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RESUMEN

Introduccion. Los origenes de la contaminacion del aire se
encuentran desde el descubrimiento del fuego; actualmente mu-
chos estudios relacionan la contaminacion ambiental con efectos
adversos en lasalud y el ozono es € principal componente de los
contaminantes del aire. El ozono atacalas biomol éculas formando
radicales libres que provocan dafio pulmonar, inflamacién y cam-
bios en la capacidad de defensadel huésped. El 6xido nitrico (NO)
es una molécularadical libre, que es capaz de 6xido-reduccion, y
al hacer contacto con otras moléculas reactivas produce muchos
més radicales libres. Existen tres isomorfas de NOS codificadas
por genes diferentes; el tipo 11 0 NOS inducible (iINOS) fue origi-
nal mente encontrada en los macréfagos, aungue existe en unava-
riedad de tipos celulares. Los efectos del 6xido nitrico incluyen
nitrosacion, oxidacion y nitracion.

Material y métodos. Se utilizaron 16 ratas Wistar machos de
200-250 g divididas en dos grupos: control con cuatro ratas, y otro
de exposicion a 0zono que se conformé con tres grupos de cuatro
ratas cada uno, los cuales fueron expuestos a 0zono con un gene-
rador de ozono GE 60 (Y anco LTD), con unamezclade oxigeno a
95%y CO2 a 5%, con una concentracion de ozono constante, me-
dido por un lector digital interno a 0.25 ppm por cuatro ho-
ras diarias durante siete, 15 y 30 dias. Dos horas después de la
€exposicion a ozono, las ratas fueron sacrificadas y serealizé fija-
cion de tejidos con etanol absoluto, para posterior inclusion en
parafina. Las muestras fueron observadas para medicion de area
deinfiltrado, conteo y porcentaje de células positivas al anticuer-
po en las éreas perivasculares y parénquima pulmonar, utilizando
un analizador de iméagenes computarizado.

Resultados. Durante siete dias después de la exposicién aozo-
no se observo respuesta inflamatoria de tipo mononuclear; des-
pués de 15 dias, respuestainflamatoriaintensa, con zonas de
infiltrado inflamatorio y presenciade macréfagos; durante 30 dias,
zonas extensas de inflamacidn con presencia de macréfagos e in-

Expression of iNOS and peroxynitrite
formation in lung parenchyma of ozone-exposed rats

SUMMARY

Introduction. The origins of pollution are from the discovery
of the fire; at the moment many studies relate the environmental
contamination to adverse effects in the health and ozone is the
main component of the polluting agents of the air. Ozone attacks
biomolecules forming free radical s causing lung damage, inflam-
mation and changesin defense capabilities host. Nitric oxide (NO)
is afree radical molecule oxide reduction capable, and when do-
ing contact with other reactive molecules produces many more free
radicals. There are three NOS isomorphic different gene codified;
type Il or induct NOS (iNOS) was originally found in macropha-
ge, athough in acellular types variety exists. Nitric oxide effects
include nitrosation, oxidation and nitration.

Material and methods. 16 Wistar 200-250 g male rats were
used divided in two groups: control with four rats, and other ozo-
ne exposed conformed with three groups of four rats each, wich
were ozone exposed with a GE 60 (Y anco LTD) ozone generator,
with amixture of oxygen to 95% and CO, to 5%, with a constant
0zone concentration measured by an internal digital reader to 0.25
ppm four hours daily during seven, 15, 30 days. Two hours after
0zone exposition, rats were sacrificed and it was made tissue fixa-
tion with absolute ethanol for later paraffin inclusion. Samples
were observed for infiltrated area measurement, count and
percentage of antibody possitive cells in perivascular areas
and pulmonary parenchyma, using an image computerized analy-
zer.

Results. During seven days after ozone exposition it was ob-
served mononuclear type inflammatory response; after 15 days,
intense inflammatory response, with inflammatory infiltrated zo-
nes and macrophage presence; during 30 days, inflammatory ex-
tensive zones with macrophage presence and polimorphonuclears
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filtrado con polimorfonucleares. Del mismo modo, seobservé res-
puesta positivaaiNOS.

Discusion. Estudios previos con exposicion a 0zono arrojan
que se genera unarespuestainflamatoria con aumento deradicales
libres. También se ha demostrado que hay un aumento en la acti-
vacion de laenzimaiNOS en ratas expuestas a ozono.

Conclusiones. La exposicién a o0zono indujo la produccion de
iNOS desde el primer periodo. La exposicion aozono estimulé la
produccién de peroxinitrito que aumenté conforme el tiempo de
exposicion.

Palabras clave: 0zono, peroxinitrito, iNOS, nitrotirosina.

Introduccion

Se puede definir la contaminacion del aire como la pre-
senciaen laatmosfera de una o mas sustancias combinadas,
en tales cantidades y con tal duracién que pueden afectar la
vidahumana, lade animales, |as plantas o propiedades, que
interfiere en el goce de lavida, propiedad o gercicio de ac-
tividades.

Losorigenes delacontaminacion del aire se sitlian desde
el descubrimiento del fuego, y se presentabayaen las gran-
des ciudades de Roma, antes de la era cristiana, 0 pocos
siglos después en Londres. En cuanto a los origenes indus-
triales, la contaminacion del aire se remonta al nacimiento
delarevolucion industrial.

M uchos estudios relacionan la contaminacion ambiental
con efectos adversos en lasalud. Muchas de esas evidencias
realizadas en animales y voluntarios humanos, que son ex-
puestos acontaminantes especificos del aire, atribuyen estos
efectos a ozono.*®

El ozono es el principal componente fotoquimico de los
contaminantesdel airey seformade maneranatural, cuando
laluz ultravioleta proveniente del Sol es absorbidaen laes-
tratosferapor el oxigeno molecular, dando lugar alaforma-
cion de ozono. El ozono de la estratosfera protege contrala
peligrosaradiacion ultravioleta.

El ozono también se forma por la reaccion en presen-
ciadelaluz solar de 6xidos de nitrégeno con compuestos
organicos vol étiles hechos por el hombre, produciendo ni-
veles de ozono en la troposfera, de potencial dafio a la
salud.

El ozono es un potente oxidante, capaz de reaccionar con
unaampliavariedad de biomoléculas, particul armente aqué-
[las que contienen tiroles o grupos amino y enlaces de car-
bono no saturados.®

Aungue el ozono causa dafio directo alas proteinas, |i-
pidos o células del aparato respiratorio, se cree que su prin-
cipal efecto se debe primariamente a los radicales libres
formados cuando el ozono ataca las biomoléculas.®* Los
radicaleslibres asi formados pueden iniciar una cascadade
reacciones que resultan en dafio pulmonar, inflamacion y
cambios en la capacidad de defensa del huésped.

El 6xido nitrico (NO) esun gasincoloro e inodoro, com-
puesto de una moléculainorganica biatémica, combinacién
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infiltrated. In the same way, positive response to iINOS was obser-
ved.

Discussion. Previous studies with ozone exposition indicate
an inflammatory response is generated with free radical increase.
Also it has been demonstrated there is an increase in iINOS enzy-
me activation in 0zone exposed rats.

Conclusions. Ozone exposition induced iNOS production sin-
ce first period. Ozone exposition stimulate peroxynitrite produc-
tion that increases according to exposition time.

Key words: Ozone, peroxynitrite, iINOS, nitrotyrosine.

1:1 de los dos gases més abundantes de la atmosfera. Por
contener un electrén no apareado, € NO es una molécula
radical libre, que es capaz de éxido-reduccion, y a hacer
contacto con otras mol écul as reactivas produce muchos més
radicales libres. Dentro de sus funciones fisiol 6gicas se en-
cuentran: relgjacion del musculo liso, inhibicion de la acti-
vacion delas plaguetas, neurotransmision, respuestainmune
y regulacion de la expresion de genes.358

El 6xido nitrico es formado a partir de L-arginina, por la
enzima sintetasa del oxido nitrico (NOS). Existen tres iso-
formas de NOS, |as cuales son codificadas por genes dife-
rentes. Latipo Il o NOSinducible (iNOS) fue originalmente
encontrada en los macréfagos, aunque existe en una varie-
dad de tipos celulares que incluyen hepatocitos, células del
musculo liso vascular, fibroblastosy células epiteliales.

L os efectos del 6xido nitrico pueden ser directos o indi-
rectos. Los efectos directos incluyen la interaccion del NO
con compl e os que contienen metales; los de relevancia fi-
siol6gicamasimportantesincluyen laguanilato ciclasa so-
luble y el citocromo P-450. Los efectos indirectos son
mediados por especies de nitrégeno reactivas, que se produ-
cen por lainteraccion del éxido nitrico con el oxigeno ora
dicales superéxido.® Estos efectos incluyen nitrosacion (un
radical de 6xido nitrico se combinacon un grupo amino, tiol
0 un grupo hidroxiaromético), oxidacion (dos o més el ectro-
nes son removidos de un sustrato), y hitracion (un grupo ni-
trito se afiade a una mol écul a).°

Ademés de sus propi edades de autoxidacién, el NO tam-
bién reacciona con los radicales superdxido para producir
un poderoso oxidante: €l peroxinitrito.

El peroxinitrito es una molécula altamente oxidante, se
forma cuando € NO con su electron no apareado se une a
€electrén no apareado del anién superédxido, de donde resulta
€l anidén peroxinitrito (ONOO).°

L os procesos citotdxicos desencadenados por peroxini-
trito incluyen la peroxidacion de lipidos, que consiste en
pérdida progresivade lafluidez de lamembrana,®* inhibi-
cion de respiraciéon mitocondrial, inhibicién de bombas de
membrana, con la consiguiente disminucion del potencial
de membrana;'? también hay un aumento en la permeabili-
dad de membrana, disminucién del glutationy dafio al DNA.

El peroxinitrito puede nitrar los residuos arométicos de
tirosinay tript6fano. In vivo se acepta que el mayor agente
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nitrante sedebe al peroxinitrito.®*® El aumento en laproduc-
cion del peroxinitrito se ha relacionado con enfermedades
como Alzheimer, artritis reumatoide, aterosclerosis, lesion
pulmonar, esclerosis lateral amiotréficay otras.

Material y métodos

Se utilizaron 16 ratas Wistar machos de 200-250 g, las
cuales se dividieron en dos grupos: control con cuatro ratas,
y otro de exposicién a 0zono, que se conformé con tres gru-
pos de cuatro ratas cada uno, los cuales fueron expuestos a
0zono con un generador de ozono GE 60 (Yanco LTD), con
unamezclade oxigeno a95% y CO, a 5%, con una concen-
tracién de ozono constante, medido por un lector digital in-
terno a0.25 ppm por cuatro horas diariasdurante siete, 15y
30 dias.

Dos horas después de laexposicidn aozono, losanimales
fueron sacrificados y se realizé fijacion de tejidos con eta-
nol absoluto, paraposterior inclusion en parafina. A losteji-
dos asi obtenidos se les realiz6 técnica de H-E, asi como
procesamiento para realizacién de técnica inmunohistoqui-
mica, siguiendo el método descrito por Hernandez Pando y
cols.

Brevemente, se obtuvieron cortes de 5 micras de nuestro
tgjido incluido en parafinay fueron montados en portaobje-
tos silanizados a 2%. Posterior a desparafinar y rehidratar
las muestras, se inactivo la peroxidasa endogena, con una
soluci6n de peréxido de hidrégeno a30% con metanol abso-
luto, lavado y realizacion de bloqueo antigénico inespecifi-
€O con suero de cabra, para posterior incubacion con
anticuerpo policlonal inespecifico paranitrotirosina (Upsta-
te Biotechnol, Lake Placid, NY, USA) adilucion de 1:2000
y con abldmina sérica bovina para incubar con anticuerpo
policlonal especifico paraiNOS (Cayman, Lab USA) adilu-
cién de 1:500 e incubados en cdmara humeda todalanoche.
Selav6 el exceso de anticuerpo con solucion buffer fosfatos
y se aplico anticuerpo secundario de cabra anticonejo bioti-
nilado (Dako, Carpinteria, CA, USA), en dilucién 1:200
durante una hora.

Se lavo € exceso de anticuerpo y se aplico sol. de avidina
peroxidada, para posterior revelado con solucién de peréxido
de hidrégeno-diaminobencidinaen solucién buffer defosfatos.

Se contrastaron laslaminillasen hematoxilinade Harrisy
sefijaron con resinasintética. Las muestras fueron observa-
das paramedicion de &readeinfiltrado, conteo y porcentaje
de células positivasal anticuerpo en las &reas perivasculares
y parénguima pulmonar, utilizando un analizador deiméage-
nes computarizado (QwinLeica, Leica Imaging Systems,
Cam, U.K)).

Andlisisestadistico

Para comparacion ddl infiltrado perivascular y peribron-
quial seredliz6 lapruebade Tuckey, y paracomparar lasdife-
renciasen losporcentaj esde célulasinmunopositivasconiNOS
y con nitrotirosina se realizé la prueba de ANOVA on rank.
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Se consideraron con importancia estadistica las diferen-
ciascon p <0.05.

Resultados

Cinética, localizacion del infiltrado y morfometria

Durante los primeros siete dias de exposicion a 0zono,
los cambi os histol 6gicos observados fueron respuestainfla-
matoria de tipo mononuclear, localizada en las areas peri-
bronquial y perivascular, que no se observa en ratas control
(Figuras1y 2).

En lasratas expuestas a 0zono por 15 dias se observé una
respuestainflamatoriaintensa, con zonas deinfiltrado infla-
matorio y presencia de macrofagos (Figura 3).

Durante €l curso de 30 dias de exposicion a 0zono, se
observan zonas extensas de inflamacion, con presenciade ma:
crofagos con caracteristicas de cdulas activadas, caracteriza-
das por célulasmuy grandes, con abundantecitoplasma claro
y eosindfilo con nucleos grandes y nucleol o prominen-
te. También seobservainfiltrado con polimorfonucleares (Fi-
gura 4).

Lamedicion de las areas de inflamacion perivascular en
los diferentes tiempos de exposicion, muestran un aumento
del infiltrado inflamatorio con diferencias estadisticamente
significativas respecto a los sujetos control y el curso del
infiltrado con 15y 30 dias (Figura 5).

Cinéticay localizacién histologica de iINOSy NT de-
terminados por inmunohistoquimica

En las ratas con siete dias expuestas a 0zono se obser-
vainfiltrado de macréfagos alveolares intensamente po-
sitivos a iNOS; asimismo, se observan positivas células
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Figura 1. Fotomicrografia de un corte histol 6gico de pulmén de rata con-
trol. Se muestra érea perivascular con infiltrado inflamatorio (H-E 10X).
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vasos. Lasefid paraNT esevidenteen célulasendotelialesy
musculo liso de vasos (Figuras 10 y 11).

Con exposicidn a ozono por 30 dias se observamarcade
iNOS muy positivaen macréfagos activados, y lamarcapara
NT se observa en musculo liso perivascular, asi como ma-
créfagos (Figuras 12y 13).

La medicion del porcentaje de células positivas para el
anticuerpo iINOS en las &reas perivascularesy en el intersti-
cio, no mostré diferencias significativas en los diferentes
grupos de exposicion.

La medicion del porcentaje de positividad para el anti-
cuerpo de nitrotirosinamostrd importancia estadisticacon p

Figura 2. Fotomicrografia de un corte histol 6gico de pulmon de rata con-
trol con exposicién a ozono de siete dias.

Figura 4. Fotomicrografia de un corte histol 6gico de pulmén de rata con-
trol con exposicién a ozono de 30 dias.

Curso temporal del infiltrado perivascular

3500 *
3000+
*
25001
=
£ 2000
Figura 3. Fotomicrografia de un corte histol 6gico de pulmén de rata con- '§
trol con exposicién a ozono de 15 dias. 5 1500+
E Il
1000+
del musculo liso de vénulas y células epiteliales de bron- —
quios (Figuras6y 7). 500
En estos macréfagos al veol ares también muestran positi- ol P —
vidad paranitrotirosina, como también se observaen células Control 7 dias

endoteliales, musculo liso y epitelio bronquial (Figuras 8
y9). ,

_ E_n las rgtas eXpU(_es_tas aozono por 15 dias se Obse_rva 10 Figuras. Areadeinfiltrado inflamatorio perivascular en ratas, a diferen-
siguiente: iINOS positivo en macréfagos y musculo 1iso de  tes tiempos de expasicion a ozono.

* p < 0.01 comparado con el control
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Figura 6. Fotomicrografia de corte histol6gico de pulmén de rata control
con inmunotincién paraiNOS A 10 X.

Figura 7. Fotomicrografia de corte histol 6gico de pulmén de rata control,
inmunotefiida para nitrotirosina.

< 0.001 en €l infiltrado perivascular en las ratas expuestas a
ozono por 30 dias con respecto a las ratas control. No se
encontraron diferencias significativas con respecto a la po-
sitividad paralanitrotirosinaen parénquimapulmonar, aun-
gue existe una tendencia a aumentar la positividad con
respecto al tiempo de exposicién al 0zono, como se muestra
en el cuadro 1.
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Discusion

El 6xido nitrico se harelacionado como unaviafinal por
la cual células inflamatorias activadas pueden mediar una
respuesta citotéxicaen respuestaainfeccion microbiana. 16

Investigaciones realizadas con M. tuberculosis, y M. le-
prae han demostrado que unaviapor lacual sellevaacabo
actividad bactericida es consecuencia de la activacion de la

Figura 8. Fotomicrografia de corte histol 6gico de pulmén de rata control
con inmunotincién paraiNOS. A 10 X y exposicién aozono de siete dias.

Figura 9. Fotomicrografia de corte histol égico de pulmén de rata control,
inmunotefiida para nitrotirosing, expuesta a ozono de siete dias.
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Figura 10. Fotomicrografia de corte histol6gico de pulmén de rata con-
trol con inmunotincién paraiNOS. A 10 X. y exposicién a ozono de 15
dias.

Figura 11. Fotomicrografia de corte histol6gico de pulmén de rata con-
trol, inmunotefiida para nitrotirosina, expuesta a ozono de 15 dias.

enzimaiNOS, con subsecuente elevacion del NO, que junto
con laformacion de radicales libres del oxigeno reac-
ciona con el radica superéxido, formando peroxinitrito,
agente oxidante que nitra aminoéacidos aromaticos, entrelos
cuales se encuentralatirosina, dando como resultado un pro-
ductofinal llamado nitrotirosina, el cual se hautilizado como
marcador de produccion de peroxinitrito.
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Estudios previos realizados con exposicion a ozono han
encontrado que se genera una respuesta inflamatoria, con
aumento en la producci6n de radicaleslibres,*® estado cono-
cido como estrés oxidativo.

Por inmunohistoquimica se ha demostrado que también
se realiza aumento en la activacion de la enzima iNOS en
ratas expuestas a 0zono. En este trabajo, se encontré que la

Figura 12. Fotomicrografia de corte histolégico de pulmén de rata con-
trol con inmunotincién para iNOS. A 10 X y exposicion a ozono de 30
dias.

Figura 13. Fotomicrografia de corte histolégico de pulmén de rata con-
trol, inmunotefiida para nitrotirosina, expuesta a ozono de 30 dias.
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Cuadro 1. Produccién de nitrotirosina en ratas expuestas a 0zono.

Grupo de exposicién a 0zono

Porcentaje de células positivas ala NT en parénquima pul monar

7 dias
15 dias
30 dias

33.28+4.44
34.66 + 2.75
36.43 +6.19

Los valores se expresan como la media mas-menos el error estandar de lamedia.

exposicidn aozono activalaenzimainducible, con lasubsi-
guiente sobreexpresion desde el primer tiempo de exposi-
cion y, probablemente, interactla con radicales libres pre-
sentes en el medio, formando peroxinitrito.

No se encontro relacion entre €l tiempo de exposicién y
aumento en la actividad de laiNOS. En relacion con la de-
teccion de nitrotirosina, se encontré presente desde los pri-
meros dias de exposicion, con aumento haciael dial5enel
infiltrado y leve descenso hacia el dia 30, con tendencia a
€elevarse en paréngui ma pulmonar, amedida que se aumen-
ta el tiempo de exposicién. Esto se complementa con estu-
dios previos en los que se demuestra el evacion de nitratos
y nitritos hacia el dia 15, para disminuir hacia el dia 30.
Probablemente, se relacione con lareserva de antioxidantes
gue hacia el dia 15 excederia su capacidad con el exceso de
radicales libres generados por la exposicion de 0zono, y ha-
cia el dia 30 se compensara con aumento de enzimas an-
tioxidantes.

No existen estudios previos en l0s que se haya demostra-
do la produccion de peroxinitrito secundariaalaexposicion
a0zono, por lo que este trabajo seria el primero en tratar de
explicar que el dafio celular podria estar en relacién con la
formacién de peroxinitrito, el cua se ha relacionado con
diferentes estados patol 6gi cos en pulmon. 1516

La intensa marca para nitrotirosina encontrada en célu-
las de muisculo liso de vasos sanguineos y paredes
bronquiales y la localizacion hacia cilios y mitocondrias,
probablemente se puede relacionar con alguna disfuncién
contractil en vasos sanguineos y funcion ciliar, encon-
trandose de esta manera alguna rel acion con experimen-
tos realizados en humanos, que relacionan el 0zono con
hiperreactividad bronquial; sin embargo, seria necesa-
rio continuar investigando en relacion con este tema.

Conclusiones

1. La exposiciéon a ozono indujo la produccion de NO
(INOS) desde €l primer periodo de exposicion. La activa
cion delaiNOS no mostré cambios significativosalo largo
de laexposicion.

2. La exposicion a 0zono estimul6 la produccion de pe-
roxinitrito, evidenciada por lapresenciade nitrotirosina. La
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produccién de peroxinitrito aumentd conforme aumento el
tiempo de exposicién.
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