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"Modificacién de la funcidn respiratoria inducida por paration y su relacién con
la permeabilidad vascular pulmonar en cobayos.”

RESUMEN

Los insecticidas organofosforados como el paration, son un grupo de compuestos cuyo
principal efeclo es la inhibicidn ireversible de la acetilcolinesterasa. EI paralion tiene gran
toxicidad cuando se transforma en su metabolito activo paraoxdn, conversion que sé lleva a
caho principalmenta en el higado y en menor proporcidn en el pulmén. Una intoxicacién con
paralidn provoca broncoconstriccion y edema del parénquima pulmonar. El objetivo principal de
este trabajo fue determinar la toxicidad aguda del paralién sobre las vias aéreas y evaluar la
participacion de edema como mecanismo de esta toxicided. Se utilizaron cobayos de cualquier
sexo. Se colocd a cada uno de los animales en un pletismdgrafo corporal do libre movimiento
durante dos horas, con el cual se analizé la funcion respiratona registrando la frecuencia
respiratona y el Indice de broncoconsinccion. Después de tomar un registro basal, se les inyectd
en dosis Gnica el paralion (3.2, 10 6 17 mg/Kg infrapentonsal). A los grupos control se lgs
inyectd el solvents dal paration (propilenglicol y elanol 15:1 v.v. infrapentoneal). Para la
evaluacion del edema seo anestesiaron los animales con ketamina y  diazepam
intrapentonealmente. Se disecd y canuld la vana yugular para administrar 30 mg/Kg de azul de
Evans (AE). Pasados 5 minutos se sacrificé al cobayo con una sobredosis tnica de
pentobarbital, y sa expuso el bloqua cardiopulmonar. Para remover el excaso da AE se perfundié
con 100 ml de solucidn satina fisioldgica al 0.9% (SSF) por ventriculo izquierdo a una presion
de 100 mmHg y 50 mi de SSF a una presién de 40 mmHg por ventriculo derecho. Se tomaron
fragmentos de tejido del Idbuto diafragmético derecho e izquierdo, bronquio principal derecho
e izquierdo y del tercio medio de la tréquea. Estos tejidos se pesaron en una balanza analitica
electrdnica y se incubaron en 2 mi de formamida al 100% por 24 horas a 60°C para extraer el
AE da los tejidos. Mediante espectrofotometria a una longitud de onda a 620 nm se determind
la concantracidn de AE que habfa en cada ml de sobrenadante. Los tgjidos se colocaron en una
estufa a 70°C durante 5 dias para deshidratarlos. Luego se pesaron nuevamente y se calculo
la relacion peso seca/peso himedo expresada como el porcentaje da agua confenida en los
tejldos. Nuestros resultados muesiran que en las hambras se observd la genaracion de
broncoconstriccion, evaluado por al indice de broncoconstriccion. A la dosis de 10 mg/Kg de
paralion el indice da broncoconstriccion sa incrermentd significativamente (p<0.05) desde los 20
minutos postenores a la administracion del paration, prolongéndosa esta diferencia por un lapso
de 2 horas, volviéndose altamente significativa (p<0.01) a los 60 minutos la cual se mantuvo
hasta que termino el registro. En los machos hubo un incremento significativo a la concentracion
de 17 mg/Kg de paratién (p<0.05) desde los 40 minutos posteriores a la administracion del
paralidn, prolongéndose esta diferencia hasta el final del registro. Al avaluar la generacion de
edema solo se observd en las muestras de parénquimas pulmonares mas no en vias aéreas
centrales. Al analizar los datos obtenidos da los grupos axperimentalas 3.2, 10 6 17 mg/Kg, se
encontrd que el paration aparte de generar broncoconstriccion, tiene efecto sobra la frecuencia
respiratoria, causando una disminucidn de la misma. Podemos concluir que las hembras son
mds susceplibles a los efectos broncoconstrictores del paratién que los machos. No se observa
la generacidn de edema do las vias asreas cenlrales, pero si en las muestras de parénquima
pulmonar y qua el decremento en la frecuencia respiratoria pueda ser un efecto secundario del
paralion sobre la frecuencia respiratoria o bien, un efecto indirecto debido a la
broncoconstriccion.
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INTRODUCCION
Generalidades de los organofosforados

Los insecticidas que pertenecen al grupo de compuestos organofosforados,
como el paration, fueron sintetizados en los afos cuarentas e introducidos en principio
como plaguicidas de alta eficacia (1). Dichos compuestos se siguen empleando en la
agricultura y en la medicina velerinaria, aunque se conozca que son de alto riesgo
para la salud. Su uso constante ha provocado envenenamientos accidentales y
voluntarios, tanto en humanos como en animales, por lo que representan un grave
problema de satud pablica, tanto por su elevada incidencia como por la severidad de
los sintomas (2,3,4,5).

Los organofosforados como el paration son sustancias de naturaleza lipidica,
lo que los hace faciimente ahsorbidos por cualquier via de entrada al organismo, como
la cutdnea, digestiva o inhalatoria. Ademas son moléculas de dificil degradacion
organica, por lo que puede ocurrir una intoxicacion por acumulacion de este
compuesto en el organismo (6), que si hien no es tan severa como con compuestos
organoclorados, puede producir la muerte del sujeto debido a los desérdenes
respiratorios, o bien a sintomas nerviosos que algunas veces son irreversibles (7). En
estudios toxicoldgicos basados en compuestos organofosforados, se ha demostrado
que las hembras son significativamente mas susceptibles a los efectos toxicos que los
machos, y que también la especie determina diferencias (8,9,10). La molécula de
paralion (dietil p-nitrofenol fosforotioato) por si misma tiene poca actividad biolégica,

afectando principalmente el sistema nervioso (Fig.1). Sin embargo, cuando esta
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molécula es hiotransformada y bioactivada en su metabolito activo paraoxdn (dietit p-
nitrofenol fosfato) por el sistema del citocromo P450, principalmente en 'a fraccién
microsomal hepatica y pulmon, afecla irreversiblemente la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa (4). La enzima acelilcolinesterasa es considerada generalmente
como la molécula blanco de la toxicidad aguda de los organofosforados. La
biotransformacion y bioactivacion del paralion a paraoxon induce un incremento en la
permeabilidad vascular putmonar responsable de edema pulmonar, el cual ha sido

gstudiado en pulmon aislado de conejo (4)

CHO 8
) VAN
CHO  O- -NO,
C:H0 0
b) L
C:H0" "0 ) NO;

Fig. 1. a)Paration: 0,0-dietil-0-P-nitrofenol fosforotioato (11)
b) Paraoxan: dietil p-nitrofenol fosfato (11) .

El paration es altamente toxico para los mamiferos. En ratas se ha encontrado
que la DLg, oral es de 3.0 a 3.6 mg/Kg para hembras, y 13 mg/Kg para machos, en
tanto que la DLy, cutanea para las hembras es de 6.8 mg/Kg y para machos de 21
mg/Kg (12,13). La vida media de los organofosforados en general asi como de sus
derivados es relativamente corta (semanas); sin embargo. independientements de la

gravedad de los efectos anticolinestéricos, franscurrido cierto tiempo (3-4 semanas)
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pueden aparecer signos y sintomas de neurotoxicidad retardada, que se manifiesta por
ligeras perturbaciones sensitivas, ataxia, y debilidad en generai. En casos severos, fa
debilidad puede conducir a la pardlisis total. Otras lesiones generadas por el paration
son las caracterizadas por una desmienilizacién y degeneracion axonal; esto debido
aparentemente a fa inhibicién de una enzima, tipo esterasa, denominada esterasa
neurotdxica que estaria tigada a las lesiones (1).

Los compuestos organofosforados afectan al sislema nervioso autdnomo y
sisterna nervioso motor somatico, El sistema nervioso autdnomo reguia las actividades
de eslructuras que no estan bajo control voluntario, como son la respiracion, la
circulacién, el metabolismo, la temperatura corporal, la sudoracion, las secreciones de
algunas glandutas endocrinas, etc. El musculo liso de las vias aéreas del cobayo
presenta diferencias regionales en su inervacion. El sistema que regula al masculo liso
traqueal, esta regldo por tres divisiones: fa division simpatica {noradrenalina como
mediador quimico), ta division parasimpatica (acetilcolina) y el sistema de relajacion
no adrenérgico no calinérgico (péptido intestinal vasoactivo, [VIP] y dxido nitrico, [NOJ.

El musculo liso bronquial esta inervado por el sistema nervioso parasimpatico
y el sistema de contraccién no adrenérgico no colinérgico (sustancia P [SP],
neurocinina A [NKA] y otros péptidos (15). El sistema nervioso parasimpatico es uno
de los mecanismo de control de ia contraccion de las vias aéreas en todos los
animales, incluyendo e! humano. Las fibras preganglionares de los nervios colinérgicos
surgen del nGcleo vagal de! tallo cerebyral, se prolongan por el nervio vago hasta hacer

sinapsis con los ganglios de las paredes de las vias aéreas. De estos surgen !as fibras
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posganglionares pequefias en comparacion con los nervios preganglionares, las
cuales se dirigen a fas células blanco como mysculo liso y glandulas. La densidad de
la inervacion colinérgica se ve decrementada en Jos bronquiolos y desaparece en los
alveolos. La estimulacion de esta inervacion causa la liberacion de acetilcolina de las
vesiculas agranulares en las terminaciones nerviosas colinérgicas y, a su vez, este
neurolransmisor se difunde rapidamente por el espacio sinaptico hasta los receptores
colinérgicos de las células blanco generando contraccion, La acetilcolina es
hidrolizada por la acetilcolinesterasa que se localiza en ese mismo espacio.

El paration es un excelente bloqueador de esta esterasa lo que causa
broncoconstriccion (15), como se ha descrito en casos de envenenamiento agudo en
humanos y animales (2,3,4), sugiriendo que la acetilcolina mantiene el tono basal de
las vias aéreas sanas. Una intoxicacion con paration también genera una secrecion
excesiva de glandulas traqueobronquiales, en donde se ha demostrado que hay
también receptores muscarinicos en glandulas submucosas en el epitelio de las vias
aéreas.

El sistema nervioso simpatico se localiza en el segmento cervical y lumbar de
la médula espinal. Las fibras preganglionares tienen su origen en los nervios
raquideos y hacen sinapsis en los ganglios cercanos a la columna vertebral. Las fibras
posganglionares van desde estos ganglios hasta desembocar en el pulmén, donde se
mezclan con las fibras colinérgicas para formar densos plexos alrededos de las vias
aéreas. Las fibras nerviosas simpaticas inervan glandulas submucosas, arterias

bronquiales y en menor proporcion a la tragquea y bronquios.
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Un tercer componente en el sistema nervioso autonomo es el sistema no
adrenérgico no colinérgico (NANC), estudiado ampliamente en el tracto
gastrointestinal, tracto urogenital, ojo, sistema cardiovascular y puimén, donde se ha
demostrado que tiene una porcion excitatoria y una porcion inhibitoria. Los
mecanismes NANC en el sistema respiratorio producen broncoconstriccion y
hroncodilatacion, vasoconstriccion y vasodilatacion y [a secrecion de moco, indicando
que la naturaleza de los neurotransmisores es diferente para cada uno. La porcion
inhibitoria (i-NANC), relaja al miscule lisc de Ias vias aéreas y datos actuales sugieren
que en la mayoria de las especies el neurotransmisor del sistema i-NANC es (VIP)
descubierto inicialmente en el duodeno de porcinos. Las propiedades del VIP son
similares a la de los agonistas B-adrenérgices, los cuales son potentes relajantes de!
musculo liso. Ademas, el VIP coexiste con la acetilcolina en algunos nervios
colinérgicos y tiene un efecto inhibitorio sobre la liberacion de este neurotransmisor.
Se cree que el NO es otro mediador del i-NANC. Algunas de las actividades biolégicas
que se le atribuyen al NO son la relajacion del masculo liso de los vasos sanguineos
y de las vias aéreas. Se desconoce si el NO es liberado como neurotransmisor o es
‘un mediador controlado por un neurotransmiser clasico. Si el NO es secretade como
neurotransmisor, aln no se conecen los nervios que lo liberan (14).
La porcion excitatoria (e-NANC) produce bhroncoconstriccion. La SP,
neudroquinina Ay otros péptidos, sustancias a las que en conjunto se les conoce como
taquicininas, son considerados como los neurotransmisores de! sistema e-NANC,

Estos compuestos son liberados en forma antidromica por una poblacion de nervios
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sensoriales o aferentes llamados fibras-C (16) . Estas fibras se encueniran rodeando
los vasos sanguineos, glandulas exocrinas y musculo liso; por lo que al ser
estimuladas generan broncoconstriccion y un aumento en secreciones

traqueobronquiales.

Metabolismo de los organofosforados y su relacidn con el citocromo P450

Los humanos y animales, principalmente domésticos, estan constantemente
expuestos a contaminantes ambientales que pueden ser de origen natural o de
fabricacion humana. A estos compuestos "extrafios” para el organismo se les ha
llamado compuestos xenobioticos. Una vez dentro del organismo, son transformados
en compuestos diferentes a los primarios. En general los compuestos mas lipofilicos
son rapidamente absorbidos por el organismo, a través de la piel, tracto
gastrointestinal o via respiratoria. y acumulables facilmente en el organismo. Una vez
que son transformados pueden ser eliminados por diferentes vias sin haber cambios
en su composicion quimica. Las vias o rutas utilizadas son la via urinaria, bilis, materia
fecal y el aire espirado. Los organismos animales han desarrollado innumerables
procesos hioquimicos para transformar los componenies xenobidticos. Estos procesos
bioguimicos son llamados de biotransformacion y son usualmente de naturaleza
enzimatica.

Entre las enzimas involucradas destacan las oxidasas, las monooxigenasas o
tambien lfamadas hidroxilasas y las oxidasas de funcién mixta (7, 17,18). El proceso

final de las reacciones de la biotransformacion puede resultar, por una parte, en
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generar metabolitos quimicamente distintos a la forma original del compuesto, por
ejemplo un melabolito mas hidrofilico, o cual lo hace menos peligroso para el
organismo. Por otro lado, esta biotransformacién puede bioactivar compuestos
innocuos o poco peligrosos a compuestos altamente toxicos, como es el caso de la
bioactivacion del paraoxon. La biotransformacion y bioactivacion de paratién, asi como
la gran mayoria de compuestos organofosforados, se lleva a cabo principalmente en
lafraccion microsomal hepatica y en menor proporcion en algunos otros 6rganos como
el pulmén, que son los drganos encargados en depurar cualquier compuesto absorbido
por el organismo, antes de ser distribuidos a cualquier otro tejfido u érgano.

Con base a diferentes estudios toxicoldgicos, se han encontrado otros 6rganos
con diferentes capacidades para biotransformar compuestos xenobioéticos, como se
puede veren el cuadro 1. En las reacciones de biotransformacion y bioactivacion del
paration esta involucrado un sistema de monooxigenasas, denominado citocromo
P450. El slstema del citocromo P450 es hasta donde se conoce, un acoplamiento de
sistemas enzimaticos compuesto de dos enzimas: la NADPH-citocromo P450
reductasa, y otra enzima que contiene un grupo hemo o hemoproteina (19). Estas
enzimas se localizan embebidas en la matriz fosfolipidica del reticulo endoplasmico.
Tales fosfolipidos juegan un papel muy importante en Jas reacciones del citocromo
P450, pues facilitan la interaccion entre estas dos enzimas. Acompaiiando este
complejo, hay otro citocromo llamado citocremo b,y su asociada reductasa. La funcion
del citocromo b y citocromo bg reductasa en las reacciones mediadas por el citocromo

P450 no se ha establecido con claridad.
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El NADPH-citocromo P450 reductasa tiene preferencia por el NADPH que es

su cofactor, Esta es una flavoproteina capaz de transferir uno de los dos electrones al
citocromo P450. Ei cilocromo P450 tiene propiedades redox Unicas y espectrales,
gracias a que cuando se reduce el citocromo P450 (Fe*) forma una ligadura con
monoxido de carbono y la maxima absorbancia de luz ocurre a los 450 nm. Esta
propiedad espectral es presente solo cuando el cilocromo estd intacto y
cataliticamente funcional. Cuando se desnaturaliza, pierde su unico pico espectral de
450 nm y produce su absorbancia maxima a los 420 nm, similar a otras hemoproteinas.
Hasta la fecha se han identificado mas de 70 subfamilias y alrededor de 400
formas diferentes de citocromo P450, tanto en procariontes como eucariontes (20). En
animales, la expresion de estas enzimas puede variar tanto dentro de una misma
especie, asi como por el organo, edad, sexo, estrés, nulricion, entre otros factores

ademas de la exposicion quimica que se emplee.

Cuadro 1. Capacidad de los 6rganos
involucrados en |a biotransformacion

CAPACIDAD ORGANO
Alta Higado
Media Pulmoén, rifién, intestino
Baja Piel, testicutos, placenta

La biolransformacion y bioactivacion del paration se efectua mediante la
reaccion de desulfuracion oxidativa, la cual es mediada, como ya se menciong, por la

monooxigenasa en union con el sistema del citocromo P450, que cataliza reacciones
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en las que solo uno de los dos atomos de O, de la cadena del transporte de electrones
se incorpora al sustrato organico, siendo el otro reducido a una molécula de H,0 (19).

En las reacciones catalizadas por el citocromo P450 (Fig.2), el substrato (RH)
se combina con |a forma oxidada del citocromo P450 (Fe®') y forman el complejo
substrato-citocromo P450. Este complejo acepta un electron del NADPH (via NADPH-
citacromo P450 reductasa), que reduce al hierro en el citocromo P450 (Fe*). El
complejo substrato citocromo P450 reducido (Fez’) se combina con oxigeno molecular
que acepla otro electrén del NADPH. En algunos instantes, el segundo electron es
donado por NADH via citocromo b;. En una serie de pasos que todavia no estd
completamente entendido, ambos electrones son transferidos al oxigeno malecular.
Resultando una especie de oxigeno altamente reactivo e inestable. Un atomo de este
oxigeno es introducido al sustrate, mientras que el otro es reducido en agua. El
substrato oxigenado se disocia, dande por una parte el substrato con un grupe
hidroxilo y por otro, |a regeneracion de Ia forma oxidada del citocromo P450 (19).

Los niveles de citocromo P450 que se encuentran en algunos animales como
las ratas en edad adulta, tienen su origen en etapas tempranas de su desarrolio
ontogenético, y en edad adulta, estos niveles (nicamente son moduladas por factores
hormonales; las cuales solo pueden inducir la sobrexpresian de los niveles existentes,
mas no la expresion genética de los mismos (21) . En los humanos, puede exislir la
sobrexpresién de los niveles de citocromo P450 asi como también exisle expresion

genética espontanea de la misma,
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Fig.2. El ciclo de reaccion del citocromo P450. Ferrocitocromo P450 es representado

por Fe®* , RH, es e! sustrato del P450 y ROH es el producto de la oxidacion.

Numerosos estudios han demostrado que la transferencia del atomo de azufre
de 1a molécula de paratién al citocromos P450 que ocurre durante la bioactivacion
oxidativa del paration a paraoxdn, asi como de otros xenobidticos, dando como
resultado la inactivacion irreversible de la enzima P450 (22). Una vez bioaclivado el
paration a paraoxon debe ser hidrolizado mediante diferentes hidrolasas como son: las

paraoxonasas, esterasas, carboxilesterasas, amidasas, etc., que dan como resultado,
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por un lado, un grupo p-nitrofencl que es eliminado por et organismo, y por otro lado,
un grupo dietil fosfato que se une con la acetilcolinesterasa activa, dando como
resultado la inactivacion de ta misma (8,23), Los organofosforados han sido
designados como inhibidores directos de la acefilcolinesterasa, la enzima que
normalmente hidroliza Ia acetilcolina neurotransmitida, formando un compiejo
enzimatico fosforilado que no se disocia. En presencia de un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, la concentracién de acetilcolina liherada por el botén sinaptico
puede incrementarse a niveles anormales generando con ello una crisis
principalmente colinérgica” (24).

La inhibicion de 1a unién de la acetilcolina con la acetilcolinesterasa, uniéndose
el paration a dicha molécula puede ser de dos tipos: de tipo irreversible, formando un
complejo enzimatico fosforilado que no se disocia, o bien, una inhibicion reversible
lenta {Fig.3). Las enzimas que hidrolizan al paration, como las paraoxonasas, se han
ldentificado en diferentes tejidos de varios animales y su amplia distribucion existe en
diferentes especies de animales. Las esterasa (tipo A y B) son otras enzimas que
hidrolizan al paraoxon, en especial la tipe A. La esterasa tipo A ha sido definida como
un grupo de enzimas capaces de hidrolizar al paraoxén, en contraste con la esterasa
tipo B, la cual es inhibida cuando ocurre la hidrélisis del paraoxdn (8). Los mamiferos
tienden a exhibir alta actividad de la esterasa A enla sangre y en el higado, y este es,
aparentemente el factor importante en determinar el grado de susceptibilidad del
organisme a la toxicidad de los organofosforados. Aunque se exhiben altas

concentraciones de esterasa A, no ha sido facil determinar cual es substrato



especifico, ya gue su esludio ha resultado complejo.
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Fig.3. Biotransformacion y hioactivacion del paraoxén en el higado,

Se sabe que la hidrolisis del paraoxdn es dependiente del calcio contenido en
los tejidos (8), sugiriendo que el calclo juega un papel muy importante en la hidrolisis
del paraoxon por la esterasa A . Por un iado, porque ei caicio es requerido en la

reaccion catalitica para mantener la conformacion del sitio activo . Por el olro lado,
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porque tres atomos de caicio facilitan la remocién del dietil fosfato de la esterasa A
probablemente por la polarizacién del puente P=0 de la dietil esterasa A-fosfatasa

intermedia (23).

Generacidn de edema inducido por paration

La pared de cierlos vasos (venas y capilares) de la microcirculacion representa
una barrera entre el tejido y {a sangre. Esta barrera deja pasar libremente el agua,
electrolitos y pequefias moléculas proteinicas. El {érmino incremento de la
permeabilidad vascular se refiere a la alteracion de esta barrera con la consecuente
modificacion de difusion o paso de proteinas plasmalicas dentro del tejido
extravascular y la acumulacion excesiva de liquido en los espacios tisulares, conocida
como edema (25). Cabe sefalar que el edema no puede descubrirse en los tejidos
hasta que el volumen de! liquido intersticial ha aumentado 30% por arriba de lo normal
(28).

E! edema pulmonar es una de las consecuencias en intoxicaciones agudas con
compuestos como el paration y se presenta cuando la permeabilidad de los capilares
pulmonares aumenta, y su membrana se ha hecho tan permeable que pueden
atravezarla incluso moléculas de proteina plasmatica, que facilmente pasan a los
espacios intersticiales generando el incremento de liquido en los intersticios celulares.
Algunos estudios concluyen que el edema pulmonar ocasionado por compuestos
organofosforados, es el resultado de una hipoxia, falla cardiaca, efeclos en el sistema

nervioso central o directamente de la toxicidad en el pulmén (1,4,26).
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En un estudio realizado recientemente (4), se muestra que el paration induce
directamente edema pulmonar debido a un incremento en la permeabilidad endotelial
o vascular, antes que cualquier cambio en la presion capilar. El aumento en la
permeabilidad vascular, con el consecuente edema, &5 una respuesta a una
inflamacion aguda, pero el mecanismo que los suscita y su desarralla no estan del todo
caracterizados (27) . En 1951 Starling (26,28), propuso que sobre los liquidos y los
solutas de los capilares actuaban dos fuerzas; una de ellas es la presion hidrostdtica
capilar, que tiende a mover el agua y los solutos fuera de los capilares. La otra es la
presion coloidosmatica o también llamada oncética, que se debe a la presencia de
proteinas en el plasma sanguineo. Esta presion tiende a atraer principalmente agua
y con ella pequenas moléculas hacia ios capilares. Ei movimiento neto real de las
sustancias depende en gran parte de las diferencias entre estas dos presiones. Se
considera que la pared capilar es libremente permeable al agua y a todos los solutos,
con excepcion de macromoléculas de pesa molecular mayor de 65000 Da,
La ecuacidn que explica este mavimiento es: Q=K (Pc-Pl) - a (11 ¢-11 i) ; donde
Q es el flujo neto de la salida, K es el coeficiente de filtracion, Pc y Pi son las presicnes
hidrostaticas en el capilar y el espacio intersticial, respectivamente, y ic e i son las
presiones coloidosmoticas, y g es el coeficiente de reflexion, el cual indica la
efectividad de la membrana para impedir el paso de la proleina en comparacion can
€l paso dei agua a través dei endotefio, y esta reducida en enfermedades que causan

lesion celular y aumentan fa permeabilidad.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los organofosforados come el paration representan un grupo de insecticidas
altamente toxicos, tanto para animales como humanos, y su uso indiscriminado sigue
siendo causa de numerosos envenenamientas, con las consecuentes repercusiones
socioeconomicas en los sectares publico y privado. E! presente trabajo se enfocara
a caracterizar en un modelo in vivo el efecta del paration como generador de

brancoconstriccion asi como de edema pulmonar.
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HIPOTESIS
1. La administracién aguda de paration provoca broncoconstriccion en cobayas.
2. En la broncaconstriccion inducida por paration participa el edema de las vias aéreas
o del parénquima pulmonar.
3. Este fendmeno es modulado por et sexo det animal, can una mayor predisposicion

a la broncoconstriccion en fas hembras.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la administracion aguda det paralion sobre el calibre de las

vias aéreas asi como la participacion del edema ep dicha respuesta.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Demoslrar que la administracion aguda de paratién a cobayos sanes produce
broncoconstriccién,
2. Determinar si en esta respuesta obslructiva hay la generacion de edema en trdquea
y bronguios.
2a. Determinar fa relacion peso seco/peso himedo en fragmentas de traquea,
bronquios y parénquima pulmonar.
2b. Determinar la concentracion de azul de Evans extravasado como un
indicador de edema en fragmenlos de traquea, bronquios y parénquima
pulmonar.
3. Demostrar que los cobayos presentan una susceptibilidad diferencial relacionada

con el sexo, comparando las respuestas de las vias aéreas de ambos sexos.



MATERIAL Y METODOS
Animales

Se utilizaron 46 cobayos de la raza Harlley de uno u ofro sexo, con un peso
corporal promedio entre 500 y 600 gramos. Los animales se mantuvieron en hioterio

hajo condiciones estandar y con alimentacion ad fibifum.

Disefio experimental

Se emplearon 7 grupos de animales divididos de la siguiente manera: un grupo
control y dos grupos experimentales con 3.2 y 10 mg/Kg de paration en hembras, y un
grupo control y tres grupos experimentales con 3.2, 10 y 17 mg/Kg en machos.
Iniclalmente se hizo un registro de diversas variables respiratorias en un pletismografo
corporal de libre movimiento (ver adelante). Los animales fueron inyeclados
infraperitonealmente con paration o con su vehiculo (propilenglicol y etanol) y
reintroducidos inmediatamente después al pletismografo corporaj de jibre movimiento
para el registro de variables respiratorias durante 2 horas.

Se emplearon ofros dos grupos de cobayos hembras anestesiados (uno control
y uno experimental con 10 mg/Kg de paratién) para ia evaluacion de edema en
traquea, bronquios y pulmén, mediante la técnica de azul de Evans y de peso

seco/peso hiumedo (ver adelante).



Administracion de paration

El paration (3.2, 10 ¢ 17 mg/Kg) fue administrado por via intraperiloneal en
dosis tnica a cada animal de los grupos experimentales. El volumen total de la mezcla
paration-solvents inyectada a cada animal nunca fue mayor de 0.26 ml. A los animales
de los grupos controles Unicamente se les inyectd el solvenle del paration por via

intraperiloneal (propilenglicol y etanoi).

Analisis de la funcion respiratoria

Se colocd a cada uno de 10s animales en un pletismégrafo de camara tinica
para animales en libre movimiento (Buxco Electronics Inc, Nueva York) en el cual el
animal recibe un flujo continuo de aire, asi como la opcidn de beber agua ad libitum
(Fig. 4).

Este sistema de plelismografia esta basado en ia medicion directa de las
fluctuaciones de presidn que se presentan dentro de la camara. Dichas fluctuaciones
fueron captadas por un sensor de presion diferencial (SenSym, mod $X05, U.S.A),
conectado a un preamplificador y, posteriormente, los resuitados fueron almacenados
en una computadora personal provista de un programa especial para el manejo
automatizado de los datos evaluados en cada experimento (Buxco BioSystem XA,

version 0.9.3, Nueva York).
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Fig.4. Modelo experimental de pletismografia

El pletismografo cuantifica, entre otras cosas, el indice de broncoconstriccion,
que refleja la obstruccion de las vias aéreas. La base tedrica del indice de
broncoconstriccién es que en la fase inspiratoria el torax del animal se expande,
incrementandose 1a presién en ta camara . Sin embargo, e! aire que entr6 al animal

tiende a causar una disminucién de presién dentro de la caja. En condiciones normales
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existe un discreto desfasamiento o retraso entre ambos eventos. Cuando existe
obstruccion de las vias aéreas, este desfasamiento entre la expansian del torax y su
compensacion por el ingreso de aire al mismo es mas prolongado.

Esta informacion es procesada por el programa computacional para dar el valor

del indice de broncoconstriccion, de acuerdo con la formula descrita en la Fig. 5.

PFE

o Flujo

\

e
|

PFI

| ]
l INSPIRACIDNI ESPIRACION (Te) I

INDICE DE = Te ] IPF
BRONCOCONSTRICCION |R'T PF

Fig.5. Parametros relacionados en el indice de broncoconstriccion.

donde :

Te = Tiempo espiratorio
RT = Tiempo de relajacion
PF1 = Pico del flujo inspiratorio



y PFE = Pico del flujo espiratorio

En estudios previos se ha encontrado que este indice de brancoconstriccion
puede ser empleado para caracterizar las respuestas ohstructivas de las vias aéreas
ante un estimulo antigénico en cobayos inmunizados (28). Por otra lado, en nuestro
laboratorio se encontrd que la nebulizacion a cobayos con dosis crecientes de
agonistas que producen contraccion del musculo liso de las vias aéreas, como
histamina o acetilcolina, ocasiona un incremento de este indice de broncocenstriccion
en forma dependiente de la dosis y se correlaciona con las manifestaciones de
dificultad respiratoria det animal.

Durante el experimento se registraron los siguientes parametros: la frecuencia
respiratoria, el volumen carriente, el tiempo inspiratorio, el tiempo espiratario, entre
otros. Sin embargo, para los fines del presente trabajo unicamente se evaluaron el
indice de bronconcostriccién y la frecuencia respiratoria, Antes de cada experimento
cada animal se peso y posteriormente se intradujo al pietismografo . Después de un
periodo de habituacion de 15 minutos, se tomd un registro basal del indice de
broncaconstriccion durante § minutos. Tanto en los grupos experimentales como en
los grupos controles, se sacd al animal de |a camara después del registro basal y se
inyectd con paratian o con su vehiculo . A continuacion, se volvio a colacar dentro del
pletismografo y minutos después se reinicid el registro de los paramelros respiratorios,

en intervalos de 10 minutos durante 2 horas.
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Dehido a que el indice de broncoconstriccion es calculado por el programa en

cada una de las respiraciones, se decidié considerar el promedio de eslos valores en
los ultimos 5 minutos de cada intervalo (10 minutos). Se incluyeron solamente las
respiraciones con valumen carriente minimo de 1 ml, tiempo minimo inspiratorio de
0.15 seg, tiempo maximo inspiratario de 3 seg y diferencia maxima entre volimenes
inspiratorio y espiratorio del 10%. Se rechazaron aproximadamente de 20 a 30% de
las respiraciones por cada intervalo de tiempo los cuales ocurrieron en especial

durante los movimientos voluntarios del animal.

Técnica de azul de Evans

En términos generales este pracedimiento se apego a lo descrito en la literatura
(25,27,30,31,32,33). Cobayos hembras se anestesiaron por via intraperitoneal
aplicando una dosis inicial de 100 mg/Kg de ketamina y 2.5 mg/Kg de diazepam, y 10
minutos después una segunda dosis de 50 mg/Kg de ketamina y 2.5 mg/Kg de
diazepan. Una vez anestesiado el animal se diseco y canuld una vena yugular, por
la cual se le administrd 30 mg/Kg del colorante azul de Evans, diluido previamente en
1 ml de solucién salina fisiolégica (SSF). Cinco minutos después se le administraron
10 mg/Kg de paration (grupo experimental) o el vehiculo del paratidn (grupo conlral).
Noventa minutos después se sacrificd al animal, se corté la aorta abdominal y
posteriormente se abrio el térax para exponer el bioque cardiopulmonar. Para eliminar
el azul de Evans que pudiera permanecer en el lecho intravascular de los tejidos de

interés, se perfundid con 100 ml de SSF por el ventriculo izquierdo a una presion de
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100 mmHg; posteriormente se hizo una incision en la auricula izquierda, pinzando la
vena cava inferior a nivel del diafragma y se perfundio con 50 ml de SSF por el
ventriculo derecho, a una presion de 40 mmHg.

Posteriormente el tejido conjuntivo circundante de las vias aéreas se eliming
utilizando un microscopio eslereoscopico, y se tamaron muestras de los dos bronquios
principales {aproximadamente 0.5 cm de cada uno) y del tercio medio de la traquea
{aproximadamente 1 ¢cm), asi como de parénquima pulmonar (aproximadamente 1ent)
de cada uno de los dos lobulos caudales. El exceso de agua superticial de estos
tefidos se elimind mediante contacto suave con una gasa. El peso de cada tejido (peso
himedo) se cuantificd en una balanza analitica (Ohaus, modelo GA 200D, Alemania).

Cada tejido se colocd en tubos cerrados conteniendo 2 mi de formamida al
100%, y se incubaron a 60 °C por 24 horas para extraer el azul de Evans de los tejidos.

La cantidad total de azul de Evans en cada uno de los fragmentos de tejido se
calculé mediante lectura espectrofotométrica del sobrenadante a 620 nm de longitud
de onda. Finalmente, los tejidos se colocaron dentro de una estufa a 70°C durante 5
dias, y una vez deshidratados se pesaron nuevamente (peso seco). La cantidad de
azul de Evans en los tefidos se expreso como ng colorante/mg de tejido seco.

Enel caso de los bronquios, los valores de las dos muestras obtenidas de cada
animal se promediaron para considerar un valor Unico de este tejido, y el mismo

procedimiento se aplicd para las muestras de parénquima pulmonar.
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Relacion peso seco/peso humedo

Para obtener la relacion entre el peso seco y el peso humedo de traquea,
bronquios y parénquima, se utilizaron fos mismos tejidos obtenidos para la técnica de
azul de Evans (ver arriba). Para la evaluacion de edema en los lejidos se calculd el
contenido de agua con la siguiente formula;

Contenido de agua = 1 - (Peso seco / Peso humedo)

Se considerd que existia edema en los tejidos cuando el contenido de agua fue
estadisticamente mayor que ef obtenido en los grupos controles. Al igual que con la
técnica de azul de Evans, en cada animal se consideraron en forma conjunta los pesos
de ambos bronquios y, por otro lado, [os pesos de ambos fragmentos de parénquima

pulmonar.

Farmacos

El etilo de paration (Pestanal®, Riede! deHaén, Alemania) se disolvié en una
mezcla de propilenglicol (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) y alcohol elilico anhidro
(Técnica Quimica, S.A. México) (10:1.5 v/v), para obtener una concentracion final de
paration de 30 mg/ml. Se emplearon estos dos solvente porque se sabe que el paratién
es poco hidrosoluble (6). La ketamina (Imaigen 1000 ®, Rhone Merieux de México),
el diazepam (Valium 10®, Roche de México) y el pentobarbilal sédico (Anestesal®,

Smith Kline Norden de México) se utilizaron a la concentracion comercial,



Analisis de datos

Las diferencias en el contenido de agua, asi como en el indice de
broncoconstriccion de los diferentes grupos se evaluaron para cada intervalo de
tiempo mediante analisis de varianza y prueba de Dunnett (34) . Para buscar posibles
asociaciones entre dos eventos se emplearon analisis de regresion de linea rectay
analisis de correlacion de Pearson. El nivel de significancia se fij6 a valores de p<0.05
a nivel bimarginal. Los resultados son expresados en el texto y en las graficas como

promedio + error estandar.

RESULTADOS

En los cobayos hembras la aplicacion intraperitoneal de la dosis baja de
paration (3.2 mg/Kg) no causé ninguna alteracién visible en su comportamiento
durante el tiempo de estudio (2 horas), sin embargo, si se modificé su funcién
respiratoria. La aplicacion de la dosis alta (10 mg/Kg) ocasioné que entre los 30 y 40
minutos después se advirtiera dificultad en los movimientos e incapacidad para
sostenerse en sus extremidades posteriores, lo cual persistié con fa misma Intensidad
hasta el final del estudio (2 horas), asi como la modificacion de su funcion respiratoria.

En los cobayos machos no se observaron efectos de dificultad para los
movimientos a las dosis de 3.2 6 10 mg/Kg, como tampoco variacién en su funcion
respiratoria . Sin embargo, a la dosis de 17 mg/Kg de paration, se observo dificultad
para los movimientos e incapacidad para sostenerse en sus extremidades posteriores,
lo cual persistié, como en las hembras, con la misma intensidad hasta e final del

estudio, asi como también hubo variacién de su funcién respiratoria.
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Analisis de la broncoconstriccion

En respuesta al paration, la obstruccion de las vias aéreas, expresada como el
indice de broncoconstriccion aumenté en las hembras (Fig.6). Con la concentracion
de 3.2 mg/Kg de paration este incremento en el indice de broncoconstriccion fue
moderado y no llego a ser significativo en comparacion con el grupo control. Con la
concentracion de 10 mg/Kg de paration, el incremento fue mucho mayor, alcanzando
significancia estadistica (p<0.05), a partir de los 20 minutos (0.5035 % 0.0553), con
respecto al grupo control (0.2861 + 0.0339), y mas aun después de 60 minutos en
adelante, (control 0.2719 £ 0.0370 vs grupo con 10 mg/Kg 0.5685 + 0.0578, p<0.01).
Los animales correspondientes a la concentracion de 10 mg/Kg de paration mostraron
ligeramente dificultad respiratoria, en especial en el tiraje intercostal, aunque ninguno
presento cianosis.

En los machos (Fig.7) hubo un ligero incremento en el indice de
broncoconstriccion después de la aplicacion de 3.2 y de 10 mg/Kg de paration, pero
las diferencias con el grupo control no llegaron a ser significativas. A la dosis de 17
mg/Kg de paration hubo un incremento estadisticamente significativo (p<0.01), a los
40 (0.7436 + 0.0243), 50 (0.7392 & 0.0489) y 120 minutos (0.7188 % 0.0816), con
respecto a sus controles (0.3721 + 0.0638; 0.3952 + 0.0425 y 0.3540 % 0.0247
respectivamente), aunque esta diferencia no fue constante, ya que a los 60 (0.6477 %
0.0481) y 80 minutos (0.7041 + 0.0775), las diferencias significativas son menores
(p<0.05), con respecto a sus grupos controles (0.3850 * 0.0507 y 0.3820 + 0.0379

respectivamente (p<0.01).
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INDICE DE BRONCOCONSTRICCION
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Fig.6. Efecto del paration sobre la broncoconstriccion en cobayos hembras a diferentes concentraciones en un
curso temporal. En triangulos vacios, el grupo control (n=6) ; en triangulos llenos, el grupo con 3.2 mg/Kg de
paration (n=6) y en cuadros llenos, el grupo con 10 mg/Kg de paration (n=6) . Todos los valores son expresados
como %+ EE. Las diferencias significativas corresponden al grupo control vs el grupo de 10 mg/Kg de paration

*
* * x *
x * k% * x *
* * * *
[ N
* T .
el ~ ] T
. i___T____I,_._-/ —-m —— -
T _ -~
.——-—.’//l ‘1\\ A Py S
-4 Ay A TATATT A
- D~
L - - £z =
& P<0.05
% % p<0.01
T 1 T I T T T 1 T T 1 I T 1

.BASAL S5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

TIEMPO (min)

(*p< 0.05 **p<0.01).



29

*

0.9 x *

0.8 - * * * x *

) — e * T * 1

0.7 1 7 ST A L~ -®
T o

\

e

0.6 - oz 1 e b *ﬂ( N T
0.5 i !F ; e 1/ ’I “ i;‘k’
0.4 _ "‘";/ >§ 1 — T As— L 52

i
0.3 - -
0.2 %+ p<0.05
0.1 - % % p<0.01

T T T T T T T T T T T T T g
. BASAL 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

TIEMPO (min)

INDICE DE BRONCOCONSTRICCION

Fig.7. Efecto del paration sobre la broncoconstriccion en cobayos machos a diferentes concentraciones en un curso
temporal . En tnangulos vacios, el grupo control (n=6) ; en triangulos llenos, el grupo con 3.2 mg/Kg de paration
(n=6) . ¢n cuadros llenos, el grupo con 10 mg/Kg de paration (n=6) y en circulos llenos, el grupo de 17 mg/Kg
de paration (n=6). Todos los valores son expresados como = EE. Las diferencias significativas corresponden
al grupo control vs el grupo de 17 mg/Kg de paration ( *p< 0.05 ,**p< 0.01).
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Evaluacidn del edema
En los cobayos hembras que fueron anestesiados, la administracion de 10
mg/Kg de paration produjo un incremento significativo (p<0.01) posteriores a los 90
minutos de la administracidn de paratidn, en el contenido de agua en los tejidos en
parénquimas pulmonares can respecio al grupo control (82.19 £ 0.15 vs 80.97 £ 0.29),
mas no en las vias aéreas centrales (fraquea y bronquios) (Fig. B).
En la evaluacién del edema mediante la técnica de extravasacion de azul de Evans,
los resultados obtenidos no muestran efecto de 10 mg/Kg de paratién, posteriores a
los 90 minutos de administracién, en las vias aéreas centrales, como tampoco en el

parénquima pulmonar de cobayos hembras anestesiados (Fig. 9).
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Fig.8. Contenido de agua en parénquima pulmonar y vias aéreas 90 minutos después de haber administrado 10
mg/Kg de paration en cobayos hembras anestesiados. En barras llenas el grupo control (n=4) y en barras c/lineas
transversales, el grupo con 10 mg/Kg de paration (n=4). Todes los valores son expresados como <= EE La
diferencia significativa corresponde tnicamente a perénquima pulmonar (*p< 0.01)
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Fig.9. Contenido de azul de Evans en parénquima pulmonar y vias aéreas 90 minutos después de haber
administrado 10 mg/Kg de paration a cobayos hembras anestesiadas. En barras llenas el grupo control (n=4) y
en barras c/lineas transversales, el grupo con 10 mg/Kg de paration (n=4). Todos los valores son expresados como
%+ EE Las diferencias entre el grupo control y el experimental no son significativa.
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Andlisis de la frecuencia respiratoria y su relacion con la broncoconstriccion,

Al analizar los datos obtenidos de los diferentes grupos experimentales 3.2, 10
617 mg/Kg, se encontrd que el paration ademas de generar broncoconstriccion, actia
sobre la frecuencia respiratoria, causando bradipnea.

En el grupo control de las hembras, a las cuales tinicamente se les administro
el vehiculo del paration (Fig.10), no se observa decremento de la frecuencia
respiratoria. Lo mismo se ohserva a la dosis de 3.2 mg/Kg de paration (Fig.11); sin
embargo en la dosis de 10 mg/Kg de paratién se observo una relacion inversamente
proporcional entre el incremento en el indice de broncoconstriccion y la frecuencia
respiratoria (Fig.12, r=-0,71, p<0.0042).

En el grupo de los machos, el grupo control que solo recibio el vehiculo del paration
(Fig.13), no mostro decremento de la frecuencia respiratoria, Sin embargo, a las dosis
de 3.2, 10y 17 mg/Kg de paration, se abservé una marcada correlacion inversa entre
el decremento en la frecuencia respiratoria y el indice de broncoconstriccion (r=-0.88,

p<0.0001; r=-0.72, p<0.003 y r=-0.76, p<0.001) Fig 14, 15 y 16 respectivamente.
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Fig.10. Asociacién entre el indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
en respuesta al propilenglicol y etanol .
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HEMBRAS CON 3.2 mg/Kg DE PARATION
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Fig.11. Asociacion entre el indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
en respuesta a 3.2 mg/Kg de paration.
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HEMBRAS CON 10 mg/Kg DE PARATION
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Fig.12. Asociacion entre el indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
en respuesta a 10 mg/Kg de paration.
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MACHOS GRUPO CONTROL

0.5
V4
e
8 v vV
™
Z v
Q 04 \V/
o]
3] wv
5 v v
: v
a
Q
2 03 p=NS
=
- L} T | 1
100 110 120 130 140

FRECUENCIA RESPIRATORIA

Fig.13. Asociacion entre ¢l indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
en respuesta al propilenglicol y etanol .
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Fig. 14, Asociacion entre el indice de broncoconstriccian y la frecuencia respiratoria
en respuesta a 3.2 mg/Kg de paration.
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MACHOS CON 10 mg/Kg DE PARATION
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Fig.15. Asociacion entre el indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
enrespuerta a 10 mg/Kpg,
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MACHOS CON 17 mg/Kg DE PARATION
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Fig.16. Asociacion entre ¢l indice de broncoconstriccion y la frecuencia respiratoria
en respuesta a 17 mg/Kg de paration,
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DISCUSION

L.a broncoconstriccion es una de las alteraciones fisiolégicas importantemente
asociada a una intoxicacion con insecticidas organofosforados como el paratién. En
este trabajo se encontrd que la administracion aguda de paration genera obstruccion
de las vias aéreas de cobayo sanos y que dicha obstruccion es de manera
dependiente de |a dosis y del sexo.

Se observd que la administracion aguda de paralion no desencadena los
trastornos respiratorios, reflejados como la broncoconstriccion, inmediatamente
después a su administracion; sino que el incremento de dicha broncoconstriccion es
progresiva, observandose minutos después a su administracion. El incremento fue
significativo 20 minutos después a la administracion intraperitoneal de paration,
manteniendo un incremento discreto pero continuo, y no fue hasta los 60 minutos
cuando alcanza su efecto maximo sobre las vias aéreas, manteniéndose hasta el final
del registro. Esta latencia en el efecto puede deberse al tiempo requerido para ser
absorbido y metabolizado por los diferentes lejidos involucrados como son
principalmente el higado y el pulmén,

Sabemos que las intoxicaciones por paratidn pueden ser ocupacionales o
voluntarias y que las vias mds comunes de entrada son por medio de la piel, ia
inhalatoria o la digestiva, las cuales son debidas principalmente a la falta de
conocimiento en el manejo de estes compuestos, En nuestro laberaterio la
administracion del paration a cada uno de los animales fue por via intraperitoneal. Esta

via es una de ia forma mas seguras de administracidn de farmacos altamente toxicos,
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por olra parte esla via favorece la absorcion rapida de! farmaco y pasa al torrente
sanguineo en cuestion de minutos, puesto que la cavidad abdominal cuenta con una
gran superficie de absorcion, ademas que las dosis de paration administradas son en
razon de miligramos. La administracion de paration a través de otra via no es
conveniente, debido principalmente al manejo de este compuesto, ya que la
administracion por via inhalatoria, por ejemplo el nebulizado de paration, que debe ser
en dosis allas, asi como de volimenes grandes, ademas de que se corre un alto riesgo
de contaminacion ambiental en el aérea de trabajo por paration.

El mecanismo que subyace a la broncoconstriccion por efecto de paration, es
la inhibicion de la acetilcolinesterasa {2,3). Entre otras alteraciones del aparato
respiratorio inducidas por paration destacan, por importancia, el incremenlo en las
secreciones traqueales y bronqulales, las cuales no fueron cuantificables en este
modelo, asi como el edema en el parénguima pulmonar debido principalmente al
aumento en la permeabilidad vascular pulmonar inducido por la acumulacién de
acelilcolina. En un modelo ex vivo estudiando el blogue cardiopulmonar de conejos (2)
se informa que la perfusion de paration (4x10™* M) produce un incremento en el
coeficiente de filtracion capilar-pulmonar. Por oftro lado, Delaunois y col. (15)
comprobaron que la acumulacion de acetilcolina (10° M) produce un efeclo maximo
en los valores del coeficiente de filtracion capilar. Estas evidencias sefalan que el
paration inhibe la hidrélisis de acetilcolina la cual se acumula en los pulmones y se
genera posteriormenle edema pulmonar.

El edema generado por la administracion de paration solo se observo en los
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fragmentos de parénquima pulmonar y no en las vias aéreas centrales. En este mismo
grupo de animales, no pudo ser cuantificable el edema causado por paration en
ninguno de los tejidos mediante 1a técnica de azul de Evans. En 1995 Dreyfuss (35)
publico que si se mantiene un animal ventilado mecanicamente por tiempo prolongado,
se induce edema pulmonar si el volumen corriente se aumenta considerablemente en
las primeras respiraciones al iniciar e! experimento, asi como por la administracion
endovenosa de ciertos farmacos. En el caso de este estudio, se puede refutar esta
idea porgue la ventilacion mecdnica no fue mayor a 6 mi, pues se administra 1 ml por
cada 100 gramos de peso corporal, y no vario mas de 1 mi en todo el experimento. Por
otro lado, la generacion de edema podria estar enmascarada por algun proceso
fisiologico compensatario central en el animal consciente, en tanto que en un animal
anesiesiado y muscularmente paralizado, estos mecanismos pueden estar bloqueados
o disminuidos y por consiguiente el edema puimonar es cuantificable.

Existen diferentes estudios sobre los efectos del paration, los cuales incluyen
condiciones in vitro, in vivo y ex vivo. Los resultados de cada uno de los modelos
experimentales son diferentes y en ocasiones no pueden compararse. Recientemente
Delaunois y col. {4), demostraron que en condiciones ex vivo, extrayendo el biogue
cardiopulmonar de conejos, el paration genera edema en el parénquima pulmonar ya
que incrementa el peso y tamafio de los pulmones, el cual es explicado por un
incremento en fa permeabilidad del endotelio. Esto es visto en nuestros resuitados en
animales anesteslados, ya que se observa un incremento significativo en el contenido

de agua alojada en las muestras de parénquimas pulmonares, expresando estas
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diferencias como edema del parénquima pulmonar,

Por otro lado, observamos que los cobayos hembras son mas vulnerables al
paration que los cobayos machos. Las respuesta pudiera estar modulada por los ciclos
hormonales de los cobayos hembras, ya que todos los factores que pudieran influir en
la respuesla coma alimentacion, estrés y condiciones ambientales generales fueron
controladas y similares para ambos grupos. Eslas diferencias con respeclo al sexo son
de gran influencia para ia biotransformacidon de diversos xenobioticos, ya que el sexo
esta relacionado con el complejo enzimalico citocromo P450 (1,2,21). Como ya se
sabe, el P450 juega un papel importante en fa oxidacidn de numerosos compuestos,
recordando que 108 niveles de este complejo enzimatico en roedores adultos esta
modulado por factores endocrinos como hormonas sexuales (21). Las ratas machos
presentan una mayor cantidad de citocromo P450 hepalico, por ejemplo P450 2C 11,
que puede ser expresado por la testosterona, en comparacion con las hembras que
no lo expresan (21). Con esta evidencia en los niveles circulatorios de esta enzima y
con los resultados obtenidos en el presente trabajo se comprueba que las hembras son
méas vulnerables a los efectos toxicos de! paration que los machos. Hay que tomar en
cuenta las aportaciones realizadas en diferentes animales para estudiar los efectos del
paralion, esto a diferentes niveles. Entre los animales mas utilizados se encuentran las
ratas, los cobayos, conejo, cerdos y recientemente peces y aves han sido de gran
interés (6,8,10,29,36). Por ejemplo, 10s niveles de toxcidad para tos mamiferos es muy
amplio (demostrado en la DLy, ), fa cual va desde los limiles de mg/Kg hasta g/Kg.

Hay varios factores que tienen influencia sobre la toxicidad a los insecticidas en
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cualquier especie que se hable. El factor mas obvio es la sensibilidad de! drgano
bianco, pero la disposicion y metabolismo tienen también una considerable
significancia. Algunos insecticidas pueden ser activadas metaholicamente e
interaccionar con moléculas hlanco, tal es el caso de! paration que es activado
mediante su oxidacion por el citocromo P450 a su matabolito active el paraoxdn, con
alto poder anticolinestérico. Esto hace que los datos encontrados en cada modelo
experimental cambien y las relaciones entre especies sean casi imposible asociarlas.

Por ejemplo, se ha mostrado que las aves son mas susceptibles a los efectos
toxicos de los organofosforados que los mamiferos (8,9,10), probablemente debido a
que exhiben bajos niveles de estereasa tipo A (requerida para hidrolizar al paraoxén),
en comparacion con la alta actividad de estereasa A encontrado en sangre e higado
de mamiferos. Por otro lado, la expreslon del citrocromo P450 en mamiferos como &l
humano, se debe principalmente a su actividad y expresién genética.

En respuesta al decremento en la frecuencia respiratoria, el sistema respiratorio
presenta dos centros principales de control respiratorio; el centro inspiratorio y el
centro espiratorio. Cada uno cuenta con diversos tipos de células capaces de ser
eléctricamente estimuladas, asi como ser inhibidas. Tanto el paration como el
paraoxdn pudieran tener efectos secundarios sobre el sistema respiratorio, demostrado
en el decremento significativo sobre la frecuencia respiratoria tanto en hembras como
en machos. Esto efecto debe ser confirmado con inhibidores del citocromo P450 para
dilucidar si las dos moléculas o solo una, es 0 son responsables del decremento de la

frecuencia respiratoria en intoxicaciones generadas con estos organofosforados
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En tas hembras se nota una correfacion inversa entre el incremento en el indice
de broncoconslriccion y la frecuencia respiratoria, fo cual era de esperarse, debido a
que el organismo "prefiere” sacrificar la frecuencia respiratoria o sea, respirar menos,
por incrementar el volumen de aire que pueda entrar a las vias aéreas, esto dehido a
que tiene que contrarrestar la resistencia que oponen las vias aéreas a la salida y
entrada de aire.

En los machos, aungue no se observa un incremento en el indice de
broncoconstriccion a las dosis de 3.2 y 10 mg/Kg de paration, si se observa un franco
decremento en la frecuencia respiratoria. Esta respuesta en las hembras muy
probablemente esta enmascarada con el indice de broncoconstriccion, en cambio, en
los machos, esta respuesta esta favorecida por el hecho de que no hay

broncoconstriccion.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion sugieren que:

1. La administracion aguda de paration genera broncoconstriccion en cobayos sanos

y conscientes.

2. En dicha broncoconstriccién, probablemente tenga participacion la generacion de

edema del parénquima pulmonar, mas no edema de las vias aéreas centrales.

3. Los cabayos hembras son mas vulnerables a la administracién aguda de paration,
cuantificada como el incremento del indice de broncoconstriccidn, en comparacion con

los cabayos machos,

4. Solo en los cobayes hembras anestesiados el paration generé edema en

parénquimas pulmonares,

5. El decremento en la frecuencia respiratoria puede ser un efecto secundario del
paration o paracxdn scbre la funcidn respiratoria o blen, un efecto indirecto debido a

la broncoconstriccian.
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