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Efecto del sulfato de cobre en el daio
pulmonar inducido por la exposiciéon
cronica intermitente a 0zono

MANUEL J. OYARZUN G.!, SUSAN A. SANCHEZ R.'%,
NELSON DUSSAUBAT D.", MARIA E. MILLER A.'*,
SERGIO GONZALEZ B2

Effect of copper sulphate on the lung damage
induced by chronic intermittent exposure to
ozone

Background: Ozone exposure could increase lung damage induced by
airborne particulate matter. Particulate matter lung toxicity has been attri-
buted to its metallic content. Aim: To evaluate the acute effect of intratracheal
administration of copper sulfate (CuSO,) on rat lungs previously damaged by
a chronic intermittent ozone exposure. Material and Methods: Two-months-
old male Sprague-Dawley rats were exposed to 0.5 ppm ozone four h per day,
five days a week, during two months. CuSO, was intratracheally instilled 20
h after ozone exposure. Controls breathed filtered air or were instilled with
0.9% NaCl or with CuSO, or were only exposed to ozone. We evaluated lung
histopathology. F, isoprostanes were determined in plasma. Cell count, total
proteins, y glutamyl-transpeptidase (GGT) and alkaline phosphatases (AP)
were determined in bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Results: Ozone in-
creased total cell count, macrophages, proteins and AP in BALF (p < 0.05), and
induced pulmonary neutrophil inflammation. CuSO, plus air increased plasma
F, isoprostane levels and total cell count, neutrophils and proteins in BALF (p
<0.05). Histopathology showed foamy macrophages. Ozone plus CuSO, exposed
animals showed a neutrophil inflammatory lung response and an increase in total
cell count, proteins, GGT and AP in BALF (p < 0.05). Foamy and pigmented
alveolar macrophages were detected in all lungs of these animals (p < 0.001).
Conclusions: Intratracheal instillation of a single dose of CuSO, in rats previously
subjected to a chronic and intermittent exposure to ozone induces a neutrophil
pulmonary inflammatory response and cytoplasmic damage in macrophages.
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riedad de efectos deletéreos en la salud de las

personas expuestas. Entre los componentes
de esta contaminacidn estan el ozono y el material
particulado que pueden generar efectos adversos,
especialmente en poblaciones susceptibles'.

l a contaminacién atmosférica causa una va-

El material particulado alcanza sus médximas
concentraciones en invierno y el ozono en verano,
aunque pueden existir situaciones en que ambos
estén aumentados'.

De los metales del material particulado con
didmetro aerodindmico <10 um (PM, ) el cobre es
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uno de los que estd en mayor proporcién. En me-
diciones realizadas en Santiago de Chile, el cobre y
el zinc alcanzan sus valores maximos en invierno,
coincidiendo con el aumento de particulas®. A su
vez, el ozono forma parte del esmog fotoquimico
troposférico, generado por la radiacién solar, por
lo que sus concentraciones mads altas se alcanzan
en verano.

Investigaciones han mostrado que la insti-
lacién intratraqueal de material particulado de
filtros de la contaminacién atmosférica, por medio
de broncoscopia, a voluntarios no fumadores,
produce inflamacién detectable en el lavado bron-
coalveolar 24 h post-instilacion®.

La toxicidad del material particulado ha sido
atribuida a su fraccién soluble, en la que predo-
minan zinc y cobre. La instilacién intratraqueal de
igual concentracién de distintos metales (4,8 pg de
metal en 0,1 mL de agua) a ratas Spargue-Dawley
detect6 48 h post-instilacién que zinc y cobre in-
ducen aumento de macré6fagos alveolares y de leu-
cocitos polimorfonucleares y de la concentracién
de proteinas en el lavado broncoalveolar, mientras
que otros metales como vanadio, niquel, hierro y
plomo, no provocaron cambios significativos®.

El material particulado aumenta el dano
pulmonar centroacinar inducido por ozono. El
aumento de fagocitos por exposicién al material
particulado puede aumentar la actividad celular
en las zonas con lesién primaria por ozono, am-
plificando la inflamacién. En ciertas condiciones
coexisten en el aire ambiental elevadas concen-
traciones de ozono y particulas que contienen
metales’. Al evaluar la respuesta aguda de ratas a
la inhalacién de material particulado y ozono, se
detect6 una posible interferencia en los mecanis-
mos de defensa y aumento de agentes vasocons-
trictores pulmonares'®!!. La exposicién a estos
dos contaminantes aumenta la labilidad celular
de los bronquiolos y del parénquima’, y produce
aumento de neutréfilos, de proteinas totales y de
la deshidrogenasa lactica'?. Otro estudio detect6
dafio y regeneraciéon de células epiteliales que
fue mayor en las dreas periductales y aumento
de polimorfonucleares y macréfagos®; Bosson
y cols. demostraron aumento de neutréfilos y
macréfagos en el lavado broncoalveolar luego de
exposicién conjunta a particulas derivadas del
diesel y ozono'.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
agudo de la administracién intratraqueal de sul-
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fato de cobre (CuSO,) sobre el pulmén de rata
daniado previamente por la exposicién crénica
intermitente a 0zono.

Material y Métodos

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de 2
meses de edad (peso x 280 + 20 g DS), que desde
su nacimiento respiraron aire filtrado para PM, .
Estas fueron expuestas a ozono 0,5 ppm durante
4 h, 5 dias a la semana por 2 meses, dentro de sus
jaulas con agua y alimento “ad libitum” en una cé-
mara de vidrio de 0,96 m3. El ozono fue generado
por un equipo Ozocav modelo ZT 21 (Interozone,
Chile) y su concentracién en la cdmara se midié
continuamente con un analizador Termo Electron
Corporation Environmental Instruments Modelo
491 (Franklin, Massachussets. USA). Se midié
temperatura y humedad relativa cada 30 min
y el absorbente de CO, de la cdmara se renové
peridédicamente.

Veinte horas después de finalizada la exposi-
cidén crénica a ozono, las ratas se instilaron por
puncién intratraqueal bajo anestesia (ketamina 10
mg/kg im mds atropina 0,04 mg/kg im y lidocaina
subcutdnea) con CuSO, 2,5 pg /100 g de peso
disuelta en 0,5 ml de NaCl al 0,9% por 250 g de
peso corporal, preparado en forma estéril usando
filtros de 0,22 mm®™.

Los protocolos experimentales fueron los
siguientes:

a) Serie aire (n = 7): sometida a los mismos pro-
cedimientos de las series experimentales sin
exposicién a ozono ni instilacion intratraqueal.

b) Serie aire + NaCl (n = 6): respir¢ aire filtrado
para PM, e instilada con NaCl 0,9%.

c) Serie CuSO, (n = 7): respir6 aire filtrado e
instilada con CuSO,

d) Serie ozono + NaCl (n = 7): expuesta a 0zono
0,5 ppm durante 4 h, 5 dias/semana por 2
meses e instilada 20 h después con NaCl 0,9%.

e) Serie ozono (n=7): expuestaa ozono 0,5 ppm
durante 4 h, 5 dias/semana por 2 meses.

f) Serie ozono + CuSO, (n = 7): expuesta a 0zo-
no 0,5 ppm durante 4 h, 5 dias/semana por 2
meses e instilada con CuSO,.

Las ratas fueron anestesiadas (ketamina 10

mg/kg im mds atropina 0,04 mg/kg im) siendo
eutanasiadas por exaguinacién, puncionando la
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aorta abdominal, 24 h después de la instilacién
intratraqueal de CuSO,. Los pulmones fueron
extraidos, pesados y degasificados en camara de
vacio (-100 mmHg). En el pulmén izquierdo se
efectud estudio histopatoldgico y en el derecho
lavado broncoalveolar (LBA). Este lavado se efec-
tud a través de una cdnula en el bronquio fuente
derecho, inyectando NaCl al 0,9% a 4°C hasta
alcanzar la capacidad pulmonar total. Ellavado se
repiti6 4 veces, recuperdndose en todas las series
aproximadamente el 85% del volumen inyectado.
La mezcla delos 4 lavados se centrifugé (102 g por
10 min a 4°C) y en el sobrenadante se determiné
proteinas totales's, fosfatasa alcalina'” y y gluta-
mil- transpeptidasa (GGT)". El recuento total de
células del LBA se realiz6 en camara de Neubauer
y el recuento diferencial en frotis del pellet fijado
en metanol y tefiido con Giemsa®. En una muestra
de plasma se determind F, isoprostano®.

Para el estudio histopatolégico se insuflé el
pulmén con presion de 25 cm de H,O en vias aé-
reas?, fijandolo con formalina al 10% tamponada
y se hicieron tinciones de hematoxilina-eosina y
tricrémica de Masson. El estudio fue realizado por
el patélogo (SGB), sin conocer el tratamiento reci-
bido por cada especimen. El grado de inflamacién
fue evaluado con puntaje de 0 a 4 (0: ausente, 1:
leve, 2: moderada, 3: intensa y 4: muy intensa)®.
La presencia de macréfagos se evalu6 con puntaje
de 0 a 3 (0: ausente, 1: escasa, 2: moderada y 3:
abundante). El grado de fibrosis se evalué con la
tincién tricrémica de Masson utilizando un pun-
taje de 0 a 3 (0: ausente, 1: escasa, 2: moderada y
3: intensa)®.

Los resultados de las determinaciones bioqui-
micas se analizaron usando ANOVA vy la prueba

de Newman-Keuls. Los puntajes histopatoldgi-
cos fueron analizados utilizando las pruebas de
Kruskal-Wallis y de Dunnet. La frecuencia de
bronconeumonia, macréfagos vacuolados y pig-
mentados se compar6 con el test exacto de Fisher.
Se consideré estadisticamente significativo un
valor de p <0,05.

Resultados

Andlisis del lavado broncoalveolar (LBA)

Elrecuento total de células del LBA, expresado
en ndmero de células por mL o por 100 g de peso
corporal, mostré aumento significativo (p < 0,05)
de células totales en las series [0zono + CuSO,],
[aire + CuSO,] y en la serie ozono comparado
con las series controles. No hubo diferencia sig-
nificativa entre las series [ozono + CuSO, ], [aire
+ CuSO,] u ozono (Tabla 1).

En el recuento diferencial de células predo-
minaron los macréfagos (52,9 a 58,4%), tanto en
las series control como en las expuestas a 0zono,
en tanto que en las series con CuSO, expuestas a
aire u ozono predominaron los neutréfilos (49,4
a56%) (Tabla 1).

Las proteinas totales del LBA aumentaron
significativamente en las mismas series en que
hubo un aumento significativo de las células to-
tales: [ozono + CuSO,], [aire + CuSO,] y ozono
(Tabla 2).

La actividad de la y glutamil-transpeptidasa
(GGT) aument6 significativamente solo en las
series instiladas con CuSO, (Tabla 2).

La actividad de fosfatasa alcalina en el LBA
aumentd significativamente en las series ozono

Tabla 1. Recuento total y diferencial de células en el lavado broncoalveolar luego de la exposicion
crénica intermitente a 0,5 ppm O, seguida de instilacion endotraqueal de sulfato cdprico

Células Aire Aire + NacCl 0, + NacCl Aire+CuSO, 0; + CusoO,
(n=7) (n =6) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Céls 10%/ml 23,4+ 2,75 18,6 £2,3 33,4 + 3,5% 24,6 = 3,1 33,4 + 8,4* 36,9 = 7,3*
Céls 104100g  210,7 = 30,3 160 = 22,4 297,5 = 39* 234,6 = 35,4 320,8 = 72,9* 333,9 = 72,2*
Macréfagos % 52,9 = 21 55,8 £ 13,6 54 + 18,2 58,4 = 5,7 43,6 £ 18,3 46,7 £ 13,2
Neutréfilos % 44,7 + 22,2 358 17,5 45 = 18 41,6 = 5,7 56 = 18,6 49,4 + 16,2
Linfocitos % 2,4 +3,0 83 x12,7 3,754 0-0 0,4 =+0,5 39+4

*p < 0,05 ANOVA y Newman Keuls. Cada cifra es la media aritmética = su DS. Céls: células. O, = ozono. CuSO, = sulfato

cuprico.
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Tabla 2. Proteinas totales y actividades de gama glutamil transpeptidasa y fosfatasa alcalina
en el lavado broncoalveolar post-exposicion cronica intermitente a 0,5 ppm
de ozono e instilacion endotraqueal de sulfato caprico

Aire Aire + NaCl

(n=7) (n =6)
Proteinas totales mg/100g 1,44 £ 0,25 1,3 =0,22
GGT mU/100 g 0,34 = 0,1 0,52 = 0,11

Fosfatasa alcalina mU/100g 0,53 £ 0,09 0,70 = 0,12

(o O; + NaCl Aire + CuSO, O; + CuSO,
(n=7) (n=7) (h=7) (h=7)
1,83 +04* 1,60+0,17 1,73 +0,13* 1,83 = 0,24*
0,52 =0,07 057 *=0,14 0,65+ 0,18* 0,75 = 0,22*
0,78 +0,13* 0,63 = 0,11 0,57 = 0,11 0,81 =0,12*

*p < 0,05 ANOVA y Newman Keuls. Cada cifra es la media aritmética + su DS. GGT: y glutamil- transpeptidasa; O,: ozono;

CusO,: sulfato cuprico.

Figura 1. Concentraciones plasmaticas de F, Isoprostano. Re-
sultados expresados como media aritmética = DS. *p < 0,05
al comparar la serie [Aire + CuSO4] versus cada una de las otras
5 series (ANOVA y prueba de Newman Keuls). Cada columna
representa una serie de 7 determinaciones, excepto en el caso
de la serie aire filtrado + instilacion de 0,9% de NaCl en que
se realizaron 6 determinaciones de F, Isoprostano.

y [ozono + CuSO,] en relacién a los controles
(Tabla 2).

La concentracién plasmdtica de F, isoprostano
fue casi 3 veces mayor en la serie expuesta a aire
filtrado e instilada con CuSO, en comparacién a
las series controles, incluyendo la serie previamen-
te expuesta a ozono (Figura 1). Este aumento del
F, Isoprostano fue significativo comparado con
todas las otras series (p < 0,05).

Estudio histopatolégico

El pulmén mostré inflamacién neutrofilica
en todas las series expuestas a ozono y/o CuSO,.
Ademds, se encontrd bronconeumontia focal en
23,8% de las ratas expuestas a ozono con o sin
instilacién intratraqueal de NaCl o de CuSO,
(p <0,05) (Tabla 3). Trece de las 14 ratas (92,8%)
que recibieron CuSO,, ya sea respirando aire
filtrado u ozono, mostraron macréfagos vacuo-
lados (Tabla 3 y Figura 2) (p < 0,001). Todas las
ratas expuestas a [ozono + CuSO,] presentaron
macréfagos con pigmentacion citoplasmadtica

Tabla 3. Estudio histopatoldgico pulmonar post-exposicion cronica intermitente a 0,5 ppm de ozono
seguida de instilacion endotraqueal de sulfato cuprico

Series Inflamacion
Aire filtrado (n=7) 0

NaCl (n=16) 0

Ozono (n=7) 1,14 3/7(PMN)
CuSO, (n=7) 0,28 1/7(PMN)
Ozono + Nadl (n=7) 0,43 1/7(PMN)
Ozono+CuSO, (n=7) 0,43 1/7(PMN)

Macrofagos Otros hallazgos
0,14 1/7
1 6/6
0 BNM: 3/7
0,86 6/7 (V) Cristales eosinofilos
1,14 7/7 BNM: 1/7
1,29 7/7 (V+Pigm) BNM: 1/7

La primera cifra es la media aritmética del puntaje histopatoldgico (Inflamacién: 0= ausente; 1= leve; 2= moderada). Ma-
créfagos: 0= ausentes; 1= escasos; 2= numerosos). La segunda cifra expresa la frecuencia de deteccion. PMN: neutréfilos.
V= macréfagos vacuolados; Pigm = macréfagos con pigmentacion citoplasmética. BNM= focos de bronconeumonia.
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Figura 2. Histopatologia de pulmén de rata. A. Expuesta a
ozono: tabiques alveolares de espesor conservado con algu-
nos polimorfonucleares neutréfilos intersticiales. HE, 200x.
B. Expuesta a ozono e instilada via intratraqueal con sulfato
de cobre: tabiques alveolares engrosados con polimorfonu-
cleares neutréfilos y macréfagos con pigmento visible. HE,
200x. C. Expuesta a ozono e instilada via intratraqueal con
sulfato de cobre: tabiques alveolares infiltrados con polimor-
fonucleares neutrofilos y macréfagos de citoplasma vacuolado
(espumosos). HE, 200x.
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(Tabla 3 y Figura 2) (p < 0,001). Ningun caso
de los grupos analizados mostré fibrosis con la
tincién de Masson.

Discusion

Nuestros resultados confirman que la exposi-
cién crénica e intermitente a ozono produce una
inflamacién pulmonar neutrofilica. La instilacién
de CuSO, en ratas con pulmén previamente dafia-
do por la exposicidon a ozono generaria vacuoliza-
cién y pigmentacion citoplasmatica de los macré-
fagos pulmonares, que se agrega a la inflamacién
neutrofilica. Los resultados, ademas, sugieren que
la exposicién a ozono podria aumentar la suscep-
tibilidad a desarrollar bronconeumonia, ya que
esta se detect6 en 23,8% de las ratas expuestas a
ozono con o sin instilacién de NaCl o de CuSO,.

La exposicion a ozono seguida de instilacién de
CuSO0, se asocié a aumento de células, proteinas
y ¥ glutamil transpeptidasa y fosfatasa alcalina en
el LBA y gener6 en 100% de los pulmones ma-
crofagos alveolares vacuolados y con pigmento
en el citoplasma.

Las proteinas totales aumentaron significati-
vamente en el LBA de las series ozono, CuSO, y
[ozono + CuSO, ], en comparacién a sus controles.
Este efecto podria indicar disrupcién de la barrera
alvéolo-capilar, por lo que la exposicién a ozono
y/o la instilacién de CuSO, podrian aumentar
la permeabilidad capilar pulmonar, como parte
del proceso inflamatorio. El dafo por ozono en
macréfagos, células epiteliales y mastocitos tam-
bién contribuiria al aumento de la permeabilidad
alvéolo-capilar y a la acumulacién de proteinas
plasmaticas en el espacio aéreo o el intersticio®?.
Las proteinas aumentaron significativamente en
las mismas series en que aumentaron las células
totales, sugiriendo un mecanismo en comun para
ambos efectos.

La actividad de la GGT aument§ significati-
vamente en las series [ozono + CuSO,] y [aire
filtrado + CuSO, ], comparadas con el resto de las
series. El aumento de GGT se generd por la insti-
lacién de CuSO,, ya que la exposicién a ozono no
aument¢ significativamente la GGT como lo hizo
el CuSO4. La GGT del pulmén fue detectada en la
superficie externa de la membrana de las células
de Clara y en menor grado en los neumocitos
tipo II%. GGT es considerada indicador de dafo
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pulmonar por estrés oxidativo, ya que participa
en la homeostasis del glutation?.

La fosfatasa alcalina mostré aumento signi-
ficativo en la serie ozono + CuSO, y en la serie
expuesta solo a ozono. El aumento de la actividad
de la fosfatasa alcalina se ha utilizado como indice
de dafio tisular”. Las fuentes mds importantes de
fosfatasa alcalina en el LBA son los neumocitos
tipo II y polimorfonucleares®.

Las diferencias en la celularidad del LBA y en
los marcadores de aumento de la permeabilidad
alvéolo-capilar entre las dos principales series ex-
perimentales [0zono] y [ozono+CuSO,] podrian
explicarse porque las ratas fueron eutanasiadas 24
h después de la instilacién de CuSO,, es decir, en
el periodo postdano agudo por CuSO, en que es
esperable detectar una inflamacién neutrofilica,
que podria ser inespecifica.

En la histopatologia pulmonar se detecté ma-
crofagos vacuolados en 13 de las 14 ratas de las
series instiladas con CuSO, con aire filtrado o ex-
puestas a 0zono; estos macréfagos vacuolados son
macré6fagos que tuvieron gran actividad fagocitica.
En las ratas expuestas a ozono + CuSO, los macré-
fagos presentaron ademads de vacuolas, pigmento
en su citoplasma, lo que implicaria un mayor dano
celular. Los macréfagos pigmentados se observan
en la bronquiolitis respiratoria o del fumador, en
tanto que en la proteinosis alveolar se detectan
macréfagos vacuolados y pigmentados®*.

La instilacién de CuSO, generé un notable
aumento de la concentracién de F, isoprostano
plasmatico (2,97 veces su valor control), que po-
dria explicarse por estrés oxidativo.

El F, isoprostano derivado del 4cido ara-
quidénico es producto de la peroxidacién de
la membrana plasmédtica. Los isoprostanos son
considerados marcadores bioldgicos de estrés oxi-
dativo, ya que se acumulan en estas condiciones™.
El Cu*? puede producir, por la reaccién de Fen-
ton, especies reactivas de oxigeno, que catalizan
la formacién de radicales hidroxilos a partir de
peréxido de hidrégeno®. Ademds, puede partici-
par en la reaccién de Haber-Weiss, catalizando
la formacion de radicales hidroxilos a partir de
peréxido de hidrégeno y anién superéxido®*2.
Estos radicales hidroxilo generan infiltracién de
leucocitos, activacién de NF-kB, que inducen
liberacién de citoquinas e inflamacién de las vias
aéreas, que explicaria el aumento de células totales
en el LBA7.

14

El material particulado generaria estrés oxi-
dativo en el endotelio microvascular pulmonar,
siendo NADPH oxidasa la principal enzima que
se activa formando especies reactivas del oxigeno,
principalmente anién superdxido. Este puede
participar en la reaccién de Haber-Weiss forman-
do radicales hidroxilo. La formacién de especies
reactivas del oxigeno podria explicar en parte el
aumento de F, isoprostano plasmadtico, ademas
el PM ultrafino activa a la MAP kinasa (MAPK)
por especies reactivas del oxigeno en células endo-
teliales estimuldndose la produccién de IL-6'*,

En la serie [Ozono + CuSO,] no aumentd
significativamente el F, isoprostano plasmético,
esto sugeriria que en la rata, la exposicién in-
termitente a ozono podria atenuar la respuesta
pulmonar no solo a ozono sino también a otros
agentes nocivos. La respuesta pulmonar atenuada
que presentan las ratas expuestas crénicamente
a ozono se denomina “pre-acondicionamiento
al estrés oxidativo por ozono”. Su mecanismo es
desconocido, aunque el aumento de antioxidantes
podria ser importante®.

La inhalacién de oxigeno + ozono por 10 o
15 dias produce pre-acondicionamiento al estrés
oxidativo por ozono y protege al higado del dano
por isquemia y reperfusién, que se ha explicado
por aumento de la expresién de enzimas antioxi-
dantes (superdxido dismutasa, catalasa y gluta-
tién peroxidasa), que probablemente gatillen el
pre-acondicionamiento oxidativo por 0zono®3.
Por otra parte, en simulaciones de shock endo-
téxico, el ozono protege a la rata disminuyendo
TNF-a sanguineo, esto se explicaria porque los
antioxidantes generados por el ozono, adminis-
trado antes de la lesién, disminuyen el NF-xB y
las citoquinas circulantes®*.

Las implicancias que estos resultados pudiesen
tener en la salud humana se refieren a que, en
ciertas condiciones, puede coexistir la exposicién
crénica e intermitente a ozono con episodios
agudos de contaminacién por material particu-
lado, como por ejemplo en grandes incendios
forestales o urbanos que ocurren en verano, o
en las explotaciones mineras a gran altura en
que la radiacién solar aumenta la concentracién
de ozono troposférico. En tales condiciones el
pre-acondicionamiento al estrés oxidativo por una
eventual previa exposicién intermitente a 0zono
podria modular el efecto de la exposicién aguda
a material particulado.
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