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INTRODUCCION.

Es poco el conocimiento gue se tiene sobre los efectos téxicos de los polvos -
inorgéanicos ambientales a los que estamos expuestos y se sabe aln menos, sobre
el mecanismo por el cual algunos de éstos causan dafio celular y, por tanto, en
fermedad.

La mayor{a de los datos existentes sobre contaminantes, se refieren a polvos -
orgéanicos (bagazo de cafia, fibras de algoddn), gases (6xidos de azufre, mon6xi
dos de carbono), particulas inorgénicas (asbestos, silice, silicatos no asbes-
tos) y metales (cobalto, cadmio, plomo), los cuales causan dafio al ser inhala-
dos (1,2).

Algunos de estos contaminantes actlan como alergenos, otros como cancerigenos-
y algunos otros son responsables del desarrollo de bronquitis, enfisema y pneu
moconiosis (3). Esta (Gltima es una afeccidn de los pulmones originada por la-
inhalacién de polvos que, al ser atrapados por ellos, pueden provocar reaccio-
nes inflamatorias (4). Aungue este padecimiento se considera una enfermedad -
ocupacional (5), pudiera llegar a constituir un grave problema no ocupacional-
en caso de existir altas concentraciones de particulas inorgénicas en el am=-=--
biente. 3

Exceptuando a los gases, poco se sabe acerca de la manera en la gque algunos de
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estos contaminantes actlan sobre los seres vivos y especialmente sobre el apa-
rato respiratorio, por ser éste el que se expone inicialmente a la contamina--
cién atmosférica.

Son muchos los estudios desarrollados en el extranjero sobre los efectos noci-
vos de una gran variedad de particulas, tales como micas (6), polvo de San ---
Diego, California (7), arena del Desierto del Sahara (8), algunas variedades -
de silicatos (5,9,10), etc, pero es poto lo que se ha estudiado scerca de su -
mecanismo téxico. Estos estudios comprenden datos epidemiolfgicosy hallazgos-
histoldgicos y estudios experimentales "in vivo" e "in vitro". En éstos, bésl
camente se consideran dos hipdtesis sobre los efectos de particulas inorgéni--
cas.

Una de ellas establece que las caracteristicas fisico-quimicas de las particu-
las son las principales responsables de su capacidad para inducir dafio celular
(11,12,13,14) y, la segunda, ademds de considerar estas propiedades supone un-
dafio en el que participa de manera "inespecifica" el sistema inmune (15).

En esta Gltima, las reacciones inmunolégicas se asocian a un efecto estimula--
dor del polvo hacia los macrdfagos, posiblemente andlogos a las endotoxinas --
bacterianas, gue se traduce en liberacidn de inmunoestimuladores y sustancias-
fibrogénicas por estas células fagocitarias.

En estos estudios, es clara la relacidn que existe entre la toxicidad 'y las --



propiedades fisico-guimicas de cada particula: carga neta, forma y tamafio, ya
que las comprendidas entre 0.1 y 5 pm, son retenidas en el pulmbn.

Por otro lado, resulta de notoria importancia, la relacidn que existe entre -
la dosis inhalada y los efectos originados.

Ademas de todo lo anterior, los efectos son dependientes de muches otros fac-
tores que los hacen diferentes en cada ciudad y pais del mundo, entre ellos -
destacan: clima, erosidn, altura, ete. (1).

En México, se cuenta con poca informacidn gue nos mantenga al tanto de nues--
tra situacidn y resulta més grave aln el hecho de gque desconocemos nuestro --
grado de exposicidn a partficulas tdxicas, en un ambiente en que su concentra-
cién aumenta dia a dia.

De aqui la importancia de valorar los efectos nocivos de polvos inorgénicos.
Generalmente, estas investigaciones inician con estudios poco complejos en --
sistemas "in vitro" que proporcionan una idea de lo que ocurre a las células-
-aisladas. Normalmente, estos se emplean para estandarizar condiciones y db-=-
sis adecuadas gque pueden servir como punto de partida para efectuar estudios-
"in vivo" y la combinacidn de ambos, permiten llegar a un conocimiento més de
tallado sobre la relacién causa-efecto de estos polvos.

En una gran variedad de estudios se. han usado modelos experimentales "in vivo"

para valorar estas particulas tdxicas; en general, se han llevado a‘'chhbo en -



animales de laboratorio en los cuales se puede observar las reacciones tisula-
res correspaondientes y relacionarlas con las dosis en gque han sido inhaladas o
instiladas (16). Entre los sistemas "in vitro", se cuentan aquellos que valo-
ran el potencial tdxico de los polvos y fibras al ser aplicados sohre la mem--
brana de eritrocitos humanos, por ser éstos Fécilmente obtenidos y porque los-
efectos inducidos por puluoslpueden ser observados y cuantificados de manera -
clara y casi inmediata (17,18,19,20,21,22).

Un ejemplo claro de ésto lo constituyen estudios realizados con cuarzo vy asbes
to crisotilo, en los que se encontrd una alta capacidad hemolitica. En el ca-
so del asbesto, se cree gque su citotoxicidad es debida a las cargas de su su=-
perficie (carga impartida por Mgz *) (19), las cuales permiten su unidn con las
cargas negativas de los residuos de &cido siflico que se encuentran en la su--
perficie de la membrana de los eritrocitos; posteriormente, dicha unién provo-
ca la redistribucién de proteinas en la membrana y altera su permeabilidad con
un imbalance en el flujo de Na®t y k¥ entre el citoplasma y el medio. Dando 1lu
gar finalmente, a la citdlisis. Paralelos a éstos, se han realizado otros es-
tudios en les que la hemdlisis es inhibida por adicidn de sueroc o N-6xido-2---
polovinilpiridina; estas sustancias actlan cubriendo la superficie de los pol-
vos y fibras, evitando asi, en mayor o menor grado, su contacto con la super--

ficie celular. O0Otra manera de evitar la hemflisis es degradando con neuramini



dasa la cubierta celular de acido sidlico (12,13,19).

El conocimiento de los mecanismos referidos, conduce a un mejor entendimiento-
de las alteraciones que ocurren en células aisladas. Sin embargo, no es posi-
ble asegurar que el polvo altamente hemolitico induzca dafioc en otras células o
en la superficie pulmnnar_y que, por el contrario, las particulas con bajo po-
tencial hemolitico no puedan causarlo.

Estos antecedentes han éhtivadn al desarrollo de otros sistemas "in vitro", en
el gque se pueden incubar paléos inorganicos con las células que estan directa-
mente relacionadas con el dafio producido tras la inhalacién de polvos. El sis
tema en cuestidn incluye a macrdfagos alveolares, dado que estas células son -
las principales responsables de la "esterilidad" normal del pulmén y de la pro
teccidn del tracto respiratorio contra una gran variedad de materiales extra--
fios (incluyendo a los polves) (23,24); los efectos de éstos sobre los macréfa-
gos, generalmente son observados por la liberacién de enzimas al medio: cuando
la membrana celular ha sido dafiada existe liberacidn de enzimas citoplésmicas-
(Deshidrogenasa Lactica DHL). Las enzimas lisosomales (proteasas, ribonuclea-
sa écida,P-glucurunidasa, fosfatasa &cida, lisnsima,p-galactnsidasa y fosfoli-
pasas) se excretaran poco después, en caso de gque los lisosomas hayan sido da-
fiados (25,26,27,28).

Sobre los mecanismos de dafic a macrdfagos, se conocen varias hipbtesis pero a-
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la fecha, ninguna de ellas ha podido ser confirmada (29,30).
Es un hecho que los efectos tdxicos reproducidos en sistemas "in vitro", (en -
los que se incuban células con polvos inorgénicos) aportan una idea méAs real -

sobre el potencial patdgeno de éstos.

En el afio de 1983, se presentd en el Instituto Nacional de Cardiologfa "Ignacio
Chavez", un caso de Neumonitis Interticial en una paciente de Mexicali, Baja--
California Norte, en cuya biopsia pulmonar se encontrd engrosamiento de los ta
biques alveolares por la presencia de fibrosis y una inflamacidn crdnica gra--
nulomatosa; en el seno de los granulomas se encontraron polvos inorgénicos bi-
rrefringentes que, por Microanédlisis de Rayos X* (31,32), se detectd que corres
pondian a particulas de Aluminio y Silicio, en una relacidn de 1:3. Con el --
objeto de identificar la fuente de exposicidn a estos polvos y tratar de esta-
blecer su papel en el desarrollo de la enfermedad de esta paciente, se colecté
el polvo acumulado en la casa de ésta: el microanalisis de este polvo dio re--
sultados idénticos a los obtenidod en la biopsia. Este hallazgo nos obligd a-
explorar la posible relacidn causa-efecto del Polvo de Mexicali (PM) y la en--
fermedad intersticial pulmonar; por este motivo, se procedid a analizar el po-
tencial tdxico de este polvo.

La Difraccidn de Rayos X** (31), demostrd la existencia de una mezcla de fel--



despatos (silicato de aluminio), cuarzo (dibdxido de silicio) y calcita (carbo-
nato de calcio).

El anédlisis individual de particulas por Microanflisis de Rayos X*, demostrd -
que el 83% de éstas tenfan Aluminio, Silicio y Potasio (relacién de Al:5i 1:3)
3% eran.particulas de Silicio Gnicamente, 3% de particulas de Calcio y, el res
to, diversas combinaciones (33). Esta situacidn motivd que, en nuestro labora
torio, se establecieron técnicas "in vitro" encaminadas a valorar la toxicidad
de los polves, comparédndolos con otros de potencial tdxico conocido (19).

Para esto, fue necesario contar, primeramente con particulas de PM cuyo tamafio
promedio fuera de =5 pm, semejantes a las que al ser inhaladas son retenidas -
por el pulmén.

Una vez aisladas en cantidad suficiente, fueré&n desarrollados los sistemas que
valoraron su capacidad hemolitica y sus efectos sobre macrafagos. En ambné es
tudios, se variaron las concentraciones de polvo y el tiempo de incubacién, =--
con el fin de establecer la cantidad minima requerida de polvo para observar -
efectos toxicos.y, a la vez, determinar el tiempo en gue ésto ocurre.
Finalmente, se realizf un andlisis microbioldgico microscépico del PM, con el-
objeto de conocer los microorganismos presentes en estas muestras y establecer-
su posible participacién en el desarrollo de la enfermedad. La secuencia y va
riables mane jadas en los diferenteslexperimentas de esta tesis, se resumen a -

continuacion:



DESARROLLD

Obtencién y separacidn del PM.

EXPERIMENTAL.

8igtemas "in vi

trat.

1. Determinacién de la Actividad Hemolitica del PM,

Variables:
Polvo Eritrocitos Ajuste del No. de Particulas
Tamafio Cancentracidn Concentracidn
10 um Altas 1.2% no (1.1)
(0.5-10mg/ml)
3.2 pm Altas 0.08% no (1.2)
3.2 pm Ba jas 0.6% no (1.3)
(0.1-2.0mg/ml)
3.2 pm Bajas 0.6% si (1.4)
Constantes: Tiempo de incubacién: 1 hr y Temperatura: FPC.

Medio: PBS.




2. Incubacitn de Macrdfagos con Polvos Inorgénicos.

Variables:
Ratas Alicuotas Polvos - Concentracién |[No. células | Ajuste (1xﬁﬁcé1)
{ 4
1 PM aprox. si (2.1)
Fe carb, 02 ma/ml 500,000
PM
2 1/4 Cuarzo 0.3 mg/ml 1'000, 000 no (2:2)
L-103
Constantes: Tiempos de incubacién: 0, 1y 2 hrs.

Temperatura S?DE, PM = 3.2. pm

Medio PBS.
Estos sistemas "in vitro" no sdlo sirven como indicadores del ,potencial téxico
del PM, sino gque ademéds, establecen una metodologia aplicable a otros polvos -
con posibles efectos tédxicos, presentes en cualquier parte del pafs. Estos es-
tudios constituyen el principio de un proyecto de investigacidn sobre Efectos-

de Polvos Inorgénicos que se realiza en el Depto. de Patologia del I.N.C.I.Ch.

* Dr. Alvaro R. Osornio Vargas, Depto. Patologia, I.N.C.I.Ch.

** OFB. Angeles Alvarez. Div. Estudios Superiores, Fac. Quimica, U.N.A.M.



DESARROLLD EXPERIMENTAL.

Obtencién vy separacién del PM.

- Polvo de Mexicali (PM). Para la obtencidén de este polvo, se solicitd a la-

paciente que colectara (barriendo y sacudiendo) el polvo acumulado en su ca
sa. Posteriormente, las muestras se almacenaron en frascos lavados, no es-
tériles.
El polvo total fue tamizado por mallas de diferentes calibres (16, 30, 50,-
100, 200, 325 mesh) llegando a una malla de 400 mesh. La porcidn final se-
suspendid en agua bidestilada (1 mg/ml) y se dejd sedimentar durante 5 min-
y se secO en estufa. Tanto la fraccidn de polvo obtenido de este sobrena--
dante como la correspondiente al polvo que atravesd la malla de 400 mesh, -
fueron montadas en discos de carbén y cubiertas con oro (Ion Sputter JFC---
4100), para ser observados al Microscopio Electrdnico de Barrideo (MEB) ---
(Jeol JSM-35C). Estas muestras fueron fotografiadas en el MEB con el fin -
de calcular su area y diametro promedio por planimetria (Apple II-Plus).

- Polvos Control. GSe utilizaron como polvos positivos: cuarzo y asbesto cri-
sotilo y, como polvo negativo, Fe carbonilo; todos ellos fueron donados por

el Dr. Arnold R. Brody, Laboratory of Pulmonary Function and Toxicology, Na

tional Institute of Environmental Health Sciences, Triangle Park, NC.
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Asimismo, como polvo control-problema, se utilizd polvo del laboratorioc 103
(L-103). Todos estos polvos control fueron montados para MEB y se les de-
termindé su diédmetro promedio de la misma manera que para PM. A todos se --
les hizo Microanalisis de Rayos X*, para conocer su composicién.

Previo a los estudios "in vitro", todos los polvos recibieron un tratamien-
to con ultrasonido (Ultrasonic T-7) a frecuencia constante, durante 5 min,-

con el fin de homogeneizar la suspensidn de particulas.

Sistemas "in vitro".

1. Determinacidn de Actividad Hemolitica.
1.1 Actividad Hemolitica de PM (10 pm) a concentraciones altas de eritrocitos-
(1.2%) y de polvo.

- Eritrocitos. Se colectaron aproximadamente 5 ml de sangre venosa huma-
na en un tubo heparinizado. Los eritrocitos fueron lavados varias ve--
ces con solucién salina 0.9% amortiguada con fosfatos 0.15M pH= 7.35 --
(PBS) y, finalmente, se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min elimi--
nando sobrenadante. A continuacidn, se prepard una suspensidn de eri--
trocitos al 3% en PBS.

- PM. Este polvo fue usado en cantidades crecientes de 5, 10, 20, 30, 50,

75 y 100 mg suspendidas en 6 ml de PBS y, 5 min antes de preparar las -

11



mezclas, se tratd con ultrasonido.

- Mezclas problema. A cada una de las suspensiones de PM se agregaron --
4 ml de la suspensidn de eritrocitos al 3% para tener concentraciones -
finales de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.5 y 10.0 mg/ml. Las mezclas fue-
ron incubadas a 37°C con agitacién moderada durante 1 hr (Blue M, bafo-
a temperatura constante).

- Controles de Hemdlisis.

a) Control de fragilidad globular (blanco). Este se prepard con 4 ml--
de la suspensién de eritrocitos al 3% y 6 ml de PBS, obteniéndose, -
igual que para los casos anteriores que los globulos rojos quedaran-
al 1.2%.

b) Control de hemdlisis total. A & ml de la suspensidn de eritrocitos-
se les centrifugd a 1500 rpm durante 5 min, se descartd el sobrena--
dante y, a los globulos rojos obtenidos, se les adicionaron 10 ml de
agua destilada para lisarlos completamente.

Ambos controles fueron incubados bajo las mismas condiciones y some-
tidos al mismo procesamiento gue las muestras del PM.
Una vez terminada la incubacién, las suspensiones se centrifugaron a 1500~
rpm durante 10 min y los sobrenadantes se analizaron espectrofotométrica--

mente (Pye Unicam SP 30 UV) a 540 nm en celdas de cuarzo, para determinar-

12



1.2

la cantidad de hemoglobina libre; el cero de densidad dptica (D.0) se ajus
t6 con el control de fragilidad globular (blanco).

El grado de hemblisis fue expresado como porcentaje del total (control de-
hemélisis total).

D.0 mezcla problema

b.0 hemtlisis total © 100

%Hemdlisis =

Actividad Hemolitica de PM (3.2 pm) a concentraciones altas de polvo y muy
baja de eritrocitos (0.08%).

- Eritrocitos. Fueron obtenidos y tratados por el mismo procedimiento,--
llegando finalmente a una suspension de eritrocitos al 0.2%.

- PM.. ©Se usaron concentraciones de 5, 10, 20, 30, 50, 75 y 100 mg de PM
de 3.2 pm, suspendidas en 6 ml de PBS y tratadas con ultrasonido 5 min-
previos a la mezcla.

- Mezclas problema. A cada una de las suspensiones de PM se les agregaron
L ml de la suspensidon de eritrocitos al 0.2%, con ello, se obtuvieron -
concentraciones finales de 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.5 vy 10.0 mg de --
polva/ml, mientras que los eritrocitos quedaron al 0.08%. Estas mez---
clas fueron incubadas a 37°C con agitacidén moderada durante 1 hr.

- Controles. Se efectuaron de igual manera a los preparados para el estu

dio antes mencionado. .
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1.4

Al término de la incubacién, el tratamientao, lectura y reporte de resulta-
do se llevaron a cabo de igual manera que para el estudio anterior.
Actividad Hemolitica de PM (3.2 pm) y controles a baja concentracién de --
eritrocitos (0.6%) y de polvos.

- Eritrocitos. 5Se colectaron y lavaron de la misma manera que para los -
estudios anteriores. Del paquete final de eritrocitos se prepard una -
suspensidn al 1.5% en PBS.

- Polvos Control y Problema. Se emplearon concentraciones crecientes de-
1, 3, 5, 10, 15 y 20 mg de todos los polvos, suspendidas en 6 ml de PBS
y se trataron con ultrasonido durante los 5 min previos a la mezcla.
Como controles positivos se usaron cuarzo y asbesto crisatilo. como ne-
gativo Fe carbonilo y, como problemas, PM y polvo L-103.

A partir de aqui, la mezcla, incubacién y lectura, asi{ como los controles-
de hemblisis fueron hechos de la misma manera que en los casos anteriores.
El reporte de los resultados se expresa como porcentaje del total de hemo-
globina libre (control de hemdlisis total).

Actividad Hemolitica de PM (3.2 pm) y controles, a bajas concentraciones -
de eritrocitos (0.6%), ajustando el nimero de particulas por ml de suspen-

sidn.
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- Ajuste del nimero de particulas.

a) Cuarzo (referencia y control positivo). Una suspensifn preparada --

b)

c)

con 1 mg de cuarzo en 10 ml de agua bidestilada fue tratada con ul--
trasonido durante 5 min. De ésta fueron tomados 3 ml a los que se -
les agregb 7 ml de agua y de la suspensidn final, se tomaron 2.5 ml-
(0.075 mg de cuarzo), que fueron filtrados en nucleopore y montados-
para MEB.

PM (problema). Una suspensifn de 1 mg de PM en 10 ml de agua bides-
tilada, fue tratada con ultrasonido durante 5 min. De esta suspen--
sién fueron tomados 2.8 ml y aforados a 10 ml con agua bidestilada.
De esta segunda suspensidn, se taomaron 3 ml y fueron llevados tam---
bién a 10 ml finales con agua. De esta suspensidn final se tomaron-
2.5 ml (0.021 mg de PM) y fueron filtrados en nucleopore y montados-
para MEB.

Fe carbonilo (control negativo). Una suspensién de 1.05 mg de Fe =--
carbonilo suspendidos en 10 ml de agua bidestilada, fueron tratados-
con ultrasonido durante 5 min. De esta suspensidn, fueron tomados -
3 ml y se trataron de la misma manera gue para el cuarzo, nbteniéndg
se finalmente una concentracidén de Fe de 0.079 mg, que también fue--

ron filtrados y montados para MEB.
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Estos tres filtrados fueron observados por MEB efectudndose el correspon--
diente recuento de las particulas en 30 campos en cada caso, siempre al --
mismo aumento: 10 000X. Del promedio de particulas por campo, se calcul6-
la cantidac de particulas presentes en 1 mg de cada polvo y se establecid-
la equivalencia entre todos, tomando como feferencia el naGmero de particu-
las gque hay en 1 mg de cuarzo.

- Eritrocitos. Obtenidos y tratados igual gue en los casos anteriores, -
finalmente se realizd unz suspensidn de eritrocitos al 1.2% en PBS.

- Polvos Control y Problema. Fueron usadas concentraciones crecientes de
polvo, de acuerdo al ajuste por nimero de particulas, tomando como refe
rencia el cuarzo.

Cuarzo: 79 X 106 partficulas/ml (1 mg/ml), 158 X 105 particulas/ml -
(2 mg/ml) y 237 X'1DE particulas/ml (3 mg/ml).
pM: 79 x 10° particulas/ml (0.23 mg/ml), 158 X 105 particulas/ml -
(0.46 mg/ml) y 247 X 1EI6 particulas/ml (0.69 mg/ml).
Fe carbaonilo: 79 X 106 particulas/ml (1.11 mg/ml), 158 X 106 particu---
las/ml (2.23 mg/ml) y 237X 105 partfculas/ml (3.34 mg/ml).
Se prepararon suspensiones de polvo en 3.5 ml de PBS a las concentraciones

antes mencionadas y se trataron con ultrasonido durante los 5 min previos-

a la mezcla.
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- Mezclas. A cada una de las suspensiones se les agregaron 3.5 ml de la-
suspensidén de eritrocitos al 1.2%, guedando finalmente nuncéntracinnes-
de 0.5, 1y 1.5 mg de cuarzo por ml de suspensién total y cantidades de --
39.5, 79 y 118.5 (X 106) particulas/ml de todos los polvos y 0.6% de --
eritrocitos.

Los controles, la incubacién vy la lectura del sobrenadante se realizaraon me-
diante los mismos procedimientos que en los casos anteriores. El reporte -
de los resultados se presentd como porcentaje del total de la hemdlisis, en

relacidn al nimero de particulas incubadas.

2. Incubacién de Macrafagos con Polvos lnorganicos.

- Animales. En todos los casos fueron utilizadas ratas macho Wistar de --
200 a 300 gr, sin enfermedad pulmonar evidente, obtenidas del bioterio --
del I.N.C.I.Ch.

2.1 Estudio comparativo del PM con Polvo Inerte.

- Lavado Pulmonar. Las ratas fueron anestesiadas con una inyeccién intra--
peritoneal de pentobarbital sddico (50 mg/kg) y se les expuso la traquea.
A ésta se le hizo una pequefia incisifén y se le introdujo y asegurd una --

canula del no. 15, unida a su vez a una jerinoa colocada a 10 cm por enci

ma del torax del animal.
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Los pulmones fueron perfundidos por gravedad con 10 ml de PBS a 379%¢ y-
el flufdo celular fue colectado en un tubo de centrifuga a 10 cm por -
debajo del térax de la rata. Este procedimiento fue repetidn 4 veces -
por cada animal, uséandose un animal por estudio. Con ello: se obtienen
aproximadamente 2 millones de células por rata.

Polvos. Fueron usadas concentraciones de 0.3 mg/ml tanto del PM como -
de Fe carbonilo usado como control negativo.

Mezcla. Previo a la mezcla, de cada tubo del lavado pulmonar se toma--
ron una gota para cuenta diferencial y 0.1 ml para medir viabilidad ce-
lular por exclusidn con azul tripéan.

# de células tefiidas X 100

# de células totales

Para esta medicidn se agregaron 0.1 ml de azul tripan (0.5% en PBS) a -
0.1 ml del lavado pulmonar. De esta mezcla se tomé una alicuota para -
llenar la cémara de Neubauer y las células se contaron en los mismos eg
pacios utilizados para el conteo de gldbulos blancos.

# células/ml = £E81ulas y 5 x 4p x 10

donde:
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b4 : nimero de cuadros contados.

2 : dilucidn 1:2

10 : distancia en la cémara

10° : transformacidn mm"> a ml.

El resto de cada tubo fue centrifugado a 1500 rpm durante 10 min, poste

riormente se decantd el sobrenadante y las células fueron resuspendidas

en un ml de PBS, obteniéndose finalmente 4 tubos: al1) incubacidn a tiem
po 0: a2) (ver control); a3) incubacidén a una hora y ab) incubacién a -

2 hrs. A cada unc de estos tubos, incluyendu al a2, se les adicionaron

0.3 mg/ml del polvo correspondiente.

- Controles:

a) Liberacién total de enzima (a2). Esta slicunta actuo como control -
de liberacién total de enzima, por destruccién total celular, pues -
la suspensidén de células con polvo fue tratada con ultrasonido por -
un periodo de 30 min posteriores a su incubacién por 1 hr.

b) Liberacién esponténea de enzima. De otro lavado pulmonar colectado-
de la misma manera y bajo las mismas condiciones a las anteriores, -

se tuvieron otras 4 alficuotas, las cuales se incubaron por 0, 1y 2

hrs sin agregarles polvo.

Tanto las mezclas como los controles, fueron incubados a 37°C durante sus
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respectivos tiempos. Transcurridos éstos, 0.1 ml de la mezcla fue usado-
para medir viabilidad celular por exclusién con azul tripén y, el resto,---
se centrifugbé a 1500 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue utilizado pa
ra medir espectrofotométricamente la actividad enzimética por liberacién -
de Deshidrogenasa Lactica (DHL), con equipos comerciales (Merck).

Esta prueba se hizo a 37DC. afiadiendo 3 ml del sustrato (piruvato sddico--
0.6 mM amortiguado con fosfatos 50 mM a pH igual 7.5) al vial que contiene
dcido nicotin adenin dinucledtido (NADH 0.78 mM) y, a esta mezcla, se le -
afiadieron 0.1 ml del sobrenadante obtenido de la incubacitn de cada tubo.-
Esta mezcla se pasO enseguida a una cubeta de cuarzo para medir su extin--
cidn (NAD) a 340 nm y temperatura constante al cabo de 1 min. La lectura
se repitid de minuto en minuto., durante 3 min para calcular la diferenci-
al de extincién (AE/min) por minuto v obtener por ciento y unidades por --
litro (U/L) de acuerdo a la tabla gue acompafia el equipo comercial.

Los resultados fueron expresados como porcentaje del total de enzima libe-
rada en a2. para cada caso, corrigiendo por nimero de células (ajustando a
1 millén).

% de enzima liberada _enzima liberada en a"X"
“enzima liberada en a2

X 100

Se calculd la correlacidn entre por ciento viable y por ciento de libera--
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cién de DHL .

2.2 Estudio comparativo del PM con un Control Positivo y un Polvo Inerte.

- Lavado pulmonar. Bajo el mismo procedimiento anterior, los pulmones de

rata fueron perfundidos con 10 ml de PBS y el fluido celular se colectéd
en un tubo de centrifuga de 6 ml siliconizado (Sigmacote) a 10 cm por -
debajo del térax del animal. Este procedimiento fue repetido seis ve--
ces para cada rata, colectandose el fluido en el mismo tubo. Se usaron
dos ratas por estudio colectandose, entre ambas, 4 millones de células-
aproximadamente.

Polvos. Fueron usadas concentraciones de 0.3 mg/ml de PM vy controles--
positivo, cuarzo y negativo, polvo L-103.

Mezcla. Previo a la mezcla, el lavado pulmonar de ambas ratas fue cen-
trifugado a 1500 rpm durante 10 min, se decantd el sobrenadante y las -
células fueron resuspendidas en 2 ml de PBS. Ambas suspensiones celula
res . fueron mezcladas en un solo tubo. De éste, fueron tomadas unas =--
gotas para cuenta diferencial y 0.1 ml para medir viabilidad celular -
total.

La suspensiﬁn celular restante, fue distribuida en 4 tubos siliconiza--

dos en cantidades iguales, obteniéndose &4 alfcuotas a las que se les --

adicionaron 0.3 mg/ml del polvo correspondiente. Las mezclas fueron tra
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tadas e incubadas de igual forma que en el estudio anterior excepto a2-
(ver control).
- Control:

a) Liberacién total de enzima (a2). Acesta alicuota, ademés de la mez~-
cla de polvo y células, se le aaregaron 2 pl de Tritén X100 (0.2%) -
(detergente) y se le incubé por un perfodo de 1 hr.

b) Eiberacién esponténea de enzima (sin polvo). Se colectd otro lavado
pulmonar por el mismo procedimiento al ya descrito, y fue tratado, -
distribuido e incubado de igual forma, pero las alicuotas no fueron-
mezcladas con polvo.

Al término de la incubacibén, cada una de las mezclas y control fueron cen-
trifugadas a 1500 rpm durante 10 min, y el sobrenadante fue usado para me-
dir espectrofotométricamente actividad enzimdtica por liberacién de DHL. -
Los resultados se presentan como porcentaje de la liberacidn total en a2 -
para cada caso.

En este (Gltimo estudio, no se hizo correccién por ndmero de células pues -
estaban en cantidades equivalentes en cada alicuota.

Cada uno de los estudios "in vitro", Actividad Hemolitica e Incubacidn de Ma--

créfagos, tanto de PM como de los controles se desarrollan individualmente y -

por triplicado. Los resultados se reportan como promedios ¥ Error Estandar --
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(x %

EE) y la evaluacién de significado estadistico se hizo con la prueba de -

"t" con un valor de p <0.05 (34).

3. Andlisis Microbiolégico.

3.1 Cultivo:

b7 o

Siembra de 10 mg de PM en caldo BHI (Infusidn Cerebro-Corazdn).
Bajo condiciones de esterilidad se afiadieron 10 mg de PM a 2 ml de medio

BHI, el cual se incubd a 37°C por un periodo de 24-48 hrs.

3.2 Aislamiento:

3.2.1

Siembra en Gelosa Sangre v en Hinton Muller.

Del cultivo de microorganismos en BHI, se sembraron por estria cruzada -
los medios de Gelosa Sangre y Hinton Muller y, posteriormente se incuba-
ron a 37°C durante 24-48 hrs.

Siembra en medio 110.

Del cultivo de microorganismos en BHI, se sembrd por estria cruzada el -
medio 110 vy se incubd a 379C durante 24 hrs y, una vez transcurridas es=-
tas, se sometid a una segunda incubacidén, a temperatura ambiente, con el
objeto de que se produjera el pigmento de S. aureus, en caso de que este

estuviera presente.
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3.3 Observacién:
Se realizaron frotis de las diferentes colonias presentes en todos los me
dios antes mencionados, se tifieron mediante la técnica de Gram y se nbseg
varon bajo el microscopio de luz con el obietivo de inmersibn.

Los resultados reportados sdlo incluyen el género de los microorganismos pre--

sentes y la determinacidén estd basada tanto en las propiedades microscépicas -

como en las macroscopicas.
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RESULTADDS.

Obtencidén y separacidn del PM.

El polvo enviado por la paciente contenia trozos de papel y madera, ademis de-
particulas de todos tamafios. Estas quedaron separadas al través de su paso --
por las mallas. El andlisis gravimétrico dié el siguiente porcentaje (en peso)
de particulas retenidas en cada malla: en la malla 30: 26.4%, malla 100: 25.1%
malla 200: 36%, malla 325: 10.3%, y malla 400:0.2%.

Las particulas gue atravesaron esta (Gltima, constituyen un 2% en peso del to--
tal y por ohbservaciones al MEB y planimetria, encontramos que tenian un tamafo
promedio de 10 pym. De esta fraccidn fueron separadas las particulas més pe---
guefias por sedimentacidn en agua bidestilada y, aplicando los métodos antes --
mencionados se encontrd gue tenian un tamafio promedio de 3.2 pm, segin se mues
tra en la grafica de distribucidn de frecuencias de la Fig. 1.

Esta determinacién se realizd para cada uno de los polvos control utilizados, -
as! como en el polvo L-103, encontrando gque el cuarzo tiene un tamafic promedio
de 2.6 pym, el Fe carbonilo de 1.6 pm y el polvo L-103 un tamafio promedioc de --
L.2 pm.

Al secar el PM, después de ser tratado por sedimentacidn en agua, las particu-

las tienden a permanecer unidas en forma de aclmulos, por lo que fue necesario
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tratarlos con ultrasonido antes de cada estudio. Este tratamiento, ademds de-
homogeneizar la suspensidn de particulas, provoca la ruptura de algunos pol--
vos resultando particulas méas pequefias (demostrado por MEB v planimetria) (Cua
drao 1).

A cada uno de éstos polvos se les hizo Microanédlisis de Rayos X* y de é1 resul
tdé gue el cuarzo es un cristal compuesto por silicio, el asbesto crisotilo es-
una fibra de silicato de magnesio; el Fe carbonilo, su nombre lo indica; el --
polvo L-103, ademds de estar compuesto por un silicato de aluminio. también --
contiene particulas tales como S, K, Cl, Ca y, el Polvo de Mexicali (ver intrp

duccién), estd compuesto por un silicato de aluminio y potasio (Fig. 2).

Sistemas "in vitro!

1. Determinacién de Actividad Hemolitica.

1.1 Actividad Hemolitica de PM (10 pm) a concentraciones altas de eritrocitos-
(1.2%) y de polvo.
De la incubacidn de eritrocitos con concentraciones crecientes a partir de
0.5 mg de-PM/ml, resulta una gran liberacidn de Hemoglobina (Hb), observan
do el maximo de liberacién (93.7% de hemdlisis) cuando es incubada una con
centracidn de 1 mg/ml de PM (Fig. 3). A concentraciones mayores_de polvo-

se obtiene una disminucidn en la cantidad de Hb libre, pero suponemos que-
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13

debida a la adsorcion de ésta por el polvo.

Actividad Hemolitica de PM (3.2 pym) a concentraciones altas de polvo y muy-
baja concentracién de eritrocitos (0.08%).

Los resultados mostrados en la Fig. 4, revelan gque el PM desarrolla un méa-
ximo de hemblisis de 45.7% cuando es usado a una concentracién de 0.5 mg -
de PM/ml y una concentracifn de eritrocitos al 0.08%. A partir de aqui, -
el porcentaje de hemblisis disminuye, no por un menor potencial téxico del
polvo, sino como suponen Singh y cols (12), es debido a la adsorcidn de =--
Hb por este polvo.

Esto se demostrd al observarse los sobrenadantes resultantes de la centri-
fugacidn: a concentraciones mayores de 1.D'mg/ml de polvo, el sobrenadante
tiende a ser transparente y el sedimento final contiene polvo tefiido de ro
jo; este color, no se relaciona con la sedimentacién de células sino con -
la Hb adsorbida. Esto significa que a mayor cantidad de polvo, la Hb libe

rada cubre las particulas, guedando enmascarada la liberacidn.

Actividad Hemolitica de PM (3.2 pm) y controles a baja concentracién de --

eritrocitos (0.6%) y polvos.

e
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Trabajando con PM de 3.2 pm a bajas concentraciones fue observada una cur-
va de hemdlisis que muestra que la Hb liberada al medio, es proporcicrazl -
a la cantidad de polvo incubada. El porcentaje del total de lisis, alcan-
za un maximo de 9313.2% cuando son incubados 2.5 mg de PM/ml con eritroci-
tos (Fig. 5). Es a partir de la concentracién de 1.0 mg/ml de PM (8136.2%)
donde la liberacidn de Hb se mantiene mé&s o menos estable.

En comparacitén con los controles positivos, es notoria la mavyor capacidad-
hemolitica del PM (93%) gue aguella inducida por cuarzo, que s6lo alcanza-
un 36.8% 1.5% y la de asbesto crisotilo, gue tan solo provoca 23,25 4. 4% =
cuando todos han sido incubados a la misma concentracién en peso. El1 Fe -
carbonilo gue, como sabemos es inerte, origina menos hemblisis: un D) G
1.6%. De la misma manera actla el oolvo L-103 gue demuestra tener un bajo

potencial hemolitico pues libera s6lo un 6.2% 1.3% de la Hb total.

Actividad Hemolitica de PM (3.2 pm) y controles, a bajas concentraciones -
de eritrocitos (0.6%), ajustando el nimero de particulas por ml de suspen-
sidn.

Por las diluciones hechas para ajustar el nimero de particulas, encontra--

mos que en 1 mg de cada polvo, estédn contenidas 78'786.480 particulas de -

cuarzo, 70'641,899 particulas de Fe carbonilo y 343'909,280 particulas de-
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PM. En relacidn al PM, se observd que éste posee 4.36 veces més particu--
las que el cuarzo y que éste, a su vez, presenta una relacidn de 1:0.89 --
particulas con el Fe carbonila (Cuadro 2).

Al incubarse éstos polvos con eritrocitos, se detecta, segln se muestra en
la Fig. 6, que el PM alcanza un maximo de 61.7% de actividad l{itica cuando
son incubadas 118.5 X 108 particulas de PM/ml y que la hemdlisis inducida-
por este polvo es mayor a la que presentan el mismo ndmeroc de particulas -
de cuarzo, ya que éste sGlo induce un 34.7% de hemdlisis méxima y es toda-
via mayor a la producida por Fe carbonilo (16.9%) a la misma concentracidn
de particulas.

Tomando en cuenta los Errores Estandar gue presentan los resultados mostra
dos, podriamos decir gque es a una concentracidn de 79 X 106 particulas/ml-
(para todos los casos), donde se encuentra el maximo de hemolisis. A la -
concentracidn restante (118.5 X 106 particulas/ml), la liberacidn de Hb se
mantiene estable. Estos resultados son similares a los reportados en los-
estudios anteriores.

Tanto en este (ltimo estudio sobre Actividad Hemolitica como en los ante--
riores, el PM ha demostrado ser mas hemolitico que los controles positivaos,

cuando todos ellos han sido trabajados en paralelo.



CUADRDO 2

POLVOS INORGANICOS

No. de particulas / mg.

Fe 70'641,899
Cuarzo 78'786,480

P.M. 3431909,280

(0.89)
(1.00)*

(4.36)
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2.:1

Incubacién de Macréfagos con Polvos Inorgénicos.

Es;udia Comparativo de PM con Polvo Inerte.

Este estudio mostrd que cuando se incuban macrd6fagos alveolares con una --
concentracion de 0.3 mg de PM/ml, éste es capaz de provocar la liberacién-
de Deshidrogenasa Lactica (DHL), logréndose un maximo de 53% equivalente a
30 U/1 de DHL, cuando son incubadas por un periodo de 2 hrs (Fig. 7). Com
parado con fFe carbonilo, del cual se sabe que es inerte e induce una libe-
racion del 11% (4.9 U/1 de DHL), se puede asegurar que el PM posee un alto
potencial de dafio celular. Se puede pensar que esta cantidad de enzima 1i
bre no sblo proviene de macrAfagos dafiados, sino también de eritrocitos --
provenientes del lavado pulmonar: las cuentas diferenciales realizadas en-
cada estudio mostraron que, en premedio, los fluidos celulares contenian -
un B85% de macrdfagos y que el 15% restante corresponde a linfocitos (2.6%)
eritrocitos (12%) y, en una minima proporcidén, a polimorfonucleares (0.4%)
(Fig. 6).

De la incubacidn del control sin polvo, se obtienen los datos que se mues-
tran en la Fig. 9, en la que es posible constatar que la muerte espontanea
de las celulas (determinada por exclusién con azul tripén) (Fig. 10), es -

proporcional a la cantidad de enzima (U/1 de DHL) liberada al medio: se --

observa una viabilidad de 95.7# 2.6% correspondiente a una liberacién mini
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Fig. 8. Aspecto de los macréfagos alveo
lares al Microscopio de Luz, en un
frotis para cuenta diferencial.

(HRE, 200X ).
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Fig. 10. Viabilidad celular, aspecto al
Microscopio de Luz de los Macrafa-
gos vivos y muertos (flecha), céma
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ma de 4.9Z2.4 U/1 de DHL a un tiempo 0O de incubacién. Por el contrario, a
una viabilidad de 3.72 0.9% encontramos un maximo de 59% 11.5 U/1 de DHL -
liberada en la alicuota gue actla como control de liberacién total de enzi
ma (sonicado) (Fig. 9).

Esta misma proporcidon se espera en caso de inducir dafic celular por polvos
inorgénicos, en mayor o menor grado, dependiendo del polvo en estudio.

La liberacidén relativamente alta de enzima en el caso del control sin pol-
vo y del Fe carbonilo, se deben en gran parte a que es necesario centrifu-
gar las células para poder obtener el sobrenadante, lo cual origina un cier
to grado de rompimiento celular (Fig. 11).

En el caso del control de liberacidn total de enzima, el tratamiento con -
ultrasonido no resultd adecuado del todo: permanece un 3% de viabilidad ce
lular, ademds de gue se genera calor; por estas razones fue necesario cam-

biar el método de obtencidn para efectuar los estudios posteriores.

Estudio Comparativo del PM con un Control Positivo y un Polvo Inerte.
Los resultados presentados en la Fig. 12, muestran la lesifn a macrafagos-
por los polvos inorganicos: PM, cuarzo y polvo L-103. Se observa claramen

te que el PM es capaz de inducir la liberacidn del 54 3.2% de DHL, cuando

0.3 mg de PM/ml son incubados con macréfagos durante 2 hrs. A tiempos me-
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nores, también hay liberacidn de DHL pero en menaor cantidad. En todos los
casos, al tiempo O, el PM y controles presentan mas o menos (x I EE) 1a mis
ma actividad de DHL.

La liberacion inducida por PM, es menor a la que presenta el cuarzo (62 =

3.2% de DHL), que se sabe posee una alta capacidad de dafic a macr6fagos. -
Comparando ambos resultados, podemos asegurar que el PM tiene un alto po--
tencial citotdoxico como lo ha demostrado en estos estudios y en los reali-
zados con eritrocitos.

El polvo L-103, a% comportarse semejante al control de liberacién esponté-
nea de enzima asegura gue no tiene efectos sobre membranas celulares, o --
bien, que forma parte de los polvos "inertes" como el Fe carbonilo. Esto-

es en base a los estudios hechos en gque el polvo L-103 muestra efectos ca-

si nulos, que bien pudieran ser debidos a las condiciones de trabajo.

Analisis Microbiolégico.

El andlisis microbioclbdgico realizado al PM fue puramente microscopico y =--
reveld la presencia de Bacillus sp. (Gram +), Staphylococcus sp. (cocos =--
Gram +), presumiblemente no patfgenos por las caracteristicas que presenta

ron las colonias en el medio 110: las colonias de Staphylococcus no desa=--

rrollaron color dorado (pigmento), como cabria esperarse en el caso de que
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fueran patbégenas. Cabe mencionar gque para ssenurar que se trataba de una-
especie avirulenta, se hublera tenido que efectuar la prueba de la coagula
sa. Finalmente fueron observados bacilos Erém -, ldentificados microscopi
camente como Enterobacterias.

Estos resultados que se reportan corresponden s6lo a los microorganismos -
mas importantes que fueron observados en los frotis realizados a las dife-
rentes colonias gque desarrollaron en los medios de cultivo antes menciona-

dos.
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DISCUSION.

Este trabajo permitid la aplicacién de sistemas "in vitro" para evaluar los =--

efectos tdxicos de un polvo ambiental: el Polvo de Mexicali (PM) y establecer-
su posible asociacidon con enfermedades pulmonares.

Para realizar los estudios correspondientes, inicialmente fue necesario contar
con particulas de =5 pm semejantes a las que son inhaladas y retenidas en los-
pulmones. Una vez aisladas se tuvo que identificarlas y obtenerlas en cantida
des apropiadas.

Su separacién se logrd por gravimetr{ia en mallas, de las que se obtuvo una --
fraccidn final cuyas particulas tenian un tamafic promedio de 10 pm, por tanto,
fue necesario desarrollar un método que separara de ésta fraccién a las parti-
culas mas peguefias. Dicho método consistid en llevar a cabo la sedimentacidn-
de PM en agua bidestilada: las particulas obtenidas de esta manera cuentan con
un tamafio promedio de 3.2 ¥ 2.0 pm (determinado por MEB y planimetria).

El Microanadlisis de este polvo mostrd que s6lo un 3% de estas particulas estan
compuestas Gnicamente por silicio y gque el 83% correspaonde a particulas de si-
licio, aluminio y potasio. Estas Gltimas, por Difraccidn de Rayos X, fueron -
identificadas como feldespatos. Esta composicién es, en proporcidén, muy seme-

jante a la de la tierra comdn, pues se sabe que ésta esta constituida princi--
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palmente por oxigeno y silicic, y, en mencr cantidad, por aluminio y trazas de
magnesio, potasio, sodio, calcio, etc..

Entre los efectos téxicos més facilmente observables, inducidos por polvos in-
organicos, se cuentan aquellos en los que se provoca lesifin a membranas celula
res y, por tanto, ocurre la liberacién de componentes citoplésmicos cuantifica
bles. Tal es el caso de los eritrocitos, los cuales sirven como modelo para -
investigar lesién a membranas y en los que la actividad hemolitica de polvos -
inorganicos puede valorarse mediante la liberacion de hemoglobina: la medicion
de esta proteina citoplésmica se realiza espectrofotométricamente, pues ademéis
de aobtenerse una muy aceontable sensibilidad, no se requiere de reactivos gue -
actlen como indicadores de lesién y el hecho de que la hemoglobina (Hb) perma-
nezca mas o menaos estable, no obliga a realizar lecturas inmediatas.

Para valorar la actividad hemolitica de PM, se usaron como polvos de referen--
cia: ashbesto crisotilo y cuarzo, a los cuales se les ha comprobado actividad -

hemolitica "in vitro".

Allison (1971), Summerton (1977), Brody (1983) y Singh (1983), realizaron estu
dios sobre las propiedades hemoliticas de asbesto (crisotileo) y cuarzo, encon-
trando que ambos son altamente hemoliticos y capaces de producir lesién celu--

lar; este potencial téxico estéd dado, principalmente, por las caracteristicas-

fisico-quimicas de las particulas, tales como: forma, tamafio y carga.
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En el caso del asbesto crisotilo, su potencial es debido a la carga positiva -
de la superficie de la fibra, conferida por Mng la cual interacciona con las-
cargas negativas de los residuos de acido siédlico que se encuentran en la mem-
brana de los eritrocitos: esta unidn provoca tal aumento en la permeabilidad -
de la membrana gue finalmente resulta en hemfdlisis.

Las particulas de silice también pueden interaccionar con la membrana celular.
Los eritrocitos son facilmente lisados por varias formas de silice cristalino,
entre ellas, destacan: el cuarzo, la tridimita, cristobalita y stishovita (en
6rden decreciente de actividad hemolitica). Los modelos experimentales en los
cuales se analiza al silice, han demostrado gue se generan uniones entre los -
grupos silandlicos del &cido silicico (formado de la hidratacién del silice) y
las amidas secundarias de las proteinas de la membrana de los eritrocitos: co-
mo consecuencia de estas uniones de hidrdgeno, las proteinas son extraidas de-
la membrana provocando defectos en esta y, por ende la liberacidn final de la-
Hb (13).

Comparando los efectos de estos polvos inorganicos con los inducidos por PM --
(10 pm), éste resulta tenmer una capacidad hemolitica del 93%. Este primer es-
tudio mostrd también, una engafiosa relacifn inversa entre la concentracién usa

da de PM y sus efectos, pues a concentraciones mayores de 1 mg/ml, se ohservo-

una disminucién en la cantidad de Hb libre.
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Los estudios realizados por Singh y cols. (12),sugieren que esta disminucidn-
en la curva puede ser debida a la adsorcién de Hb por el polvo. Para observar
ésto mas claramente, o a fin de demostrarlo, se decidi6 realizar un segundo es
tudio de hemdlisis empleando altas concentraciones de PM (3.2 pm) y bajas con-

centraciones de eritrocitos (0.08%): la Hb liberada de la hemdlisis provocada-

por 0.5 mg de PM/ml fue méxima y, a concentraciones mayores, la Hb libre fue -
disminuyendo; el decremento en cuestidn fue proporcional a un aumento en la co
loracifn rojiza del PM, sin que ésta estuviese relacionada con la sedimenta---
cion de eritrocitos. A una concentracién final de 10 mg/ml, el saobrenadante -
aparecid incoloro y manifestd un minimo de absorbancia. Estas observaciones -
hacen suponer que el PM, desde la primera concentracion utilizada, ha adsorbi-
do la Hb impidiendo que ésta sea cuantificada en forma libre.

El estudio comparativo de PM (3.2 pm) v otros polvos, permitié observar lsa pro
porcionalidad existente entre la cantidad de Hb libre y la concentracién de --
polvos utilizada (relacion dosis-efecto). Esta proporcionalidad que presenté-
el PM (93% de hemolisis), fue similar a la gue presentaron el cuarzo y el as--
besto crisotilo (36.8 y 23.2% de hembdlisis respectivamente), a diferencia de -
Fe carbonilo (inerte) y el polvo L-103, en los que la curva de hemdlisis perma

nece estable. Este (ltimo polvo, al desarrollar un minimo de hémolisis, fue -
considerado dentro del grupo de polvos "inertes" o como control negativo.
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Los estudios hasta aqui realizados, demostraron relacién entre el tamafio y con
centracion del PM y los efectos toxicos que aparecen. Estos son atribuidos a
su composicidn rica en feldespatos (silicato de aluminio), gue representa el -
83% de sus componentes y no al de didoxido de silicio que corresponde sdlo a un
3%. Si el potencial téxico de este polvo fuese debido al didxido de silicio,-
se esperaria una menor actividad hemolitica que la observada con nuestro con--
trol de cuarzo purao.

Sin embargo, habia que descartar el papel del n(mero de particulas empleadas,-
ya que el PM es de menor densidad gue el cuarzo. Por lo tanto, era muy proba-
ble que los eritrocitos quedaran expuestos a un mayor nimero de particulas de-
PM gue de cuarzo cuando se emplearon las mismas unidades de peso. Era de supo
nerse entonces, gue si equilibramos la cantidad de particulas incubadas, la --
curva de hemdlisis del PM seria diferente, tomando en cuenta que al igualar el
nimero de particulas, el area de contacto del PM seria menor (diametro prome--
dio del PM = 3.2% 2.0 pm).

Se ajustd el nimero de particulas cuantificéndolas por mg de polvo. De este -
conteo por MEB resultd que el PM posee 4.36 veces mis particulas que el cuarzo
y, a la vez, 4.38 veces mas que el Fe carbonilo.

Al incubar la misma cantidad de particulas de los polvos (79 X 106 part/ml --

con eritrocitos al 0.6%, encontramos gque el PM es mas hemolitico que el cuarzo.
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Estos resultados, comparados con los anteriores, demuestran gue, a pesar de --

que el PM presenta una menor area de contacto con los eritrocitos vy, por tanto,
es menor su cantidad en peso, éste resulta ser méds hemolitico que el cuarzo.

En conclusidn, los efectos hemoliticos del PM son dependientes de su tamafio, -

concentracién, nimero de particulas y composicidn.

Sin embargo, por el hecho de gque sea altamente hemolitico, no puede asegurarse

que posee la misma capacidad de dafio sobre celulas especializadas: los macréFE
gos alveolares, los cuales "in vivo} entran inicialmente en contacto con los -

polvos y son los responsables de su eliminacidn (cuando ésta es posible).

En el extranjero se han realizado una gran variedad de estudios tanto "in viva"
como "in vitro", con macré6fagos, utilizando principalmente cuarzoc como polvo -

problema. En los sistemas "in vitro"se ha demostrado su alta capacidad para -

inducir dafio a membranas celulares, la cual ha mostrado correlacitn con su ca-

pacidad fibrogénica "in viva". Aln asi, no se ha logrado establecer el meca--

nismo mediante el cual el cuarzo desarrolla tales efectos citotdxicos y fibro-

génicos.

Una vez demostrada la capacidad del PM para producir dafio sobre la membrana de

los eritrocitos, restaba saber si este polvo se comportaba de la misma manera-

sobre macrbfagos alveolares "in vitro", ya gue este estudio nos proporcionaria

una idea més real sobre su citotoxicidad.
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Al incubarse macr6fagos alveolares con PM, se detectd que éste es capaz de in-

ducir en aquellos la liberacidn de la enzima citoplasmica Deshidrogenasa Lacti
ca DHL, con un méximo de 53%. Este porcentaje indica dafio a la membrana celu-

lar, en comparacién con el Fe carbonilo y el control de liberacidn "esponténea"
de enzima, que inducen un maximo de 11 v 21% respectivamente.

Se menciona: liberacidn "espontanea" de enzima, porgue como se observd, esta -

liberacidn enzimatica alcanz6 niveles mayores a los obtenidos con Fe carbonilo.
Una explicacién congruente serfa: como es necesario centrifugar las células pa
ra separar el sobrenadante en que se medird la actividad enzimatica, dicho pro
ceso puede inducir gque se favorezca algln rompimiento celular. En este mismo-

control, se determind gue los efectos "espontédneos" observados, tales como la-

liberacidén de DHL al medio, se correlacionan con una disminucién el la viabili

dad celular y con un aumento en la destruccidn de macrdfagos. Estos resulta--

dos hicieron suponer que esta misma correlacién se encontraria, aungue méas ~-

acentuada, durante la incubacidn de células con polvos inorganicos.

Para realizar un segundo estudio, que fuera comparativo con un control positi-

vo, hubo que afectuar algunos cambios en la técnica. Primero, se colectaron -

las células del lavado pulmonar en un solo tubo siliconizado, evitando asi que

las células se adherieron al tubo de vidrio; segundo, se distribuyeron en ali--

cuotas egquivalentes, de modo que no fue necesario corregir resultados por nﬁms
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ro de células y, tercero, con el fin de obtenmer una viabilidad del 0%, se agre
g6 Tritdnm X 100 (0.2%), que origina una lisis celular total.

Con estas modificaciones, el segundo estudio con macrb6fagos demostrd que el PM
no posee un potencial téxico mayor al del cuarzo, al menos sobre macrofagos al
veolares. En este mismo estudio, el polvo L-103 nuevamente presenta un bajo -
potencial téxico, con lo que podemos asegurar (apoyandonos en los resultados -
de hemdlisis) que pertenece al grupo de los polvos "inertes".

Con el objeto de modificar y mejorar este sistema "in vitro", actualmente esta
mos en espera de equipo que nos permita realizar cultivos de macrb6fagos en mo-

nocapa. Estos cultivos poseen varias ventajas, entre ellas:

Al guedar las células viables adheridas a la superficie del envase o del pla

to de cultivo, es mas facil que el polvo actle sobre ellas.

- No es necesario centrifugar los cultivos con lo cual se evita la elevada li-
beracidn "espontéanea" de enzima.

- Debido a la distribucién en monocapa, es posible realizar estudios morfulégl
cos, con lo cual podria tenerse una idea sobre el mecanismo de dafio celular.

- Al ser prolongada la incubacién (24 a 48 hrs) y efectuarse bajo condiciones-

controladas de esterilidad, oxigenacién, temperatura, etc, hace posible de--

terminar si el polvo es fagocitado. por las células, cuantificando la libera-

cién de enzimas lisosomales (Fosfatasa acida, proteasas, F—glucurﬂnidasa, -
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etc).
El andlisis microbioldgico realizado al PM no identificé microorganismos tales
como estafilococos patGgenos o neumococos que pudiesen participar activamente-
en el desarrollo de enfermedades pulmonares. 5in embargo, debe tomarse en --
cuenta la capacidad que tiene el silice para predisponer al individuo a adqui-
rir algunas infecciaones.
Allison y cols. (13) han reportado uné marcada relacidn entre humanos silicétl
cos y enfermedades infecciosas tales como 1la tuberculosis. Sus estudios han-
demostrado una mayor incidencié de tuberculosis en humanos afectados por sili-
ce, gque en aguellos no afectados. AlGn mas, se ha comprobado gue las enfermeda
des inducidas en animales experimentales con este bacilo se ven agravados con-
siderablemente mediante inyecciones o inhalaciones de silice.
Aunque no hay evidencia de que el silice interfiera en la respuesta del siste-
ma inmune contra este agente etiolégico, es probable gue la respuesta del ma--
crofago contra este bacilo se vea alterada en presencia del silice: se ha lo--
grado observar que, en cultivos de macréfagos, la virulencia del bacilo se ve-
potencializada por adicidn de silice.
Ahora sabemos (comunicacidn personal) (35), que la Ciudad de Mexicali es con--
siderada como una de las gue posee mayor incidencia de tuberculosis y, cono---

ciendo el potencial téxico del PM, se podria proponer la hipotesis de que exis
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ta un posible sinergismo entre éste y el agente causal en el desarrollo de és-
te padecimiento. Sin embargo, esto requiere de estudios més profundos.

En suma, fue posible establecer una metodologia bésica gue puede ser utilizada
en el estudio de otros polvos con posibles efectos tdxicos discriminando su --
comportamiento como "inertes" o "citotéxicos". Asi lo hemos hecho con el pol-
vo L-103 y 1o venimos realizando recientemente con un polvo de Salamanca sobre
el cual tenemos antecedentes similares a los reportados en la paciente de Mexi
cali. Por otra parte los resultados obtenidos han permitido iniciar una serie
de estudios "in vivo" en ratas, en les que se instila PM por via tréqueal, tra
tando de reproducir las lesiones tisulares gue se presentaron en la paciente, -
variando dosis y tiempos de exposicidén con el fin de establecer una relacién -
dosis-efecto.

Ambos estudios, nos ayudaran a conocer el mecanismo de dafic inducido por pol--
vos ambientales, que podrian extenderse a cualguier otro tipo de polvo y, so--
bre todo, permitirédn establecer su participacidn directa en el desarrollo de -
las enfermedades intersticiales pulmonares, las cuales constituyen una interrg

gante de actualidad en nuestro pais.
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CONCLUSIONES.

Con respecto a los sistemas que determinan Actividad Hemolitica vy los que va-

loran dafic a Macr6fagos Alveolares:

Por 1lo

1.

2.

Son sistemas répidos y poco costosos.

Resultan capaces de valorar la citotoxicidad "in vitro" de una gran

variedad de particulas contaminantes.

El disefado para emplear Macrdfagos Alveolares, aun requiere de mao=
dificaciones que lo hagan mas exacto.

Ambos proporcionan una idea sobre la toxicidad "in vivo" de particu
las contaminantes.

Hacen posible el estudio de los mecanismos citotdoxicos de ciertas -
particulas contaminantes.

Requieren complementarse con otras investigaciones para aportar so-
luciones al problema de contaminacién en la Cd. de Mexicali.

se refiere al Polvo de Mexicali (PM):

Resulta altamente hemolitico.

Su actividad hemolitica es dependiente de las concentraciones de --

eritrocitos y polvo, asi como del nimero de particulas.
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En cuanto

1'

Es capaz de dafiar a Macr6fagos Alveolares aungue no mas que el cuar
zo (control positivo).

Podemos asumir que el feldespato, por ser el componente contenido -
en mayor cantidad en &1, es el responsable de su citotoxicidad.

Se requieren efectuar estudios més profundos para poder establecer-

el mecanismo mediante el cual causa dafio celular.

a la importancia de los estudios "in vitro".

Sogn necesarios para valorar la presunta citotoxicidad inducida por-
polvos inorgénicos.

Proporcionan una idea sobre la toxicidad de los polveos inorgénicos-

"in vivo".

Son utiles para clasificar cualquier polvo inorgénico, en inertes o
toxicos.

Promueven el estudio detallado sobre los efectos de particulas con-
taminantes.

Aportan informacidn necesaria para el estudio del problema de la --

contaminacién ambiental en México.
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