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Histopatologia inducida por inhalacién de pegantes tipo boxer

en animales de experimentacién
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RESUMEN

El objetivo principal es identificar y describir los cambios
histopatologicos en el pulmén, tras la inhalacion de pegantes
tipo Boxer.

Materiales y métodos: se utilizaron 100 ratones de expe-
rimentacion, distribuidos en cuatro grupos asi: Grupo A: 10
ratones usados como control, Grupo B: 30 ratones expuestos a
humo de cigarrillo durante una hora al dia, Grupo C: 30 anima-
les expuestos a 10 cc de Boxer durante una hora diaria, Grupo
D: 30 ratones expuestos a la inhalacion de 10 cc de Boxer
permanentemente; todos los animales se fueron sacrificando a
lo largo de ocho meses. Se realizé estudio macro y microsco-
pico de los pulmones de cada animal y adicionalmente lavado
broncoalveolar.

Analisis estadistico: se determiné la asociacion entre las
variables mdiante la prueba de chi cuadrado, con un nivel de
significancia estadistica del 5%.

Resultados: se encontré hiperplasia del epitelio de la pa-
red bronquiolar en el 88% de los animales, bronquiolitis
linfocitica en 71% e infiltrado linfocitico perivascular en el
36.1%. Todos estos datos fueron estadisticamente significati-
vos. Se encontro relacion entre la severidad de los cambios y el
tiempo y dosis de exposicion.

Palabras clave: boxer, bronquiolitis, hiperplasia, Lavado
Broncoalveolar (BAL).

SUMMARY

The principal objective is to identify and describe
histopathological changes in the lung, after the inhalation of
Boxer-type adhesive substances.

Materials and methods: One hundred experimental mice
were used and distributed in four groups as follows: Group A: 10
mice used as control group. Group B: 30 mice exposed to
cigarette smoke during one hour daily. Group C: 30 animals
exposed to 10 cc of Boxer one hour daily, and Group D: 30 mice
exposed to inhalation of 10 cc of Boxer permanently; all animals
were periodically killed throughout the 8 months of exposition.
Lungs macro and microscopic changes were studied;
additionally, BAL was used.

Statistical analysis: Associations between variables were
determined using chi-square method, with a 5% statistic
significance level.

Results: Hyperplasia of the bronchiolar wall epithelium was
found in 88% of the animals, lymphocytic bronchiolitis in 71%
and perivascular lymphocytic inflammation in 36.1%. All were
statistically significant. A relation between severity of changes,
time and dose of exposition was found.

Keywords: boxer, bronchiolitis, Bronchoalveolar lavage
(BAL), hyperplasia.

INTRODUCCION

El boxer es un pegante sintético hecho a base de
caucho que utiliza como solvente el tolueno, un hidro-
carburo aromatico ampliamente utilizado en el sector
industrial.

En Colombia miles de personas inhalan esta sus-
tancia por sus efectos estimulantes y anorexiantes.
Aunque sus efectos sistémicos se han estudiado, es
poca la literatura que se encuentra acerca de los efec-
tos pulmonares derivados de su uso cronico. Por este
motivo nos interesamos en hacer un estudio experi-
mental cuyo objetivo principal es identificar y describir
los cambios histopatolégicos en el pulmén y Lavado

Broncoalveolar (BAL) tras la inhalacion de pegantes
tipo Boxer, teniendo en cuenta la influencia del tiempo
y la dosis de exposicién en los mismos.

Se espera que las conclusiones obtenidas sirvan
como punto de partida para estudiar, prevenir y/o ma-
nejar la patologia respiratoria derivada del uso crénico
de Boxer en seres humanos.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio experimental utilizando ani-
males de laboratorio, comparando los datos obteni-
dos de animales expuestos con aquellos obtenidos
de un grupo control.
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Se utilizaron 100 ratones exocriados (no
emparentados genéticamente) de raza ICR blancos
de seis semanas de edad, 50 hembras y 50 machos.
Las hembras con un peso entre 27 y 28 gry los ma-
chos con un peso entre 28 y 29 gr, que fueron selec-
cionados aleatoriamente en cuatro grupos distribui-
dos de la siguiente manera:

Grupo A: control. Conformado por 10 ratones que
no fueron expuestos a ningun toéxico.

Grupo B: exposicion a cigarrillo. Conformado por
30 ratones que fueron expuestos a la inhalacion de
humo de cigarrillo durante una hora al dia, todos los
dias, por un periodo de ocho meses.

Grupo C: exposicion al pegante tipo Boxer 1. Con-
formado por 30 ratones que fueron expuestos a la in-
halacién de 10 cc de pegante tipo Boxer durante una
hora diaria, todos los dias por un periodo de ocho
meses.

Grupo D: exposicion al pegante tipo Boxer 2. Con-
formado por 30 ratones que fueron expuestos a la in-
halacion de 10 cc del pegante tipo Boxer durante 24
horas al dia, todos los dias por un periodo de ocho
meses.

Los cuatro grupos de ratones fueron mantenidos
en camaras de vidrio de 60 cm de largo, 30 cm de
ancho, y 40 cm de alto con tapa removible aseguran-
do su hermetismo durante las exposiciones. El tipo
de inhalante fue el pegante tipo Boxer comercial (para
el grupo C y D) y para el grupo B cigarrillo comercial
con filtro. Las jaulas se mantuvieron en un salén de
aproximadamente 10 por 15 mts, a temperatura am-
biente, aislados de contaminantes ambientales y rui-
do.

Fueron excluidos 17 ratones que murieron antes
de haber sido expuestos a alguna de las sustancias
descritas, o cuyo estudio post- mortem revel6 algun
tipo de patologia diferente de aquella producida por
las sustancias que se utilizaron en el estudio, tales
como lo fue la hipoxia aguda severa y neumonia infec-
ciosa.

Durante el estudio se fueron sacrificando los rato-
nes paulatinamente, alos 7, alos 15 dias y posterior-
mente cada 6 semanas hasta completar 7 sacrificios,
los cuales se realizaban mediante la instilacion
intraperitoneal de 1 cc de lidocaina. Luego del sacrifi-
cio se realiz6 Lavado Broncoalveolar y extraccion de
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los pulmones de cada animal, para su procesamiento
histoldgico. Los lavados fueron procesados y colorea-
dos con tincién de Diff-Quick, y los cortes pulmonares
con tincién de Hematoxilina-Eosina. Ademas se utili-
z6 tincidn para hierro en los animales del grupo B (ci-
garrillo).

Se realizé un analisis descriptivo de medidas re-
petidas a través de distribucion porcentual y frecuen-
cia de las principales variables referenciadas y eva-
luando la influencia del tiempo, sustancia y dosis en
la informacion recolectada. Inicialmente se busco la
frecuencia simple de los hallazgos encontrados.
Posteriormente se hizo un cruce de variable entre los
principales hallazgos, el grupo de exposicion y la fe-
cha del sacrificio. Posteriormente, se determind la
asociacion entre variables utilizando la prueba de chi
cuadrado.

RESULTADOS

De los 100 animales iniciales unicamente se in-
cluyeron en el estudio 83 ratones, conformando 4 gru-
pos. Ver Tabla 1.

Tabla 1. Numero y porcentaje de ratones distribuidos por grupo.

GRUPO | N°DERATONES | PORCENTAJE | ACUMULADO
A 8 9.6% 9.6%
B 26 31.3% 41.0%
C 22 26.5% 67.5%
D 27 32.5% 100%
TOTAL 83 100.0% 100%

La distribucion de ratones por grupos en cada sa-
crificio se expone en la Tabla 2.

Tabla 2. Distribucion de animales por grupo en cada sacrifi-
cio.

Sacrificio | Grupo A| Grupo B| Grupo C | Grupo D | Grupo E
9
8
10
10
15
19
83
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Se encontré hiperplasia del epitelio de la pared
bronquiolar en 73 ratones (88%) de los cuales 51 rato-
nes (69.8%) presentaron hiperplasia leve y otros 22
(30.2%) hiperplasia moderada (Foto 1). Los 10 rato-
nes restantes (12%) no presentaron hiperplasia de la
pared bronquiolar. De los 51 con hiperplasia leve, el
33.3% pertenecian al grupo B, el 29.4% al grupo C, y
el 37.3% al grupo D. De los 22 con hiperplasia mode-
rada, el 40.9% pertenecian al grupo B, el 22.7% al
grupo C yel 36.4% al D.
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Foto 1. Bronquiolos con hiperplasia del Epitelio. H-E. 10x.

Todos los animales que conformaron el grupo B
presentaron hiperplasia epitelial, de los cuales el
65.4% fue leve, y el restante 34.6% moderada. Del
grupo C, el 91 % presento algun grado de hiperplasia,
el 68.2% presento hiperplasia leve, y el 22.7% mo-

derada.

Todos los animales del grupo D presentaron al-
gun grado de hiperplasia. Estos hallazgos son
estadisticamente significativos, con un valor de p <

0,01 (Ver Gréfica 1).
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Grdfica 1. Distribucién del hallazgo hiperplasia en los

grupos de exposicion.

Se encontré bronquiolitis
linfocitica en 59 de los 83 anima-
les (71%). 47 animales (79,6%) lo
presentaron de forma leve, otros 11
(18.6%) de forma moderada, y uno
(1.8%) de manera severa.

Ningun animal del grupo con-
trol mostré bronquiolitis linfocitica.
La distribucion de dicho hallazgo
en los otros grupos se aprecia en
la Tabla 3.

Del total de los animales con
bronquiolitis leve, el 42.6% corres-
pondio al grupo B, el 23.4% al gru-
po Cy el 34% al grupo D. De los
que presentaron bronquiolitis mo-
derada el 9.1% correspondio al gru-
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Foto 3. Capilaritis. H-E 40x.

Foto 2. Bronquiolos con infiltrado linfocitario en la pared.

po B, el 36.4 al grupo C, y el 54.5% al grupo D (Foto 2).
El unico ratén que presentoé bronquiolitis severa perte-
necia al grupo D (boxer 24/horas). Estos datos son
estadisticamente significativos, con un valor de p<0,01.
Se evidencio infiltrado linfocitico perivascular en 30 ra-
tones (36.1%), en todos de manera leve. Ninguno per-
tenecio al grupo A. Del grupo B, el 30.8% lo presentd,
del grupo C el 31.8% y del grupo D 55.6%. (Foto 3).

Tabla 3. Distribucion del hallazgo de infiltrado linfocitico de la pared bronquiolar segtn

los diferentes grupos de exposicion.

GRUPO | INFILTRADO| INFILTRADO | INFILTRADO | NOPRESENTO | TOTAL
LEVE MODERADO | SEVERO
A 0 0 0 8 8
* 0% * 0% * 0% * 100%
0% ** 0% = 0% ** 33.3% *** 9 6%
B 21 1 0 4 26
80.7% 3.8% 0% 15.3% 31.3%
42 .6% 9.1% 0% 20.8%
¢ 11 4 0 1 22
50% 18.2% 0% 31.8% 26.5%
23.4% 36.4% 0% 29.2%
D 16 6 1 4 27
59.3% 22.2% 3.7% 14.8% 32.5%
34% 54.5% 100% 16.1%

* Porcentaje sobre el total del grupo.
** Porcentaje del total del hallazgo.
***Porcentaje sobre el total de los animales.
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Grafica 2. Porcentaje de bronquiolitis en los diferentes grupos
de exposicion.

De ofra forma, del total de los animales con este
hallazgo positivo el 26.7% correspondié al grupo B, el
23.3% al grupo Cy el 50% al grupo D. (p=0.02). Las
diferencias entre los grupos se aprecian en la
Grafica 3.
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Grafica 3. Porcentaje de infiltrado perivascular segun los gru-
pos de exposicion.

Se evidenci¢ infiltrado intersticial de tipo linfocitico
en 8 (9,6%) de los ratones (Foto 4). De ellos en 6
(75%) fue leve y en los otros 2 (25%) moderado.
Macrofagos pardos en la luz alveolar, fueron encontra-
dos en 18 animales, todos ellos pertenecientes al grupo
B para un total de 69.2% del mismo (Foto 5). EI 88.9%
presenté conteo entre 50 y 100 por 10 campos gran-
des, por lo que fueron clasificados como moderados.
Los restantes presentaron un conteo menor de 50
células por 10 campos grandes (leve). Estos datos
son estadisticamente significativos (p <0,01). Se evi-
dencid, aunque en menor proporcion, presencia leve
de macréfagos con pigmento antracético en la luz
alveolar en 7 de los animales expuestos (8.4%); he-
morragia alveolar en 3 (3.6%)(Foto 6), unaleve y las
otras dos moderadas; y edema alveolar (Fotos 7 y 8)
en un espécimen.

Lavado broncoalveolar

Se incluyeron en el estudio 70 lavados
broncoalveolares debido a que algunas muestras to-
madas no pudieron ser procesadas por diversas razo-
nes. Entre ellas se encuentran: contaminacion de la
muestra y muestra insuficiente. Se realizdé conteo
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microscoépico de 100 células anotando la distribucion
porcentual de macréfagos, linfocitos y neutrdfilos, acep-
tando como valores normales: macréfagos entre 85y
95%, linfocitos entre 5y 15% y neutrdfilos del 0 al
1%. La distribucion de los BAL incluidos en el estudio
segun los grupos de exposicidn se muestran en la
Tabla 4.

Foto 4. Infiltrado intersticial x células mononucleares. H-E 10x.

Foto 5. Presencia de MFG pardos con pigmento antracético en
la luz alveolar. H-E 10x.

Foto 6. Pulmon con llenamiento alveolar. H-E 10x.

Foto 7. Pulmones de aspecto edematoso y congestivo.
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Foto 8. Edema intraalveolar e intersticial. H-E 10x.

Tabla 4. Distribucién de lavados broncoalveolares segtn el

grupo.
GRUPO | ANIMALES | PORCENTAJE | % ACUMULADO
A 8 11.4% 11.4%
B 24 34.3% 45.1%
C 19 27.1% 72.8%
D 19 27.1% 100%

Se encontré un conteo de células anormal en el
47.1% de los animales.

La distribuciéon encontrada de lavados anormales
segun los grupos de exposicion fue la siguiente: To-
dos los lavados del grupo control se encontraban den-
tro de limites normales, del grupo B un 54.2% de los
lavados eran anormales, asi mismo fueron anormales
el 52.6% de los grupos C y D. Por otro lado de los
lavados anormales el 39.4% pertenecian al grupo B,
mientras que el 30.3% pertenecia tanto al grupo C,
como al grupo D; siendo estos hallazgos
estadisticamente significativos con un valor de p = 0.04.

El nimero de animales y la distribucién porcentual
se aprecian mas claramente en la Tabla 5.

De los lavados anormales se encontré que un
82.6% tenia un conteo de macréfagos entre 75y 84%,
mientras que el restante 17.4% lo tuvo menor de 75%.
El67.1 % de los lavados tuvo un conteo de macréfagos
normal.

En cuanto al conteo de linfocitos, se encontré que
fue normal en el 64.3% de los lavados. De los anor-
males, el 72% tuvo conteo linfocitico entre 15y 20% y
el restante 28% tuvo conteos con linfocitos mayores
del 20% (Foto 9).

Asi mismo se encontré un conteo normal de
neutroéfilos en el 78.6% de los lavados, del restante
22.4% de lavados anormales, el 86.6% tuvo conteos
entre 2 y 4% de neutrdfilos, mientras que el 14.4%
tuvo un conteo mayor o igual al 15%.
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Foto 9. Bal con linfocitosis. Dic Quick. 40x.

Tabla 5. Normalidad de los lavados segun los diferentes
grupos de exposicion.

GRUPO| NORMAL | ANORMAL TOTAL
A 8 0 8
*100% 0% ***11 4%
216 0%
B 1 13 24
45.8% 54.2% 34.3%
29.7% 39.4%
c 9 10 19
47 4% 52.6% 27.1%
24.3% 30.3%
D 9 10 19
47 4% 152.6% 27.1%
24.3% 30.3%
TOTAL s7 33 0
52.9% 47.1% 100%

* Porcentaje del total del grupo.
** Porcentaje del total del hallazgo.
***Porcentaje del total de los animales.

No se apreciaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas con respecto a las anormalidades del lava-
do y el tiempo de exposicion.

Se encontraron cambios en el comportamiento de
los animales sometidos a inhalacion del pegante tipo
Boxer. Aproximadamente a los 15 minutos de iniciada
la exposicion los animales presentaban agitacion
motora progresiva y algunos, al final de la exposicion
presentaban temblor, incoordinacion y alteraciones en
la marcha. Este hallazgo fue similar en los grupos Cy
D. Por el contrario los animales sometidos a inhala-
cion de humo de cigarrillo, presentaban sedacién y
somnolencia, que se iniciaba aproximadamente a los
10 minutos y se mantenia durante toda la exposicion.
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Estos cambios comportamentales revertian rapidamen-
te luego de suspender la exposicion.

DISCUSION

Lainhalacién de pegantes tipo Boxer, puede rela-
cionarse con cambios histopatoldgicos a nivel
pulmonar; estos cambios pueden ser tanto
inflamatorios como irritativos y parecen estar relacio-
nados con la cantidad de exposicion.

La severidad de los cambios varié de acuerdo con
el tiempo de exposicion, de tal manera se evidencia
que el 77.3% de los animales que presentaron
hiperplasia moderada fueron sacrificados luego de seis
meses de exposicion a las diferentes sustancias. To-
dos los animales que presentaron bronquiolitis
linfocitica moderada la presentaron después del quin-
to mes de exposicién. El 56.7% de los animales que
presentd infiltrado linfocitico perivascular, lo presenté
luego de seis meses de exposicion. Los hallazgos
presentes en los animales que en este estudio perte-
necen a los diferentes grupos de exposicién contras-
tan de manera importante con el hecho de que ningun
animal perteneciente al grupo no expuesto, usado
como control, presentd algun cambio. Comparando
los diferentes grupos de exposicion, puede observar-
se como la inhalacién de humo de cigarrillo induce la
aparicién mas temprana aunque menos severa, de
cambios inflamatorios que la inhalacion de Boxer, ya
que aquellos animales del grupo B, presentaron
bronquiolitis a partir del primer sacrificio, mientras que
los de los grupos C y D lo presentaron desde el terce-
ro. Asi mismo se evidencia un ligero aumento en la
incidencia y severidad de hiperplasia del epitelio bron-
quial y bronquiolar, en el grupo D con respecto al gru-
po C. En el D hubo un 29.6% de hiperplasia modera-
da, mientras que en el C fue 22.7%. En cuanto a la
bronquiolitis, en el grupo D fue donde se encontr6
mayor severidad, de acuerdo con los siguientes resul-
tados: el 22.2% de los animales de este grupo pre-
sento bronquiolitis moderada, mientras que en el gru-
po C el 18.2% la presentd y en el grupo B tan solo un
3.8 %. Ademas el unico animal con bronquiolitis seve-
ra pertenecio al grupo D.

El47.1% de los lavados broncoalveolares fueron
anormales; sin embargo, no se encontraron diferen-
cias significativas en cuanto a las alteraciones en los
lavados broncoalveolares entre los diferentes grupos
de exposicion.

El tipo de cambios encontrados, no difiere segun
la sustancia inhalada, a excepcion de la presencia de
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macraéfagos pardos, los cuales aparecieron Unicamente
en el grupo expuesto a humo de cigarrillo. Dichos cam-
bios son similares también a los descritos por Ojeda
y cols. en su trabajo en ratones sobre inhalacion de
Bazuco (1).

CONCLUSION

Los pegantes tipo Boxer, inducen cambios
irritativos e inflamatorios tanto de la via aérea como
del parénquima pulmonar; estos cambios no son es-
pecificos ya que se observa que otras sustancias pue-
den inducir cambios similares. Es esencial hacer es-
tudios mas largos, que permitan dilucidar si una ex-
posiciéon mas prolongada induce algun cambio dife-
rente a nivel pulmonar.
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