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Resumen

Introduccion: El pulmdn de los mamiferos es el sitio principal de entrada de todos los
elementos toxicos, los cuales son fagocitados inmediatamente por el macréfago
alveolar, cuando son particulas pequefas y solubles. Estas particulas pueden
observarse en el interior del macréfago como agrupaciones de varios granulos redondo

oscuros de varios tamanos.
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Objetivo: Evaluamos los cambios morfolégicos de los macréfagos alveolares de
lavados bronco-alveolares de cobayos que inhalaron particulas finas concentradas,
como una via de exposicion similar a humanos.

Materiales y Métodos: Utilizamos 10 cobayos, (350-400g), los cuales inhalaron aire
filtrado o particulas finas durante 4 h por dia (3 dias/semana), durante 3 semanas. Al
termino de este tiempo, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (60
mg/kg i.p). Se realizaron los Lavados bronco-alveolares. Se elaboré el botéon celular y
se tifid con Giemsa.

Resultados: Los macréfagos alveolares incrementaron el porcentaje de células y solo
algunos presentaron en su interior inclusiones de particulas finas.

Conclusion: El macréfago pulmonar es una célula importante ya que mantiene un
equilibrio inmunoldgico dentro del pulmén, fagocita elementos extrafios, especialmente
particulas contaminantes. Ademas, nuestro modelo de inhalacién simula realmente la
exposicidn similar a humanos.

Palabras Clave: Macréfagos alveolares; Particulas; Fagocitosis.

Introduccion

El pulmdén de los mamiferos es el sitio principal de entrada de gran cantidad de
elementos tdxicos. Muchos contaminantes son depositados en los bronquiolos o
alveolos pulmonares, principalmente algunos soélidos o liquidos tienden a precipitarse
por diferentes eventos como impactacion, sedimentacién, intercepcion, y deposicion
electrostatica (Mossman et al., 2011). Para limpiar todos estos elementos, el pulmén
cuenta con un sistema fisico y quimico. El mecanismo fisico es conocido como
mecanismo de limpieza mucociliar (Pérez et al., 2014), el cual esta formado por las
células epiteliales ciliadas, las células productoras de moco o caliciformes y las
glandulas submucosas. Por otra parte, el mecanismo quimico estd presente en una
serie de células que son capaces de metabolizar estos elementos y se encuentran en 6
tipos celulares como son: la célula bronquiolar no ciliada y ciliada (Katavolos et al.,
2009), los neumocitos de tipo I y II (Castell et al., 2005), el endotelio (Castell et al.,
2005) y el macroéfago alveolar (Pavek and Dvorak 2008). Esta ultima célula es de gran

interés, ya que producen una gran variedad de agentes pro-inflamatorios y anti-
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inflamatorios, los cuales incluyen el acido araquiddnico, metabolitos de la ciclo-
oxigenasa y la via de la lipoxigenasa, ademas de citocinas, las cuales modulan la
funcion de los linfocitos y promueven la migracién y replicacion de los fibroblastos (Fels
and Cohn 1986).

El macrofago alveolar, desempeiian un papel central en la respuesta inmune innata en
las vias aéreas bajas. Poseen receptores de membrana que ayudan a discriminar lo
propio de lo no propio. Esta adaptacién le confiere al macréfago el aumento en la
fagocitosis de cuerpos extrafios que estan marcados con anticuerpos (Adelman et al.,
2005). Sin embargo, algunas particulas pequenas y solubles pueden ser endocitadas
por el propio macréfago, sin necesidad de ser reconocidas por sus receptores
membranales (Soukup and Becker 2001). Se ha reportado que la exposicion a
particulas gruesas (<10um) y finas (<2.5um), reducen el proceso de fagocitosis del
macrofago en un 50%, pero las particulas ultrafinas (<0.1pm) no modifican esta
actividad (Becker et al., 2003). Estas particulas se pueden observar en el interior del
macréfago y se distinguen morfoldgicamente como agrupaciones de varios granulos
redondo oscuros (negro, café, y azul) de varios tamafios (Gottipolu et al., 2009). Sin
embargo, esto es posible cuando las particulas ultrafinas aglomeradas son administradas
por la via intra-tragueal o cuando se inhalan altas concentraciones de particulas (Takenaka
et al., 2001).

Objetivos

Por lo anterior, evaluamos los cambios morfoldgicos de los macrofagos alveolares de
lavados bronco-alveolares de cobayos que inhalaron particulas finas concentradas,
como una via de exposicion similar a humanos.

Materiales y métodos

Para este estudio, se utilizaron 10 cobayos (Cavia porcellus) machos cuyo peso oscilaba

los 350-400g. Los animales estuvieron expuestos a particulas o aire filtrado en un



concentrador de particulas ubicado en Cinvestav-Zacatenco. Cinco animales inhalaron
particulas de 8:00-12:00 h. y los otros cinco inhalaron aire filtrado, ya que habia filtros
acoplados a estas cdmaras de exposicion como, filtros HEPA, de carbdn y o6xidos de
nitrdgeno. Ambos grupos fueron expuestos a particulas o aire filtrado durante 3 dias
por semana durante 3 semanas, cumpliendo un total de 9 dias de exposicion, es decir

36 horas de exposicion.

Al finalizar el dltimo dia de exposicién, los animales fueron anestesiados con
pentobarbital sédico [60 mg/kg i.p. (Pisa, farmacéutica, México), hasta alcanzar un
paro respiratorio. Posteriormente se insertd una canula en la trdquea y se realizaron los
lavados bronco-alveolares. Se instilaron 5 ml de solucion fisioldgica (37° C), durante un
minuto y se recuperd lentamente, esto se realizé dos veces. El liquido se almaceno a 4°
C para su posterior conteo. Se realizd el conteo total de células y enseguida se elaboré
el boton celular mediante el uso de una cito centrifuga (Cyto cent). Las laminillas se

tineron con Giemsa siguiendo este procedimiento:

Técnica de Giemsa para frotis (células en medio liquido)

Fijar las laminillas con metanol (5-7min).

2. Secar al aire.

3. Diluir el colorante de Giemsa 1:20 con agua desionizada (el color puede variar de
acuerdo a la dilucion en el buffer.

4. Tefir durante 15-60min
Lavar en agua desinozada.

Dejar secar al aire y evaluar.

Las laminillas fueron observadas en un microscopio en campo claro (Zeiss Axio Scope
Al, Zeiss). El conteo de macréfagos se llevd acabo en estas mismas laminillas y se
realizé una prueba de t-student para comparar ambos grupos (Primsa, Grahpad 5.0).

Determinamos las diferencias significativas utilizando (*p<0.05).



Resultados

Los animales inhalaron 506 + 42.34 ug/m? de particulas finas durante las 36 horas
mientras que los animales expuestos a aire filtrado estuvieron expuestos a 0.075 %
0.014 pg/m> de particulas. Los animales que inhalaron particulas finas mostraron
mayor porcentaje de macréfagos que el grupo control que inhald aire filtrado (Figura
1). El andlisis estadistico mostré diferencias significativas entre ambos grupos
(*p<0.05) (Figura 2). El analisis morfoldgico de los macréfagos evidencié cuerpos de
inclusion y su morfologia correspondié a granulos redondos, oscuros e individuales
depositados en el interior de estas células, los cuales corresponden a las particulas
finas inhaladas (Figura 3). Ninguno de los macrofagos presento inclusiones lipidicas o

cualquiera otro tipo de material en su citoplasma.

Discusion

En este trabajo evidenciamos que la exposicién aguda a particulas finas concentradas
incrementa el porcentaje de macrdéfago en los lavados bronco-alveolares. Ademas,

estas particulas se evidenciaron en el interior de algunos macréfagos alveolares.

La cantidad de cuerpos extranos inhalados tiene como repercusion principal el aumento
de células fagocitarias. En fumadores, los macréfagos alveolares se acumulan, sin
embargo han mostrado serias deficiencias en el papel inmunitario (Monick et al., 2010).
Ademas, se ha reportado que el depdsito de material particulado en el pulmdén induce
una inflamacién sistémica, la cual incluye la estimulacion de la médula désea. Esta
respuesta 6sea estd relacionada con los mediadores liberados por los macrofagos
alveolares como IL-1B, IL-6, and GM-CSF (van Eeden et al., 2001). De esta manera,
los macrofagos pueden migrar al sitio de lesion y acumularse en los espacios
pulmonares. Por otra parte, no encontramos evidencia de inclusiones lipidicas dentro de
los macréfagos, conocidos como macrofagos espumosos. Es decir, que la exposicidén a
particulas finas durante este tiempo no produjo proteinosis alveolar pulmonar o la
generacion de algun granuloma de colesterol (Lee et al., 1985). La Unica inclusién

observada fueron las particulas redondas, oscuras y no aglomeradas. Otros estudios
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han evidenciado grandes cumulos de particulas finas dentro de los macréfagos
alveolares, tanto en lavados bronco-alveolares como en alveolos de cortes histoldgicos
(Hussain et al., 2011). Probablemente, no encontramos grandes cumulos de particulas
debido al esquema de inhalacidon subagudo (36 h), el cual no permitié el depdsito de
altas concentraciones de particulas finas en el pulmdn. Otra hipdtesis que resulta de
este estudio, es la actividad del mecanismo de limpieza mucociliar en los animales, el
cual podria haber eliminado parte del contenido inhalado a lo largo del aparato
respiratorio. Ademas, se reportd que la acumulacion de particulas en el pulmoén
disminuye notablemente a través del tiempo, incluso la sobrecarga pulmonar es
diferentes entre modelos animales (Bermudez et al., 2004). Sin embargo, la via de
administracion también juega un papel importante, ya que la cantidad de particulas
depositadas y dafio es mas severo cuando las particulas son administradas de manera
intra-traqueal mads que cuando son inhaladas, el cual puede ser debido a las
agregaciones de los diferentes tamafios de las particulas y la distribucion a lo largo del
arbol bronquial (Li et al., 2007). Morfolégicamente, nuestras imagenes de macréfagos
son parecidas al estudio de Kulkarni et al. (2005), el cual demostrd particulas
redondas, oscuras y solas en macréfagos de esputo de personas adultos residentes de
Reino Unido expuestos a bajas concentraciones de particulas de carbon. El macréfago
pulmonar es una célula versatil. ya que limpia, fagocita, limpia, vigila y mantiene buena

armonia entre todos los elementos dentro de pulmones.

Conclusiones

El macréfago pulmonar es una célula importante ya que mantiene un equilibrio
inmunoldgico dentro del pulmén, fagocita elementos extrafios, especialmente particulas
contaminantes. Los modelos animales de instilacion intra-traqueal o intra-nasal no
incluyen una via similar a los humanos, ya que las particulas no siguen el propio
movimiento desde las fosas nasales hasta los alveolos pulmonares como lo
demostramos en nuestro modelo. Ademas, es importante continuar investigando el

proceso de fagocitosis y las particulas en un modelo inhalatorio.
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Figura 1. Macrdofagos de lavados bronco-alveolares tefiidos con Giemsa. A) Lavado
bronco-alverolar de un animal expuesto a aire filtrado. B) Lavado bronco-alverolar de

un animal expuesto a particulas finas. Las flechas en color rojo sefialan los macréfagos.
Imagen 400X.
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Figura 2. Porcentaje de macréfagos en lavados broncho-alveolares. Los animales

expuestos a particulas finas incrementaron significativamente después de la inhalacién
(*p<0.05).
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Figura 3. Macréfagos de lavados broncho-alveolares. A) Macréfagos de animales
expuestos a aire filtrado. B) Macréfagos de animales expuestos a particulas finas
concentradas. Las flechas en color rojo sefialan las inclusiones de particulas finas.

Imagen 600X.



