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RESUMEN

El ozono (O,) es el principal contaminante fotoquimico del
aire, reaccionadirectamente con biomoléculas en el aparato res-
piratorio y genera estrés oxidativo directo y sistémico. Induce
liberacién de citocinas, expresion de lasintasainducible de 6xi-
do nitrico (iNOS) y reclutamiento de leucocitos. El éxido nitri-
co (NO) reacciona con superéxido (O, para formar peroxini-
trito (OONQO), el cual nitratirosina'y forma nitrotirosina. En
este estudio, se expusieron ratas Wistar machos, de 250 g a O,
0.25 ppm, y se determind laiNOS y nitrotirosina por inmuno-
histoquimica y colageno, con Tricromica de Masson en aorta
torécica. Con el O, se encontr6 iNOS en células endotelialesy
nitrotirosina en todas las capas. El colageno aument6 significa-
tivamente al mes de exposicion. Estos resultados sugieren que
la generacion de peroxinitrito puede ser uno de los mecani smos
toxicos del O, anivel cardiovascular. Este es el primer reporte
internacional, donde se demuestra que el O, induce la forma-
cién de peroxinitrito y de iNOS en tejido vascular.

Palabr as clave: ozono, éxido nitrico, iINOS, nitrotirosina, co-
lageno.

iNOS and protein nitration
production in rat aorta exposed at ozone

SUMMARY

The ozone (O,) is the main photochemical contaminant of the
air that reacts directly with biomoleculesin the respiratory system
generating oxidative stress. It induces the cytokine liberation ex-
pression of theinducible nitric oxide synthase (INOS) and the leu-
kocytesrecruitment. The nitric oxide (NO) reacts with superoxide
(O,) to develop peroxynitrite (OONO'), which creates nitrotyrosi-
ne. In this study, male Wistar rats were exposed from 250 g to O,
0.25 ppm, and the iINOS and nitrotyrosine were determined by
immunohistochemistry and collagen, with Masson in thoracic aor-
ta. iINOSwasfound in endothelial cellsand nitrotyrosinein all the
coatswith the O,. The collagen increased significantly at one month
of exposition. These results suggest that the generation of peroxy-
nitrite can be one of the toxic mechanisms of the O, at cardiovas-
cular level; in addition, thisisthefirst international report, where
the O, is shown to induce the formation of peroxynitrite and iNOS
in vascular tissue.

Key words:. Ozone, nitric oxide, iNOS, nitrotyrosine, colla-
gen.
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Introduccion

Contaminacion

El aire puro es una mezcla gaseosa compuesta por 78%
de nitrégeno, 21% de oxigeno y 1% de diferentes compues-
tos tales como gases nobles, didxido de carbono y ozono.

L a contaminacién atmosférica es cualquier cambio en el
equilibrio de estos componentes, |o cual alteralas propieda-
desfisicasy quimicas del aire.

Lacombustion empleada paraobtener calor, generar ener-
giaeléctricao movimiento, es el proceso de emisién de con-
taminantes mas significativo.>? L os principal es contaminan-
tesdel aire se clasifican en:

Primarios. Son los que permanecen en la atmosfera ta y
como fueron emitidospor lafuente. Parafinesde evaluacién de
lacdidad del aire se consideran: Oxidos de azufre, monéxido
de carbono, 6xido de nitrégeno, hidrocarburosy particulas.

Secundarios. Son los que han estado sujetos a cambios
guimicos, o bien, son & producto de lareaccion de dos o méas
contaminantes primariosen laatmésfera. Entre ellos destacan
los oxidantes fotoquimicos y algunos radicales de cortaexis-
tenciacomo el ozono (O,).>* A nivel nacional, la contamina-
cién atmosféricaselimitaazonasdealtadensidad demografi-
caoindustrial. Las emisiones anuales de contaminantesen el
pais son superiores a 16 millones de toneladas, de las cuales
65% son de origen vehicular.

En laCiudad de M éxico se generan 23.6% de dichas emi-
siones, en Guadal gjara 3.5%, y en Monterrey 3%. Los otros
centros industriales del pais generan 70% restante.*

En julio de 1970, la Casa Blanca 'y el Congreso de los
Estados Unidos, crearon la EPA (Environmental Protection
Agency’s), paracontrolar la contaminacion. Segiin laEPA,
un indice delacalidad del aire de 100 parael O,, correspon-
de a un nivel de 0.08 partes por millén (ppm) (promedio
para ocho horas) (Cuadro 1).?

indice Metropolitano de la Calidad del Aire (IMECA),
México D.F. El indice delaCalidad del Aire se definecomo
un valor representativo de los niveles de contaminacién at-
mosférica y sus efectos en la salud, dentro de una regién
determinada.*

El IMECA consta de dos algoritmos de célculo funda-
mentales: el primero, para la obtencion de subindices co-
rrespondientes a diferentes indicadores de la calidad del
aire, y el segundo, paralacombinacién de estos en un indi-
ce global (Cuadro 2).4

El primero involucralautilizacién de funciones segmen-
tadas, basadas en dos puntos de quiebra principales. Estos
puntos fueron obtenidos a partir de los criterios mexicanos
delacalidad del aire, asi como de niveles paralos que ocu-
rren dafios significativos alasalud. Al primero sele asign6é
€l valor de 100, y a segundo de 500; entre estos dos puntos
se definieron tres més, cuyo objetivo esclasificar €l interva-
lo en diferentes términos descriptivos de calidad del aire.*

Antecedentes

Ozono. Es un compuesto gaseoso, incoloro, producido
en presenciade luz solar. Se origina de reacciones atmosfé-
ricas de hidrocarburosy 6xidos de nitrégeno bajo lainfluen-
ciadelaluz solar.?

Lacapade O, es unaregion de concentracion de moléculas
en laamosferade la Tierra. Esta capa se sitUa en una dtitud
entre 19y 30 km. Si no fuese por esta capa, una gran cantidad
deradiacion ultravioleta (UV) procedente del sol alcanzariala
superficie terrestre, causando dafios atodas | as especies vivas.

El O, se crea en |a estratosfera cuando la radiacion UV
procedente del sol rompe las moléculas de oxigeno (O,) en
dos &omos. Si un a@omo de O, choca contra una molécula
del mismo, sejuntaaéstaparaformar O,. Este proceso reci-
be el nombre defotdlisis. El O, también se rompe de manera
natural por accién de laradiacion solar en la atmésfera, y
también por reaccién quimica con varios compuestos que
contienen nitrégeno, hidrégeno o cloro.

Cuadro 1. indice de la Calidad del Aire (EPA), USA.

Valores del indice Clasificacion Precauciones para protegerse del Ozono Color
0a50 Buena Ninguna. Verde
(0.0 20.064 ppm)
51 a100 Moderada L as personas extraordinariamente sensibles deben considerar limitar
(0.065 a 0.084 ppm) los esfuerzos prolongados a aire libre. Amarillo
101 a 150 Dafiina ala salud Los nifios y adultos activos, y las personas con enfermedades respiratorias,
(0.085 a 0.104 ppm) de los grupos sensibles tales como asma, deben limitar |os esfuerzos prolongados &l aire libre. Mostaza
151 a 200 Dafiinaalasalud Los nifios y adultos activos, y |as personas con enfermedades
(0.105 a 0.124 ppm) respiratorias, tales como asma, deben evitar el esfuerzo prolongado
al aire libre; todos los demas, especialmente los nifios, deben limitar
el esfuerzo prolongado al aire libre. Rojo
201 a 300) Muy dafiinaala salud Los nifios y adultos activos, y las personas con enfermedades
(0.125 a 0.404 ppm respiratorias tales como asma, debenevitar cualquier esfuerzo a aire libre;
todos los demaés, especialmente los nifios, deben limitar los esfuerzos al
aire libre. Lila
301 a 500 Alto riesgo Todo mundo debe de evitar actividades al aire libre. Café

Fuente: http://www.epa.gov. Los colores corresponden a sus respectivos indices.
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Cuadro 2. indice Metropolitano de la Calidad del Aire (IMECA), México, D.F.

IMECA Calidad del aire  Efectos Color
0-100 Satisfactorio Situacion favorable para la realizacion de todo tipo de actividades. Verde
101-150 No Satisfactorio  Aumento de molestias menores en personas sensibles. Amarillo
151-200 No Satisfactorio Rosa
201-300 Mao Aumento de molestias e intolerancia relativa al gjercicio en personas con padecimientos respiratorios. Rojo
301-500 Muy maa Aparicién de diversos sintomas e intolerancia a ejercicio en la poblacion. Café

Ozono: Un promedio horario méaximo de 216 pg/mé (0.11 ppm), equivalen a 100 puntos IMECA

Fuente: http://www.imeca.com.mx. Los colores corresponden a sus respectivos indices.

Cuadro 3. Oxidos de nitrégeno.

NO y especies relacionadas

Nombre comin

Abreviatura/Simbolo

Oxido nitrico (mondxido de nitrégeno)3
Anion nitroxil

Nitrosonio®

Dioxido de nitrégeno

Peroxinitrito

Superoéxido®

Nitrito

Cation nitril (nitronio)*®

Nitrato

Nitrito + nitrato

Nitrosotioles

Oxido nitroso®

Trioxido de dinitrégeno (anhidrido del &cido nitroso®®

NO
NO
NO*
NO,
ONOO
O,
NO,
NO2*
NO3
NOx
RSNO
N,O
N,O,

a. El electron impar no se escribe en la abreviatura de NO como NO.
b. Aunque algunos agentes nitrosantes acttian como donadores de NO*. El NO* no existe como tal en solucion.
c. El NO reacciona con el anion superoxido para formar peroxinitrito.

Modificado de Moncada S. Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-42.

En unaatmésferano contaminadaexiste un balance entre
lacantidad de O, que se producey laque se destruye. Como
resultado, |a concentracién total permanece relativamente
constante, pero varia con la altura, encontrandose concen-
traciones maximas entre 19y 23 km.

Lamayor parte del O, en la estratosfera se produce en el
Ecuador, en donde el nivel deincidenciadelosrayos solares
son mayores, y de aqui estransportado por losvientosaotras
latitudes.?

La contaminacion por O, ocurre en dias soleados de la
mayoriade |as &reas urbanas de Américadel Norte. Este gas
es el principal oxidante de las &reas urbanas.?® Se han docu-
mentado sintomas respiratorios producidos por irritacion a
corto plazo, asma, inflamacion bronquioalveolar e incremen-
to enlastasas de mortalidad tanto en las exposi ciones contro-
ladas como en las exposiciones d airelibre de O,.%'

La morbilidad cardiovascular aguda relacionada el O,,
puede resultar de alteraciones primarias en la funcién car-
diovascular o de laintegridad vascular pulmonar, produci-
das por la liberacién de hormonas, citocinas o productos
derivados de laoxidacion, cuyos efectos del etéreos son difi-
ciles de compensar por estos sistemas.>”
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Laexposicion aO, genera una respuestainflamatoriade la
via aérea>®° La exposicién Unica (entre 0.22 y 3 ppm) causa
necrosisdel epitelio respiratorio, decremento del volumen res-
piratorio forzado por segundo (FEV 1), incremento de lapobla-
ciéndeneutrdfilos, linfocitos, proteinastotales, interleucina6y
8(IL 6y 8), y dd factor estimulante de col onias de macréfagos
y granulocitos (GM-CSF),8 reduccion en 40% delaenzimaglu-
tati 6n peroxidasadelamucosabronquioaveolar, tirosinay ura-
tosen € fluido bronquio alveolar.

El O, es un fuerte inductor para el receptor toll-like 4
(Tlr4) en ratones® y de la expresion del factor de necrosis
tumoral afa (FNT-a) en mamiferos (incluidos laratay €l
hombre),*! que asu vez, estimulan laexpresion delaenzima
sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS) en células blanco
productoras de la enzima.'*** Sin embargo, la exposicién
diaria (cuatro dias) a O,, atenta parte de la respuesta infla-
matoriagenerada por é mismo,* disminuye lafibronectina,
interleucina6 (IL-6) y lacuentatotal de neutréfilos obtenida
por lavado bronquioalveolar. Después de siete dias de expo-
sicion, seincrementalacantidad total de macréfagos en bron-
quios, y seobservadafio histol égico progresivo en bronguio-
los de rata.”101416
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El O, incrementalaexpresion de laiNOS en macrofagos
alveolaresy neumocitostipo |l deratas, asociado con la ac-
tivacion del factor detranscripcion nuclear NF-kappaB (NF-
kB).1-%° El transductor de sefial y activador de transcripcion
1 (Stat 1) favorece la sobreexpresion de NF-kB para que
active a promotor de laiNOS.* En ratas, el complejo pro-
motor NF-kB delaiNOS se haidentificado a76-85y a 962-
971 pares de bases (pb) rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion; mientras que en el humano, este complejo se
haidentificado entre 5.2y 6.1, y a 8.3 kilobases (kb).>112

Oxido nitrico (NO). El NO (también llamado monéxido
de nitrdgeno) es un gas ligeramente soluble en algunos sol-
ventes y puede difundir relativamente facil en membranas
biol 6gicas pero su solubilidad en agua es baja.??

El NO seformapor laconversién enzimaticadel aminoaci-
do L-arginina (isdmero levégiro) a L-citrulina mediante la ac-
cién delas sintasas de éxido nitrico (NOS), aunque puede for-
marse apartir de nitritos en aguaoxigenada (Cuadro 3).2-2 La
produccién de NO en células endoteliales ocurre de manera
constitutiva en respuesta a estimulos fisicos, tales como la
tension que gjerce @ flujo sanguineo sobre lapared vascular
(tension de friccidn o “shear stress’), esencial paralaregu-
lacién del flujo y la presion sanguinea, y de manerainduci-
ble por estimul os inflamatorios.?*

El NO producido por € endotelio o las plaquetas, también
inhibe la agregacién plaguetaria, la adhesion de leucocitos, y
modulalaproliferacion de c8ulas musculareslisas. El NO se
sintetiza en neuronas del sistema nervioso central, donde ac-
tlia como neurotransmisor, con funciones como laformacion
de lamemoria, coordinacion entre actividad neuronal y flujo
sanguineo, y modulacion del dolor.

En el sistema nervioso periférico, el NO es un media-
dor liberado por una amplia red de nervios previamente
reconocidos como no adrenérgicosy no colinérgicos. Es-
tos median algunas formas de vasodil ataci 6n neurogénica
y regulan ciertas funciones gastrointestinales, respirato-

riasy genitourinarias. Seles conoce como hervios nitrér-
gicos.?+?2

El NO también se genera en grandes cantidades durante
|os mecanismos de defensa del hospedero en reaccionesin-
munol égicas. Tal generacion de NO fue observada primero
en macréfagos activados,?t donde contribuye a su toxicidad
contra células tumoralesy microorgani Smosinvasores.

L as acciones citostati cas/citotoxicas del NO, resultan de
sus acciones inhibitorias sobre enzimas llave de la cadena
respiratoria 'y de la sintesis del acido desoxirribonucléico
(ADN) en células diana. EI NO también puede interactuar
con radical esderivados del oxigeno paraproducir otras subs-
tancias téxicas, tales como el peroxinitrito (ONOO). Asi, €l
NO participa en la defensa inmunol égica del hospedero y
también estainvolucrado en lapatogénesisdel choque sépti-
coy lainflamacién.?%

Sintasas de Oxido nitrico. La NOS es una enzima que
contiene un grupo hemo con secuenciasimilar alacitocro-
mo P-450 reductasa.?? Seguin el banco de datos de | as enzi-
mas,?® laNOS setipificacomo E.C.1.14.13.39, dénde E.C.
significa clasificacion de enzimas; E.C. 1 corresponde a
oxidorreductasas o deshidrogenasas; E.C.1.14. indica las
enzimas que actlan en donantes pares con incorporacion
de oxigeno molecular; E.C.1.14.13. son las enzimas que
utilizan nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NA-
DPH) como donador, e incorporan un &tomo.
E.C.1.14.13.39 es especificaparalaNOS y catalizala si-
guiente reaccion; 22

L-arginina+ N NADPH + mo(z) - L-citrulina+ NO +
nNADP®

Existen tresisoformasde NOS, dosdelas cual es son cons-
titutivas y una es inducible por estimulos inmunol 6gicos.?®
La NOS constitutiva (cNOS) fue descubierta en endotelio
vascular, por lo que se denomind eNOS, mientras quelaiso-

Cuadro 4. Isoformas de sintasas de 6xido nitrico.

Isoformas de NOS

NOS endotelial
(eNOS) 3NOS
Tipo 11, NOS-3)

NOS neuronal NOS inducible
(nNNOS) 3(NOS (iNOS) (NOS
Tipo I,NOS-1,bNOS) Tipo 11, NOS-2,

macNOS, hepNOS)

Ca?*/calmodulina
Membranay citosol

Regulacién primaria
Localizacion subcelular

Cantidad de
NO® producida baja (pmolar)
Funcion Sefializacion celular

a. Abreviaturas alternativas.

Ca?*/calmodulina Expresion génica

Citosol? Citosol y membrana

baja (pmolar) ata (umolar)

Sefializacion celular Citotoxica
Citostética

Citoprotectora

Tomado de Moncada S. Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-142.
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Cuadro 5. Biologia molecular de las isoformas de NOS humanas.

Gen eNOS nNOS iNOS
Localizacion 70935-7036 12g24.2 17cen-17g11.2
Estructura 26 exones 29 exones 27 exones
Tamafio 21 Cv 160 CV 37 Kb

Péptido 1203 aa 1434 aa 1153 aa

Peso 133 KDa 160 kDa 131 kDa

Tomado de Pharmacological Reviews 1997; 49: 137-142.

formaneuronal se encuentraen el cerebro, médulaespina y
sistemanervioso periféricoy fue denominadanNOS. Laiso-
formade NOSinducida por estimul osinmunol égicos, infec-
ciosos, lipopolisacaridos (L PS) einflamatorios, es conocida
como iNOS (Cuadro 4).17:222930

La eNOS también se expresa en plaguetas y en ciertas
poblaciones de neuronas en el cerebro, mientrasquelanNOS
se ha detectado en el epitelio respiratorio y en € musculo
esquel ético. Se han descubierto diferencias entre iINOS ob-
tenidasdetejidos diferentesen lamismaespecie3 2 LaeNOS
constitutiva puede inducirse en ciertas situaciones, talescomo
gjercicio crénico o embarazo, mientras que iNOS esté pre-
sente constitutivamente en tejidos como el epitelio bronquial,
rifidon y algunos tejidos fetales (Cuadro 5).102

Latranscripcion del gen de laiNOS através de las vias
detransduccién de sefiales delacinasa Janus (JAK)-Stat 1y
Stat 6,53 tanto en humanos como en ratas, es regulada por
interferén gama (IFN-y), ILs 1,6,10 y 11, factor de creci-
miento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), GM-CSF, factor inhibidor de leuce-
mia, factor neurotréfico ciliar, oncostatina M, hormona del
crecimiento, prolactinay factor estimulante de colonias 1.

Lainterleucina4 (IL-4) por si sola no induce la expre-
sion deiNOS, pero potencialaaccion del IFN-y.% Laregu-
lacion de la expresion de la iNOS es controlada tanto a
nivel transcripcional como postranscripcional 1922533

Homologia de la iNOS entre humano y rata. La rata
tiene 21 cromosomas en su genoma. Comparte con €l huma-
no el superreino Eukaryota, reino Metazoa, phylum Chor-
data, subphylum Craniana, Vertebrata, Eutel eostomi; clase
Mammalia, Eutheria. Ladiferenciataxonémicaempiezaen
el orden Rodentia, suborden Sciurognathi, familiaMuridae,
subfamilia Murinae, género Rattus.>¢%

El &cido ribonucléico mensgjero (MRNA) de la iNOS
humana contiene 3,444 pb, y codifica para una proteina de
1,147 aminoécidos (aa),* mientras que e mRNA de larata
para la iNOS contiene 3,614 pb,%® pero codifica para una
proteina de igual tamafio (1,147 aa).

LahomologiadelaiNOS entre estas especies esde 99.7%,
ademas de que presentan splicing alternativo, dependiendo
el estimulo, 1o que genera variaciones en € producto final
pero mantiene la actividad biolégica.® El locus dénde se
localizaestegen enlarataese 24,599 del cromosoma10,3%
y el humano selocalizaen el cromosoma 17.222°
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Estrés oxidativo. Los radicales libres son moléculas que
poseen un electron impar, caracteristica que los hace inesta-
bles y reactivos porque tratan de completar sus electrones
tomandol os de mol éculas estables, que al perder uno de sus
electrones se vuelven radicaleslibres.

Cada dtomo de oxigeno tiene un electrén impar para su
Orbita externa, 1o que le confiere la condicién de radical li-
brey lamoléculade oxigeno tiene dos €l ectronesimpares, o
sea, es un birradical libre. 394

Las especiesreactivasdel oxigeno (ROS), el peréxido de
hidrogeno (H,0,), y €l superdxido son en gran parte genera-
dos por el metabolismo celular. El estrés oxidativo ocurre
cuando la capacidad de defensa, consistente en pequefias
moléculas de antioxidantes y enzimas cooperadoras redox,
se afectan debido ala produccion excesiva de ROS.

L os estimul os oxidativos pueden ser transmitidos através
de vias de transduccion de sefides celulares a nucleo, para
control deladivisién cdular y supervivenciadelacdlula. Existe
evidencia de que en condiciones de estrés oxidativo, muchas
proteincinasas y factores reguladores de la trascripcién son
activados, como €l NF-kB, por ROS. 442

El estrés oxidativo sistémico esta presente en condicio-
nes patol 6gicas, como lavascul opatiadelahipertension esen-
cial.®+“2 En laateroesclerosis, se sabe que el estrés oxidativo
tiene un papel importante en el desarrollo de enfermedad
vascular, en lacual losleucocitos, macréfagosy células en-
doteliales contribuyen alaproduccion deradicaleslibres. 4

Laformacién deradicaleslibresy especiesreactivas del
oxigeno se origina por reacciones bioquimicas de oxida-
cién-reduccién del metabolismo normal en las que inter-
viene el oxigeno (catabolismo del triptéfano, formacion del
colégenoy reduccion deribonucl eétidos); fagocitosis, como
parte de una reaccion inflamatoria controlada; respuesta a
la exposicion de radiaciones ionizantes, luz ultravioleta,
contaminacion ambiental, humo del cigarro, hiperoxia, ozo-
no, ejercicio excesivo, didxido de nitrégeno, metal es pesa-
dos, hidrocarburos hal ogenados.*

Algunas de las sustancias que pueden modificar los
niveles de radical es libres aumenténdol os son: hal otano,
acetaminofén, adriamicina, menadiona, ozono, cloramfe-
nicol, nitrofurantoina, aminoglucésidos, digitalicos, te-
tracicling, etcétera, y disminuyéndolos: quelantes, vitaminas
A, E, C, B6, selenio y captopril 404

Los sindromes, enfermedades o procesos degenerativos
gue estan relacionados con el estrés oxidativo afectan 6rga-
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nos, aparatosy sistemas, tales como el sistemanervioso cen-
tral (esquizofrenia, enfermedades de Parkinsony Alzheimer,
esclerosis multiple, distrofia muscular de Duchenne y
ataxia-telangiectasia), ojos (cataratas, degeneraci n macu-
lar, retinopatias del diabéticoy del prematuro), sistemares-
piratorio (asma, cancer pulmonar, sindrome de dificultad
respiratoriadel adulto), sistema cardiovascular (ateroscle-
rosis, infarto del miocardio, hipertension, miocardiopatia),
sistema digestivo (hepatitis, cirrosis hepética, diabetes
mellitus, pancreatitis, cancer del colon, colitis), sistema
genito-urinario (insuficienciarenal, infertilidad masculina),
sistema osteomioarticular (artritis reumatoidea, artritis
psoriética, sindrome del hombro rigido), piel (eczema, me-
lanomay dermatitis por contacto), entre otros (mutagénesis,
caguexia, sindrome de Werner y envejecimiento).*-+

Peroxinitrito. El superdxido es un derivado del oxigeno,
capaz deinactivar al NO mediante unareaccién quimicapara
formar peroxinitrito (6.7 x 109 M-1 seg-1) (Ecuacion 1), un
radical anion inestable: 464

Ecuacion 1NO + O,* -~ ONOO

El ONOO (0.5 mM) tiene unavidamediamuy corta, en-
tre 1y 4.4 segundos, dependiendo de su entorno.*%

A pH fisioldgico y en presenciade metales, el ONOO de-
sarrolla descomposicion heterolitica para formar el anién hi-
droxilo (OH) y € i6n nitronio. EIl ONOO" puede isomerisar,
via su conjugado acido (&cido peroxinitroso), para nitrar, el
cual tiene unamenor actividad biol égica (Ecuacion 2).8

Ecuacion2 ONOO +H* i ONOOH - HNO, 7 H*NO,

Sin embargo, el ONOO- por si mismo es un fuerte oxi-
dante que puede reaccionar con un amplio nimero de bio-
moléculas, como lipidos, proteinasy ADN.% Posteriormen-
te, e ONOO puede reaccionar con e NO remanente para
formar dioxido de nitrogeno (NO,), el cua permite la for-
macion del agente nitrosante N,O, (Ecuaciones 3y 4).%

Ecuacion 3 ONOO + NO - NO, +NO,
Ecuacion 4 NO, + NO i N,O,

El ONOO  produce nitracion delatirosinade gran varie-
dad de proteinas.5>% Aungue el diéxido de nitrégeno, nitri-
tos &cidos o € cloruro de nitrilo pueden nitrar alatirosina
libre, se requieren grandes cantidades de estos compuestos
para formar nitrotirosina. Por otra parte, los antioxidan-
tes enddgenos previenen eficazmente la nitracion por
dioxido de nitrégeno, nitritos &cidos o cloruro de nitrilo;
pero s6lo parcialmente la nitracién por ONOO', ya que
una sola molécula de éste puede ceder los dos electrones ne-
cesarios paralaoxidacion delatirosina. Por esarazdn, lade-
teccion de nitrotirosina se utiliza como marcador de la pro-
duccién de ONOO-. %652
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Lanitrotirosinase haencontrado en proteinas, en unagran
variedad de padecimientos, incluyendo lesiones ateroescle-
réticas de las arterias coronarias humanas, corazén postis-
quémicoy placentadurante la preeclampsia.®%8 L os efectos
del ONOO  incluyen oxidacién, nitracion e hidroxilacién.s°

Debido a sus propiedades como radical libre, ed ONOO
puede producir oxidacion y mutacién del ADN através de
8-nitroguanina, 8-oxoguanina, y por mutaciones como trans-
versionesguanina: citosinapor timina: adenina(G:C - T:A),
Ilevandolo alafragmentacion y estimulando laribosilacién
de ADP, originalmente parareparar ADN y después, si los
estimul os contintian, se desarrollanecrosis, apoptosis o car-
cinogénesis. 55t

El ONOO- causa oxidacion de las mol écul as por tres me-
canismos: reaccién directa con grupos sulfhidrilo y tioéte-
res, descomposicion enradicales OH'y NO,, y reaccion con
iones de metales para generar nitracion e hidroxilacién de
aminoacidos arométicos, como tirosina (Figura 1) y tripto-
fano.®

El peroxinitrito (ONOO") reaccionacon latirosinaen una
reaccion de primer orden vialatransferenciade un electron,
para formar el radical tirosil y didxido de nitrogeno (NO,)
como productos (Reaccion 1).

L a subsecuente combinacion de radicales forma 3-nitro-
tirosinay 3,3 -ditirosina como productos (Reacciones 2 y
3). En lareaccion de NO, con tirosing, también resulta for-
macion de radicales tirosil, que favorece la formacion de
ditirosina, preferentemente sobre nitrotirosina, cuando lati-
rosina esta presente en exceso.™®

El ONOO también modulaalgunas de lasfunciones del
organismo. Las concentraciones hanomolares (100-1,000
nM) de ONOO:- en ratas, inhiben la interaccién leucocito-
endotelio, ejercen efectos citoprotectores en el dafio por
reperfusion en laisquemia del miocardio, y disminuyen la
acumulacién de polimorfonucleares en el corazon postis-
quémico.

A concentracion de 5 UM produce 6.5 + 3.8% derelgja
cion de aorta de rata, a 50 UM produce 37.7 + 9.3%, pero
entre 50-500 nM de ONOO no se observa respuesta detec-
table.>80

Sistema antioxidante. En condiciones normales, las cé
lulas cuentan con mecanismos de proteccion, enzimaticosy
no enziméticos, contra la produccién de radicales libres.5!

Entre los mecanismos celulares de proteccion enzimati-
cos se encuentralaenzima superdxido dismutasa (SOD), que
se encarga de la reaccion de dismutacion del radical anion
superéxido intracelular; ésta pertenece alafamiliade meta-
loenzimasy catalizalaconversion de O, aH,0O, atravésde
lasiguiente reaccion:

O, +0,+2e+2H" - HO,+0,
Esta enzima se encuentra presente en todos |os organis-

mos animales 'y vegetales que viven bajo condiciones aeré-
bicas. Lacatalasay glutatién peroxidasa (GP) conforman €l
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Figura 1. Mecanismo de reaccion del ONOO- con tirosina.

principal sistema enzimatico intracelular de remocion de
molécul as de perdxido de hidrégeno. La catalasa selocaliza
anivel de peroxisomas, y la glutation peroxidasa anivel ci-
tosolico y mitocondrial.

El mayor riesgo de lapresenciadel H,O, eslaproduccion
del radical OH-, que es muy reactivo e inestable. A bajas
concentraciones, el H,0, es removido por la glutation pe-
roxidasa en presencia de glutation reducido (GSH), el cual
es oxidado hasta glutation oxidado (GSSG):

2GSH + H,0, - GSSG + 2H,0

A altas concentraciones de H.O,, |la catalasa se vuelve

272!
primordial para su remocion:
2HO, -~ 0,+2H.0
Laenzimaglutation reductasa es unaflavoproteina (con-
tiene flavin adenin dinucleétido), regenera GSH a partir de
GSSG, con el NADPH como lafuente reductora:
GSSG + NADPH + H - 2GSH + NADP*

Entre los mecanismos no enzimaticos se encuentrael a-
tocoferol o vitaminaE, que se hadescrito como antioxidante
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defase lipidica, ya que por ser liposoluble difunde con mu-
chafacilidad hacialamembranay transforma especies muy
reactivas, como el OH-, en formas menos reactivas.

Actla donando Hidrégeno (H*) al radical, por lo que se
produce unaforma de radical estable de vitamina E:

a-TH+LOO - a-T+LOOH

El &cido ascorbico o vitamina C, es antioxidante de fase
acuosa que protege contra dafios oxidativos de grasas por sus
propiedades redox. Actlia donando hidrogeniones a radical
libre, transformandose de &ci do ascorbico (AH,) en &cido dehi-
droascorbico (A), con la formacion del radical ascorbilo
(A°) como intermediario, moléculaque asu vez actliacomo
radical libre, pero que normalmente es mantenido a bajas
concentraciones en plasma.

La ceruloplasmina, proteina circulante portadora de co-
bre, actlia como antioxidante extracelular.

Existen otros compuestos no enziméticos que han sido deno-
minados“removedoresderadicaeslibres’, quetienenencomin
ser fécilmente oxidables. Entre elos figuran cisteina, manitol,
tiourea, aopurinol, oxipurinal, hidroxitol ueno butilado, desferoxa:
mina, dimetilsulfoxido, dimetiltiourea, etcéteras

L os 10 princi pal es antioxidantes no enzimaticos son vita-
minas A, C y E, carotenoides naturales, &cido a-lipoico,
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proantoci anidinas oligoméricas, gingko biloba, curcuminoi-
des, mineralesy coenzimas.®®

Arterias. Las arterias tienen tres capas concéntricas. una
capainterna, que es latunica intima, que consiste en un tubo
endotelial cuyas células escamosastienen su gje mayor orien-
tado longitudinalmente; una capaintermedia, latinicamedia
compuesta principalmente por células musculares lisas dis-
puestas circularmente, y una capa externa, la tlinica adventi-
cia, congtituida por fibroblastosy fibras colagenas orientadas
longitudinalmente, que sefunden con el tejido conectivo laxo
alrededor delosvasos. El limiteentrelastinicasintimay media
es laldmina elastica interna, y entre las tlnicas mediay ad-
venticia se encuentralalaminaelastica externa

Lasarterias se clasifican por sutamafio, componente pre-
dominante de latinicamediay funcidn principal, en elasti-
cas o conductoras, muscularesdedistribucion, y arteriolas.®

Aorta. La aorta es una arteria elastica conductora, que
posee muchas capas fenestradas de elastina en su tanica
media; por esta razén, durante la sistole se distiende, con
la subsiguiente recuperacion elasticaen la diastole, asi ac-
tla como bomba subsidiaria que mantiene un flujo conti-
nuo a pesar del caracter intermitente del latido cardiaco.

El endotelio es un epitelio fino escamoso, separado dela
elasticainternapor tejido conectivo laxo, que contiene esca-
sos fibroblastos, células musculares lisas y finas fibras de
colageno.

Las células endoteliales son de perfil poligonal, de 10 a
15 um de ancho y 25-50 um de largo, con su €je mayor
orientado longitudinalmente. Las células endoteliales ve-
cinas estan unidas por simples uniones ocluyentes y por
escasas uniones tipo nexo.

Los organelos se localizan en la zona mas gruesa del cito-
plasma, arededor de un nicleo aplanado de localizacién cen-
tral. El endotelio es una poblacién celular de renovacion muy
lenta, por lo que raras veces se observan divisiones celulares.
Sus membranas adluminal y abluminal tienen numerosas
vesiculas, involucradas en € transporte transendotelial. En
ocasiones, se extienden prolongaciones cortasy rechonchas
delabase delas células endoteliales através de fenestracio-
nes de la elasticainterna, estableciendo unionescon lascdu-
las musculareslisasdelamedia

La funcién secretora de las células endoteliales es muy
amplia: segregan componentes de lamatriz extracelular sub-
yacente, incluyendo fibronectina, laminina, colagenosl|, 1V y
V; producen substancias reguladoras del tono vascular, tanto
vasoconstrictoras (endotelina-1) como vasodilatadoras (NO
sintetizado por laeNOS), entre otras. La mayoria de sus
productos son segregados de manera constitutiva, excep-
to el NO sintetizado por |laiNOS, el cual se produce en
situaciones de estrés, inflamacion y por citocinas de tipo
TH-1,%7y factor de Von Willebrand, cuya secrecién si-
gue las vias secretorias reguladas. Este factor se almace-
naen los granul os secretorios de Weibel-Palade, que mi-
den 0.1 x 3 um.
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En laaorta de rata, €l misculo liso constituye solo 35%
del volumen de lapared. Los miocitos se encuentran orien-
tados de forma circunferencial, dispuestos en pagquetes pa-
ralelos; miden 130 um de longitud en la aorta, 40 um en
arteriolas, y 400-500 um en €l intestino. Esta demostrado
que estas células muscul ares producen iNOS, inducida por
citocinas proinflamatorias,?% "y por dafio mecanico.™ Este
NO es el principal mecanismo de vasorrelgjacién e hipo-
tensién en el choque séptico.?*™ LaiNOS aumenta su ex-
presién en la pared vascular de manera progresiva con la
edad, debido a la activacién de NF-kB,%7™ después de is-
gquemiacerebral ,*® por denudacion endotelial,® en respues-
taaendotoxinasy arterioesclerosis.™

Lasfibrillas colédgenas de lamediay de la intima miden
30 nm de didmetro, siendo el condoitin sulfato, el glucosa-
minoglicano predominante de lamatriz extracelular circun-
dante. Lasfibras colgenas delaadventiciason méas grandes
(60-100 nm) y lamatriz extracel ular asociada esricaen der-
matan sulfato y heparan sulfato.®

Disfuncion endotelial. Se define como pérdidade lafun-
cion reguladora del endotelio.”®™ Los radicales libres y €l
peroxinitrito™®! son algunos de |os mediadores que se han
usado paraevaluar lafuncion endotelial. En general, sedice
que &l cambio en la producciéon de NO es un marcador de
disfuncion endotelial . 6%

En 1998, el premio Nobel de medicina fue para tres
investigadores: Furchgott, Ignarro, y Murad, quienes de
manera separada trabajaron sobre el factor relajante deri-
vado del endotelio (EDRF). Furchgott describio en 1980,
la existencia de una substancia liberada por el endotelio
en respuesta a la acetilcolina, a la que denominé EDRF
(endothelium-derived relaxing factor). Siete afios méas tar-
de, Moncada e Ignarro demostraron, de manera indepen-
diente, que EDRF y NO eran la misma molécula.?>?8%

En la Ultima década, se ha reconocido laimportancia de
las células endoteliales vasculares para el mantenimiento y
regulacion vascular. EI NO derivado de las células endote-
liales es un modulador critico del tono vascular local y dela
formacion detrombos. Existe deficienciaendotelia enlapro-
duccién de NO en una serie amplia de enfermedades cardio-
vasculares, como lahipertension, ateroesclerosis, anginaines-
table einsuficienciacardiacacongestiva. Laquimicade NO
en las matrices biol 6gicas es muy compleja, y otras vias de
produccién de NO pueden influir en su accién dentro del
sistema cardiovascular. Por ejemplo, €l anién superdxidoin-
teractiia con NO y reduce su eficacia como agente de trans-
duccién de sefid es, promoviendo laformacién de peroxini-
trit0.60'81’82

Planteamiento del problema

El O,, dependiendo de la dosis y tiempo de exposicion,
produce en las células de la mucosa respiratoria estrés oxi-
dativoy respuestainflamatoria sistémica.8

Existen antecedentes donde se eval an los efectos del O,
en lareactividad vascular y funcién endotelial, pero aln fal-
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tamucho por investigar para explicar cdmo esta exposicién
afectaa sistemacardiovascular.®

La morbilidad cardiovascular aguda relacionada con
el O, puede resultar de alteraciones primarias en la fun-
cién cardiovascular, o de laliberacién de citocinasy ex-
presion de enzimas, que s6lo son detectadas en presencia
de estimulosinflamatorios, como es el caso delaiNOS.2

Lapreguntacentral de estainvestigacion es. ¢inducirala
exposicion a O, sintesis de iNOS, nitracion de proteinas y
alteraciones morfol égicas en la aorta de rata?

Lapresenciade nitrotirosina como indicador indirecto
de la produccion de peroxinitrito, podria explicar algu-
nos de los mecanismos de dafio por O, en el sistema car-
diovascular y en disfuncién endotelial.

Hipotesis

Laexposicidn aozono inducelasintesis de 6xido nitrico,
nitracién de proteinasy alteraciones morfol dgicas en laaor-
taderata

Metas

Objetivo general. Determinar |la presencia de iNOS, ni-
trotirosina y alteraciones morfol dgicas en aorta torécica de
ratas expuestas a 0zono.

Objetivos particulares.

1. Detectar por inmunohistoquimica la presencia de iINOS
en laaortatorécicaaisladade rata

2. Detectar lapresenciade nitrotirosinaen aortatoracicade
ratas por medio de inmunohistoquimica.

3. Localizar la produccién de nitrotirosina mediante inmu-
noel ectromicroscopia.

4. Vaorar cambios morfol 6gicos en aorta después de la ex-
posicion crénicaa O,, mediante técnicas histol 6gicas de
hematoxilinay eosinay tricromicade Masson.

Material y métodos

Animalesde experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar machos, de 200-250 g (10 sema-
nas), alimentadas con “Purina Chow” y agua ad libitum, las
cuales se mantuvieron en € bioterio del Departamento de Fi-
siologia, dela Facultad de Medicina, enlaUniversidad Nacio-
nal Auténomade México (ciclosluz oscuridad 12 x 12 horas).

Exposicion aO,

Se utilizo una camara cerrada conectada al emisor de O,
de flujo variable (5L/seg), el cua consistié en un tubo con
chipsdeauminioy dos electrodos de alto voltaje en su inte-
rior. El oxigeno que circul 6 por este dispositivo se transfor-
mo en O,, el cual asu vez fue alimentado con aire ambiente.

Las mediciones de la exposicion fueron determinadas
mediante un monitor de sistema de control de O,, aprobado
por laEPA.
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L os animal es se sometieron a concentraciones prolonga-
das (cuatro horas diarias), equivalentes a un dia de contin-
genciaambiental (0.25 ppm), durantesiete, 14y 28 dias, n=
8 para cada grupo, de los cuales cuatro fueron sometidos a
inmunohistoquimicay cuatro a inmunoel ectromicroscopia,
en el Departamento de Patol ogia Experimental del Instituto
Nacional de Nutricién.

Grupotestigo

El grupo testigo se formo por animales que se mantuvie-
ron en cdmaras cerradas alimentadas por aire ambiente li-
brede O,, enlascuales se midieron los nivelesde O,, cons-
tatando que durante todo el experimento fueran menores
de 0.05 ppm.

Se sacrificaron a mismo tiempo que los grupos expues-
tos, n = 8 por periodo.

Estudio histolégico einmunohistoquimico

El sistema avidina-biotina. La avidina es una glucopro-
teina derivadadel huevo, con afinidad extremadamente alta
(afinidad constante > 1015 M1) paralabiotina.

M uchas mol écul as de bi otina pueden acoplarse aunapro-
teina, permitiendo a la proteina biotinilada unirse a mas de
una molécula de avidina. Si la bictinilacion se realiza bajo
condiciones 6ptimas, la actividad bioldgica de la proteina
puede conservarse.

Por los enlaces covalentes con que se une laavidinacon
diferentesligandos, como fluorocromos, enzimas o marca-
dores, €l sistema avidina-biotina puede utilizarse para es-
tudiar unaampliavariedad de estructuras biol égicasy pro-
cesos. Este sistema ha demostrado ser particularmente Util
en el descubrimiento y localizacion de antigenos, gluco-
conjugadosy acidos nucl éicos, empleando anti cuerpos bio-
tinilados, lectinas o sondas de &cidos nucléicos.

La técnica que se utilizd en este trabajo fue el procedi-
miento“ABC" o método del complejo preformado. Después
delaaplicacion de un anticuerpo primario o secundario bio-
tinilado, se agrega un complejo preformado entre avidinay
unaenzima biotinilada.

El sstemadeavidina-biotinaproporcionalasensibilidad més
ataen lafluorescenciay en la deteccidn basada en enzimas,
versatilidad que permite intercambio facil o introduccion de
marcadores multiples, y la habilidad de localizar o descubrir
antigenos que son dificiles o imposibles de ver o medir con
otrossistemas.?’

I nmunohistoquimicay estudio histoldgico. Lasratasfue-
ron sacrificadas dos horas después de ser expuestasa O,, se
anestesiaron con pentobarbital sddico 0.5 mL intraperitoneal,
y se perfundieron por viaintracardiaca con etanol absoluto.
Por diseccion, seextrgjo laaortatoracicay setomaron mues-
tras representativas, las cuales se colocaron en el mismo fi-
jador por 48 horas y después se incluyeron en parafina.

Se realizaron cortes de 5 um de espesor y se tifieron
con hematoxilinay eosina, y tricrdmica de Masson para
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estudio histoldgico. De estos bloques se obtuvieron cor-
tes montados en portaobjetos silanizados pararealizar in-
munohistoquimica, |os cual es fueron desparafinadosy re-
hidratados.

La peroxidasa enddgena se inhibid por incubacién con
unasolucién de metanol y peréxido de hidrogeno a 30% (34
mL de metanol y 6 mL de H,O,) durante tres horas, en un
vaso de Koplin. Luego de lavar con acohol de 96° aguay
buffer salino de fosfatos (PBS), se bloquearon los sitios li-
bres antigénicos para evitar pegado inespecifico con albu-
mina de suero bovina (ASB) a 3% en PBS por 30 minutos
paralaiNOSy con suero de cabra (Santa Cruz Biotechnol o-
gy) paralanitrotirosina.

Posteriormente, se decanté el exceso de ASB-PBSy de
suero de cabra, y se coloco el anticuerpo primario antisue-
ro policlonal de conejo anti-iNOS (Cayman Chemical Com-
pany, USA) y anticuerpo primario 1gG (Inmunoglobulina
G), purificado de conejo anti-nitrotirosina (Upstate biote-
chnology, Lake Placid, NY), a una dilucién 1:500 en ca-
mara himeda, y se dej6 incubando por tres horas.

Terminado este tiempo, las laminillas se lavaron tres ve-
cescon PBSy seagreg6 el anticuerpo secundario anti-cone-
jo bictinilado y se dej6 incubar por 50 minutos; luego se
lavaron nuevamente tres veces con PBS.

Después, se colocaron nuevamente 30 minutos en la ca-
mara himeda en contacto con € complejo avidina-biotina
(VECTASTAIN ABC) a0.05% del reactivo A, y 0.05% del
reactivo B (VECTOR Laboratories) en PBS.

Lareaccion antigeno anticuerpo fue detectada emplean-
do unasolucion que contiene 40 UL de H,O, (H,0, a 30%,
Merck, Darmstadt, Germany), ya que es €l sustrato de la
enzimaperoxidasa, 1 mg del cromégeno (SIGMA, St. Louis,
MO, USA); diaminobencidina (DAB), que funciona como
aceptor de electrones, disueltosen 1 mL de PBS. Despuésde
7-10 minutos de exposicion en estasolucion, laslaminillas se
lavaron con agua corriente, se contrastaron con hematoxilina
de Harris, se deshidrataron y montaron con resina sintética
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA, USA).%

Posteriormente, se delimitaron areas de 12,000 um? de
las capas intimay mediade laaorta, de donde se detectaron
area marcadas para iNOS, nitrotirosinay colageno; el por-
centaje de positividad se establecié en cada unade las éreas
analizadas multiplicando la zona positiva por 100 y divi-
diendo entre el &reatotal. Parala cuantificacion se analiza-
ron aleatoriamente tres campos por laminillay se obtuvo la
media. La cuantificacion serealizo en el analizador deima-
gen Image-Pro Plus 4.5 del microscopio de fluorescencia
OLYMPUS BX41.

I nmunoel ectr omicroscopia

Las ratas fueron sacrificadas dos horas después de ser
expuestas a O,, se anestesiaron con pentobarbital sodico
0.5 mL intraperitoneal, y se perfundieron por viaintracar-
diaca con paraformaldehido a 4% en buffer de Sérensen a
0.19 M con pH de 7.2 a4 °C. Por diseccién, se extrajo la
aortatoracicay setomaron muestras de 1 mm en formade
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rodajas, |as cual es se col ocaron en el mismo fijador duran-
te cuatro horas a4 °C.

Las muestras contenidas en tubos Pyrex se lavaron en
buffer de Stérensen 0.19M aun pH de 7.2 a 4 °C, haciendo
tres cambios de 10 minutos cada uno, y después en cloruro
de amonio 0.5 M en buffer de Sérensen 0.19M apH de 7.2
durante 45 minutos, a temperatura ambiente, seguido de un
Ultimo lavado en PBS 0.19M a pH de 7.2 con tres cambios
de 10 minutos cada uno a4 °C.

La deshidratacion se llevd a cabo en acoholes a 20, 50,
70, 90 y 100% durante una hora en cada uno de ellos. La
preinclusién serealizd en a cohol absoluto/resina LR White
de grado medio (London Resin Company LTD, UK) 2:1 por
12 horas, y después LR White absoluta por tres horas.

Lainclusion se complet6 en laestufa de polimerizacién
a 60 °C, en cépsulas de grenetina durante una hora. Serea-
lizaron cortes semifinos de 0.45 pum de espesor y setifieron
con azul de toluidina-borato de sodio 1:1 para seleccionar
el area de interés. Después, se obtuvieron los cortes finos
de 60 a 90 nm de espesor y se montaron en rejillas de ni-
quel recubiertas de oro. Selavaron en agua bidestilada por
goteo; se flotaron en pozos de agua bidestilada por cinco
minutos y en solucion PBS 0.19M/oval bumina/Tween 20
(39.6 mL/0.5 mL/20 pL, respectivamente) durante 45 mi-
nutos.

Se bloquearon los sitios libres antigénicos para evitar pe-
gado inespecifico con suero de cabra (Santa Cruz Biotech-
nology) durante una hora. Luego se incubaron con €l anti-
cuerpo primario 1gG purificado de congjo anti-nitrotirosina
(Upstate biotechnology, Lake Placid, NY) aunadilucion 1: 150
en PBS-ova bumina. Se contintio con lavado por flotacion con
PBS-ova bumina-Tween. Se incubd con € anticuerpo secun-
dario de cabra anti-conejo acoplado a oro (1gG conjugado con
oro de 5 nm. Sigma, USA) 1:20 en PBS-ovalbliminapor una
hora. Después se lavaron por flotacion con PBS-Tween por
15 minutos; se realiz6 un Ultimo lavado con agua bidestila-
da. Lasrejillas se dejaron secar por mediahora, y después se
contrastaron con acetato de uranilo por 30 segundos, se de-
cantd, serealiz6 un Ultimo lavado con agua bidestilada para
quitar el exceso de uranilo, se secaron y observaron en €l
microscopio electrénico (EM-10 ZEISS). Se tomaron foto-
grafias de &reas marcadas para nitrotirosina.

Andlisisestadistico

LaiNOSy nitrotirosina se reportaron en porcentajes de
positividad respecto al dreatotal observada en el microsco-
pio, lacual fue de 300 pum luminales x 400 um de profundi-
dad, igual a12,000 um?, que corresponde con las capas inti-
may media de la aorta (ver figuras).

Paralamedicién de col&geno, Unicamente se midié lacapa
media, excluyendo laintimay la adventicia; la primera por
ausenciade colageno, y la segunda por su alto contenido del
mismo.

La prueba estadistica utilizada para | os tiempos de expo-
sicionaO, fue el andlisis unilateral de variancia por rangos
de Kruskal-Wallis. Las comparaciones entre grupos, se rea-
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Figura 3 A-D. Deteccion de laiNOS en | os diferentes tiempos de exposi-
cionao,.

lizaron por el método de Student-Newman-Keuls. El nivel
de significancia estadistica considerado fue de p < 0.05.

Resultados

Deteccion deiNOS

Se detectd iINOS en la aorta toréacica de ratas expuestas a
O, (0.25 ppm, cuatro horas diarias). Lafigura 2 muestrala
relacion con lacantidad de la enzima detectada por inmuno-
histoquimica, y el tiempo de exposicion a O,. El porcentgje
de marcapositivafue 0 (cero) en el grupo control y aumento
progresivamente alo largo de laexposicion aO.,.

Se muestra €l porcentaje del area de las aortas donde se
detectd iINOS en cada uno de los periodos de exposicion a
O, y del grupo testigo. Cada barrarepresentaunarata. Enla
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figura se muestra el patrén de iNOS detectada en todos los
animales.

LaiNOS detectada en laaorta se | ocaliza principal mente
en células endoteliales. Enlas células musculares de lacapa
media también se detect6, pero sdlo hastalos 28 dias de ex-
posicion (Figuras 3 B-C).

Las figuras 3 A-D corresponden a inmunohistoquimica
paraiNOS 400x de las aortas torécicas de | as ratas expues-
tasa O, y del grupo testigo sin exposicion. Se observa la
capa intima formada por una capa de tejido conectivo avas-
cular y revestida por células endoteliales, cuyos nucleos so-
bresalen en la luz del vaso, y la capa media formada por
superposicién de laminas el ésticas fenestradas de elastina.
Entre ellas se sitlla el componente celular formado princi-
palmente por fibras musculareslisasy fibroblastos.

Lafigura3 A correspondea grupotestigo, lacual esnega-
tivaparalaenzimay solamente se observael color morado de
lahematoxilinade Harris. Se observan perfectamentetres cé-
lulas endoteliales en la superficie luminal y parte de la capa
media de la aorta con niicleos de las células muscul ares.

Lasfiguras3 B, Cy D corresponden asiete, 14y 28 dias
de exposicion, respectivamente. Obsérvese el color café ta-
baco revelado por ladiaminobencidina, caracteristico deesta
técnica en las zonas donde se localizalaenzima; en € cito-
plasma de las células endoteliales en todos |os tiempos de
exposicion, y en células muscul ares de la capa media se de-
tecta hasta los 28 dias de exposicion.

Deteccién de nitrotirosina

Lasratas expuestas a O, (0.25 ppm, cuatro horas diarias)
presentaron nitracion detirosinaen laaortatorécica (Figura
4). La gréficamuestrarelacion con la cantidad de nitrotiro-
sina detectada por inmunohistoquimica, y €l tiempo de ex-
posicion aO,. Se muestrael porcentaje de areaen las aortas
donde se detectd nitrotirosina en cada uno de los periodos
deexposicion aO,. En el grupo control no se detecto el ami-
noécido. Cada barrarepresenta un animal. Como puede ob-
servarse, €l grupo control fue negativo y los animales ex-
puestos a O, presentaron aumento progresivo de la cantidad
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Figura 5 A-D. Detecccion de nitrotirosina en los diferentes tiempos de
exposicion a O,

de marca, iniciandose desde € primer periodo de exposi-
cion (siete dias). La nitrotirosina en la aorta se localiza en
células endotelialesy en células musculares lisas de la capa
media de manera mas difusa que laiNOS.

En lasfiguras5 B-C, nétese que laaorta correspondiente
al grupo testigo es negativa para la nitrotirosina (Figura 5
A). Lasfiguras corresponden ainmunohistoquimicaparani-
trotirosina400x de las aortas toracicas de lasratas expuestas
a0, y del grupo testigo sin exposicion. Se observan la capa
intimaformada por una capadetejido conectivo avascular y
revestida por células endotelial es, cuyos niicleos sobresalen
en laluz del vaso, y la capa media formada por superposi-
cion de ldminas el asticas fenestradas de el astina. Entre ellas
sesitliael componente celular, formado principal mente por
fibras musculareslisasy fibroblastos.
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Lafigura5 A corresponde al grupo testigo, lacual esne-
gativaparalaenzimay solamente se observael color mora-
do de la hematoxilina de Harris.

Lasfiguras5 B, Cy D corresponden asiete, 14y 28 dias
de exposicion, respectivamente. Obsérvese el color café ta-
baco revelado por ladiaminobencidina, caracteristico deesta
técnica en las zonas donde se localiza la nitrotirosing; en el
citoplasma de las células endoteliales, en todos | os tiempos
de exposiciény desde | os siete dias de exposicion, se obser-
vamarca de maneradifusa en la capamedia.

iNOSYy nitrotirosina en la exposicion a O,

Ladeteccion delaiNOSYy de nitrotirosina mostré un pa-
tron similar de positividad en el tgjido, en relacion con el
tiempo de exposicion a0, (Figura 6).

Ladeteccion delaiNOSYy denitrotirosinaen aortatora-
cica de las ratas, mostro un patron similar progresivo de
positividad en el tejido en relacidn con el tiempo de expo-
sicibna O,

Colageno en la aorta

Lasratas expuestas a O, (0.25 ppm, cuatro horas diarias)
mostraron diferencias en la cantidad total de coldgeno delas
capas medias de sus aortas.

Lafigura 7 muestrala cantidad de colageno de las capas
medias de | as aortas de todos |os animales. Se observaque a
los 28 dias de exposicion a O,, ocupaentre 50 y 60% de la
capamedia, y existe diferencianotable con los otros grupos.
En el grupo testigo la concentracion de col ageno es menor a
30%.

El coldgeno de la capa media de las aortas de las ratas
mostro unarel acion directamente proporcional al tiempo de
exposicion a O, (Figuras 8 B-C). Notese la escasa cantidad
de colageno en el grupo testigo (Figura 8 A).

Lasfiguras 8 A-D corresponden alas aortas toréacicas de
las ratas expuestas a O, y del grupo testigo sin exposicion,
tefiidas con la técnica de Masson a 400x. El colageno se
muestra de color azul intenso por el azul de anilina. Se ob-
servan las capas intima, mediay externao tunicaadventicia,
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Figura 7. Coléageno de |la aorta en los diferentes tiempos de exposicion a 0zono.

constituida por fibroblastos y fibras colédgenas orientadas
longitudinalmente, que sefunden con el tgjido conectivo laxo
alrededor de los vasos.

Lafigura 8 A corresponde a grupo testigo. Se definecla-
ramente el limitedelas capas mediay adventiciapor €l col&
geno intensamente tefiido de azul.

Lasfiguras8B, Cy D corresponden asiete, 14y 28 dias
de exposicion, respectivamente. Notese el color azul “infil-
trante” en las capas medias de manera progresiva a medida
que aumenta el tiempo de exposicion a O,, llegando a ocu-
par mas de 50% a los 28 dias de exposicion. En todas las
figuras se definen claramente las bandas de elastina tefiidas
de color rosa.

Resultadostotales

LaiNQOS, nitrotirosinay colageno muestran un patron si-
milar de distribucion en el tejido a medida que aumenta el
tiempo de exposicion a O, entre los grupos experimental es.

En el grupo testigo negativo aiNOS'y nitrotirosina, sblo
se observa col&geno, ya que es parte fundamental del com-
ponente extracelular delacapamediadelaaorta(Figura9).
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Por otra parte, €l andlisis estadistico muestra significan-
cia mayor ala esperada en todas las variables estudiadas.
Para el caso de laiNOS, la prueba de Kruskal-Wallis dio
significanciade p = 0.006 (Cuadro 6).

L as comparaciones de ladeteccion deiNOS entre grupos
de exposicion a O, dieron significancia estadistica de p <
0.05 para todos los casos, excepto entre el grupo de sietey
14 dias (Cuadro 7).

Se utilizé lagréficade cajas con val ores extremos (Box
and Whisker) para representar estos datos en todas las va-
riables estudiadas, ya que muestralos cuartiles 1-3 (Q1-3)
y ladispersion de los resultados obtenidos. La grafica que
representa estos resultados para iNOS se muestra en lafi-
gura 10.

El andlisis unilateral de variancia por rangos paranitroti-
rosinadio significancia de p = 0.004 (Cuadro 8). Las com-
paraciones de la deteccion de nitrotirosina entre grupos de
exposicion a O, dieron significancia estadistica de p < 0.05
para todos |0s casos, excepto entre el grupo de sietey 14
dias (Cuadro 9). La gréfica que representa estos resultados
paranitrotirosinase muestraen lafigura 11. N6tese que tan-
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to paraiNOS como para nitrotirosina, la comparacion entre
grupos esidéntica.

El andlisisunilateral de varianciapor rangos para colage-
no dio significancia de p = 0.013 (Cuadro 10).

Las comparaciones de la cantidad de colageno en las ca-
pas medias de las aortas dieron p < 0.05 entre los animales
expuestos de 28 dias contra los otros grupos (Cuadro 11).
Lagréfica que representa estos resultados para colageno se
muestraen lafigura 12.

Discusion

En este model o se expusieron las ratas a 0.25ppm, que
corresponde a indices 201-300 IMECA y EPA, clasifica-
do como muy dafiino a la salud. A estas dosis, se reco-

C

Figura 8 A-D. Concentracion de colégeno en los diferentes tiempos de
exposicion a0,

mienda que los nifios y adultos activos y las personas con
enfermedades respiratorias, tales como € asma, deben evi-
tar cualquier esfuerzo al aire libre; también se observa au-
mento de molestiaseintoleranciarelativaal gercicio en per-
sonas con padeci mientos respiratori 0s.2 46

Lahipétesis planteada en el trabajo sugiriatres conse-
cuencias secundarias a la exposicion a O,: induccion de
la sintesis de 6xido nitrico, nitracion de proteinasy alte-
raciones morfoldgicas en la aorta de rata. Las tres se de-
mostraron plenamente, ademas de que estos resultados
concuerdan en parte con los reportados en otros trabaj os,
donde se logro detectar la presencia de iNOS por exposi-
ciona O,

L os cambios en la concentracién de colageno de la capa
media de |a aorta en ratas expuestas y la deteccién de nitro-
tirosina en células endoteliales y musculares lisas, son ha-
Ilazgos inhovadores y no existen en laliteraturainternacio-
nal reportes parecidos en la aorta.

Se proponen dos mecanismos de activacion de laiNOS
en este modelo de ratas expuestas a O, el primero, es por
mecani smos de estrés oxidativo, y el segundo, por accién de
citocinas como IFN-y, ILs-1, 6, 10y 11, EGF, PDGF, GM-
CSF, factor inhibidor de leucemia, factor neurotréfico ci-
liar, oncostatina M, hormona del crecimiento, prolactinay
por el factor estimulante de colonias 1. IL-4 por si solano
inducelaexpresion deiNOS, pero potencializalaaccion del
IFN- y.%

El NO producido junto con el O, origina ONOO" a pH
fisiol6gico. De esta manera se incrementa el efecto oxidati-
vo y lainflamacion generada por O,.%

El endotelio produce IL-1y GM-CSF, que por si mis-
mas pueden inducir laexpresion deiNOS.*® Losradicales
libres, el NOy el peroxinitrito, son algunos de los media-
dores que se han usado para evaluar la funcién endote-
lial 7981888 Este trabajo sugiere disfuncién endotelial, por-
gue sedetecté nitrotirosinay cambios en laproduccion dela
iNOS entre los grupos de exposicion y €l testigo.”s8

Adiciona mente, se observaron cambios morfol 6gicos en
la concentracion y disposicion de colageno entre las fibras
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Figura 9. Representacion gréfica de las variables estudiadas y su comportamiento en los diferentes tiempos de exposicion a O,. resultados totales.
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Cuadro 6. Andlisis unilateral de variancia por rangos (iNOS). Prueba Cuadro 9. Comparaciones de la nitrotirosina detectada entre grupos de

de Kruskal-Wallis. exposicion a0, y testigo. Método de Student-Newman-Keuls.

Grupos N Mediana Percentil 25  Percentil 75 Comparacion Diferencia de rangos p<0.05
Testigo 4 0.000 0.000 0.000 28 dias vs. Testigo 48.000 Si
7 dias 4 1.140 0.895 1.495 28 diasvs. 7 dias 28.000 Si
§ ' ' ' 28 dias vs. 14 dias 20.000 Si
ladias 4 2.980 1.245 4.235 14 dias vs. Testigo 28.000 Si
7 dias vs. Testigo 20.000 Si

X2 =12.360 con tres grados de libertad (p = 0.006).

Cuadro 7. Comparaciones de laiNOS detectada entre grupos de L 1o
exposicion a0, y testigo. Método de Student-Newman-Keuls. g_
84 C
Comparacién Diferencia de rangos p <0.05 %
£ 6
8
28 dias vs. Testigo 46.000 Si < 4
28 dias vs. 7 dias 25.500 Si %
28 dfas vs. 14 d_ias 16.500 si g 2 b b
14 dias vs. Testigo 29.500 Si o a
14 diasvs. 7 dias 9.000 No S %
7 dias vs. Testigo 20.500 Si ‘ ‘ ‘ ‘
Testigo 7 dias 14 dias 28 dias
Tiempo de exposicién a O,
€ 12 c Figura 11. Gréfica de cgjas con valores extremos que muestra la disper-
310 sién de los porcentajes de area de | as aortas donde se detect6 nitrotirosina
& en cada uno de los periodos de exposicion a O, y del grupo testigo. Cada
£ 81 cajamuestralamedianay los percentiles 25y 75 del andlisis unilateral de
§ 6 variancia por rangos realizado |a prueba de Kruskal-Wallis. indices dife-
° b rentes implican p < 0.05.
T 4
g b
‘: 27 — Cuadro 10. Andlisis unilateral de variancia por rangos para colageno
S o4 & con la prueba de Kruskal-Wallis.
S
. B o " Grupos N Mediana Percentil 25 Percentil 75
Testigo 7 dias 14 dias 28 dias
Tiempo de exposicién a O, Testigo 4 15.625 14.625 22.475
Figura 10. Deteccion de iNOS. Gréfica de cajas con valores extremos que ’ d|a,s 4 22.050 17.775 33.365
muestra la dispersion de los porcentajes de érea de las aortas, donde se 14 dias 4 28.605 25.375 33.710
4 55.630 52.945 58.620

detecté INOS en cada uno de los periodos de exposicion a O, y del grupo 28 dias
testigo. Cada caja muestralamedianay los percentiles 25y 75 del andlisis
unilateral de variancia por rangos realizado la prueba de Kruskal-Wallis.  X? = 10.743 con tres grados de libertad (p = 0.013).
indices diferentes implican p < 0.05.

Cuadro 11. Comparaciones del contenido de colégeno entre |os grupos
Cuadro 8. Andlisis unilateral de variancia por rangos (Nitrotirosina). de exposicion a O, y testigo por el método de Student-Newman-Keuls.
Prueba de Kruskal-Wallis.

Comparacion Diferencia de rangos p<0.05
Grupos N Mediana Percentil 25 Percentil 75
28 dias vs. Testigo 43.000 Si
Testigo 4 0.000 0.000 0.0150 28 dias vs. 7 dias 30.000 Si
7 dias 4 1.140 1.090 1.235 28 dias vs. 14 dias 23.000 Si
14 dias 4 1.650 1.160 2.280 14 dias vs. Testigo 20.000 No
28 dias 4 7.665 5.420 8.420 14 dias vs. 7 dias 7.000 No
7 dias vs. Testigo 13.000 No

X2 = 13.156 con tres grados de libertad (p = 0.004).

de elastina de la capa media de la aorta, dependiente del  INOS, nitrotirosinay cambios morfol dgicos. Es importante
tiempo de exposicion. destacar que estos datos indican que la generacion de pe-

En esta investigacion, se observo una estrecha relacion  roxinitrito puede ser uno delos mecanismostoxicosdel O, a
entre los tiempos de exposicion a O, y la deteccion de la  nivel cardiovascular.
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Col&geno de |la capa media de la aorta en pm?

Figura 12. Gréfica de cajas con valores extremos que muestra la disper-
si6n de los porcentajes de area del colégeno en las capas medias de las
aortas de cada uno de los periodos de exposicion aO, y del grupo testigo.
Cada caja muestrala medianay los percentiles 25y 75 del andlisis unila-
teral de variancia por rangos realizado la prueba de Kruskal-Wallis. indi-
ces diferentes implican p < 0.05.

Es claro que queda abierta la posibilidad de continuar
con estainvestigacion paradilucidar |os mecanismos exac-
tos de cdmo se genera estarespuestainflamatoria en la pa-
red vascular y, |o masimportante, qué tan reversibles pue-
den ser estas alteraciones observadas.

Laexposicion a O, en zonas demograficas de riesgo in-
crementalas enfermedades cardiovascularesy respiratorias,
con asoci acion directa atasas de mortalidad elevadas. ¢Val-
dralapena controlar la contaminacion ambiental ?

Conclusiones

» En e modelo estudiado, se detecté iINOS en la aorta
torécica de las ratas expuestas a O,, lo que sugiere
unarelacion directaentre el gasy lainduccion dela
enzima.

« En el modelo estudiado, se detecto nitrotirosina (in-
dicador de la produccion de O,) en los animales ex-
puestos a 0zono.

» Seobservaron cambios en la concentracion total de
coldgeno de la capa media de |a aorta torécica de la
rata, en relacion a la exposicion a O,, como se de-
muestra en | os resultados.

e Se observé una estrecha relacion entre los tiempos
deexposicionaO, y ladeteccion delaiNOS, nitroti-
rosinay cambios morfol gicos.

» Las éreas positivas paraiNOS y nitrotirosina fue-
ron las células endotelialesy musculareslisas dela
aortatoracicade las ratas expuestas a O,. Estas va-
riables se comportaron de manerasimilar entodo el
experimento, mostrando un patrén progresivo a
medida que aumentaba el tiempo de exposicion.

» Laaortatoracica del grupo testigo no mostré cam-
bios morfolégicos, ni en la deteccién de iINOS o ni-
trotirosina.

REV SANID MILIT MEX 2005; 59(4): 223-240
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