medigraphic Avlemigs

Biogumia

Articulo original
Toxicologia

Toxicidad de acroleina (contaminante ambiental)
en traquea y pulmones de ratas

JulietaHerrera-Martinez,” RosaIsela Hernandez-Garcia,* Blanca Margarita Berdeja-Martinez*

RESUMEN

ABSTRACT

Los hidrocarburos, como la acroleina, son contaminantes
ambientales a los que la poblacién en general esta expuesta.
La acroleina es absorbida en pulmones e intestino y meta-
bolizada en higado, algunos de sus metabolitos son excreta-
dos por orina, mientras que otros pasan a la circulacién
sanguinea pudiendo causar danos orgéanicos severos en el
humano. Esto sucede también en animales de laboratorio
intoxicados por via inhalatoria, oral, intragastrica o intra-
peritoneal. En este trabajo se estudié la relacién entre la in-
toxicacion aguda por via intragéstrica con acroleina y los
cambios histopatolégicos que se inducen en traquea y pul-
mones de ratas. La acroleina produjo danos reversibles en el
tejido epitelial traqueal y bronquiolar (hiperplasia y meta-
plasia epidermoide), los cuales pueden anteceder a un dano
irreversible de tipo canceroso ante el estimulo constante del
contaminante; asi como lesiones severas de tipo vascular en
ambos 6rganos. Las glandulas traqueales mostraron altera-
ciones en numero (hiperplasia) y tamano (hipertrofia). Me-
diante el estudio citomorfolégico de las alteraciones traquea-
les y pulmonares causadas por la acroleina, se puede
evaluar su toxicidad y dar explicacién a los sintomas respi-
ratorios que presentan las personas expuestas a los ambien-
tes contaminados, sobre todo con este téxico.

Hydrocarbons, like acrolein, are environmental contami-
nants to which populations are generally exposed. The ac-
rolein is absorbed by lungs and intestine, it is metabolized
in the liver and some of its metabolites are excreted
through urine, while others reach the blood stream and
may cause severe injury to organs of human beings. This
also occurs in laboratory animals intoxicated by inhalato-
ry, oral, intragastric or intraperitoneal paths. In this work
we studied the relationship between acute intoxication by
intragastric exposure of rats to acrolein and the histopa-
thological changes detected in their trachea and lungs.
Acrolein produced reversible damages to trachea’s and
bronchioles epithelial tissue (hyperplasia and epidermoid
metaplasia), which may antecede an irreversible injury of
cancerous type in front of the constant stimulus of the con-
taminant; and also severe vascular lesions in both organs.
The tracheal glands showed alterations in number (hyper-
plasia) and size (hypertrophy). Using the cytomorphologic
study of trachea and lungs alterations caused by acrolein,
it is possible to evaluate its toxicity and explain the respi-
ratory symptoms in individuals exposed to contaminated
environments, particularly with acrolein.

Palabras clave: Histopatologia, ratas, traquea, pulmones,
acroleina, toxicidad.

INTRODUCCION

De los contaminantes ambientales méis comunes en
las areas urbanas se tienen los hidrocarburos, como
la acroleina (H,C = CH CHO), la cual contribuye
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con la cualidad irritativa del humo de cigarrillo y de
la niebla fotoquimica. La acroleina se encuentra en
aceites extraidos de la madera de roble, en tomates y
otros alimentos; constituye del 3 al 10% del total de
aldehidos provenientes del humo del escape de auto-
moéviles, del 3 al 10% del total de aldehidos del humo
de madera quemada, mas del 7% del total de aldehi-
dos del humo del cigarrillo y el 5% de los aldehidos
atmosféricos. Sus principales usos son: como inter-
mediario en la sintesis de numerosos quimicos (en
particular del acido acrilico y sus ésteres, asi como
de DL-metionina), como herbicida y alguicida en el
tratamiento de aguas de riego, como fijador de tejidos
y en la manufactura de perfumes y termoplasticos.'?
En estudios realizados en personas que habitan zo-
nas con concentraciones altas de acroleina y en ani-
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males de laboratorio intoxicados por diversas vias
(inhalatoria, oral, intragéstrica o intraperitoneal), se
ha demostrado que dicho téxico es absorbido en pul-
mones e intestino y metabolizado en higado. Sus me-
tabolitos, el 5-2 carboxietil mercapturico, acido 5-3
hidroxipropilmercaptirico, acido acrilico y gliceralde-
hido pasan a la sangre, pudiendo llegar a los 6rganos
y causar alteraciones morfolégicas y fisiolégicas en
éstos, antes de ser excretados por la orina.*t

Las concentraciones atmosféricas de acroleina son
detectadas por métodos colorimétricos, espectrofoto-
métricos y fluorométricos, cuando han sido mayores
de 0.7 mg por m? la poblacién en general ha presen-
tado sintomas clinicos respiratorios severos, como
son: irritacién nasal, lagrimeo, disnea, tos, aumento
en la cantidad de esputo, obstruccién bronquial y cia-
nosis.”8

El objetivo de este trabajo fue estudiar la relaciéon
entre la exposicién intragastrica de ratas a la acrolei-
na y los cambios histopatolégicos que se inducen en
traquea y pulmones, para obtener el conocimiento
que pueda explicar la sintomatologia clinica que
muestran las personas expuestas a ambientes alta-
mente contaminados con este toxico.

METODOS

Se trabajoé con 30 ratas Wistar hembras de 10 sema-
nas de edad. Se formaron 6 lotes de trabajo con 5
animales cada uno: un lote testigo y dos de ratas in-
toxicadas por via intragastrica con la dosis tnica de
11.2 mg de acroleina (Sigma, México) por kg de peso,
las cuales se mantuvieron en las condiciones del bio-
terio, con alimento y agua ad libitum y se sacrifica-
ron 48 6 96 h, respectivamente, después de la admi-
nistracion del téxico. Los restantes 3 lotes fueron de
ratas expuestas a la dosis tinica de 25 mg de acrolei-
na por kg de peso y sacrificadas 24, 48 6 96 h, res-
pectivamente, después de la administracion de la
acroleina.

Las dosis tnicas de acroleina de 11.2 6 25 mg por
kg de peso que se administraron a los animales de ex-
perimentacion, se seleccionaron con base en los nive-
les atmosféricos de este toxico detectados en el aire
urbano, en industrias o en ambientes saturados con
humo de cigarrillo y con las dosis de intoxicacién ad-
ministradas experimentalmente a ratas por algunos
investigadores.}>"®

Al término de los tiempos de exposicion a la acro-
leina, las ratas se sacrificaron con cloroformo (J.T.
Baker, México), y se obtuvieron la traquea y pulmo-
nes de cada animal.
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Los 6rganos se fijaron con una solucién de formal-
dehido al 10% (J.T. Baker, México), durante 7 dias;
en un procesador automatico de tejidos (modelo 60,
Fisher, EU) se deshidrataron en soluciones acuosas
de concentracion creciente de alcohol etilico (J. T.
Baker, México) al 50%, 60%, 70%, 80%, 96% y abso-
luto, se transparentaron en tolueno (J.T. Baker,
México) y se incluyeron en parafina (Histosec,
Merck, México). Se realizaron cortes de 5 a 8 micro-
metros de grosor en un microtomo Minot rotatorio
(modelo 820, American Optical, EU) y se tineron con
las técnicas de coloracion de hematoxilina-eosina, tri-
cromica de Masson y de Papanicolaou.’

Los tejidos se observaron bajo el microscopio 6pti-
co (Standard K-7, Carl Zeiss, Alemania) para deter-
minar el dano histopatolégico producido por la acro-
leina en la traquea y pulmones.

RESULTADOS

Los siguientes resultados muestran que la traquea y
pulmones de las ratas testigo presentaron una morfo-
logia normal (Cuadros I, 11, III y IV, Figuras 1y 2).

Lesiones en traquea

En el cuadro I se indica la citotoxicidad ejercida por
la acroleina en la mucosa traqueal de las ratas de ex-
perimentacion. La formacion de papilas, hiperplasia y
pérdida de cilios en el epitelio de revestimiento fueron
lesiones cuyo grado fue proporcional al incremento de
las dosis y tiempos de exposiciéon (Figuras 3y 4). La
metaplasia epidermoide es una lesién mas severa y
secuencial a la hiperplasia, sélo se presenté en los
animales intoxicados con la dosis mas alta de acrolei-
nay con mayor tiempo de exposicion (Figura 5).

En la lamina propia y submucosa, la reacciéon in-
flamatoria crénica y fibrosis fueron mas drésticas a
mayor dosis y tiempo de exposicion (Figuras 4y 5).

En la submucosa traqueal (Cuadro II) de algunas
ratas no se observaron glandulas, mientras que en
otras, fueron escasas y presentaron hipertrofia (au-
mento de tamano). En la capa adventicia hubo dilata-
cion y congestion vasculares y fibrosis solamente en
las ratas intoxicadas con 25 mg/de acroleina por kg
de peso y expuestas durante 96 h (Figura 6).

Lesiones en pulmén
La citotoxicidad producida por la acroleina en el epi-

telio de revestimiento bronquiolar (Cuadro III) fue si-
milar a la observada en la traquea, presentandose
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Cuadro I. Citotoxicidad aguda producida por acroleina en la mucosa traqueal de ratas Wistar hembras.

Mucosa
Dosis tnica Epitelio de revestimiento Lamina propia
intragastrica  Tiempo
administrada de Pérdida
Lote (mg por kg  exposicibn  Formaciéon de Metaplasia Inflamacién
No. de peso) (h) de papilas Hiperplasia cilios epidermoide crénica Fibrosis
1 0 0 - - - - - -
2 11.2 48 Leve Moderada Leve - - -
3 11.2 96 Moderada Severa + Leve - Moderada + -
4 25 24 Severa Severa Moderada - Moderada Moderada
++ ++ ++ + ++
5 25 48 Severa Severa Moderada Severa Moderada Moderada
+++ +++ +++ +++ ++ +++
6 25 96 Severa - Severa Severa Moderada Moderada
++++ ++++ +++ +++

- No se presento.
El nimero de cruces es proporcional al grado de lesion.
Lote = 5 ratas

Cuadro II. Citotoxicidad aguda producida por acroleina en submucosa y adventicia traqueales de ratas Wistar hembras.

Submucosa Adventicia
Dosis tnica
intragastrica Tiempo Dilatacion
administrada de Gléandulas traqueales y
Lote (mg por kg exposicion Con Inflamacién congestion
No. de peso) (h) Ausentes Escasas hipertrofia crénica Fibrosis vasculares Fibrosis
1 0 0 - - - - - - -
2 11.2 48 - - - - - - -
3 11.2 96 - - - - - - -
4 25 24 - - - Leve Moderada - -
++
5 25 48 - + + Moderada Moderada - -
+++
6 25 96 + ++ +++ Severa Severa Severa Severa

- No se presento.
El ntimero de cruces es proporcional al grado de lesion.
Lote = 5 ratas

Cuadro III. Citotoxicidad aguda producida por acroleina en el epitelio bronquiolar de ratas Wistar hembras.

Dosis tnica

Epitelio de revestimiento de bronquiolos

intragastrica Tiempo
administrada de Formacion Pérdida Necrosis
Lote (mg por kg exposicién de de Metaplasia y
No. de peso) (h) papilas Hiperplasia cilios epidermoide esfacelacion
1 0 0 - - - - -
2 11.2 48 Severa + Leve + Leve - Leve
3 11.2 96 Severa + Leve + Leve - Moderada +
4 25 24 Severa + Moderada Moderada ++ - Moderada +
5 25 48 Severa + + - Severa Severa + + Moderada ++
6 25 96 Severa +++ - Severa Severa +++ Severa

- No se presento.
El nimero de cruces es proporcional al grado de lesion.
Lote = 5 ratas

92

Bioquimia



Toxicidad de acroleina en traquea y pulmones de ratas

Cuadro IV. Citotoxicidad aguda producida por acroleina en el parénquima pulmonar de ratas Wistar hembras.

Dosis Gnica

intragastrica Tiempo Dilatacién
administrada de y
Lote (mg por kg exposicién congestion Hemorragia Hemolisis
No. de peso) (h) vasculares Inflamacién interalveolar intravascular Fibrosis
1 0 0 - - - - -
2 11.2 48 Moderada - - - -
3 11.2 96 Severa + Leve - - -
4 25 24 Severa + Moderada - Severa -
5 25 48 Severa + + Severa + + Severa + + Severa + + -
6 25 96 Severa +++ Severa +++ Severa +++ Severa +++ Severa

- No se present6.
El namero de cruces es proporcional al grado de lesién.
Lote = 5 ratas

Figura 1. Trdquea de rata testigo. Mucosa: A) epitelio cilindri-
co pseudoestratificado ciliado, B) lamina propia; C) submuco-
sa con glandulas traqueales; D) cartilago hialino, E) adventicia.
Todas estas capas histolégicas presentaron morfologfa normal.
Técnica tricrémica de Masson. 10X.

ademads necrosis (muerte celular) y esfacelacion (des-
prendimiento) de las células epiteliales, el grado de
estas 2 dltimas lesiones se incrementé a mayor dosis
y tiempo de exposicién al toxico (Figura 7).

Se identificaron fen6menos vasculares, inflamato-
rios y de reparacién tisular (fibrosis) en el resto del
parénquima pulmonar de los animales intoxicados
con acroleina (Cuadro IV); la hemorragia interalveo-
lar y la hemdlisis intravascular s6lo se observaron
en los animales tratados con 25 mg de acroleina por
kg de peso (Figura 7); la inflamacién crénica fue se-
guida de fibrosis en las ratas con mayor tiempo de ex-
posicion (Figura 8).
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Figura 2. Parénquima pulmonar de rata testigo con histologfa
normal: A) alvéolos pulmonares, B) vaso sanguineo, C) bron-
quiolo (epitelio cilindrico o clbico simple ciliado, lamina pro-
pia, capa muscular y adventicia). Técnica Papanicolaou. 40X.

DISCUSION

La hiperplasia y metaplasia epidermoide observadas en
los epitelios traqueal y bronquiolar, son lesiones que
pueden anteceder a un dano irreversible de tipo cance-
roso ante el estimulo constante del contaminante.!%-'2

La funcién de las glandulas traqueales es mante-
ner himedo y lubricado este 6rgano, lo que explica
que algunas ratas de experimentacion se observaran
jadeantes y con sensacién de asfixia después de la ad-
ministracién del téxico.!>1

En los cilios de las células epiteliales se localizan
los receptores al oxigeno, que al no estar presentes,
los tejidos pueden tener hipoxia y necrosis, como la
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observada en el epitelio bronquiolar de las ratas in-
toxicadas.!121415 A] respecto, Hoshino y cols. (2001),
demostraron, en cultivos de células alveolares tipo
II, que la acroleina produjo necrosis celular, ya que
incrementdé la oxidacién intracelular, induciendo el
proceso de peroxidacion lipidica.'®

Figura 3. Tradquea de rata intoxicada con la dosis Gnica de 25
mg de acrolefna por kg de peso, tiempo de exposiciéon 24 h.
A) en el epitelio de revestimiento se observa: formacién de pa-
pilas, hiperplasia y pérdida de cilios; en la ldmina propia (B) y
la submucosa (D) hubo inflamacién crénica vy fibrosis. Las
glandulas traqueales (C) y el resto de las capas histolégicas (E,
F, G) presentaron morfologia normal. Técnica tricrémica de
Masson. 10X.

El proceso inflamatorio crénico, observado en tra-
quea y parénquima pulmonar, se presenté como res-
puesta de defensa ante la agresion local por el téxico
y fue seguido de un aumento en la cantidad de fibras
colagenas tisulares presentes alrededor de los vasos
sanguineos (fibrosis), lo cual pudo deberse a que se
llevé a cabo un proceso de reparacion tisular, donde
se reemplaza el tejido muerto por tejido constituido
por fibroblastos (células del tejido conectivo), secre-
tores de colageno. El colageno tipo I da lugar al teji-
do cicatricial.!%1720

Los vasos sanguineos de ambos 6rganos estuvieron
dilatados y congestionados. Al respecto, Egle y Hud-
gins, en 1992, encontraron insuficiencia cardiaca en
las ratas intoxicadas con acroleina, cuyas consecuen-
cias hemodinamicas son: aumento en el llenado del
sistema arterial y estancamiento en el sistema venoso,
lo cual ocasiona congestién pasiva vascular; esto es,
aumento en la cantidad de sangre en los vasos sangui-
neos, con dilatacién de los vasos microscépicos, como
consecuencia de una disminucién del flujo venoso.
Dicha congestién puede producir incremento en la
hemoglobina desoxigenada en la sangre, provocando
cianosis, uno de los sintomas que se observa en la in-
toxicacién por acroleina.

Otras alteraciones observadas en el parénquima
pulmonar y relacionadas con la congestién pasiva de
los vasos sanguineos fueron: a) hemorragia, que es la
salida de sangre del interior de los vasos sanguineos

Figura 4. Traquea de rata intoxicada con la dosis de 25 mg de
acroleina por kg de peso, tiempo de exposicion 48 h. A) for-
macién de papilas, pérdida de cilios e hiperplasia en el tejido
epitelial. En la [amina propia se observa: C) fibrosis, D) infla-
macién crénica. En la submucosa: B) hipertrofia en glandulas
traqueales; E) fibrosis en la capa adventicia. Técnica tricromi-
ca de Masson. 10X.
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Figura 5. Trdquea de rata intoxicada con la dosis tnica de 25
mg de acroleina por kg de peso, tiempo de exposicion 96 h.
A) metaplasia epidermoide y pérdida de cilios en el epitelio de
revestimiento; B) en la lamina propia se observa inflamacién
crénica vy fibrosis. En la submucosa: C) disminucién del ni-
mero e hipertrofia en las gldndulas traqueales, D) inflamacién
crénica severa. Técnica tricrémica de Masson. 10X.
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Figura 6. Traquea de rata intoxicada con la dosis de 25 mg de
acroleina por kg de peso, tiempo de exposicién 96 h. En la
capa adventicia se observa: C) dilatacién y congestion vascula-
res y D) fibrosis. Técnica hematoxilina-eosina. 10X.

Figura 7. Pulmon de rata intoxicada con la dosis tnica de 25
mg de acroleina por kg de peso, tiempo de exposicion 96 h.
A) formacién de papilas, pérdida de cilios, metaplasia epider-
moide, necrosis y esfacelacion en el epitelio bronquiolar; en
el resto del parénquima hay: B) dilatacion y congestion vascu-
lares, C) hemdlisis intravascular, (=), inflamacién crénica, D)
hemorragia interalveolar. Técnica Papanicolaou. 40X.

a los tejidos vecinos. El epitelio vascular se ve afecta-
do, permitiéndose la salida de eritrocitos. En los pul-
mones estudiados se observé que la presencia de he-
morragia interalveolar coincidié con el mayor grado
de congestion vascular, lo cual indica que también es
una alteracién dosis-respuesta; b) hemolisis intravas-
cular, la cual tiene lugar al lesionarse los eritrocitos.
El eritrocito y su membrana son sensibles a la agre-
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Figura 8. Pulmén de rata intoxicada con la dosis tGnica de 25
mg por kg de peso, tiempo de exposiciéon 96 h. A) hemdlisis
intravascular y; (-) fibrosis; C) hemorragia interalveolar. Téc-
nica tricrémica de Masson. 40X

sién por oxidantes exégenos y endégenos. En condi-
ciones normales el glutation reducido (GSH) intrace-
lular inactiva estos oxidantes. Es probable que la ex-
posiciéon a la acroleina produjera la oxidacion del
GSH a glutation, a través de la produccién de peréxi-
do de hidrégeno, este Gltimo se acumula y hace que la
hemoglobina se oxide y desnaturalice, formando preci-
pitados (cuerpos de Heinz), éstos se pegan a la mem-
brana del eritrocito, disminuyendo su elasticidad y
provocando pérdida de la membrana y lisis.!52224
Finalmente, se concluye que se logré establecer el
efecto citotéxico producido por la acroleina en tra-
quea y pulmones de ratas intoxicadas experimental-
mente. Algunos de los danos organicos observados
pueden tener correlacién con la sintomatologia clini-
ca que presentan las personas y ratas de experimen-
tacién expuestas a este contaminante ambiental.
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