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Efectos proinflamatorios de la contaminacion
atmosférica
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Proinflammatory effects of air pollution in Santiago de Chile

Intermittent exposure of rats to Santiago's traffic pollution is associated to a decrease in growth
after more than 100 days (range: 101-111) and to histological lung damage after 90 and particularly
after 180 days. Our aim was to assess whether a 90 days exposure of rats to air from a Santiago's heavy
traffic avenue, is able to induce a systemic proinflammatory reaction. Thirty-days-old Sprague-Dawley
rats (n = 7) were directly exposed to air from a heavy traffic avenue (8 h, 5 days a week, from April
27 to July 29, 2009). Controls (n = 7) breathed animal room air. Rats were weighed twice a week and
after completing 90 days of observation, lungs were subjected to histopathology and C reactive protein,
viscosity and F-isoprostane in plasma and microhematocrit were determined in blood samples. Expo-
sure to PM,y, PM s, ozone, NO: and CO were estimated from registrations of 4 Santiago s monitoring
stations. Plasmatic C reactive protein and viscosity and microhematocrit were significantly increased
after 90 days of exposure as compared to controls (p < 0.05). No significant changes were observed
in Fx-isoprostane, nor in lung histopathology, nor in body weight curve versus time in exposed as
compared to control series. Hourly mean value of PM.s in the 8 h of exposure was high: 38.9 ug/m>.
1t is concluded that 90 days of intermittent exposure of rats to Santiago s air pollution would promote
a systemic inflammatory reaction. This response to air pollution might precede the decrease in body
growth and the histological lung damage reported previously by our laboratory in the same species
after intermittent Santiago s urban air pollution exposure.
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Resumen

La exposicion intermitente de ratas centinela a la contaminacion del trafico vehicular de Santiago
se ha asociado a disminucion del crecimiento corporal después de cien dias de exposicion (rango:
101-111) y a dario histopatologico del pulmon a los 90 dias y mas, especialmente a los 180 dias de
exposicion. Nuestro objetivo fue evaluar si la exposicion al aire de una avenida con elevado trafico
vehicular durante 90 dias era capaz de inducir en la rata una respuesta inflamatoria sistémica. Ratas
Sprague-Dawley de 30 dias de edad (n = 7) fueron directamente expuestas a respirar el aire de una
avenida con elevado flujo vehicular (8 h, 5 dias por semana, desde el 27 de abril hasta el 29 de julio
de 2009). Las ratas control (n = 7) respiraron aire del bioterio. Las ratas se pesaron dos veces por
semana y después de completar 90 dias de observacion, los pulmones se destinaron a estudio histopa-
tologico. Se realizo microhematocrito y se determiné proteina C reactiva, viscosidad y Fi-isoprostano
plasmaticos en muestras de sangre. La exposicion a PM;y, PM;s, ozono, NO>y CO se calculo de los
registros de cuatro estaciones de monitoreo de Santiago. Después de 90 dias de exposicion se observo
un aumento significativo (p < 0,05) de la proteina C reactiva y de la viscosidad plasmdtica y también
del microhematocrito, en relacion a la serie control. No se observaron cambios significativos en F>-
isoprostano plasmatico, ni en la histopatologia pulmonar, ni en la curva de peso corporal versus tiempo
al comparar la serie expuesta con la serie control. El promedio horario de PM:s en las 8 horas de
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exposicion fue alto: 38,9 ug/m*. Concluimos que 90 dias de exposicion intermitente a la contamina-
cion aérea de Santiago en el modelo experimental promueve una reaccion inflamatoria sistémica. Esta
respuesta a la contaminacion aérea podria preceder a la disminucion del crecimiento corporal y al
dario histologico pulmonar encontrado en otro de nuestros estudios en esta misma especie después de
la exposicion intermitente a la contaminacion aérea de Santiago.

Palabras clave: Contaminacién atmosférica, reaccion inflamatoria sistémica, exposicion inter-

mitente, ratas centinela.

Introduccion

El trafico vehicular es una de las principales
fuentes de contaminacion atmosférica en San-
tiago, contribuyendo importantemente en la pro-
duccién de material particulado (PM,o y PM,5),
como también de monoxido de carbono (CO),
de didxido de nitrogeno (NO,) y de compuestos
organicos volatiles (COV) que son precursores
de ozono que es un contaminante secundario,
generado por el efecto de la radiacion solar sobre
los COV y NO,.

El inventario de emisiones de contaminantes
atmosféricos realizado en Santiago en el afio
2000, demostroé que las fuentes modviles contri-
buyen con el 68,2% del total de las emisiones
a la atmosfera, constituyéndose en uno de los
aportes mas significativos y mas susceptibles de
variacion, producto de la evolucion que tiene el
sector transporte’.

En un estudio previo? encontramos que la
exposicion intermitente de ratas centinelas a
contaminantes atmosféricos derivados principal-
mente del trafico vehicular urbano, se asocio a
dafio pulmonar detectable por aumento de células
y proteinas en el lavado broncoalveolar a los 90
dias de exposicion y por la presencia de macrofa-
gos peribronquiales en el estudio histopatoldgico
luego de 180 dias de exposicion. También se
observo disminucion de peso corporal después
de cien dias de exposicion (rango: 101-111 dias),
esta disminucion del peso corporal, representa
una disminucion significativa de la curva de cre-
cimiento de la serie expuesta, lo cual sugiere que
la inhalacién de aire urbano de Santiago no so6lo
afectaria al pulmon, su puerta de entrada, sino
que también al resto del organismo. En este sen-
tido la baja de peso revelaria un compromiso del
estado general que podria estar relacionado con
el aumento de las pérdidas insensibles de agua
(aumento de la ventilaciéon minuto) y eventual-
mente del metabolismo (estado proinflamatorio).
Pope y colaboradores han sugerido que el riesgo
de mortalidad cardiopulmonar por exposicion a
material particulado del aire estaria asociado a
una reaccion inflamatoria pulmonar y sistémica’.
Por otra parte, en seres humanos en episodios
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de contaminacion atmosférica por material parti-
culado se ha detectado aumento de la viscosidad
plasmatica* y de la concentracion plasmatica de
la proteina C reactiva, que habitualmente aumen-
ta en la fase aguda de la inflamacion’.

En este contexto el propodsito de este estudio
fue conocer si en estas ratas centinela de la con-
taminacion atmosférica urbana se producia un
efecto proinflamatorio sistémico luego de 90 dias
de exposicion intermitente al aire de una avenida
con intenso trafico vehicular.

El uso de animales como centinelas de los
riesgos ambientales para la salud humana ha sido
discutido en otras publicaciones. Se ha sugerido
que a pesar que es improbable que los datos ob-
tenidos en diferentes especies sean usados como
factores determinantes unicos en la evaluacion
de efectos de contaminantes ambientales sobre la
salud humana, tales datos pueden ser ttiles para
aumentar el peso de la evidencia en la evaluacion
de riesgos. Estos estudios también pueden servir
para generar preocupacion sobre situaciones que
requieren estudios complementarios o para mo-
nitorizar el curso de actividades o medidas que
tienen por objetivo remediar la contaminacion
ambiental y sus efectos®.

Material y Métodos

Se utilizaron 14 ratas macho Sprague-Dawley
de 30 dias de edad y de peso promedio inicial
105,6 g+ 5,2 DS. Las ratas recibieron permanen-
temente alimento adecuado para sus requerimien-
tos metabdlicos (Champion S.A.) y suministro
de agua ad libitum. Las ratas fueron separadas
en dos grupos: expuesto (n = 7; peso promedio
inicial: 105,7 £ 5,4 g) y control (n = 7; peso
promedio inicial: 105,4 &+ 5,38 g), ambos grupos
fueron observados durante 90 dias.

Las ratas fueron expuestas durante 90 dias
(desde el 27 de abril hasta el 29 de julio de
2009), ocho horas diarias (de 09:00 a 17:00 h),
5 dias por semana (lunes a viernes) al aire de
Avda. Salvador, Comuna de Providencia. Para lo
cual fueron ubicadas en sus jaulas en un espacio
especialmente adaptado para este proposito, en
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el marco de una ventana del edificio (Avda. Sal-
vador 486), ubicado a 1,5 m del suelo y a 5 m de
la calzada que tiene un elevado trafico vehicular
(1.700 vehiculos por hora entre las 09:00 y 10:00
h). La temperatura de cada jaula de exposicion se
mantuvo entre 20 y 22 °C mediante el uso de 1am-
paras de luz infrarroja. Al término de las 8 horas
diarias de exposicion, las ratas se trasladaban en
su jaula al cubiculo del bioterio en el que estaba
el grupo control, con temperatura controlada
entre 20 y 22 °C y con ciclo luz/oscuridad de 12
horas. Las ratas fueron pesadas dos veces por
semana para comparar la curva de crecimiento
de ambos grupos.

Al término de los noventa dias de observacion
las ratas controles y expuestas fueron sedadas con
Acepromazina (0,4 mg/kg de peso i.m.) y anes-
tesiadas con Ketamina (20 mg/kg i.m.) asociada
a Atropina (0,04 mg/kg i.m.) para evitar el bron-
coespasmo y una vez que se logrd un nivel anes-
tésico adecuado fueron eutanasiadas mediante
exanguinacion por puncion de la aorta abdominal.

La sangre extraida fue conservada en un tubo
de ensayo con anticoagulante (EDTA o heparina
segun la determinacion a efectuar) para realizar
microhematocrito, medicion de viscosidad plas-
matica, determinacion de Fr-isoprostano y de
proteina C reactiva.

La viscosidad plasmaética se midi6 por el tiem-
po (segundos) que demora el plasma en recorrer
una distancia predeterminada (7,8 cm) en el capi-
lar de una pipeta de radio conocido en condicio-
nes controladas de presion atmosférica, posicion
(13,3° de inclinacion sobre el plano horizontal) y
temperatura entre 20 y 25 °C. Este método habia
sido previamente estandarizado en el Laboratorio
de Hematologia del Hospital del Salvador, usando
muestras plasmaticas de viscosidad conocida.

La concentracion plasmatica de F>-isoprostano
se realizd por enzimoinmunoensayo (ELISA)
usando un kit de Cayman Chemicals Co., Michi-
gan’. La determinacion de proteina C reactiva
se efectud en muestras de plasma mediante una
prueba fototurbidimétrica®.

Los pulmones fueron extraidos del torax
mediante una esternotomia media para efectuar
en ellos un estudio histopatologico, a cargo del
patélogo del equipo (SGB) quien evalué el pul-
mon desconociendo la serie a que pertenecia cada
muestra. Las muestras fueron fijadas con formali-
na al 10% tamponada a pH 7 y luego tefiidas con
hematoxilina-eosina.

El manejo de las ratas se llevo a cabo atenién-
dose estrictamente a las guias para el uso y cui-
dado de animales de la American Physiological
Society. El protocolo de este estudio fue aprobado
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por el Comité de Bioética sobre investigacion en
animales de la Facultad de Medicina, Universidad
de Chile (Protocolo CBA #0307).

En el analisis estadistico de los resultados se
utilizo t-test con o sin correccion de Welch segiin
el caso. Un valor de p < 0,05 fue considerado
significativo.

Medicion de la exposicion

Los niveles de contaminantes atmosféricos du-
rante el periodo de exposicion fueron calculados
de los valores obtenidos en cuatro estaciones de
la red de monitoreo de contaminantes atmosfé-
ricos de la Region Metropolitana (Las Condes,
La Paz, Parque O’Higgins y La Florida). Estos
valores fueron proporcionados por el Centro
Nacional del Medio Ambiente (CENMA) de la
Universidad de Chile. Para el calculo de cada
contaminante (PM,o, PM; s, 0zono, NO, y CO) se
aplico la siguiente ecuacion:

X=2(c W)
ZW

Siendo “x” la concentracién estimada del
contaminante en el lugar de exposicion; “c” la
concentracion medida en cada una de las 4 esta-
ciones monitoras; w = 1/d siendo “d” la distan-
cia (km) entre la estaciébn monitora y la zona de
exposicion.

Resultados

Al comparar las concentraciones de contami-
nantes estimadas en el sitio de medicion con su
respectiva norma nacional’, se puede observar
que la concentracion de PM;, sistematicamente
excedid la norma anual (50 pg/m?) y frecuente-
mente superd la norma diaria (150 pg/m?®) (Figu-
ra 1). La concentracion horaria promedio de PM,
en el periodo de 8 horas de exposicion fue de
83,1 pg/m?. Por su parte la concentracion horaria
promedio de PM;;s en el periodo de exposicion
fue de 38,9 ug/m® excediendo frecuentemente
(Figura 2) la norma anual (25 ug/m?) propuesta
por la Comisién Nacional del Medio Ambiente
(CONAMA)'".

Durante el periodo de exposicion, las concen-
traciones de NO, alcanzaron un valor promedio
por hora de 37,7 pg/m?®y solo en una oportunidad
superé el valor de la norma anual de 100 pg/m?
(Figura 3). El CO siempre estuvo por debajo de
10 mg/m? que es la norma nacional para ocho ho-
ras de exposicion; durante el periodo de exposi-
cion su concentracion promedio por hora fluctud
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Figura 1. Concentraciones de PM;
entre abril y julio de 2009 calculadas
para el sitio de exposicién. Cada
linea vertical representa dos valores
de concentracion obtenidos en un
periodo de 24 h: el extremo superior
de la linea corresponde a la concen-
tracion promedio por hora entre las
09:00 y las 17:00 h y el extremo in-
ferior corresponde a la concentracion
promedio por hora entre las 18:00 y
08:00 h. La linea horizontal superior
(GEEREEE ) representa la norma nacional
diaria para PM;o (150 pg/m?®). La
linea horizontal inferior (-----) repre-
senta la norma nacional anual para
este contaminante (50 pg/m?).

Figura 2. Concentraciones de PM, s
entre abril y julio de 2009 calculadas
para el sitio de exposicion. Cada
linea vertical representa dos valores
de concentracion obtenidos en un
periodo de 24 h: el extremo superior
de la linea corresponde a la concen-
tracion promedio por hora entre las
09:00 y las 17:00 h y el extremo in-
ferior corresponde a la concentracion
promedio por hora entre las 18:00
y 08:00 h. La linea horizontal (----)
representa la norma anual propuesta
por la CONAMA (10) para este con-
taminante (25 pg/m?).

Tabla 1. Microhematocrito, proteina C reactiva, viscosidad y F,-isoprostano plasmaticos en ratas controles y
expuestas durante 90 dias a la contaminacion atmosférica de Providencia, Santiago

Series Microhematocrito  PCR (mg/L)
(%)
Expuestas n=7 Promedio 39 17,2
DS 0,58 1,7
Controles n =7 Promedio 37 14,7
DS 1,49 2,3
p* 0,03 0,0438

Viscosidad F,-isoprostano
) (pg/L)
7,7 56,2
0,49 23,7
6,6 53,8
0,38 16,9
<0,001 0,836

*p calculado con t-test de Student para muestras no pareadas.
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entre 0,3 y 4 mg/m°. La concentracion promedio
de ozono en las 8 h de exposicion fue de 10,9 pg/
m? por hora, fluctuando en un rango entre 1,4 y
32,7 ug/m’, bastante alejado de la norma nacional
para ozono (120 pg/m* en 8 h).

En comparacion con sus controles, las ratas
expuestas durante noventa dias a la contamina-
cion del trafico urbano presentaron aumento sig-
nificativo en la viscosidad plasmatica (p = 0,005),
microhematocrito (p = 0,03) y proteina C reactiva
(p=0,04) (Tabla 1).

La concentracion plasmatica de F,-isoprosta-
no, un marcador bioldgico de estrés oxidativo'!,
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no present6 una diferencia significativa entre las
ratas expuestas y controles (p = 0,84) (Tabla 1)
al igual que la curva de peso en que no se encon-
traron diferencias significativas durante todo el
periodo (Figura 4). El estudio histopatologico
pulmonar no demostré lesiones en las ratas con-
troles ni expuestas.

Discusién

El proposito de este estudio fue evaluar el
efecto proinflamatorio y el dafio pulmonar en
ratas centinelas expuestas a los contaminantes
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del trafico vehicular en la zona del Hospital del
Salvador, Santiago. Para lo cual se comparo ratas
controles (nacidas y criadas en bioterio) con un
grupo de estas mismas ratas que fueron expuestas
intermitentemente y durante 90 dias a la contami-
nacion del aire de avenida Salvador, que tiene un
intenso trafico vehicular.

La curva de peso de las ratas expuestas fue
similar a la de la serie control, lo cual esta en
concordancia con resultados de exposiciones
previas de hasta 180 dias, realizadas entre abril y
septiembre de 2005 y 2007, en los que no se pre-
sentaron cambios significativos en los pesos de
las ratas expuestas en relacion con las controles
antes de 100 dias de exposicion?.

La deteccion de dafio pulmonar depende de
la dosis efectiva, que a su vez es producto de
la concentraciéon de contaminantes, el tiempo
de exposicion y la ventilaciéon minuto. En un
estudio previo en ratas centinelas® a los 90 dias
de exposicion se detectd aumento de proteinas
y de células totales en el lavado broncoalveolar
acompanados de escasas y leves lesiones histo-
patologicas, las cuales se hicieron claramente
evidentes al completar 180 dias de exposicion
intermitente. En el presente estudio aunque no
se efectud lavado broncoalveolar, el estudio
histopatologico del pulmén no detectd lesiones
al cabo de 90 dias de exposicion. La ausencia de
lesiones histopatoldgicas si bien no implica nece-
sariamente ausencia de dafo pulmonar, indicaria
que el dafo pulmonar en las ratas expuestas en el
afio 2009 fue menor que el observado en el afio
20052, lo cual podria explicarse por una diferente
composicion de los contaminantes especialmente
del material particulado, ya que las concentracio-
nes promedio por hora calculadas para PM, en
el sitio de exposicion fueron similares 73,1 pg/m?
en 2005 versus 83,1 en 2009.

En el presente estudio es interesante destacar
que aunque no hubo dafio pulmonar histologi-
camente detectable, al cabo de 90 dias de ex-
posicidn se encontré un aumento pequefio, pero
significativo de la viscosidad y de la proteina C
reactiva plasmaticas y del hematocrito. El aumen-
to de proteina C reactiva (Tabla 1) podria indicar
el inicio de un estado proinflamatorio que si estu-
viese asociado a aumento de fibrinégeno, podria
explicar el discreto incremento de la viscosidad
plasmatica. Por otra parte, el aumento del micro-
hematocrito podria también estar relacionado con
el estado proinflamatorio de las ratas expuestas
que al aumentar su metabolismo, podria haber
inducido aumento de la ventilacion minuto y de
la pérdida insensible de agua que eventualmente
provocaria una discreta disminucion del volumen
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plasmatico que se reflejaria en el hematocrito.

El aumento de material particulado se ha
asociado a un estado proinflamatorio y procoa-
gulante en estudios previos realizados en seres
humanos'. En el presente estudio la concen-
tracion de PM;, sobrepasd sistematicamente la
norma nacional anual y frecuentemente la norma
diaria, en tanto que la concentracion de PM;;s
superd habitualmente la norma anual propuesta
por la CONAMA. Sélo en uno de los 90 dias
de exposicion el NO; superd su norma anual, en
tanto que el CO y el ozono siempre estuvieron
por debajo de la norma de 8 horas de exposicion.
Por lo tanto, el efecto proinflamatorio observado
pareceria estar relacionado fundamentalmente
con la contaminacién por material particulado.

Por otra parte, en pacientes con cardiopatia co-
ronaria, se ha detectado que el aumento de PM, s
del aire de Santiago promueve la inflamacion (au-
mento de proteina C reactiva), la hemoconcentra-
cion (aumento del hematocrito) y estimula meca-
nismos trombogénicos (aumento de las plaquetas
y viscosidad); en sujetos sin cardiopatia coronaria
s6lo se constatdo aumento de las plaquetas y de la
viscosidad plasmatica en tanto que la proteina C
reactiva disminuyd'®. Es interesante destacar que
algunas de las alteraciones encontradas en san-
tiaguinos con patologia coronaria'® son similares
a las encontradas en las ratas de la serie expuesta
del presente estudio, llamando la atencién que en
los sujetos sin patologia coronaria sélo el aumen-
to de la viscosidad plasmatica sea coincidente con
los resultados obtenidos en las ratas expuestas,
en las cuales observamos ademas aumento de la
proteina C reactiva y del microhematocrito. Lo
cual podria indicar una eventual mayor sensibi-
lidad del modelo experimental de ratas centinela
que el ser humano a los efectos sistémicos de la
contaminacion aérea de Santiago. Sin embargo,
debemos ser cautos en la eventual extrapolacion
de los efectos de los contaminantes observados
en la rata a otras especies incluidos los seres
humanos. En efecto, sin entrar a considerar otras
diferencias fisiologicas y bioquimicas, la rata
tiene un consumo de O, por unidad de masa cor-
poral 20,2 veces mayor que el del ser humano (76
versus 3,75 mL de O, - kg!' - min') su frecuencia
respiratoria es siete veces mas elevada que la de
una persona adulta normal (85 versus 12 ciclos -
min)', Por lo tanto, es necesario hacer ajustes
interespecies cuando se intenta extrapolar al ser
humano resultados sobre evaluacion de riesgo
obtenidos en mamiferos pequefios'.

Otro factor a considerar en el andlisis de los
resultados obtenidos es la eventual participacion
de factores confundentes durante la exposicion
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intermitente de ratas de laboratorio al aire ur-
bano de una avenida de Santiago con elevado
trafico vehicular (1.700 vehiculos/hora). De estos
factores el mas relevante es el nivel de ruido am-
biental, mucho mas alto que el de su habitat del
bioterio, lo cual constituiria un factor adicional de
estrés para estos animales.

Se ha postulado'® que la exposicion a particu-
las ultrafinas (< 0,1 pm) derivadas de combusti-
bles fosiles habitualmente usados por los vehicu-
los motorizados, pueden inducir una inflamacion
sistémica a través de estrés oxidativo en respuesta
a la produccion de especies reactivas del oxigeno,
derivadas de los componentes de 6xido-reduccion
(cobre, niquel, hierro, vanadio y quinonas entre
otros) de estas particulas que por su tamafio
pueden alcanzar facilmente el lecho vascular de
diferentes 6rganos, ademas del pulmoén.

En nuestros experimentos determinamos la
concentracion plasmatica de F,-isoprostano, que
ha sido comunmente utilizado como un indicador
de estrés oxidativo y de dafio pulmonar agudo'!,
encontrandose aumentado en sujetos normales
expuestos a 0zono, a alergenos y a humo de ciga-
rrillo!’. Considerando estos antecedentes espera-
bamos encontrar un aumento de F»-isoprostano en
las ratas expuestas. Sin embargo, la concentracion
plasmatica de F,-isoprostano no se modifico sig-
nificativamente al cabo de 90 dias de exposicion
intermitente al ser comparadas con los controles.
Una posible explicacion para esta ausencia de
respuesta podria ser una adaptacion al estrés
oxidativo, provocada por la exposicion intermi-
tente a los contaminantes aéreos, hecho que se ha
descrito en la atenuacion de la respuesta ante la
exposicion repetida a ozono y que se denomina
“preacondicionamiento al estrés oxidativo por
ozono”, en la generacion de este fenomeno el
aumento de la produccion de antioxidantes y la
proliferacion de células alveolares tipo II podrian
jugar un papel importante!s.

Este estudio sugiere que la exposicion inter-
mitente de ratas centinela a los contaminantes del
trafico vehicular al cabo de un periodo de 90 dias
provoca aumento significativo —en comparacion
con ratas no expuestas— de marcadores proin-
flamatorios tales como la proteina C reactiva y
viscosidad plasmatica, que aunque no alcanzaron
a comprometer el desarrollo de la curva de peso
corporal de los animales expuestos, serian indi-
cadores de un dafio inflamatorio sistémico inicial,
el cual podria preceder a la disminucién del
crecimiento corporal y al dafio histopatologico
pulmonar detectado en otro de nuestros estudios
en esta misma especie con la exposicion a conta-
minantes del trafico vehicular urbano.
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