se encontr6
una mortalidad de 50% a los dos dfias de administrada la
primera dnsis, lo anterior es un fndice primario de dafio
pulmonar, ya que se ha demostrado que entre los dos y -
cuatro dfas de administrada una dosis letal media de pa-
raquat (25 mg/Kg de peso) o la quinta parte de ésta con
oxigeno, se produce edema e inflamacién (15, 20, 37, 42-
44), que probablemente es la causa de las muertes obser-

vadas y de los dem&s signos fisiol6gicos descritos.

Un fndice de la produccién de edema e inflama-
cibén es la disminucién de 25% en el contenido de coléige-
na/gramo de tejido hdGmedo en las ratas intoxicadas res--
pecto a las normales, y el observar que este contenido -
permanece constante en ambos grupos cuando se comparé -

por gramo de tejido seco.

Se ha postulado que en la induccién de la fi--
brosis pulmonar por paraquat y oxfigeno existen dos eta--

pas: una fase de inflamacién edematosa aguda seguida de
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una fase reparativa hipercelular con de?ésito excesivo de
coligena (37). Los resultados obtenidos demostraron que
en la administracién ;guda de paraquat y oxigeno existe -
un predominio de la primera fase, como se ilustrd en las

microfotograffas de los pulmones intoxicados (figuras 7-
11).

Sin embargo, los resultados bioquimicos no se
correlacionaron con la primera fase, sino que son seme--
jantes a la segunda fase postulada. Lo anterior tomando
en cuenta que la sintesis de colidgena estuvo aumentada,
alin cuando no se observé aumento de su contenido en el -
tejido. Este aumento en sintesis de coldgena pudo ser -
parte del proceso inflamatorio, o explicarse si se consi
dera que 1la degradacidn de la colidgena fue comparable a
su sintesis sin llegar a una acumulacidén excesiva de co-
ldgena, o quizds a ambos factores que podrfan ser etapas

del desarrollo prefibrético.

La intoxicacién con paraquat y oxigeno produjo
un aumento de 112% en la sintesis de proteinas totales -
en los pulmones de ratas intoxicadas respecto a la de los
pulmones normales (tablas 3 y 4 columna 1), que se corre

laciond con un aumento celular (inflamacién) (figuras 7-
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11), asi como un incremento del 50% en ¢l contenido de -
DNA/gramo de tejido seco en las ratas intoxicadas compara
das con las normales. Se observd un aumento del 276% en

{f sintesis de colagena en las ratas intoxicadas respecto
a las ratas normales (tablas 3 y 4 columna 2), y el por--
centaje de incorporacidén del isdtopo en coligena respecto

4 proteinas totales se encontrd aumentado un 76% en las -

ratas intoxicadas (figura 3 y 4 columna 3).

Cuando la biosintesis de proteinas se refirid -
a4 la celularidad de los tejidos (contenido de ADN), se en
contrd un aumento de 149% para las proteiﬁas totales en -
los pulmones de las ratas intoxicadas respecto a las nor-
males (tablas 3 y 4 columna 4), y para coligena se obser-
v un aumento de 352% en los pulmones de las ratas intoxi
cadas comparadas con las normales. Lo anterior demuestra
que en los pulmones intoxicados con paraquat y oxigeno -
Qcurre una sintesis m3s activa para colidgena que para pro
teinas totales, como se demuestra por los datos de la biog
sintesis referidos a la celularidad del tejido, ya que in
dica 1la actividad por célula y no por gramo de tejido hG-
medo ni como porcentaje de incorporacién del isdtopo en -
colfigena. Este aumento significativo en la sintesis de -
colidgena no se relaciona con un incremento en el depdsito

de coligena intersticial, ya que los valores obtenidos pa




ra el contenido de coligena en }os pulmones de las ratas
intoxicadas fueron comparables a los de las ratas norma--

les.

La cantidad de coligena en cualquier tejido es-
td determinada por la suma de dos procesos metabdlicos:
su velocidad de sintesis y su velocidad de degradacién.
Existen diversos factores que durante los estados patolé-
gicos pueden inducir un aumento o un decremento en el con
tenido de coligena del tejido. Ahora bien, cuando la ve-
locidad de sintesis esté aunmentada y la velocidad de de--
gradacidn disminuida se observari un aumento neto en el -
contenido de coligena y en el caso de que Se aumente la -
velocidad de degradacion paralelamente con una disminucidn
de la velocidad de sintesis habrid una disminucién del con

tenido de coligena en el tejido.

En este estudio se observ6é un incremento en 1la
sintesis de coldgena, sin que esto se reflejara en un au-
mento de su contenido en el pulmbén de las ratas intoxica-
das, que incluso fue menor cuando se expresd por gramo de
tejido hGimedo (tablas 1 y 2 columna 1). Esta observacidn
sugiere que en la intoxicacién aguda con paraquat-oxigeno

la degradacidn de la coligena o la induccidn de actividad
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de colagenasa fue tal que no permitid un depdsito excesi-
vo de coldgena. Desconocemos los mecanismos que estin in
volucrados en la degradacién de la coligena sintetizada -
¢n exceso y de mantener el contenido de coligena en los -

niveles normales.

Por otro lado, atin cuando no se conocen los me-
canismos que inducen una sintesis excesiva de coldgena, -
se hz demostrado que =1 radical superéxido (05) estimula
la sintesis de colidgena y la actividad de las hidroxila--
sas de prolina y de lisina (50). Ademids la produccién de
este radical estd en relacidén directa con.la cantidad de
oxigeno presente en el medio (44). Considerando que la -
bios;ntesis se realizé a las 24 horas de administrar la -
segunda dosis de paraquat, y de que su tiempo medio de -
eliminacidén es de 20 horas, la cantidad de este herbicida
que pudo estar presente en los tejidos pulmonares durante
la biosintesis fue minima, como para explicar algiin efec-
to directo en la biosintesis debido al paraquat. Ademds,
la concentracidn de oxigeno durante la biosintesis fue 1la
ambiental (213%), y por lo tanto, se elimina la posibili--

dad de que en las condiciones experimentales haya habido

una produccidn excesiva de radical superbxido. Lo ante--

rior nos sugiere que la actividad de la maquinaria biosin
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tética de coldgena y de la hidroxilasa de prolina no fue-
ron influenciadas por el radical superdxido, y que la ac-
tividad biosintética posiblemente se debe a otros facto--

Tes que hasta ahora no conocemos.

El aumento en la biosintesis de proteinas tota-
les puede explicarse por un aumento en la celularidad de
los tejidos intoxicados, la cual forma parte del proceso
inflamatorio., Se ha observado que a los seis dias de ad-
ministrar una dosis letal media de paraquat o la quinta -
parte de €sta conjuntamente con oxigeno, hay un aumento -
en la incorporacidn de timidina tritiada en el ADN de 1los
tejidos intoxicados (20,37). Lo anterior se correlaciona

con los resultados histolbgicos obtenidos.

La cinética de incorporacion de 3H-Prolina nos-
trd un comportamiento linear en ambos grupos de ratas (fi
guras 1 y 4). En las ratas normales los 16bulos del pul-
mén derecho fueron mis activos en la incorporacidn de 3H-
Prolina que los 16bulos del pulmbén izquierdo. En las ra-
tas intoxicadas no se observé este comportamiento y las -
actividades biosintéticas de los distintos 1G5bulos mostra
ron variaciones cuando se compararon con los pulmones de
las ratas normales. La sfntesis de coldgena fue linear

para todos los 16bulos de ambos grupos de ratas, y tam---




73.

bién se observaron variaciones en la actividad biosintéti
ca de los distintos 1dbulos de las ratas intoxicadas com-

paradas con las normales {figuras 2 y 5).

Las observaciones histolégicas demostraron una
pérdida generalizada de la arquitectura alveolar en los -
16bulos de los pulmones de ratas intoxicadas, que hizo di
ficil su identificacién como un parénquima pulmonar (figu
ras 7-11). Las alteraciones morfol6gicas fueron muy uni-
formes para los diferentes 16bulos de los pulmones de ra-
tas intoxicadas. Las principales alteraciones consistie-
ron en: engrosamiento de los tabiques alveolares por ede
ma e infiltracién celular inflamatoria, descamacibn celu-
lar, hemorragia intraalveolar, dilatacién de los espacios
aBreos o la pérdida de é€stos y hemorragia capilar. Estos
resultados correlacionaron con el aumento observado en la
sintesis de proteinas totales y en la determinacibén del -

contenido de ADN/gramo de tejido seco.

No se conoce cuales son las células responsables
de la biosintesis excesiva de coldgena, y aunque ha sido
demostrado que en ciertos casos de fibrosis pulmonar los
fibroblastos son 15s responsables de esta sintesis exce--

siva (19), en este =studio histoldgico no se encontrd una
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poblacién abundante de fibroblastos que explicard dichos

resultados. La poblacifin celular predominante estuvo --
constituida por cé&lulas mononucleares: neumocitos tipo 1
Y tipo II, macrbfagos, neutrbfilos y monocitos. No sec ha
demostrado que estas células sean activas en la sintesis

de coligena. Lo anterior podrfa sugerir que estas célu--
las que no son activas en la sintesis de coldgena ahora -
manifiesten capacidad de sintetizarla, ya que son la po--
blacién celular predominante. Otra posibilidad es que -
los fibroblastos sin que aumenten considerablemente en ni
mero y proporcifn incrementen su actividad biosintética -

para colagena.




CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
demuestran qué la administracién simultinea de paraquat -
(16 mg) y oxigene (72%) en ratas, produjo alteraciones -
bioquimicas y morfolégicas que podrian antecer al estable
cimiento de una fibrosis pulmonar. Estas alteraciones en
los diferentes 18bulos pulmonares de ratas intoxicadas -
comparados con los 18bulos de ratas normales consistieron
én: un aumento de 10 veces en el contenido de proteinas
totales en el tejido pulmonar de las ratas intoxicadas.
Aunque el contenido de coligena por gramo de tejido seco
no mostr§ diferencias al comparar ambos grupos, si fue di
ferente cuando se expresS por gramo de tejido htimedo, --
siendo menor en un 30%. El contenido de ADN/gramos de te
jido seco si mostr§ diferencias significativas comparado
con el de ratas normales. La biosintesis de proteinas ex
presada por gramo de tejido seco aumentd 112% en las ra--
tas intoxicadas respecto a las normales, pero cuando se -
refirif al contenido de ADN (dpm X 10% en protefnas tota-
les/mg de ADN) se encontrb un aumento de 149%. En el ca-
s0 de 1la sfintesis le coligena se encontrb un aumento de -

352%. Los porcentajes de incorporacién del isStopo en co




ligena comparados con los obtenidos para proteinas totales
mostraron un aumento de 76% en el grupo de ratas intoxica
das. No se observé niﬁguna correlacidn entre el aumento
de la sfntesis de la coldgena y su contenido bioquimico -
en los tejidos, las observaciones histolf6gicas tampoco -

mostraron un aumento aparente en el contenido de colfiigena.

Las capacidades biosintéticas de los distintos
16bulos pulmonares de ratas intoxicadas mostraron diferen
cias cuando se compararon con las ratas normales, tanto -
para proteinas totales como para colidgena. La observa---
cidn de una capacidad biosintética aumentada para protei-
nas totaies en los 16bulos de pulmones de ratas intoxica-
das mostrd correlacién con las observaciones histolfgicas
pero no se encontrd correlacibn entre la capacidad aumen-

tada de la sfntesis de coligena y su contenido en el teji
do.

Es importante hacer notar que los resultados
obtenidos tienen relevancia, ya que alin tratindose de un
. proceso de intoxicacién pulmonar aguda que no produjo una
fibrosis pulmonar establecida, presentd importantes alte-
| racigones bioqufmicas, morfolégicas y fisiolbGgicas, que
se podrian relacionar con el desarrollo de la fibrosis -

pulmonar.




Las alteraciones observadas en los 1ldbulos de -
pulmones de ratas intoxicadas comparadas con los 1ldbulos
de ratas normales, y que estdn relacionadas con el desa--
Trollo de la fibrosis pulmonar son: aumento de 50% en el
contenido de células (ADN/gramo de tejido seco). La bio-
sintesis de protefnas totales aumenté 112% (dpm/gramo de
tejido hlimedo) y comparada con la celularidad el aumento
fue de 1494 (tablas III y IV columna 1). La biosintesis
de coligena aument8 276% (tablas III y IV columna 2) y -
cuando se determiné el porcentaje de incorporacién del isd
topo en coldgena el aumento fue de 76% (tablas III y IV -
columna 3). Notoriamente la biosintesis de coligena ex--
presada por la celularidad de los tejidos (contenido de -
ADN), mostr6 un aumento de 352% (tablas III y IV columna
5), sin que las observaciones histolﬁgicas demostrarin un
aumento en el contenido de coldgena, pero si una notable

pérdida de la arquitectura alveolar (figuras 7-11).

Dado el hecho de que la sintesis de coligena -
se encontrd aumentada en los 18bulos de pulmones de ratas
intoxicadas sin que esto se correlacione con un aumento -
de su contenido en los tejidos pulmonares se hace necesa-
rio la obtencibén de un modelo de fibrosis pulmonar, que -

reproduzca las caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas




de la fibrosis pulmonar humana, y que adgmés sea sencillo
y reproducible. Este modelo se podria obtener si se em--
plean diferentes dosis”de paraquat y concentraciones va-
riables de oxIgeno con distintos tiempos de exposicién.

Con este modelo se podrfan investigar cuales son los meca
nismos que intervienen en el desarrollo y desencadenamien
to de la fibrosis pulmonar. Dichos mecanismos deberin es
tudiarse desde el punto de vista de la biosfntesis de co-
légena, asi como, de la actividad de los ARNm para colage
na, de las enzimas que intervienen en la biosintesis y -
las modificaciones postraduccionales de 1la colégena, tan-
to como de su degradacidn y depSsito en el parénquima pul
monar. Este modelo permitird desarrollar una terapia pa-
ra el creciente y dramadtico nfimero de pacientes que en la

actualidad sufren este padecimiento crénico con resulta--

dos muy frecuentemente fatales.
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