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RESUMEN

El estudio de las funciones pulmonares en animales de laboratorio es esencial en la
investigacion de las enfermedades del aparato respiratorio. Sin embargo, los métodos
mas precisos para la determinacion de las funciones pulmonares requieren que el
animal esté anestesiado, traqueotomizado y muscularmente paralizado. Una
alternativa no invasiva para medir la funcién pulmonar en animales conscientes es la
pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. No obstante, debido a
que el animal esta consciente, no se sabe si es necesario habituarlo a las condiciones
de registro pletismografico, antes de empezar a tomar en cuenta los datos obtenidos.
En este trabajo se registr6 la frecuencia respiratoria (fR) y el indice de
broncobstruccion (iB) utilizando la técnica de pletismografia barométrica en cobayos
conscientes en libre movimiento durante 8 h. En comparacién con los valores basales,
durante la primera hora de registro se observo un incremento progresivo del iB (~25-
50%) y un decremento en espejo de la fR. Los valores alcanzados al final de la
primera hora no se modificaron en las siguientes siete horas de registro y éste
fendmeno es mas evidente si se repiten las sesiones de pletismografia en dias
consecutivos. El tratamiento con propranolol (1.3 mg/Kg, i.m.) y L-NAME (0.5 mg/ml,
i.m.) 30 min antes de la pletismografia provocé que el iB basal fuera similar al que se
alcanza a la hora de registro en los animales control. La administracion de atropina (1
mg/Kg, i.p.), salbutamol (30 pg/Kg, i.p.) y budesonida (0.25 mg/ml, aerosoles) no
modificd el incremento progresivo del iB. Adicionalmente, ningun tratamiento modificd
la fR. Estos resultados sugieren que la adrenalina y el 6xido nitrico son liberados
cuando los cobayos son introducidos en la camara de registro pletismografico
probablemente como una consecuencia del estrés generado por la manipulaciéon de
los animales. Es posible que esta liberacion desaparezca gradualmente debido a la
habituacion del cobayo a la camara, provocando un incremento progresivo en el iB
hasta que se estabiliza aproximadamente a la hora. Estos cambios espontaneos en el
iB y la fR deben de ser tomados en cuenta durante la pletismografia barométrica de

animales conscientes con el fin de evitar una mala interpretacion de los resultados.



INTRODUCCION

Durante la respiracion celular, las mitocondrias de los seres vivos
continuamente consumen O: y liberan CO>. El aparato respiratorio es
la ruta por la cual los animales suministran el O, ambiental necesario
para la respiracion celular, y en contrasentido, se encarga también de
eliminar el CO: tisular. Este proceso fisioldgico, conocido como
respiracion, engloba los siguientes mecanismos (Weibel, 1985):
1. Ventilacidn: Mecanismo que regula la renovacion de gases en el
pulmon.
2. Difusion: Paso de O del alveolo a la sangre y del CO2 de la
sangre al aire alveolar.
3. Perfusion: Sistema distribucion sistémica de los gases a los

tejidos.

Generalidades del aparato respiratorio
El aparato respiratorio consta de las vias aéreas y los pulmones. Las
vias aéreas son los conductos que dirigen el aire hacia las regiones de
intercambio gaseoso. Estas vias estan compuestas de tubos
ramificados que se vuelven cada vez mas estrechos, mas cortos y
mas numerosos a medida que penetran en el pulmén (Fig. 1; West,
2002). Las vias aéreas se pueden dividir en superiores e inferiores.
Las vias aéreas superiores, o centrales, estan formadas por las
narinas, boca, faringe, laringe y traquea. Las inferiores, estan dentro
de los pulmones y constan principalmente de bronquios y bronquiolos.
A las vias aéreas de conduccion se les conoce también como espacio

muerto anatomico pues no tienen funcion de intercambio gaseoso.



Estructuralmente las vias aéreas estan constituidas por una capa
interna epitelial, una capa externa de tejido conectivo y una capa
media cartilaginosa en forma de anillos en la traquea y de placas en
los bronquios, asi como fibras musculares lisas (Ville, 1996). El epitelio
de las vias aéreas se caracteriza por ser mucociliar y funciona

calentando el aire y filtrando particulas extrafas.
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Figura 1. Estructura de las vias aéreas de mamifero. Tomado de Eckert y Randall,
1991.



Los pulmones son dos o6rganos coénicos recubiertos de dos capas
membranosas llamadas pleura visceral y parietal. En la parte interna
de los pulmones se encuentran, ademas de los bronquios vy
bronquiolos terminales y respiratorios, ~3 x 108 alvéolos organizados
en sacos interconectados y cerrados por un extremo. El diametro de
un alveolo es de ~0.33 mm, lo que genera en su conjunto una
superficie total equivalente a 85 m2 y un volumen de 2.5 a 3 L. Esta
superficie representa la porcidn respiratoria pulmonar, ya que en ellos
se da el intercambio de gases a nivel del acino, estructura formada por
el bronquiolo respiratorio y sacos alveolares (Weibel, 1985; West,
2002).

Mecanica Respiratoria

La respiracion es un evento cinético y ciclico, dado basicamente por la
contraccidon del diafragma asistida por los musculos intercostales. El
resultado es un aumento del volumen de la caja toracica lo que crea
una presion alveolar inferior a la atmosférica que se va compensando
con la entrada de aire a los pulmones (flujo inspiratorio). La relajacion
de estos musculos inspiratorios y las propiedades elasticas del
parénquima pulmonar (tejido blando formado por los alvéolos)
provocan el restablecimiento pasivo de la posicion inicial y la salida del
aire de los pulmones (flujo espiratorio). La cantidad total de aire
impulsado fuera o dentro de los pulmones en cada ciclo respiratorio se
denomina volumen corriente (VC; Fig. 2). Si un animal realiza una

inspiracion maxima seguida por una espiracion maxima, el volumen



exhalado representaria a la capacidad vital (CV). Existe una cantidad
de aire remanente tanto en alvéolos, como en otras estructuras de la
via aérea que no puede ser intercambiado produciendo un espacio
fisiologico denominado muerto (~150 ml en humanos). Este volumen
de aire que permanece atrapado en los pulmones es el volumen
residual (VR). Asi la suma de todos estos volumenes constituye la
capacidad pulmonar folal (CPT) que representa la cantidad total de
aire contenida en los pulmones cuando se hallan totalmente
distendidos. El volumen pulmonar al final de una espiracion normal,
cuando los musculos de la respiracion estan completamente relajados
se llama capacidad residual funcional (CRF). La frecuencia respiratoria
(fR) es el numero de respiraciones por minuto. El producto del VC por
la fR equivale al volumen minufo. La fuerza de contracciéon de los
musculos inspiratorios y la duracion de /a inspiracion controlan el VC.
La espiracion normalmente es pasiva durante el tiempo disponible.
Todos estos parametros respiratorios varian dependiendo de la
especie, la raza, la edad, la talla, el peso o el sexo de los animales
(Weibel, 1985; West, 2002; Ville, 1996).
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Figura 2. Volumenes pulmonares durante varios ciclos respiratorios.



La resistencia de las vias aéreas
La circulacion de aire por un tubo (como la traquea) depende de la

diferencia de presiéon entre los extremos del tubo (Fig. 3). Esta
diferencia de presion puede cambiar de acuerdo a la velocidad y a la
viscosidad del fluido. Cuando la circulacién del aire es lenta, el flujo es
laminar debido a que la corriente que se forma es paralela a las
paredes del tubo (Fig. 3). Las turbulencias en la corriente se presentan
si la velocidad del flujo se incrementa en tubos ramificados, de
diametro variable y con irregularidades en sus paredes como los

bronquios.
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Figura 3. Flujo aéreo laminar. La resistencia es R= P/ velocidad del flujo.

Gracias a que el sistema de tubos del arbol bronquial presenta
una disminucion progresiva del calibre, las turbulencias generadas
corriente arriba por las multiples ramificaciones y las superficies
irregulares, se propagan muy poco corriente abajo y tienden a
desaparecer. Debido a este fendmeno, en las vias aéreas inferiores el
fluo de aire es netamente laminar. De hecho las verdaderas
turbulencias solo son frecuentes en la traquea, principalmente durante
el ejercicio (West, 2002).



La resistencia (R) al flujo de aire en el pulmdn, que depende en
gran forma de las diferencias de presion (Fig. 3), es un importante
indicador de alteraciones en la fisiopatologia respiratoria. La
resistencia pulmonar total (RL) engloba a la resistencia de la pared
toracica o intrapleural, a la resistencia de las vias aéreas (Raw) y a la
resistencia viscosa (producida por los fluidos alveolares) del tejido
pulmonar (RT). De estas el ~80% de la RL corresponde a la Raw.

La Raw se puede obtener restando la presion alveolar a la de la
boca y dividiéndola por la velocidad del flujo del aire. Un manémetro
nos puede permitir determinar la presiéon de la boca comodamente, sin
embargo para determinar la presion alveolar es necesario contar con
equipos mas complejos como el de pletismografia barométrica (West,
2002). El pletismoégrafo barométrico (Fig. 4) consiste de una camara
con un flujo controlado y constante de aire donde se introduce al
individuo en estudio y en el que se pueden medir entre otros

parametros, cambios de volumen y de presidén durante la respiracion.

La pletismografia barométrica

La pletismografia barométrica es una valiosa herramienta para el
estudio de las funciones pulmonares (Chavez y col., 1996; Chong y
col., 1998; Hamelmann y col., 1997; Lomask 2006) de animales en
libre movimiento (Fig. 4), cuantifica, entre otras cosas, el indice de
broncobstruccion (iB) o Penh, por sus siglas en ingles (enhaced
pause) el cual se ha correlacionado con la RL en ratones wild-type
BALB/c (Adler y col., 2004). Otros autores han sugerido que el iB es

un indicador valido de la Raw especifica (obtenida mediante



traqueotomia) en cobayos anestesiados y mecanicamente ventilados
(Bergren, 2001; Chong y col.,, 1998; DelLorme y Moss, 2002).
Adicionalmente Bergren (2001) observdé que existe una correlacidon
entre el incremento de iB con la, la disnea y la cianosis. Actualmente
se le conoce como un indicador de broncocontracciéon en varias

especies (Lomask, 2006).

Transductor
Figura 4. Dibujo del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre
movimiento. En la figura se ejemplifica a un cobayo dentro de una camara de
pletismografia barométrica. Para medir los cambios de presién generados dentro
de la camara se utiliza un transductor de presion diferencial que registrara dichos
cambios con relacion a la presion atmosférica que es constante. La sefial

generada por los transductores es transferida a un amplificador y posteriormente
hacia una computadora para su procesamiento.

El iB se basa tedricamente en lo siguiente: Cuando el aire
ambiental ingresa a los pulmones se calienta de ~25°C a 37°C y se
humidifica hasta el 100%. En los sensores de la camara de
pletismografia (Fig. 4), este incremento en el volumen del aire toraxico
es registrado como un aumento en la presion en el interior de la

camara. Este incremento en la presién es temporal, pues disminuye



conforme el cobayo exhala el aire. Debido a que el aire exhalado
pierde humedad y temperatura rapidamente, durante la exhalacion
baja el volumen del aire y esto se registra como una disminucion en la
presion. De esta manera, aunque el transductor no mide directamente
los flujos espiratorios e inspiratorios, un programa computacional
puede calcular el flujo de manera indirecta evaluando los cambios de
presion durante la inspiracion y espiracion (DeLorme & Moss, 2002).
La informacion es procesada para dar el valor del iB (Fig. 5), que es
obtenido con la siguiente férmula que ha sido corroborada por

diferentes autores (Hamelmann y col., 1997):

n_[Te . PFE
B =] 1] [PFI

Donde:

Te = Tiempo espiratorio (s)

Tr = Tiempo de relajacion (s)

PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH20)
PFI = Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH20)

Los fundamentos del iB se basaron en parametros empiricos
observados inicialmente para caracterizar las respuestas obstructivas
de las vias aéreas ante un estimulo antigénico en cobayos
inmunizados (Chand y col., 1993). En estos estudios se determind que
durante la obstruccién de las vias aéreas la espiracion es mas
prolongada (Chand y col., 1993; Hamelmann y col., 1997) y conforme
a la férmula de Hamelmann y colaboradores (1997), esto incrementa

el valor del iB.
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Figura 5. Esquema de una onda de presién dentro de la camara durante la
inspiracion 'y la espiracion en un ciclo respiratorio obtenido mediante
pletismografia barométrica en un animal en libre movimiento. El tiempo inspiratorio
(Ti), es el intervalo de tiempo ocurrido desde el inicio de la inspiracion hasta el final
de ésta. EI Te comprende el siguiente intervalo que inicia desde el final de la
inspiracion hasta el inicio de la siguiente. El Tr es el tiempo que transcurre entre el
inicio de la espiracién hasta que el volumen corriente caiga al 36% durante la
espiracion. EI PFE y el PFIl se obtienen midiendo la presion positiva y negativa
maximas registradas en un ciclo respiratorio. T: tiempo (s). Tomado de
Hamelmann y col., 1997.

Un importante mecanismo que puede producir variaciones en la
Raw asi como del iB, son los cambios del tono del musculo liso de las
vias aéreas (MLVA). El tono del MLVA esta a cargo del sistema

nervioso auténomo.

Control del tono de la via aérea

El sistema nervioso autonomo puede regular el calibre de la via aérea
mediante la innervaciéon del MLVA simpatica y parasimpatica, esta
ultima mediante el nervio vago. Cuando se activan, estos nervios
pueden contraer al MLVA /n vivo o in vifro, o pueden relajar

completamente una via aérea precontraida. La principal innervacion



-11 -

que induce contracciéon del MLVA es parasimpatica y colinérgica, a
través de los receptores muscarinicos, y la principal innervacion
relajante comprende también nervios parasimpaticos pero del tipo no-
adrenérgicos no-colinérgicos inhibitorios (iNANC) que liberan oxido
nitrico (NO) y al péptido vasoactivo intestinal (Fig 6) (Diamond y
Altiere, 1988; Fischer y col., 1993). Aunque comunes en origen, estos
nervios parasimpaticos son anatomicamente vy fisiolégicamente
distintos y son regulados por diferentes reflejos (Brendan y col., 2001).

En el cobayo se ha observado que los nervios parasimpaticos
colinérgicos y NANC estan ténicamente activos (Canning y Undem,
1997; Kesler y Canning, 1999). Esta activacion permite mantener el

tono de la via aérea en condiciones basales.

BRONCODILATACION

INANC

SISTEMA
3-ADRENERGICO

SISTEMA
COLINERGICO ¢/, ©

o

o
o
INFLAMACION g’ @

BRONCOCONSTRICCION

Figura 6. Representacion esquematica del control del tono de la via aérea. Las
vias aéreas estan inervadas por cuatro sistemas nerviosos: el 3-adrenérgico, el
colinérgico, el no-adrenérgico no-colinérgico inhibitorio (i-NANC), y NANC
excitatorio (e-NANC). La liberacion de acetilcolina esta influenciada por
mediadores quimicos provenientes de células inflamatorias.
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La liberacion de acetilcolina de los nervios colinérgicos esta
influenciada por neurotransmisores como las sustancia P (SP) que
forma parte del sistema NANC excitatorio (eNANC; ver Fig. 6) y la
serotonina, histamina y derivados del acido araquidénico (producido
por la accion de la fosfolipasa A2), como las prostaglandinas (PG),
tromboxanos (TX) y leucotrienos (LT) que son liberados por células
inflamatorias (Kakuyama y col.,, 1999). Estas sustancias pueden
inducir la contraccién en el MLVA mediante los receptores NK para la
SP, H4 para la histamina, 5-HT2a y 5-HT+a para la serotonina, TP para
el TX A2y las PG F1a y F2a , y cys-LT4 para el LT D4 (Devillier y
Bessard, 1997; Barnes, 1997). Adicionalmente, algunos de estos
mediadores quimicos pueden inducir relajacion del MLVA mediante los
receptores EP para la PG F3a y E2 (Janssen y col., 2000).

También se ha descrito que los nervios simpaticos adrenérgicos
cuyo principal receptor en el MLVA es [ 2-adrenérgico, pueden
contribuir en el tono del MLVA, aunque su participacion es minima
(Canning y Fischer, 2001).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pletismografia barométrica es una valiosa herramienta de la
fisiologia respiratoria que nos permite evaluar diferentes parametros
de la funcion pulmonar de manera repetitiva y prolongada, sin
restriccion de movimientos corporales y en ausencia de interferencias
farmacologicas por agentes anestésicos. No obstante, es posible que
los animales se estresen y vuelven ansiosos cuando son introducidos
a nuevos ambientes, fenomeno que podria reducirse progresivamente
durante la habituacion. El periodo de habituacién es importante en
estudios conductuales, como el sueno, pero raramente se menciona
en experimentos de fisiologia respiratoria. En este contexto, es
razonable especular que los patrones respiratorios, los cuales son
altamente influenciados por el estrés y las emociones (Rietveld y col.,

1999), pudiesen variar durante la pletismografia barométrica.
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HIPOTESIS
Si el patréon respiratorio es influenciable por el estrés entonces este
patron podria variar cuando los cobayos son introducidos a un nuevo

ambiente como el de las camaras de pletismografia barométrica.

OBJETIVO
Evaluar los cambios espontaneos en la fR y el iB durante la

pletismografia barométrica de cobayos en libre movimiento.

Determinar si estos cambios dependen de la liberacion de algun

mediador quimico involucrado en el control del tono de la via aérea.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron cobayos macho raza Hartley (500.3 + 10.9 g). Los
animales se mantuvieron bajo las condiciones estandar del bioterio del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER): 12/12 de
ciclo luz y oscuridad, aire filtrado a 21 + 1°C, 50-70 % humedad y
cama esterilizada. Se alimentaron con croquetas para cobayo (Harlan
S.A. de C.V.) y agua esterilizada ad /libitum. Este proyecto fue
aprobado por el Comité de Etico y Cientifico del INER.

Diseno experimental

En estudios piloto observamos cambios espontaneos enel iBylafR,y
que estos cambios se desarrollaron de manera mas evidente después
de varias sesiones de pletismografia. Todos los cobayos estudiados
tuvieron cinco sesiones previas al inicio del tratamiento, cada una en
diferentes dias consecutivos. En cada sesion, cada cobayo fue
introducido en una camara de pletismografia barométrica para
animales en libre movimiento (Fig. 4) donde se obtuvo, después de 5
min de habituacion, un registro basal durante 5 min. En la sexta
sesion, los cobayos recibieron su respectivo tratamiento farmacolégico
y 30 min después fueron reintroducidos en la camara pletismografica
para reiniciar un registro continuo de 8 h. Los parametros respiratorios
fueron inicialmente registrados por 5 min, luego cada 10 min durante la
primer hora, y finalmente cada 15 min el tiempo restante. Los registros
pletismograficos siempre se iniciaron entre las 10:00 y 11:00 h am

para evitar cambios circadianos o ultradianos en los animales
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(Sommer y col., 1998). Una vez terminados los registros, los animales
fueron regresados al bioterio. Los respectivos pretratamientos
farmacologicos consistieron en la administracién intraperitoneal de 1
mg/Kg de atropina (Puede relajar al MLVA al bloquear a los receptores
muscarinicos colinérgicos), 30 pg/Kg de salbutamol (Puede relajar al
MLVA al actuar como agonista de los receptores B2-adrenérgicos), 0.5
mg/Kg de L-NAME (Evita la relajacion inducida por NO al inhibir su
biosintesis) o 3.1 mg/Kg de propranolol (Puede evitar la relajacion del
MLVA al antagonizar a los receptores [2-adrenérgicos). Un grupo
adicional de cobayos recibieron la combinacion de L-NAME mas
propranolol y otro grupo de cobayos recibieron aerosoles de
budesonida (0.25 mg/ml) durante 5 min. La budesonida es un
desinflamatorio esteroideo que induce la sintesis de lipocortina 1,
polipéptido que inhibe a la fosfolipasa A2, enzima clave en la
produccion de PG, TX, LT, factor activador de plaquetas, interleucina 5
y factor de necrosis tumoral a (Lorenzo y col.,, 2005). Nosotros
corroboramos que las dosis seleccionadas de atropina y salbutamol
fueron suficientes para provocar el desplazamiento estadisticamente
significativo de la curva concentracion-respuesta de acetilcolina. Las
dosis de los demas grupos fueron seleccionadas de acuerdo con
reportes previos (Shindoh y col.,, 1998; Montafio y col., 1987;
Wennergren y col., 1996). Cada grupo experimental fue integrado por
4 cobayos. Debido a que contamos con 4 camaras de pletismografia,
simultaneamente estudiamos 2 cobayos experimentales y 2 controles.
A los controles se les administro intraperitonealmente o via aerosoles,

solucién salina fisioldgica segun fuera requerido.
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Pletismografia

Se utilizo un pletismografo barométrico para animales en libre
movimiento de Buxco Electronics (Troy, NY). La camara fue provista
de un flujo de aire continuo, que no modifica la senal respiratoria,
durante todo el experimento (10 ml/s). Los principios de esta técnica
ya han sido descritos previamente (Drorbaugh y Fenn, 1955; Epstein y
Epstein, 1978; Hamelmann y col., 1997, Chavez y col., 1996). De
manera breve, este sistema de pletismografia esta basado en la
medicién directa de las fluctuaciones de presidon que se presentan
dentro de la camara y las compara con una camara de referencia (Fig.
4). Dichas fluctuaciones se registraron con un transductor de presion
diferencial (SCXL0O04DN SenSym, Milpitas, CA, EU), conectado a un
preamplificador. La senal generada fue procesada analizada
continuamente por un software (Buxco Biosystem XA v1.1) instalado
en una computadora. Los resultados se almacenaron utilizando un
programa especial para el manejo automatizado de los datos (Buxco
BioSystem XA, version 0.9.3, NY, EU).

El programa de captura de datos fue ajustado para incluir
solamente volumenes corrientes de 1 ml o mas, con un tiempo
espiratorio minimo de 0.15 s, tiempo inspiratorio de 3 s y una
diferencia maxima entre los volumenes inspiratorios y espiratorios del
10%. Este ajuste de estos parametros en el programa se realizo con el
fin de evitar incluir artefactos en los registros. De esta forma
aproximadamente del 7 al 10% de las respiraciones de cada periodo
fueron eliminadas y estas se generaron principalmente por

movimientos del cobayo. Para evitar la influencia de eventos externos
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al estudio y al mismo tiempo mantener la posibilidad de detectar los
cambios agudos, cada valor de iB usado en este estudio es el
promedio de cada 15 s de lecturas y, de estas, el promedio de los
ultimos 5 min de cada periodo.

La temperatura y las concentraciones de CO2 dentro de la
camara pletismografica fueron continuamente monitoreadas en los
controles con un termdmetro digital y un capndgrafo (Novametrix,

Medical Systems Inc., CT), respectivamente.

Analisis estadistico

Se utilizo la prueba de t de Student t para evaluar los cambios en el iB
y la fR para compararlos con sus respectivos valores basales. En
comparaciones multiples se utilizo una ANOVA seguida de la prueba
de Tukey o Dunnett, segun correspondiera. La significancia estadistica
se establecié en dos colas con una p<0.05. Los datos en el texto y las

figuras fueron expresados como el promedio + error estandar.
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RESULTADOS

Los valores basales del iB y de la fR en todos los controles estudiados
fueron de 0.268 = 0.007 y de 1144 = 3.1 respiraciones/min,
respectivamente (n= 20). Después de colocar a cada uno de los
cobayos en las camaras pletismograficas, todos los animales del
grupo control mostraron un incremento gradual en el iB alcanzando
entre un 25 y un 50%, y con un decremento progresivo de la fR. Estos
cambios ocurrieron principalmente durante la primer hora de registro, y
no se registraron cambios después de la segunda hora de registro
(Fig. 7) Los cambios observados en ambas variables en los animales
control siempre fueron en espejo, es decir que mientras el iB variable
se incremento, la fR disminuyd. Aunque los cambios en el iB y la fR se
observaron desde la primera vez en que los animales fueron
sometidos a la sesion pletismografica, estos fueron progresivamente
mas notables en las sesiones subsecuentes, y fueron completamente
manifestados desde la quinta o sexta sesion, los valores se obtuvieron
en porcentaje con respecto a la basal (Fig. 8). Posteriormente, todos
los experimentos farmacoldgicos fueron realizados en animales con al
menos cinco sesiones pletismograficas previas.

La administracion intraperitoneal de atropina o salbutamol no
modifico los cambios espontaneos en el iB y la fR de los animales
control a los que solo se les administro solucion salina (Fig. 9A).
Asimismo, la inhalacion de budesonida (inhibidor del metabolismo del
acido araquiddnico) tampoco modifico esas variables en comparacion
al grupo control que solo recibioé aerosoles de solucion salina (Fig. 9B).

El propranolol y el L-NAME solo causaron un moderado incremento no
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significativo en el iB desde el inicio del registro en comparacion a los
controles. Sin embargo, la combinacion del L-NAME con el propranolol
provocaron que los valores del iB fueran mayores que la basal en los
primeros 20 min de registro (Fig. 9C).

Las concentraciones de CO: en el interior de la camara
pletismografica no cambiaron a lo largo del estudio (n=4). Aunque la
temperatura en el interior de la camara se incremento ligeramente (~1-
2 °C) cuando el cobayo fue introducido, esta variacion ocurrié dentro

de los primeros minutos (~5 min), sin variar en el resto del estudio.
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Figura 7. Cambios en el indice de broncoconstriccion y en la frecuencia
respiratoria (fR) durante el quinto registro pletismografico de 8 h continuas en
cobayos. Los simbolos corresponden a los promedios de 19 animales. *p<0.05
con respecto al valor basal (tiempo O; prueba pareada de t de Student). n.s.=
diferencias no significativas entre intervalos promediados de 1 h (ANOVA y prueba

de Tukey).
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Figura 8. Porcentajes con respecto a la basal inicial del indice de
broncoconstriccién y la frecuencia respiratoria (fR) durante las ultimas 5 h de
pletismografia barométrica en cobayos repetitivamente introducidos en la camara
pletismografica. *p<0.05 y **p<0.01 con respecto a su valor basal (prueba pareada
de t de Student). ¥ p<0.05 comparado con la sesion 1 (ANOVA y prueba de
Dunnett). Las barras corresponden al promedio de 4 cobayos.
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Figura 9. Efecto de
diferentes tratamientos
farmacologicos previos en
el indice  de
broncoconstriccion (IB) y la
frecuencia respiratoria (fR)
durante las primeras 2
horas de pletismografia
barométrica. Los cobayos
experimentales recibieron:
(A) 30 pg/Kg i.p. de
salbutamol (Circulos
vacios), 1 mg/Kg i.p. de
atropina (Cuadros) (B) 0.25
mg/ml de budesonida en
aerosol (Circulos vacios); y
(C) 0.5 mg/Kg i.p. de L-
NAME (Circulos vacios),
1.3 mg/Kg i.p. de
propranolol (Cuadros
llenos), o la combinacion
de ambos (Cuadros
vacios). Los grupos control
(Circulos llenos) de cada
grupo experimental
recibieron sus

correspondientes
tratamientos simulados
(sham). *p<0.05 en
comparaciéon al  grupo
control (ANOVA y prueba
de Dunnett).
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DISCUSION

Nuestros resultados mostraron que cuando los cobayos son sometidos
de manera repetitiva a la pletismografia barométrica para animales
conscientes, experimentan cambios agudos en su funcidn respiratoria.
Estos cambios transitorios del patron respiratorio podrian ser resultado
del estrés producido por encontrarse en ambientes poco familiares y
por la manipulacién del cobayo. En un lapso de una hora, la
habituacion paulatina a las nuevas condiciones produce un estado
fisioldgico adecuado. Este tipo de modificacion de la funcidn
respiratoria normal después de factores estresantes agudos ha sido
previamente descrita en humanos (Han et al.,, 1997; Rietveld et al.,
1999L).

Las situaciones de estrés se han asociado con cambios
neurologicos y hormonales. Estos incluyen la activacion del sistema
nervioso simpatico, la liberacién de glucocorticoides y la produccién de
NO (Li & Quock, 2002; Sanchez et al., 2003; Shalev, 2002). En este
contexto, es bien conocido que las catecolaminas y el NO son agentes
relajantes del musculo liso de las vias aéreas (Hamad et al., 2003).
Debido a que la combinacién de propanolol y L-NAME mantuvieron el
tono de la via aérea que se alcanza después de una hora de registro
desde el comienzo de la sesion pletismografica, entonces es
razonable que este fenobmeno fue mediado por la liberacion de
catecolaminas y NO liberados probablemente por el estrés.

Se ha descrito que una vez que una situacién de estrés ha
terminado, sobreviene un reflejo vagal (Mezzacapa et al., 2001). Es

posible que el aumento progresivo del iB que ocurre en la primera
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hora de la sesion pletismografica se debe en parte a un incremento del
tono vagal en los cobayos conforme se van adaptando a la camara.
Debido a que la atropina fue inviable para prevenir el incremento del
iB, esto descarta la participacion colinérgica del nervio vago. También
descartamos la participacion de otros mediadores como eicosanoides,
debido a que la budesonida fue incapaz de detener el incremento
progresivo del iB.

La interpretacion del iB y su posible funcion en la fisiologica
respiratoria han sido motivo de controversia (Mitzner y Tankersley,
2003). El iB es un indice que incluye varios factores independientes,
que incluyen parametros como el Te, Tr, PFE y PFl, y, por la forma en
la cual se observan en espejo, los cambios en la fR nos sugiere que la
disminucién de la fR podria inducir un incremento en el iB. Sin
embargo, independientemente del significado fisiologico del B,
encontramos que la combinacion de propanolol y L-NAME no modifico
los cambios que ocurren en la fR durante la primera hora de registro
pletismografico, a pesar de tener un efecto notable en el iB. Asi esto
significa que los cambios en el iB no necesariamente corresponden
con cambios en la fR.

La pletismografia barométrica es un método cada vez mas usado
para medir el iB como un indicador de la broncoobstruccién (Lomask,
2006). Aunque el fendbmeno de habituacion fue claramente observado
en cobayos, esta en espera el ser demostrado en otras especies

animales de uso de laboratorio, incluyendo ratén rata o conejo.
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CONCLUSION

En conclusion, nuestros resultados sugieren que las catecolaminas y
el NO son liberados cuando los cobayos se introducen en la camara
pletismografica, produciendo una disminucion del tono de las vias
aéreas. El incremento progresivo del tono hasta llegar a una nueva
basal fisioldégica sucede durante la primera hora que es cuando la
influencia de estos mediadores probablemente desaparece
gradualmente. Esto indica que los cambios espontaneos en el iB y la
fR en el cobayo deberian ser tomados en cuenta durante la
pletismografia barométrica para evitar una mala interpretacion de los
resultados, en especial cuando las modificaciones sutiles del iB son el

objetivo del estudio.

Los resultados de este trabajo fueron publicados en: Experimental
Physiology, 85: 623-628, 2004.
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