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I~ INTRODUCCION.



La cantaminbcidn embienﬁal en la ciudad de México es un pro -

blema creciente del cual desconocemos muchas caracteristlcas de -

sus contamimnantes. El ﬁxzdo de 2ufre. mnndxldu de'carbono, hidro-

carburos pdliciclicos, s;l;catos ‘no asbestns,'asbestos. pla .

mo, cadmio, etc., sqn;a;g

aire de las grandes ﬁété&

nos. Dichos cantam;nuntes son’” capaces de causar les;ones en d;ver—

el aparata resplratarlo es és suscep

sos Srganos, sin embargn.

tible ya que hay rlesgo de: cuntraer céncer 'y f; ros ilmonar (40
say. : . .

AGn cuando la contaminacién en la'éiuﬂqd”dévmékido e uh pro-

blema que ests afectando arla.saldd'ﬁe'sas'héﬁitantéé. la mayofia-

de los informes de trabéjo”éoh”dé”&riéén extrénjero y son inadecua

dos para el caso. Estos na,canslderan "algunas factores. de,gfan -

importancia, relac10nadas con conuxc;ones particubares de la zona,

como san: su altitud sobre el‘nxvel del mar de 2 240m que induce -
cambios en la mecanlca ventllatar;a de sus habitantes (35); el cli
L L4

ma que prodoace 1nver516 térmxcaa Ja erosién eolxca'(tnlvaneras).-

etc.. Estos factores au entan las propabilidades de que los conta-~

minantes afecten lafsa de la poblac16n. En la ciudad de Mé&xico-

se han estudiado 1as enf hedades'pulmonafes prqducidaé por la in-

‘cuando.se asocian

halaci&n de pulvdéjino g ;&S, (neumocahiosis)‘

Sin embérgo,:débidd &llos altos ni

con enfermedad de tlpa la' iél.
veles de contam;nacxﬁn amblental, se eaperaiia quejestg pipo de -

problemas ha trascendidu “a medios ho lsboihleé{ péiargu'diaénéati—



co es diffcil por el desconocimiento de los agentes causales.

Aunado a estos problemas, se encuentra el hecho de que las le-

sinnes pulmonares debidas & la inhalacién de polvos inorg&nicos en
humanos, se manifiestan generalmente varios afos después del inicio

de exposicifn. Esta resulta en nfecc;ones pulmonares par eJemplc in

tersticiales praducidas lentamente por la contamznac;ﬁn etmnsférica.
E£1 tiempo de expaosicifn se cnnvxexte entancea. en_una variable de -
importancia sobre la suscept;b;l;dad individual.

El problema de la cnntamznac;én en México ests alcanzando el ="

tiempo criftico (20 aﬁos) en .que se espera ver un aumento en ciertas

;‘causacas por la thalaczdn de polvos inor-—

eanrmedades pulmunares

génicos y quEvB alveolcs = xnterstxcxo pulmanar provo

can reacciones

lado, de .su conce

matoria,. en tanto que 1os.segundos sf:lo

roduciéndose’ en consecuencia,’ la destruccién-

coanjuntivo pulmonab;'p

de.amplias pnrciones de'paréﬁqdimé respiratorio e induciéndose insu

ficiencia pulmanar, asI cnmo pr?dzspns;czﬁn a otras afecc;nnee como

la -tuberculosis (66).
A pesar de que tradxc;cnalmente se han. correlac;nnado lna efec

tos de gases. y ‘"partfculas sobre la salud (35), en aHMos. recientes se

ha puesto é&nfasis en ei estudio de los efectos de partfculas, esta-



‘bleciéndose patrones de depdSsito inicial en el pulmén, mecanismos-

de respuesta pulmonar temprana aala presencia de polvos . y me&enis-

mos patogénicos de dafo. En este tipo de estudios’ es déndé_l&s:mo-

delos de asbestosis v silic&sis:experiﬁentat han_sido‘deiéraajéyu;
da (7, 62 y 63). Lo - '

Actualmente, la investigaciﬁﬁ_sobré contaminacidn pbr,ba%f&ﬁg
las busca responder preguntas como: zEn qué‘forma afectan laé par—
tfculas al arganismo?; ¢Cémo responde el organismo a la presencia-
de partfculas extraﬁaa?; (Qué células son las que se involucran, -
si es que lo.hacen.,en.su eliminacién?, ;Responden €stas a estfmu-
los quimiot&cticos?, ;Se relacionan los mecanismas del sistema in-
mune con la eliminacién de particulas inorgénicas a nivel pulmo .=
nar?, ;Cu8l es la echtivi&ad de estos mecanismos?.

Debido & las preguntas anteriormente expuestas y con la inten
cién de conocer los riesgos de enfermedades asociadas con partfcu-
las cnntamin;ntes, se hacevinﬂispenseble estudiar la caracteriza -

cién de las partfculas suspendxdas en -el. aire, ast como tambxén, -

realizar estudxos ep;dem;olﬁglcos. pruPbaB en an;males de exper; -

mentacifn y ensayos celulares "1n v;tta' (6).

Actuslmente se sabe :que: el sxtla de depﬁslta xnlclal de algu-
nas partfculas como el asbesta. producen una acumulaciﬁn_de macrs
fagos alveclares y se conoce queresta respuesta est§ medieda por-
complemento (62,61). -

» Sin embargo, éxisten otras particulas v.g. cuarzo, capaces -

de provocar una respuesta idéntica, sin gque se conozca su rela <




cifn con la capacidad de activar caomplemento en suero. y menos alne

en lavado pulmonar.

Asf, el abjéfiyd que txé% ste trabaja es el estudio de otros

polvos diferentes 'a Oo'de Mexicali, ‘en rela-

cifn a su capaci emen o.'en secrec;&n pulmonar -

®*in vitro©, cnn el pT 651ta de xntentar dxlucxdat. si los mecanig

‘mos de respuesta xnxcxal a‘dzchus polvos son szmxlares a los del -

asbesto. Par lo: tant ‘ﬁq_hipﬁtesxs de trabajo se considera que -
si 1los palvos dxferﬁnteé ‘s asbesto producen una respuesta pulmonar -
temprana similar a éste. se esperarfia que estos polvos inic;aran -
esta respuesta activando complemento de la secrecién pulmonar.

Con la fineslidad de resolver estas preguntas, se trébaj6 can—_
lavad; pulmonar de -rata buscando primeramente la identificacidn -
del complemento por el mé&todo de Mayer y por inmunodifusidn con un
suero anti—t3 de rata. Una vez que se detects complemento en secrs
cidén pulmonrnar, se traté de act;varla "in v:tro" can polvos inorg&-

nicos y se evalu§ la respuesta qu;m;otéctlca en dxchaa sec:ectunes

pulmonares activadas.

Después de comprobur la actlvacxﬁn de cnmplementa en secre —-—
cidn pulmonar, se intenté estagieéer‘i; vfa de actxvac16n del mis-
mo, cl&sica o alterna. usando inhibidores da ‘tales vias camo EDTA—
y -EGTA. ‘ '

) Se incluye uné seccisdn de enteceaentes en que se tratan prime

ramente las generalidades de las neumoconiosis, asf como algunos -

de los aspectos més scbresalientes de dos neumoconiosis: le asbesg-



S.
tosis y la.silicosis, que son las entidades que se presentan con -
m&s frecuencia y por consiguiente han sido m&s estudiadas. Asf mis

mo se anexa un capftulo sobre un tipo de fibrosis poxr feldespatos

cuyo origen estﬁlgn un caso local, proveniente de una paciente me-

xicana de Mexicali 3.C.




II ANTECEDENTES..



A. NEUMOCONIODOSIS

~ 1. Historia.

exiéféh'QVidéncias'obten das

ce muchos siglos;

érganos. Incluso se sabe que los Beduxnoa padec{a Jneum@éanio -

sis por arena (1,59). g
Las enfermedades pulmanares son mencinnades‘y-deséfitas poste
riormente -por Agrfcola (1556), DiEmerbioeck (1672)7y'ﬁ§ﬁa;zini ——

(1713). Tiempo después, con la introduccién de héqdinéria en las -

granjas y el advenimiento de la revoluc16n 1nd“stzzal en el sigla-

XVIII, se incrementa la producc;dn de nubes de polvo contenxenda -

altas concentraciones de particulas resp;reblea (menna de 5~ pm de

- diSmetro) prnvenxentes de las nuevas ;ndustr;as. En 1838 Stantan -

introduce el t&rmino antracético para dEsCrlblt los pulmones negros
de los trabajadores del carbSn (19) y no'es sxno~hasta 1866, en -
que Zenker asigna el nombre genérico'de'Agﬁgocnniogis, al grupo de
enfermedades producidas ﬁor la inhala;ién;de partféulas (56);

En 1870 Visconti introduce‘el‘téfmins de silicnsi#: ia:ﬁefec&
=i8n de esta enfermedad, asf cuﬁo sﬁ asociacién con losvmiﬁ;;ﬁs -

~axrdfl dieciseis afios, Haldner en 1902 describe la patﬁlbéla dp la~




silicosis y Collis en 1915, propone que el sflice cristalino es el

causante de tales enfermedades. Los efectos adversos del asbesto -
. . i

son reportados hasta 1907 (66).

La frercuencia de este tipo de enfétmedad Fuebinciementéndose,

hasta que hace algunos afios se estable§i6 y caractetiiégia‘rela‘ -

cisdn de riesgo.laboral péra los trabajadores.expugstasid altas do-

sis de sflice y asbesto.

nas, el tipo m&s frecuent

.aes que producen. Dicha

(36, 42).



NEUMOCONIOSIS.

Partfcula Tile Enfermedad

Exposicién

Sflice cristalina Silicosis

Asbesto Asbestosis
Mesotelioma
C8ncer pylmnnar
Carhén “Antracosis ‘con’

fibrosis progre

Silicatos:

Fibra de vidrio Fibrosis, mesote
lioma:y c&ncer.

Talco ' : ) “Talcosia

Tierrs d;atomécea ’ Silicatosis
caolin

Feldespatos

Berilio Beriliosis

Fibrosis y/o Cancer

Minerfa, alfare
ria limpiadores
con chorro cde 2
rena.

Minerfe, cons -
trucecidn y ais-—
lamineta. Algu-—
nas.en poblaczﬁn

abierta.

Minerfa.

Industrial.

llndustr:al-_~

Affarexosiu y . tra

;ba;adures de poar—

‘jTolvanerus o erug

clones volcénlcas.

Mineiia. manufactg

'ras, granjeros.

Industrial.



Partfcula Enfermedad Exposicidn

Méculas de pnlvo(*)

Aluminosis Industrial

AL

Fe Siderosis Industrial
. Soldadores.
~Enf.'de los mine
ros:.de:laihemati -
taq : .
t‘efu.-_erfa
. Ti Industrial
Sn L l,;:f{ﬁddsf:iall
Ba . ‘Baritosis’ Minerfa

La héycffa de estas elementos se scumulan en el pulmén

T an forﬁa de m&sculas sin que haya mayor alterscién in -
te£7aticial?—sin‘embagga, se -han repartédo casos gra -
vesfdé'afec&iénvpulmonar cémoyén*lﬁAenIermedad'de los-
mine;os dg lﬁ‘hematita. Existen enfermedades por la -
inhéla;iﬁﬁ de nabéres con mercurio, cadmio, bauxits, -

berilie,'enferrmedad de los soldadores de aréo, etc..
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3. Factbres anatﬁmiﬁos.

Existen tres regiones anatomnfuncionales eh el ‘tracta respira

toric: la nasofaringe. el érbol traqueal que 11eg' 1q§ bron-:

es un buen Fxltro de particu]1

La mnariz,

pequefas (0.01-0. lpm) y del lﬂ 15% de las particulas de l—lﬂpm.

Estas particulas p

liar, sienda asfygl érbol traaueal’un flltrn para los alveoclos. En

patrén de depssi !  U i ﬁhﬁladss (5, 45).

a S um, son: capace'

impact&ndaose en la% blfurca:1cnes de ducto

‘'nas partfculas son tamadas por células presentes 3 eéxﬁn -
y transpnrtadas. ya sea a vasas sanguinea#} .

sistema mucociliar. -

cos que medfan la acumulaci®n de macréfagns en’ el,

to inicial (8).
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4, Mecanismas pulmonares.

-Mecanismos de_depésito de partfculas en - el t;ecfo respirato-

edimentacidn, di-

fusidn o' 'm tStica e intexr

cppciﬁh.th artfcula en
=] érbal traq

dlmentacxd

gravedad.t

niano es ;mportante en

di§metra, la energfa cznét =

pSsito.

El dep&sit

rcacionis, mecanismo que -

tiene gran e lmanarea tales como la as-—

bestosis. Laiprec pxtac;dnvelpctrostétxca no ha . sida muy estudiada,

sin emhargn, resulta de 1mpottanc1a limitada en el hombre (37).




Y. 12

«~Mecanismos de eliminaéiﬁn de partfculas en zlvtréctn'respirg
. . . LT .
torio.

Los mecanismos

neralmente las partic'l

trav&s de las membran

dass en tanto qqéal

mcnte,

La patcxén»

la regi&n alveolar, las nartfculasbson ei;m;nadas yaisea pnr meca -
nismos de absorcidn o mecénxcos. Las particulas solubles pasan a la
linfa (38) y a capilares sanguinens’n se uneri a protefinas del ihterg
ticiao.

£l mPcan1smu m&s importante de eliminacidn de particulas inso-

lubles en 'la regifn alveolar es. 1a fagocxtoszs por ma:rﬁfagns alveo

lares (30), canstltuyendo un’ mecanlsmn répldo capaz;de ellmxnat ‘un

60% de patt{culas.

Pese a lo anterior, 'l

macrffagos semeja un’ "plateau
al pulm&n es muy grande o ?fiﬁierfi

alveolar. Esto deja'pan

ellmxnar 407 de partICUlas‘por un grad:ente en el fluido alveolar~— 7f

que envfa a las particulas hacla el aparato mucccxllar 'y 1a migra o
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cidén de partfculas hacia el intersticio o hacia los linf&ticas {(33)
Anteriormente fue propuesto un mecanismo de eliminacién alvero

lar por ruta:ihtersticiélﬂ(sqf;

en el cual las partfculas migran a

través dellepitglia sea por . endocitasis. o, pax transpor .

te en macré

pérménéncia de las =.

xpas;cidn, estableciéne’

élihihaciﬁn de las partf-

os espaéina pulmg

nares es Si£aibéxavpatticulégﬂde,di&ﬁgt;o‘ihferiof;a Zyyh;“sin em

bargo, el mé&dr debésito de“ﬁarticulaé‘bofrespondé“a équéllas con—

un diSfmetro hesta de 3.5 pm.
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-Hay vaiia?innes sustanciales en el depSsita que dependen del
' .
patrén respiratorio de cada individuo (20).

-

6. Patolapfa

Las lesiones.puimohargs, pec{ficas:i cidasiporipolvos mine-

rales, se caractpr;zan po igmenta-

cidn de los bronquxolos asoc;ada con bronquzal;t;s ( 3 ‘lesio-

nes son dependientes de’ dosxs.;tlempos de expusxcxﬁn, Yy ca -

racterfaticas.. Fxsxcoquimlcas de las- particulas.'enf:e aciép a  la-

susceptibilidad individual.,

B. ASHESTOSIS.

1. nefiniciah,

en presencia o aueencxa de reacc ﬁn 1nflamator1

bles,

siguientes anormilldades g pu1m6n y utros Grqanus;
Cuerpos de aspesfp‘eﬁAel pulmﬁn y esputo. flbrus15 intersti -

cial pulmanar, pleura hialina, placas pleurales calcificadas. car -



15.

cinoma broncogénico asociado con asbestosis, mesotelioma maligno -

de la pleura y peritonec y carcinoma gastrointestinal..

fibrosos e

ras. Los princ

con mayer -frecuen

de crocidolita,’

toxicidad mayo

.dilucidada. Los macrs

nesis de“lasve}ifétrﬁedéde‘s pulmonares, La ‘ingestién ' de ciertas . partf

culas por macréfagns causa  la liberacifn de sustancias "in vivo® -



16.
como las monocinas (23) que'atraen a los fibroblastos dando lugar-
& respuestas fibrogéni&as, o bien. las enzimas lisosomales y pro -

téasas pueden llegar a matar al macrﬁfago.

Aunado a esto, lns macr¥Ss fagos de te;zdo canect1 'bbéden con-

tribuir a la enfermedad pulmonar paor concentra 16n 1macenam1en—

to de agentes potencialmente carclnogénlccs. tales comu el benzop;

reno. Asf aun cuando los macréfagos s;:yep‘cu :a‘;;q:e de -

defensa de la superficie alvealar (31). tambiéﬁ puedén ser capaces

de daffar al organ;smo m;enttas EJercel su rol defensxvo (6).

Se ha prupuesto a los mac:ofagus~ Iveolares cnmo medzadores -

pntenciales del prochd patagénica, ya- que el depﬁsxto de asbesto—

das. Dicha fago

Warheit’ef{'éi}'(lgas) han prnpupstof

viva® de macréfagns en los sxt;os de. depﬁszta de 1as .par: fc las. -

es el resultadao de la activacidn del ccmplemsntc por 1a:. via altet-

na. Este hecho serIa el resultado de activar al :cmplementn presen

te en la secrecién pulmonar por el asbesto. Consecuentgmente se -

produciria el factor Csé que posee la propiedad de ser: guimiotécti

co para macr5fagas (62).



4., Factores anatémicos.

culas, macridfa

sifn bésica’

EL ésbg;to
biologicament'
ractegisfiﬁas

que se. asoc

tes en trabéjaﬁo

Varios estu

to de usb“coﬁégcialf
nado ; lo antF;iqr.
baqui smo:, auﬁaﬁgaﬁA 1;158).
Por otra parté‘ tg;iales-

of&xicidad

de las Flbras‘d cnn rsspec hgﬁiéi huma

no, predlsponxéndose asi este teJ;dn' “la formaci6n de mesotelio -

mnas (26).

En 1981 Stanton propuso una hiﬁdtesié en la que se considera=
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ba a1l nGmero de fibras de asbesto dentro de un intervale menor o

igual a 1.5 pm de dxémetru v mayor de '8 pm de largn, como el fac -

tor determinante en la pr ducc:én de mesote‘

omas (16 55). Actual-

100:1 entre el:;érg" "servar su

potencial éaibinogéni:o'

C. SILICOSIS.

1.

Definicién

.clasifi-

uracifn de la’exposi

‘exposicién generalmente

es inférior'a S aﬂbé (66



19,

?. Caractrristitws-  de l1la exposicién.

»

EX sflice se encqéntf‘ yfre=3difé:eﬁtqsif7rmqs

cuarzo y tri

tales cGbi--

dimita con cristalésyhexég“né

Exl
tfculas r

termina el

precipitaciéne

3. Patogénesis

Anteriormente sdbbénséﬁ;‘dbé 1os eventos en la patagénesis —-



20,

de la silicosis eran: inhalacién de partfculas de sflice; su peEne-—-

tracién y retencidn en la perlferxa pulmonars. la 1ngest16n de par-

tfculas por los macrdfagns labsubsecu ntE»muerte de los macrSfa -

gos; la liberaci +dincluyendo

las partfculas os macr6fa

gos y sus.;m s3 procduccifn

de colégpna :camo ' tubercuy
losis (65 kisten

una gran ‘de 1los

macréfago: ue es me

diada por go, como las
manocinas ; f cecaisa -
enfermédé e
cién, séyh : [ f¥ ! Tanat6mi-
cos extra’e : " Y a:aéred

al interstic

ests med

terleucin

fagos y . de
la lxberacxén de»

nucleares. amplexcandose la respuesta flamatar;al 29 34)-

Se piensa en la ex;stencxa de un posxble papel de 1ns Fa:to -



res genfticos en el dafo pu.l.monar por Sfl.LCE. dEdeQ

de enzimas' 1 asa - -

scida, N-ace ITa“presen

cia'dei”sf;ic

4. Patolagfa

Genﬁralmsﬁté_la raa“‘coma c tenikendo como-

sintomas teﬁp;; :ifacién cortada
y cnan esfugréé o
la alta brgdisp
nes de t;péi

t caﬁeq#g:lgrprg

émetr6 de12—3—

ﬁm; cnnéfgtuid glégéna -

hialina-en: trarce

peguefasica

sos y'quul
-1ar asnc1a

Se ubserva asin

por la prrqenc1a de las particulas 1rr1tantes brpl;faraciﬁh de.ma
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.cr6fagos alveolares y cflulas ep;teliales pulmonares y dafio a nivel
ce membrana‘bésal alveolar.

AS{ mismo, la inygcciﬁﬁ intratraqueahldexx—éuérzd‘hfovoca ine

de la colégena,‘

D. FIBAOSIS

a.nue en el
Deoartamentold
logia Ignacioc

atos de edéa,

te en los.granulomas; revel6ilas presgncigféno:ﬁa;ndé pérti;ulas -

compuestas por:aluminio, 5111c16~y potasio. €1 "estudio por espectro
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metrfa y difraccién de rayos X ()} de las muestras colectadas en el

ambiente dométhcu de la pac;ente demn%traron tener una :ampﬂS;c;dn

similar a 1a encontrada en Fl polvo de la bznpsxa ulmopar (41).

a la de; cuarzo). an embarga'

medad no ocupacional inducida bé palvos Lnorgénxcns vy lo cual es -

un ejemplo patente de cﬁmovlds altos Indzces de contamznachn ambien

tal pueden trascender a mediqsvnq 1§burgles. estos hechos enfatizan

la importancia de estudiar 1a§'b§tt£dui§s‘suspéndidas en el aire ¥

su potencial patdgeno.

compus;cxén del polvo de: Mex;cal: ‘se e -
anglisis de’ dzfracczén de rayos X reali-~

Liberto de Pablo‘eq el Inst;tuta de Geo-—

(M) Nota: La prueta de la
fectub mediante
zado por el Dr.
logfa de la U.N.A.M.



IIT MATERIALES Y METODCS. -



Obtencisn de
sSuero

Activacién del
suero "in vitro"
por polvos inorx
g&nicos.

Rata Wistar

[ ' o" 200-300qg.

Obtencién du.
LBaA

Deteccién y semyi
cuantificacién -
de endotoxina.

1

Obtencién de
macréfagos aslveg
lJares.

[Treotemiento de LEHA:

s.Centrifugacidén.
b.cancentracidn.
c.determinacién de
protefnas.

d. liofilizacidn
e.Heconstitucién y
asactivacifrn "in vie
tro" por polvos inoxr
géricos. .

Eveluacidn de cé-
lulas:

a.Cornteo cde c€lu-~
las v tincién vi-
tal.

b.Tincién citoqui
mica.

c.luenta diferen-
cial.

Identificacifn
e= complemento

Determinacidén

S|
1Inmunudifusi6qj

GQuimiotaxis

de corplerento
por el métoco de
Maver en suero

Determinagcidn
de complemento

por el método

de Maver en LBA |

Pruebs de QOuchterlony
en dilueidnes de suern
narmal c©on suero an—
ti-ta. -

Concentracf{édn 4p
tima de polvo en
LEA concentrado.A

Prueba de Quchterlo-
ny en LBA (dilucion-
es)con suero anti-C.,
de rata.

Curva Dosis-—-Reg
puesta.

Canfirmacién de
quimiotaxis.

Influencia de in
hibidores de vias
de activaci6n de
camplementa clési
Ca y alterna.
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A. LAVADO ?RDNQUID-ALVEDLAR'(LBA)-

Para el desarrcllo

del presente trabajo se‘emplearon'rafas\wig

tar albinas del bioteri

U.N.A M.
Se trabéjdr;nn machaos
so sin enfermeaad puin

vadao pulmanar 'y ‘sul otexis

ella una pequeﬁe
me xra dxecxsels
thrajeran‘ﬁé
posicidn vertical
15 ml de 'soluciésn sal
libre de calﬁéa
ra masaje pﬁlhoﬁa

volumen final de . S0-ml

(%) MNota: Toda el la obtencidn y - ‘manejo sub-—

secuente de LEA se traté prev;awente para tenerla libre -~

de endctox;na (ver seccxén G).
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€1 lavado bronguio-alveolar se procesd en dos pasnos de centri- |

fugacidn., E1 nrimera de ﬁetns para elwmxnar células,_macfﬁfaros al

venlares prznczpalmente (ZSD K g'por~10 mxnutos) y un; segundo paso

oo

para

la desnaﬁQ551 za
nare.

Posteri

el métnd@ g

t;vac;ﬁn d

nar, raisu’ conserva

cidn.

(¥} Calbxoche‘

(2x) La lloleizaclﬁn se 1lev6 a cabo en el - Dppattamento de Medicie
na Nuclear de L.N.C.I.Ch.

Behr;ng Curp ratzon. Ln‘dolia. Califbrnia.
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ta protE£né liofilizaca se resuspencdié en medio de cultivo -
RPMI 1640 (ver: anexn) adxc;nnado de 2 g ce blcarbunatn de’ sodiao por

litra y suplamentadn con albumxna sérlca bovxna al ?% y &cido N-2 -

hldraxletzlpxperaczna-N' 'tano sulf&nicu (HEPES) (ver anexa) en una

canCPntrac1dn f1nal de 10mM; e‘empleﬁ gste,medxa"ahcrtiguador para

necesario para llevar a

e poder establecer las posi
.series de experimentos rea-

1i zados.: .

B. SUERG NORMAL.

C. IDENTIFICACION:DE:CO

(14?5; 1:50, 5 y 1 100'y se trabaJé Flnalmen-

suero de‘rata l.lD

te con la dxluc;dn 1: 75, deb;da a“que en ésta se obtuv;eran Lectu -
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ras de hemflisis con todos los voldmenes probados. Todas las dilu -
ciones se efectuaron con amortlguadnr ‘de veronal y gelatlna (AGV} -

libre de ianes cal:zo y magnPslo-Q"7

Se trabajés con er;truc os’ de carnern sensxb;lzzadoa a una con

centraciéfn de leD /ml ad1c1onedo” dlluc;oqes del suero de ra

ta 1:75; 1a mezcla anterzar(sa

AbG fria. se mezcls,

después de la xncubac16n sea ad;e

se centrifugéd a 1100 rpm par dxez mxnutas v se 1ey6 en: un espectro-—

fotdmetro a 540nm.

E€n cada serie de experimentué realizados se conté con un blan—

co, preparado can AVG y eritrocitos sensibilizados y un control de

100% de hemSlisis que contenfa agua destilada y eritrocitos. Ambas.

se mantuvieron en las mismas condiciones antes mencionadas para los

problemas.

A partir de los datos de absorcién ebtenidos, se calcularon —
las unidades CHSD (complemento hemSlitico al 50% de lisis), median—

te la ecuacién de Von Krogh: que- describe-el curso de 'la curva de -

hem&lisis: Lot k o oo

donae X= diluciﬁﬁ‘de ;omplementd
Ke constante:-
ne 0,2 »

ye % de lisis
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La det;rminacidn de complemento en LBA.con;entrado se realizé
comoc se describiéf anteriormente para suerec naormal. -

La identificacién de Cg eh.suero'y'LBA se hizo por inmumodifu
sién (43); el suero éhti-caide ;éta fue proporcionado por el Bepax
tamento de Patologiarde»;.N;t.}}Ch..(vgf apéndice) .

Se trabajé con protéiﬁé:dé'LBA liofilizada de;pués de resus -
pencder 6.8 mg de pgnteina'ehildﬂ H1l de medio amortiguador, lagrén-
dose obtener una proteinavapfoiimad;mente 200 veces m&s concentra-
da con respecto a la concentracién o;iginalmente empleada de 1,2 -
ﬁg/ml. Se probaron diluciones seriadas de LBA y suero para llenar-
los pozos; el pozo central se llené cnn.el suero anti-C3 y sg le —
verpon los resultados como bandas de precipitacién después de 18

24 Horas.

D. ACTIVACION "IN VITRO" DE SUERD Y LBA EN PRESENCIA DE POL-
vOS INGRGANICOS. ‘ ) ‘

Se empleS al asbesto blanco o ciisétiio como punto de'refefen—
cia de polvo inorgénico ya que como se menciono antes.‘activa al -
camplemento sérico por via alterna y se asécia con patotagfas pul-
monares (49, 61). lLas dimensiones ffsicas de las fibras del asbes-—
to (obtenido de Jeffrey Mine; Quebec, Canada), han sido bien carac
terizadas y tienen.una longitud promedio aproximado de 7 pym y J=—

0.02 um de dildmtero (44).

Como problemas se trabajaron al cuarzo (5 um de dimetro) y -
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el polvo de Mexicali con el objeto de intentar clarificar los posi

bles mecanismos quimiotlcticos gue participan en ia respuésta

temprana cdespués de su inbalaciSn., El tama®o promedio de las partsi
culas de polvo de texicali empleadas es de 3.5 pm (41, 64).

fara llevar a cabo la activacién del complemento "in vitro® -

por polvos inorgénicos en LBA, se puso eﬂ{@oﬁtagtqiilml de la pro-

inorgsni -
coa: asbesto blanco o crlsétxlo.réiﬁ s8N

polvao de -

Mexxcalx y cuarzo, asi cqmo*un‘co

LBA se estandarizaran;fyafqu

‘ciones adecuadas s6&1

uern. Asf fue nécesario -

realizar una curva -de Para la acti

vacién de LBA se_émplea’ 10 mg/ml de zimos&n A para conge

cer la concentracidn Spt mg,dei‘cpntrol positivo y 5, 10 y 25mg/ml
de crisétilo, con e;ffintdé;estandarizar las concentraciones de
los polvos problema a emplear (cuarzo y polvo de Mexicali). M&s adeg

lante se explicar8 detalladamente la manera en que se evaluaron

las concenfrBCiones Sptimas de los polvo; (sececifin F).
Las concentraciones empleadas, tanto para los experimentos de

quimictaxis caomo para la detdrminacién dg~cgmb;ehento'en»LEA, fue—

ron de S mg/ml para crisﬁtiln. cuarzb: n . tan-

cién antes men:;onada de’ lcs polvos 1norgénzcoa con el LBA, incu -
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‘bando durante 30 minutos a 37°C con agitaciGn cada 10 minutes, pg
rfodo desou&s del cual se proced16 a centr;fugar a 250 X g cdurante

pAs nxnutos para el;mxnar los polvos- El sobrenadante se guarda pa-

ra usarse posterlorment

pecifica del

l1a c&mara de

Para la determina

se omitié la segunda incubacién pé;a.evxtar"lp‘decamﬁlgmentBCLan?

del lavacdo.

La activacisn de comnlementn se efectud con 1a protéina resus
pendida en RPMI 16&0 (med;o amortiguador) que contxene iones cal -
cio y magnesio en concentracignes 0.4mM y 0.2mM respectivamente.

El suerg se activé, incubando durante 30 min@toa a 37°C7can -
agitacién cadé lﬂ‘minutbs en - contacto con crisétilo (sAC), polvd -

de Mexicali(SAPM), y cuarzo (SAS) -en-una !:cmt:entrac:.ﬁn de”’,.25 mg/mJ.’

en tanto gue el 21mosén (SAZ) se actxvé can 10 mg/ml'(sufuc1 nte
para saturar el sxstema) (61) kL '

JUna vez acﬁxvadovel
para eliminar é los pplvﬁs
cifn de complemento’ e
en el suero contrbl:(sN
cicnes que los demé#r

nico. Este control neg ti‘o,airbiﬁ‘paré‘c¢ndba;,;a cantidad de ~—-=
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complemento. sérico de las ratas empleadas y poder establecer de ma

nera indirecta, si las ratas empleades padecfan- alguna ehFermedad

que pudiera estar consumiepndo cnmpleméhté;séricn.

E. DETERHINACION DELVCUMPLE ENTO HEMDLITICdﬁﬁN‘SUERD Y LBA =

ACTIVADOS POR/POLVOS G s

‘“inorg&nicos  -.

En los sueros de rata activados. can.
(eriséftilo, zimosé&n A, polVb de Mexicéli‘y cGarzo), ‘se determing -

81 comnlemento por el métbdo de Mayex en las-mismas condiciones an

tes descritas. (seccién C). La determinacién del‘cnmpbgmenta en [_BA

‘concentrado previamente activado "in vitro"™ por polvos inorg&ni ee

cos se hizo también por el méftodo de Mayer. Después de resusoen
der la protefna liofilizada en el medio amortiguador RPMI 1640 m&s

HEPES y alblimina sérica bovina hasta tener una concentracién final

de 1.2 mg/ml. . -

DG POR/POLVOS INORGA  —

F. QUIMIOTAXIS INDUCIDA POR LBA ACTIVA

NICBS.
La respuest$ qﬁimintéctica'dé los ﬁé:r&fagos’erdg ser evalua

da "in vitro™ mediante la mig:aciﬁn de macréfégas a través de fil~’
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-tros Nucleopore (de pélicatb&nat&cun poras de 5 pm de difmetro), -
en respuesta a un esfimuln>qu£m%cu. Este método requiere Ei empleo
de las cA&maras de Boyden modificadas (54). N

La-sustancia en'que se ‘quiere probar los efectos quimiotScti—
cos se pone en la parte inferior de la c&mara, en %éiﬁérfg interme
dia se coloca el filtro Nucleopare y en 1a:pagt=_sﬁﬁé¥i§rl_155‘cé_
lulas que nos permnitirén evaluar el fendmeno (*q; ‘ ‘

ta migraciéfn de las ﬁilulas a través del Filtra}'$e~chéafi?i-
ca por la observacién directa de las células mon;nucléérégf;;nka -

das en 20 CAMPS (campos predeterminadas y abservados a lOd’X);'

Se colocaron en la parte inferior de las c&maras .de Bbyden:‘—

105 gl de LBA activado de cada uno de los polvos (crisdtiib
&e Mexicali, cuarizo y zimos&n) asf como, cantroles dé'LNf&ide~ﬁé -
dio amortiguador para quimiotaxis. . o
Posteriormente, se colocd el filtro entre los cnmpartiﬁéntas-
inferior y superior de la cAmara de quimiotaxis y finalmente;rse -
colecsS en la parte superior de la cimara 200 pl de la susbéﬁéidn -
. celular que céntenia 1.5 X 105 macr&fagos/ml. Las c&éarasrse incu-—
baron durante 3 haras a 37°C en un amhiente con CU2 alisﬁﬂ

Terminada el tiempo de incubacidn, se quitaron los filtros y

(¥) Nota: A todas las células pulmonares empleadas en los expermen
tos de quimiotaxis, se efectud una evaluacifn previa con
sistente'en un contec celular, tincidn vital, tincién ci

toqufmica, y cuenta diferencial (ver apéndice).
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se colocAaran en una canastilla para fijarlos y teﬁirlos; se fija -

ron con metanol durante un anutD Y se txﬂeron can Eosxna Y Azure,

tos flltras se- culocarnn sobre:cubreubgeto

las células de

se.el;m;ng

filtros -

filtro a-

a.de luz en

por ml.
ﬁa:a 11e§5?[a
do "in wvitro"®

resouesta pEI'EI CD’I’IOCE!‘

cos.a emplear para 1

diante qu;mxotax:s de cancentraclanes varlables de (un polvo con-

trol positivo), cr;sét;lo 110 y ?5 mg/ml y z;mosén a,concentrg

ciones de 1, S’y lu'mgkmi;‘ua'activaciﬁn ee efectué comn se des -

cribié anteriaormente (seccifn D) y la quimiotaxis en las mismas.-
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.condiciona; ya mencionadas gd esta misma seccifn.

En cada uno de los experimentos de quimiotaxis realizados se-
inmcluysraon dos contxroles. Un contrnl pns;t1vo que cnnsxst16 en 91
empleo de suero de rata norpal actlquqﬁcqn,z;mosén (10 mg/ml) d;-
lufdo al 10% con medio amnrtiguadbri& Qn:cbﬁt;al negatlvo.en'qug--
s81lo se uso medio amortiguador para quxmxotaxzs. Ambos édnfrblé;"-
fueron puestos en la parte xnferlor de la cSmara de Bnyden como’ -
sustancias a probar. En todos loa e#per;mentos se rest6 el nﬁmero—

de células gue migrarnn-con el :ontro;'nggaﬁlvu.’Cada;experxmenta—

se efectud por duplicado en cada punta.

Una vez que se optimizés 1a con:entracxﬁn de polvoslxnorgénx -

cos a emplear, probando caoncentraciones varlables de las pulvos co

mo se descrﬂﬁu aHtEST' se determinS emplear: S mg/ml par cAlsdtxlc,

cuarzo y nolvo de Mexicali y 1 mg¥ml para zlmosén.‘se_p Frdld a =

la activacién del LBA.

Las diluciones dn la guimiotaxis fueron 100, 50 y 25% inclu —

vendo al lavado normal.

Para confirmar-que los resultados abtenidas, no se debieran a

mEgracién &l azar o quimiocinesis, se efectuaron pruebas ‘en las -

que se madificaron o iéualaton las gradientes'de LB de—
la siguiente manera:

Se realizd una inversisn ae gradieﬁté‘d olo-—

: 1a

cando la sustancia a praobar Juntu con Ia suspens

parte superior de la cémara de quzmlotaxxs,"n'tanto'hue en la par

te inferior s6lo se colocs. media amortiguadar. 
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Por atra parte se obtuvo un:gradiente de concentraciﬁé igual-

en ambos cowpart;mpntos de la cémara, pcnzendo sustancxa a probar-

arriba ¥y abaJc de la cémara de Boyden mod;f;cada.

Con el Fxn.de pnder establpcer si la a:tlve::dn del: complemen

efectuaba po via{alterna’b pqr -

to por los polvos xnorgénlccs s

vfa clasica, se hxc;eron;

na. E1 EGTA 'se

lectiQa dé‘lg.vﬁaiplésica?deAéctivacéﬁh'de”ébaﬁiéméﬁtd-

G. PRESENCIA DE-ENDOTOXINA. "

" La detecci6n de endctoxxna bacter;ana se efectuﬁ medlante el
empleo de un equipo ‘de reactxvos de Slgma (ver unexo) E—Tnxato en

aguas destilada, SSAF y LBA concentrado.
El equipo de reactivas incluye un ﬁreparado s partir de un li

‘sado de amebocitos ¢irculantes de la jaiba Limulus poliphemus. U

Cuando este preparado se pone en contactao con cantidades minimas -

de endotoxina {(lipopolisacé&ricdo de pared celular de bacterias gram
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negativas), el lisado aumenta su opacidad y viscocidad e incluso -
gelifica, dependiendo de la cnncpntracxﬁn de endotaxlna prespnte-

S E1 mecanismeo de esta reacc;ﬁn no ha szdo completamente clari=-

ficade, sin embargu, se piensa-.gue es un procesn ndlogo al de la-

coagulacifén €n la sangre de mamiFPros (54).

Debido a que cantidades extremadamente ﬁéquéﬁés'devﬂndotoxina

pueden inducir 1a gelificaéiﬁn, todo el mater1a1 empleado para la-

dPtermxnacxﬁn se proces& para tenerlo llbre de endotox-na, para lo

cual tndo el materxal de vzdr;o y da plést1CQ se sumergxé durante—

una hoche con’ solucx&n éa]xna al l% de detergente alcalino "limpia

dar E—toxato" (ver an xn) Y sé enguagé varias veces con agua co
rriente y ggu
a l?SéC d&gqnx

Debido: ¥ §:Capaz de activar complemento -

por via alterna’aliigua osén, toco el material que se em=

ples paré-La{dbfégé; n anEJa de LBA, se trats para dejarlo li--

bre de endatokinar(yg?mabéqglce)%y:deresta‘manera evitar gue se -
realizara una activééi6n inéshec£Fi§a'del caomplemento en el siste
ma y que se'pudieré enm&scarar la activacifn real por los polvos -

inorgé&nicos.
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H. ESTADISTICA

Las medias o promedios Fuerdn”célculadas eﬁ tndcs lns datos -

obtenidos para lograr que las datns presentadus fueran las mAs re-—

presentativos. Los‘requ]tados renortados sun ellpronedza de experi

mentos hechos por lo-meno

Para camplemento, ‘se: prnmedlaron las UCH

tres diluciones practlcadas del métado. co: r;g ‘ddvéi’factdr-da'—”

dilucifén y a su vez, cuh estos datos.‘se calculﬁ la medza que se <0

presenta en tabléas-s.

Se practicaron prgebaé déﬂ"t_ ‘para los exper;mentas de comple

mento y quimiotaxis péfa}(?‘(ptueba de -tw de ? colas), tnmando ca

mo valor significatiwvo '{d.DS, slendo el valor crftico de t=2.776.




1V RESULTADGS.
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A. IDENTIFICACION DE COMPLEMENTO EN SUERO Y LBA..

Mayer en suer

nicos yfdilu

como ‘valn ¢ ] = fue can

sidera&ofél-vav

normal no resultﬁ ser 51gn1f1cat;v
e

va al COmpleentD sérzcu (ver tabla 1)




DETERMINACION DL COWPLENENTO POR El. NLTODG BE

uehse. MAYCR LN SUCAD NORMAL DL RATA .
2s . - . .
20 .
1s
10
o -
4
e SAC SAPN 3AS .
FlGuRA 2. R e

Los welores qus aw y:..-'\\.n -n l. grl'xe. -an'pn--txo

de tres -npvri-.n\o-.

- Se --nl--run xu--,-/n ae xi.‘

ersitivas toca el =.r=1- ento ma ective ¥ Ao Be detwetd

lectura de hesslfsis.

TARLA 2

DCTERMINACION DL COMPLEMENYO POR CL RETODD DE
MAYER N SUOERD MORMAL DL RATA

Frobleme . ucH t persec; . efgnificancie
su . 1712.3 -

SAC . 1031.9 £.438 »<0.02 -

saz - - -

Sarn 120,20 814 <005

sAs 132 . 2,253 no significg

tivo.

L® activeciln de complemanto ee sfactuf em preassncia de los
polwes inargbnicos previewante » 1a daterminacién de comply

menta. Los velores de UCH, sen el resvlitado del promsdio da

3 srcerimentos, en cads uno, se precticaron I diluciones -

del mftoco. E12 velor critico de t pa Sy T8 2.778.

39
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Para la determinacién de complempnto en LBA cancentrada actxvada

previamente "in vitro" por palvus ;norgénlcos real ada por el -

r&todo de Mayer, se encontr i v -

presente en’LBA: Este es aprax1medamente 70 vece

respecto al del suern, tomandn en cuenta qUP el L&A p;s&'vez -

‘. -

est8 concentrado de 15 a 17 veces.
. Una manera de comprabar la estimaciﬁn.aﬁfesjcitadé; es la -

dilucifn del suero emplcada (1:75) para laograx una Hemdlisis -

similar a la cue dié el LBA con el método de Mayer.



DETL AMINACION DL CDWLI;P!['U’O POR EL RETQDOD DE

W RAYER ER LBa DI RATA CCNCLNTRADD A l.Jag/e),
UCHen )
9.3 . A
0. o )
0.79
o
0.34 .
o.c .
0-0 "t LAC  LAZ LAPR LAS -
FICURA 2

Los datos de UCH,, cue se Dresentsn son @] zesultecdo del .
promaedioc de tres eaperiwsntic: cads uno de Jex cusles ee-

practicé con 3 diluciones del mltoda. Se grafics la Et-;

viscién ssténder. :

TamLA 2

BETERMINACICN DE -CD”LZNEH'IH POR EL REYDDQ BE
MAYLR EN L B4 DE RATA CONCLNTAADO A 1.2wmg/el,

3

- Protless uChg, t oaremy significancia
[ D.24:0.01
" weac ©.20:0.02 3. oom - »<0.05
Laz e.1720.03 »-0.02 .
Larn B.1920.02 o<0.02?
Las 0.19:0.02 »<0.02

La sctivecilin ®smn vitzo®™ con polvos fnorghnico

» LBA

concentreda se Jlevs @ cabo pravisments s la o

oreia
neciBn ¢s ‘conriswsnte. Los valores pasrs 1a t de Siw -
dant se 8fscivarcn pers dos coles fw,) eiendo el va-

loxy erftico e t 2. T76.
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Ed cuanto a los resultados de la inmunndifusién. para dilucin

nes de suero de rata, "se encontrd jidentidad..en las bandas de ore-

cipita=zién de suero normal (SN) y flavado naormal (LN) concentrado.

LLa d1tima hamda cde precinitacidén

crl suern.,

3 sk
4 sn
5 SN
6 5
T St .
g L~

11,

12

13.

14

15

16

Uiy

LN

LN

LN
SN

LN

se observd en la dilucién l1:64

l:4 e
1:8
1:16
l:4

1:64

“1l:1 -
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En la ‘inmunoadi fusidn para LBA concentrado; la Gltima banda

e precioitacidén se encantrs en la diiucién L:4 del concentrado

ce proteina.,

Debide

o
timacién d

ro ﬁormélfy.pode

LBA, tal co
v 8

/todo é;iﬂaygr.
En o1 su
LBA S mg/ml ae
Conside
(32), séipﬁé e

se puede est

£ tanto eﬁ~sg

3

tas veces como

C3 séricoe y:.de ecrédi&n‘bﬁlhonaf;]hpru

veceg),
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B> QUIMIOTAXIS .INDUCIDA PGR LBA ACTIVADO POR POLVOS ‘INOR -

GANICOS:

dins de quimiotaxis cnn’suerﬁ
una evaluacién de ellas. :
inge;yg%oWée;yiabili—
dad del 96-98%. 85% del to?éiide;células gmélegégs:égéﬁ‘mogoAQ-

cleares estearasa positivos 14 ante estearasa’ negati-

vOS.

res y del 3-13% linfacitos

dan bien con las:ideterminaciones.de estea




- TABLA 3

EVALUACION DE CELULAS PULMINARES

M£todo de Evaluacidén

% de células

Viabilidad

Tincidn citogqufimica
(estearasa inespecifica)

Cuenta Diferencial:

Mohonucleares
Polimorfonucleares
Linfocitos -

96-98

85 monaonuleares
estearasa(+ )

15 estearass(-)

87-96
g-1 .
3=-13
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Para determxnsr 13 c ncenttacxﬁn Gptxma dE polvos xnnrgénzcus-

Se encoﬁtrﬁ"que par
la que daba_upg?pgy
a concentraciones
los macrﬁ%agos (églcélq as,

CANPS para 10 mg/ml

En cuanto al:criss labcancentracxﬁn de 5 mg/ml di& la ma-

yor respuesta migratoriai’c lula ED célules/?D CAMPS), teniendo -

es. m&s ‘altas (tabla-4), (SO

nuevamente un decremento’ oncentracic

c&lulas/?0 CAMPS para:10:mg/ml.y. 30 cé’lulae -/?0 CAMPS para 25 mn/ml.

Se practicé un ‘




QUINJIOTAXIS DE LBA ACTIVADD “IM VITAS® A CIFERLN
TLH CONCEWIMACIDOWE S DL PDLVOS INDALANICDS.

1 " . . 3

T . ® 4 .

% :

&= 6

)

=K a

H Lac

L S Laz

o~ [ E

2. — -
) 3 10 15 20 25

polve inorgbnicotag/al)

FICURA 35 B

S¢ realizl une curve Josils-éesousstia © actimizer la .

concentracién de un polva protless yded control:posity

wa: zimosbn,

TABLA  4¢T

QUIMLOTANIS DE LBa ACTIVADG =1M VITRC® A DITCREN
TES CONCEMTRATIONES DE PCLVOS IWORCANICIS. ' o

Proclree No< clilea migrantes ~
wooen ZD‘CQNS,‘ K
LAZ 1mg/e1 s - .
© LAz Segsml B 3'5 -
LAZ 10mguml o ‘n -
LaC Smg/mt - s * én .
LAC  10mg/m .= :
LAT 2se=g/m) . 30
w 10

Sr rralizé une curva Sosis-¥rspuests pare optinirer
le concerlrecisn de wn gnlvu.pteble-- yde1 controm)
simossa. €1 norero Ce macrifagos wigrantes en 20 =
CAMPS qur we presenten son el renultado de un espg
Timento por dupliceda.

€1 cortrol negative cdel evoerimento, e restd e tg
dos Jos datos; Del control positiva, sukro actiwvado

con rimoasn 10% €46 1200 c€lulas e~ 20 CanPS.
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Para efectuar la curva dosis-respuesta, una vez optimizada la -

concentracién de polvo paracactivar el cﬁmplcmentn»delzsisﬁéma, sSe-

]
[0 ]
o
1]
]

La concentracién

punto se encnntr&”el maya

tabla S5). Los @é

crisftilo, 15
par 20 CAMPS

mal(LN).

de_ﬁélufasymig

centracién beima del®.50%



« No, chlubes oi-
Lap an 2 CA

a
-]

3e0

QLIMIOTAXIS DC LBA ACTIVADD “IN WITAO™ CON POLVOS
IRDALANICOS, CURVA BOSIS NLSPULSTAL

texis {eortrol

—— -
25 20 - 75 ——

FIGURA &2 N

Curve dosis- resrusate quirintdctics . ¢iferantes concentrscin

e 5. erparie

mentosi #n cars uno sl amort > : .

DE_ LB CT1ViDI3 TIN ¥1 TR

con FoL
NORCANICDS!

VoS
CUHVA DOSIS-RLSPUESTAL - "

= No. créfagos wigren
R Ti. . -tem wn 20 CarerS,
< &M . 100% 231
L. SpE 14z
LM~ 288 . 116
Lac 00% 59320
LA 0% 360220
Lac 2% 3oz .
Laz 100% . ea:s :
LAz S0% 1908 -
LAZ 2% 80zaQ
LAPR 100K BD 219 oy
LaPm 50K 158210
° LaPm 2S% 832
LaS 100% 58520
LAS  s0€ iz1930 ‘
Las  25€ . 89523 .

Pare 1o optimizaciSn de nimero de células migrantes
» wre terpucrsts guiriotsctics s prodaran ciferen——

\es concentraciones de tolvos fncrgbniccs. £1 mbme—

20 de cflulas presentafes =s wl prossdio ¢ S arpe-

rfmentosicecs ureiae reaifzs por duplicado.

a9,



Nn. mecrdfaqon »igeep

tas on 20 CANPS,

Se muertr

OUINIDIAXIS DE L6A ACTIVSDE =IN VITAD™ POR POLVOS
InDRCANICDS, % L o B

LAZ LAC L4FM LaS (N

Fiousy s,

reapuazts can’

meyer reafuertaicoiefotbéctica sracecio Ca 5 experie

mrntes. 3. ;r.' cele dosviacibr estdnder.

TARA 6

QUINIDTAXIS DE LEA ACTIVADD 18 VITRQ® POA POLVOS
| INchGANICDS. so% - .

t perear, algnificencie
~ g .

LAZ S0% v €.563 p<0.003
LAC sSO% ) 160210 .. 3559 . P<0.02
LapHsog . L1580 3.309. pen.02
LAS 308 : wn=e 2,780 pan.0S -
s W% CoaazTr = - N

Cie de

Les resultadoe que se presentan son 81 pin
cinco experimentos, ceds sxperimwnts conets de ume
“@uplicaco ¢m cede problems @ le concentreciSn citp

des se grafice ls desviecifn esténder.

El weler critico ¢ea t pars la prusha de 2 Rolas -

fua 2.776.

S5CF.



S1.

Para confxrmar 13 mlgrac16n parxr qu;mzntax;s de las macrﬁfagos.

el experlmento sevlle 5 EY efgctabcona va. SP descrxbxﬁ en la seccxén

F comprabéndnse que-ef

Cr S




No, wecrdfagns =igren
tas an 2 N Cawps,

CONF JAMAT 1UN 0L MILK4CION DIALITA T ®AZALFALDS
A (C-1#13TAX]S) PRIT.LITA DR LRA ACTIVADT “IN -
1 VIIRD" POA POLVDS INCHLARITCS.

FICUNS - 62

fave ccntirmecitn
sor 10a grad;ent
temin. Ll contral

ev» e daten b

e
joteris. -

" CutF 3 AMACTON DE MIGRACION DIAECTA DE MACAOrAGOS
(QUINICTAXZIS) PACSLLIZA POR PO VOS -INORCANICOS
Lk LBA ACTIVAZO %1% wITR3®.

Probless abejo  erxiba Ne. macrafegos migren
tes en 20 Ciwrs.

e so% % ° 23

LAT so% o% 198

LAZ 50%€ o% ‘- - 227

LAPR - s°% ox 146 -

LAS “. 308 o% 126

(2] (-] so0% L] :
LAC ox SO% ]

LAZ | os 50% o

LaPR ot .30% a

Las os sof 3

L= so% 50% 3

LAT 50% S0% 3

LAZ S2% sCR <

LAPR 50K 5% a

LAS S0% SO% [

Fare toeprober qus 108 cetos  no even  dabidode urs guiwig
cinesis. se efactuaror & 1s toncantraciSe 6ptise £resbes
protando con coccr-trecionas iguales @ invirtiende el gredien

te de concertracitn

£l nomer~ de sacrifagos migrartre en 22 DAYTY, mon el resultaco

dal prorecio de 7 ex perieertas

52,
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Para comprubar la Lnfluencxa de 1a oresnncxa de znh1b1dnres ce

las 261 - células

migracifn a 196

que migraron inicialmeai

EDTA. Para :riéﬁfila la“inh

EGTA (difgrencig
grafpn 72 célui;s

En el caﬁqxdel~q
tiva en 1la ﬁigfabiﬁﬁ;

EGTA (61 células), cde un’ numero xn1c181 de 169 células/?ﬂ CAMPS.



QUINICTANIS BI tBA CONCENTRADD TRATADO *Is VITRO™ COx POLYOS
INGAEANICES Eh PRESTNCIA DE IwHIBIDOSES DL LAS vias col ACYL -
VACI(K DL COWPLEMINTO CLASITA ¥ asTERNA (ELTA v a4tay,

9 .
3004 c )
$a 2%
i1
53 e .
TR
[N L.]
: .
o= 100 .
F3
o
o A 8 C
B ABC A BMC R C
) 3 LAz e e

TILURA T3

Los detce Qreficedcs sor

‘SrC activeds . Tin vitre™ e presencia e CGIS
SZE activeda ®in wit3>" en prevencie de EETA
8 . - " . -

E Fratedna ce.
T Frer

TABLA B

QUIMIOTAXIS BL LBA CONCENTRADO TRATADD *IN VITRO™ ION% FDLVDS
INCRGANIECS IN PRCSINCTIA DL INHIBIDOALS DL LAS VIAS DL ACTI-
VACI3ON UE COMPLEWCNTO CLASICA ¥ ALTEAMA (CDTA T EGTA).

FROBLEMA Ne. c6lulse migran 1 3 param, significancies .
tes en 20 CAWPS. : .

LN S0% . ~ 47% 3 . " - ¥
LM 30K CSYA 10mm W =S 1.520 ~® significative
LN 30% EDTA 10wn 12 = 24 3.2¢9 »<0-02
LACSOR .. 24747 -
LACSOX EGTA 1CmW iRE 210 . 1.007 no significative
LATS0% COTA :0=m 41 210 3.20& ~0.02 N
LaZ30% 26122
LAZIOK CGTA 10ak 196212 2.103 ne oignificative
LAZSO% CDTA 10an sszao <.924 w0.01
LaPEsSDE - 1062 19

* LAFRS0% EGTAIGEM 1482 18 0.932 ne significetive
LAPPSO% EDTAIDwM 22: 3 2.778 »e<.03
LAS sog 2169228
LAS 30% CLTAIOeN £12 12 0.2%4 ynificative
LAS 0% £2TAl10mR £92 28 a.zoe re significative

K1 nCrera de sacréfegam migranties contsdos en 20CAMPS o @)
resultedo €el pramsdio ce 3 maperimanios cecdes une cansts de -
wn duplicada de 1os difersnics p.un'.et problevwa. Los valtrew -
pore le prurta de t carsw, se considersron torande core veler

crftico de t 2.776.
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C. PRESENCIA DE ENDOTOXINA.

De acyﬁ:do aila

bacteriana;leh'

cnncentrado ¥y SSA




Vv 'DISCUSION DE-RESULTADOS.




S6.

Por estudios rralizados con asbesto (8), cuarzo(7), y polvo de

Mexicali (41, 4?), se sabe que las 1es;ones pulmonares ;nducxdas -

por estos polvos inorgén;cos,«se inician con ‘el deﬁsito de las par':

tfculas a nivel de 1a'priﬁefa;b1furcag os”alveula—

res. E£s en este sitio- dnnde se zgtacfénmy'

acunulacién de macrﬁfegos

En el caso del ast to

ta respuesta, depende d

bras de asbesto (17,

jo; fue el estudio
1i para actxvat a

(LBA), con la finalidad

ta quimiotéctica:te p,de‘éste fens
mena. '

Para pndet llevar a cabo lo anterlormente expuestu,'primeré se

susceotible de ser activado "in vitro

d;Fusan de Duchenr-

Una vezrestahlec;dafla"canfﬁdad'd nmplementa sérxca se- proce

did a probar su pnéible acfivaciﬁn '1n vxtru' par palvna znnrqénz -
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cos. Se encantré que el complémenio si fue activado por zimos&n, as
besto y polvo de Mexicali. Esto ya habfa sido renortado para el zimg

s&n y el asbesto crisétilo, lazéﬁtiQéA eJViave;ter -

na (18, 49). En el caso del cuarzo PR

al complemento sérico. b
De acuerdo con el pianyde

identificacién del cnmplemen

y en este caso, se 1dent1f1c6 1

tracifin 70 veces menotAa 1 encontrada en suero. Al

n complementa serlntentﬁ su‘actlva-

una vez xdentlfxcada

el suero,

cién con laos diferentes nolvos 1norgén;cos. Los resultadas demnstrg

ran que todos las polvos: xnorgén cos Fuercn capaces de actxvarlc,

incluyendo al cuarzo. Esto re

se comentar§ m&s adelante.

Adem8s de la identiFicacidn decomplemento

uno de los palvns; observandose Uha'B

la secrecién pulmonar (LBA) y que por lq—tanta

ulmén resultarfa en la generacidn‘de esf!mdiog’qui'i'tégt!qos que~
nicien una respuesta macrof8gica. Este sistem; "in”b;gga;:pérmite-
Jemostrar el papel directo quwe ejerce la oartfcula SQbéﬁ el iavado'

e

sinm que interfieran fendmenos de trasudacifn 'de protefinas séricas -

@) alveonlo, por una lesidén directa de los polves a la pared alveo -




lar (47).
El estudio de los macrﬁfagns es de cran trascendencxa debido a

aue €ste :onstttuye un mecanxsmo de el;m;ra:zén de particulas extra

Mas del parﬁnquxmaV tg'mecan;smo»se edimi -

nan el 60% de las: a de particulas iner -
tes, este mecanismo

Sin:

en el pulmdn,
gan los macrdéfag:
nas y/o que.n

No obstante

para’ mecrﬁfagos relac;onado dxrecta-

mente con el depﬁs;to e andmeno fue exuloradu y se sy

pa que las particuWaq aDac;dad qu1m1otéct1ca 'per se” (7.

R). No obstante habia

de que ‘el asbestc era capaz de actl

var corplementa y ‘pa
(49).

Esta inquhacién
res guimimtécti;os
oue. se sabe: que C

Aprovedhénd
de complementu hemolf?xco (m(todovde Mayer). lo cual lmplxca la acti

vacifn del complﬂmento hasta C9 llberando por CnﬂsPCUPﬁCla fragmen
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tos camo Csa. También se empléé el método de inmunndifusién de Quch-—
terlany para cuantificar a C3. debido a que &ste es el fragmento del

comnlemento m8s ficil de detectar y el que se encuentra en ambas

vias de activacién.

Nuestrns resultados de'inmudéaifusiﬁﬁ‘aé‘de;tfékvﬁomnldgia en =
lns fragmentos precipifadqsrc : .
La identificacién de C.a A
requerfa de un eguipo..n
sibilidad como puaéfa
ficacidn por inmuﬁ;>
ticuerpo mnnovale&t

La 1€ent1€1cac16n

su activacifn nqr

to y al zimasén

oolvo de ericall y el cuarzo Lns resultados demuestran que tcdos -

los nolvns FuérbﬁicapacPs de act;var :amplemento en LBA guedando por
cdemastrar si -esta act;vacxﬁn induce una- respuesta quimiot&ctica de -
‘los macxrdfagos qcmo la que se esperarfa en animales e;pueétas.

En sintesis; podria decirse que hasta aquf se ha lnjrqdn uno. de
los objetives principales que era ia ideqtificacidn del’ complemento-

en LBA y adem8s se corrobord que los polvos incrgénicos\pr&bados fue

raon canaces de activarla "in vitrao™

En la actualidad se man?j ;cnﬁ' bhgs,y capaci

dades de loc macr%fégoé.péra’enteﬁdeflel .éétdé.éﬁ‘la resnueg

ta inflamatoria. Estos conceptos implican “interscciones de -
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dichas capacidndes entre sf (comn serfa la expresisn de antigenos -
de clase la, la cantidad de H?D?’SPctEtadO. la cantidad de fosfata-

sa &cida, etc.), dependersi una'Tuhciﬁn‘ésnecificaﬂdei ﬁaérﬁfago. -

Por lo tanto la:activacifn del:maccd faga, im

onsitiva o rneg

gosalveolares. ce;

teristicas: iéFViébilidad nunca fue menor.del 96
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polimorfonucleares y sieMpre.hubo intervalos inferiores al 137 de -

linfnecitos, equ garantxza la espec;fxc;dad de una respueste macro-

f&gica similar a,ln'que ocurr;ria

En LN 'se’'abse;

se puede atriﬁﬁi

‘ﬂnto de orlgen desconocxdo. La-ausenc;a de endotoxlna bacterlana -

s¢ pudo demostrar hasta una :nncentrac16n de D 1 ng/ml, ain embarqgo,



£
si dicha encotoxina se encontraoba presente a concentraciones mrnores
a las probadas, ésta pudiera .ser la causante de la‘quimiotaxis obsex

vada en LK. Pnr Dtro ladn nn’ pog enas cescertar el papel dP otras susg

tancias nuimina;:ay nf

v
uuerlns

via activa

Se efectus il
en nrescnéig‘dp
to clésic;iy:élte
a partir de C.:

de CBB (por via

a y dllucxder la v*a de
activacidén por palvos lnnrgénlcos del conpleentn en el LBA (12,49,

52).
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:= ~Se us6 EDTA como inhihidor de ambas vfas de activacidn porisu=-

canacidad como ligédte'de'ﬁalcio‘y,mggnesid.

al EGTA; como inhibidor s

un ligante nrefef#ﬁ¢iél

células migrentés ’
tudio estadistico
EDTA fue signific

m&s el hecho de

lectivo de la’via
que la activacién

De lg antsriorm

por cuaczo na fue

inhitidores, ade:
dad del cuarzb nér
hize e~n LBA.

Aunque éStS:SE’Sal

la .:tesis se tfa;ard

tes mencionado.,

Tomo pnsible explicacidn al counportamiento.del:cuarzeo'se propg



ne qus fste al estar en suera, puede guedar cubierto con algdn campn

nente séricn, onr fjemplo albimina, de tal’manerajque Nno nermitiera-

el caont=cto .del "sitin*activo"'da_La'naftiruiaicﬁh”el orplemento. -

n»dad de pesa :es difereg
te- Se sabe "vrces més -

pnr la que estn nuﬁxﬁra -

suserficie de cnnt¢cto que Pl :uarza (5’).

sex una variable 1npnrtante en la act;vaczén por vfa alterna del -
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camplemento. .

Lo antrrior conduce al hecho de que la xntpracc16n de ambos pol

vos es axfprnnts y al haber maynr supvrf*c;e da contacta en nl nnlvn

cde Hexlcall‘

sfricos,

rfa a2 pensar’e

tes pqsibiridgdes

Primerao,

Esto e#ﬁlicafia los .datos abtg:,

sustancia guimiocatrayente.

irhihicisn parcial de las dns vias de activaci6n-de cample~-



66,

mento (no significativa).
Todo lo anterinr da cualquxet manera conducP a inferir que la-

forma de rFacc;én hac;a 1a oarticula 1norgén1ca extraﬁa .en el orca-

nismo, esténdet rm nada caracteristlcas-

fisicoquimicas,

asf como,

.su superficie

De cualquier maner nteresante’

por electroforesis o

de las fracciones d

mipt&ctica con el o

complemento y>la:pos bl sustancia:
agregado.

En genera : F: 1 compa i s datos obtg

nidos en 1a identificacidn. d . n ,"‘ o'p oda de’ Mayer y

la guimiotaxi ica. ifpresgg

tatan un comp : : i n dec. el ‘compar

tamihetédéplo uevde activa -
cidn
‘Mayer se -

otbservé gque la act;vac;én en LBA pnr dzchos pﬁlvns‘xnczgéntcus, era

capaz de nroduc;r una regpuesta quxmlatéctxca proporcznhel a la acti



vacién del complemente,

S61lo se encontraxan

dos en activacién dgl'complemen 04env§ue

cuales ya fueron discuti

Por Gltimo debemo

de este trabajo es el

de complemento en las

67.

efectuada por vf{a alterna.

dxscrepanczas en cuanto a los datns obteni

erBA por el cuarzo los-
de :
gihélea-

tenciae~

males ya habfa sido repo
cia exnerimentai>d b ASnr 4

lacidn de pnlvusbin‘rg

En con:lusx&n p e
la secrecidén pulmﬁnar‘

tro™

flamatoria, desnués de l

x

> pug

a. 1nhalac16n d

nos



VI CONCLUSIONES.




68.

1. S& identificd la presencia de camplemento ;n lavado bronquio-

alvenlar de rata por el método de Hayér;fquimidtakis'é inmung

-

" difusi&n.
?. Se .logr6.-hacerT

de LBA conc

ala preéenﬁe

mento éﬁficu_y,e

.=E1 cuarzo pre

sistema del  compl:

A futuro dé

comprobar:s

AS.

de particulas'éh¢las nedmoconios




RESUMEN

Las eanrmedades pulnonares inducidas por la xnhalaCLGn de pol

han s;do motxvn de Estudlos Pxner;vpntales encamif

vos inorgénicos

cisn de
a estos_sitio

crecién

EETA). La exiéfenc

stos- estud;ns -

cﬁﬂastraron la presenc;a de complrmenta en L BA :nncentradu en canti

cad eprox1madamente 70 ‘veces mena: ‘que en suero. Estp complementa -



T0.

fue activado pnr.todos los polvos empleados y se expresS en unidades

de camplcmento hemol!tlro SDN- ests act;vac16n rPsultG en una resoueg

ta qulmlotértxca proparc;onal a: la act1vac16n de compleento. Los es
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APENDICE

Técnicas empleadas en ei’ cesarrallh del presente trabajo

- Obtencién di

Para la bbfenciﬁn de: este suer se 1ncubaron 15 ml dP ‘suero -

de rata ncrmal con zxmasén A (prevxnmente hPrvxdo 30 m;nutos en

agus destilada y lavado & veces con SSAF).,en una carcentracxdn de
10 mg/ml a 37 c durante 30 minutos can agxtac;dn cada 10 minutos .
Se hicieron entonces un tatal de 6 lavadus con SSI. recuper&ndose-

el camolejo zimasén—ca.

Se efectud el siguiente esquema de inmunizacibn en conejo in=-

yectando intramuscularmente el compleja zimosén;Cj:;

‘La obtencisn del suero se efecihﬁ po

niendo as{ el suero anti-C, a tLtule 1:87( fu’iénlrad;al).




7R,

Evaluacifin de cé&lulas pulmonares.

-| Conteo celular .y tincién vital.

Una vez obten i'

endieronie

la viabilida

Uma fraccidn

No. células'teﬁidaé
‘Mo. cé&lulas totales

‘x 100
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~Tincién citoquimica

La estearasa no especiflca. es el rasgo c;thuimxco més carac

R-COO=R =
Una alfcuota de ubrechje

tas Tharmanox &n las de” esta-

anzime,
La -preparacidn 3 3 }  'k é;nﬁjetbs se-
{inaubaron durante 40 i £ e vunvsustra-

te canstitufdo bor w-naftil acetato al 6.25% (v xa) ¥ S-claro

~o-toluidina diazbtado al 0.0625% (vet;ane;a)

SSAF O.1M & pH' agua destilada.

la reacclﬁn ‘gue:se Pfectua can .el

a cnntlnuacxﬁn

2:
4
oH NaN
= A R N c'Ha
R ) R—
[ = CY =
d-naftil S~cloro«n-toluidina

compuesto diszo.
(precipitado rojo)



en.,

Las preparaciones se lavaron can agua destilada una vez trang

currido el tiempo de ircubacifn y se pusieron en contacto con el -

colorente de cohtrasté,fVéfdé de metilb»dqféﬁté 2 ﬁiﬁqfos. Se la -

varon nuevamente conjagua.destilada yise observaronialimicraoscopio

de luz efectuando.e

muestras problemas’an

En una serie ﬂelfubDS'se,agregérnﬁ‘ﬂ.i ml ‘de ‘agua bicestilacda,

SSAF o LBA segdn el'caso y en otitra serie de tubos, acemés de la. mueg



al.

tra problema, sg adiciand uﬁa diluciéfin de endotoxina (est&ndar). a

una concentracién de 20 ng/hl.

Paralelamante’ “reparé»@n':oﬂtrol,nagatfyb é;ntgniéhdd 0.1m1

de agua libre de’endotoxinai{ver ositives,

E-toxatao, sermezéiﬁ

Pasado dicho:t

de las resultados,. tomanda-co

se presntd un gel d&n
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Lists de reactivos empleados para les determinaciones tiogufe

micas en £l desarrollo cel presente trabsio.

Reactivo

Marca
‘5-clorn—?—toluendi-zohio Siogmg
x-naftil acetato Sigma
Zimosan A Siama
AlhGmina sé&rica bcvinaf' Sigms
E~toxato (lisaco) Siama
limpiadar E-toxato Siama
Aqua libre de endotoxina . Sigma
Endotoxina de referncia ?Qng/ml.‘ Sigmea
Medio RPMI 1640 . L Gibco
Bicarbanato de sodio para media,dé cultivo Gibca
HEPES : ' g Sigms

Agquacide Calbiochem Behring

Corporation.
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