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definen según la clase de organismos a exterminar, los plaguicidas afectan a 

numerosas especies a las que no van destinados, dado que actúan sobre sistemas 

bioquímicos y fisiológicos similares. Ello implica un cierto nivel de riesgo para la salud 

humana aun cuando se apliquen correctamente, riesgo que se incrementa 

considerablemente con los usos inadecuados, los abusos y la incorrecta o nula 

prevención de la exposición a tales compuestos (Northoff, 2004).  

La Erganización Mundial de la Halud (IJE por sus siglas en inglés) y FAE han 

estimado en alrededor de 1 millón al año el número mundial de casos de intoxicación 

aguda grave por plaguicidas, más una cifra similar o mayor de casos no registrados, 

con un mínimo de ! de millón de fallecimientos (Freudenthal, 2006; Klein-HchUarts y 

col. 1VV7; Northoff, 2004), y la mayoría de estos incidentes ocurren en países 

subdesarrollados, sin embargo, en países desarrollados aun es un grave problema de 

salud pública (Xaga y col. 2003). Entre el año de 1VV4 y el 2000 el uso de estos 

compuestos se incrementó en Centroamérica de 1.3 a 6.7 kilogramos per capita 

(Jenoa y col. 2002).  

En México a partir de la década de los 80]s se empiezan a conocer las cifras de 

intoxicaciones con plaguicidas a nivel nacional mediante el ^oletín de Epidemiología 

editado por el Hector Halud (Dirección `eneral de Epidemiología), así como de datos 

epidemiológicos de algunos estados de la aepública Mexicana (Tinoco-Ejanguren, 

1VV8) además del impacto que tienen en la salud por la exposición a estas sustancias 

(Ertega-Cesaña y col. 1VV3). En el año 2001 la aed Toxicológica Mexicana del Hector 

Halud (aETEMEX) da a conocer que la mayoría de estas intoxicaciones son generadas 

por plaguicidas organofosforados y casi en la misma proporción entre hombres y 

mujeres en edad productiva.  
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Generalidades de los insecticidas organofosforados 

"# $#%&'(%)% (%*#+,(+($)* &-.)%&/&*/&-)$&* ) )01#22)* *1*,)%+()* &-.3%(+)* 01# 

4-#*#%,)% #% *1 #*,-1+,1-) 015'(+) 1% 3,&'& $# /6*/&-& 1%($& 7) *#) ) 1% 3,&'& $# 

)81/-# & ) 1% 3,&'& $# &95.#%& '#$()%,# 1% $&:2# #%2)+#; )2,)'#%,# ,69(+&* 7 01# *&% 

1% .-14& '17 ('4&-,)%,# $# +&'41#*,&* 01# <)-5)% #%&-'#'#%,# #% #*,-1+,1-) 7 

4-&4(#$)$#* 015'(+)*= >*,&* +&'41#*,&* *# 41#$#% '#8+2)- +&% ).1); 4#-& 

,54(+)'#%,# *&% '(*+(:2#* #% *&2<#%,#* &-.3%(+&*=  

?&* &-.)%&/&*/&-)$&* *# 41#$#% +2)*(/(+)- $#4#%$(#%$& $# 2&* 3,&'&* 01# #*,@% 

$(-#+,)'#%,# 1%($&* )2 /6*/&-& +#%,-)2; &-(.(%)%$& +&% #22& 2&* /&*/),&*; /&*/&%),&*; 

/&*/&-&,(&),&*; /&*/&-&$(,(&%),&*; /&*/&-&)'($),&*; #,+= >% 2&* 01# +&%,(#%#% )81/-# 

1%($& )2 /&*/),& '#$()%,# $&:2# #%2)+# +&'& *&% 2&* /&*/&-&,(&),&*; &+1--# 1% 
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IN">CTICIDK" 
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LO-.)%&/&*/&-)$&* 
LC)-:)'),&* 
LA(-#,-&($#* 

NUNPICIDK" 
LO-.)%&+2&-)$&* 
LO-.)%&'#-+1-()2#* 

Q>RSICIDK" 
LS(4(-($52(+&* 
LO-.)%&+2&-)$&* 
LO,-&* 

RKTICIDK" 
LD(+1')-5%(+&* 
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colinérgica y posteriormente un agotamiento e interrupción de la transmisión nerviosa, 

tanto en el sistema nerviosos central como en el periférico (Slaper y col. 2006; Taylor, 

1996).  

Dicha unión se dice que es “irreversible” porque el conjugado fosforil-AChE es 

hidrolizado de manera lenta, debido al grupo etilo de la molécula de paraoxón. El 

tiempo aproximado de unión del complejo formado es de 60 horas, por lo que la 

capacidad catalítica de la AChE se pierde por completo (Chambers, 1992). 

En los mamíferos la ACh se localiza en las terminaciones posganglionares del 

parasimpático (receptores muscarínicos), en las uniones neuromusculares (receptores 

nicotínicos), en los ganglios simpáticos y parasimpáticos (receptores nicotínicos) y en el 

sistema nervioso central.  

La AChE de las sinapsis y uniones neuromusculares es entonces considerada 

como la molécula blanco de la toxicidad de los organofosforados, pero estos 

compuestos son además inhibidores de la AChE intraeritrocitaria (o colinesterasa 

verdadera), de la colinesterasa plasmática (butirilcolinesterasa) y de la hepática (o 

pseudocolinesterasa) y aunque se desconocen las repercusiones clínicas de este 

hecho, su evaluación permite establecer con limitaciones, la gravedad de la 

intoxicación y el tiempo transcurrido desde la exposición.  

Por último, se cree que estos compuestos también inhiben a la esterasa 

neurotóxica (Chemnitius y col. 1983; Novak y col. 1986), enzima localizada 

principalmente en el cerebro, la cual se ha relacionado íntimamente con la neuropatía 

retardada (Chang y col. 1994; Johnson, 1970; Williams y col. 1981) entre 10 y 14 días 

posteriores a la intoxicación; sin embargo su participación en las manifestaciones 

tardías inducida por los organofosforados queda por dilucidar. No así el desorden 
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doble enlace es sustituido por el átomo de oxígeno con doble enlace, dando lugar al 

paraoxón (Neal, 19;1) (=ig 1). 

 

=ig.1. ?ías propuestas en el metabolismo del paratión 

 

@tra vía es la dearilación (detoxificación) que genera su inactivación al ser 

biotransformado mas no bioactivado a p-nitrofenol y ácido dietiltiofosfórico, ambos 

inocuos para el organismo (Kamataki y col. 19;6). Ina tercera vía es la interacción con 

enzimas (esterasas) como las carboxil-esterasas y A-esterasas (Lallo y col. 1991; 

Sultatos y col. 1985), actuando como  moléculas atrapadoras (carboxil-esterasas), 

uniéndose estequiométricamente al paraoxón formado (lo que significa la reducción del 

número de moléculas disponibles para inhibir a la AChE), o protegiendo contra la 
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reductasa transfiere un electrón al hierro hemático reduciéndolo de Fe3+ a Fe2+, "#$ la 

reducción abre el sitio activo del O2, "%$ el O2 entra al sitio activo y oxida al paratión y lo 

convierte a paraoxón que está en la superficie de la enzima transfiriéndole uno de los 

átomos de oxígeno (Fig. 2)  

 

Fig.2. Representación esquemática del mecanismo de oxidación del paratión mediante el 

citocromo P450. Tomado de Segura, 2000. 

 

En 1987 se unificó una nomenclatura para clasificar a la superfamilia multigénica 

del P450 que se diferencian en su especificidad, por la secuencia de sus aminoácidos, 

criterio filogenético y por su organización génica. El termino CYP es seguido por el 

numero de familias (generalmente grupo de proteínas con mas del 40% de homología 

en la secuencia de aminoácidos, se han identificado mas de 200), y una letra 

mayúscula para las subfamilias (mayor al 55% de homología) y finalmente el número 

del gen (Sipes y col. 1995; Werck-Reichhart y col. 2000).  
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Existen mas de 500 genes y pseudogenes del P450 en la naturaleza, en 

humanos se han identificado 55 genes y 25 pseudogenes. Solo un gen de la familia de 

los P450, CYP51, se ha conservado desde la bacteria !"#$%&#'()*+, '+%()#+.$/*/ 

incluyendo hongos, plantas y animales (Werck-Reichhart y col. 2000). 

 Todos los P450 pueden dividirse en 4 clases dependiendo de cuantos 

electrones del NADPH son transferidos al sitio catalítico. Las enzimas de la clase II de 

los P450 son los más comunes en los eucariontes y tanto la clase I como la II de todos 

los organismos participan en la detoxificación y algunas veces la activación de 

compuesto xenobióticos.  

 

Signos de intoxicación 

Las manifestaciones clínicas de una intoxicación por insecticidas organofosforados son 

variadas, entre las que se encuentran los espasmos musculares (alteraciones 

neuromusculares), vómito, diarrea (gastrointestinales) y depresión del centro 

respiratorio o convulsiones (neurológicas) (Henoa y col 1986; Taylor, 1996). Sin 

embargo, entre las alteraciones más graves y que pueden llevar a la muerte son las 

respiratorias, destacando entre ellas el edema pulmonar no cardiogénico (Kass y col. 

1991). 

Por otro lado, aunque algunos estudios en animales han encontrado que los 

organofosforados producen también obstrucción de las vías aéreas (Chávez, 1996; 

Segura y col. 1999), los mecanismos por los cuales ocurre no han sido bien 

caracterizados. Esto resulta relevante porque la obstrucción de las vías aéreas puede 

ser ocasionada directamente por espasmo del músculo liso, edema pulmonar, aumento 



 "#

de las secreciones bronquiales, e indirectamente por una excitabilidad 

(hiperreactividad) del músculo liso de las vías aéreas a la ACh.    

 

El salbutamol y su efecto sobre la respuesta de broncoobstrucción inducida por 

paratión 

El salbutamol es un agonista selectivo para los receptores adrenérgicos !2 y en las vías 

aéreas su efecto principal es el relajar el músculo liso traqueobronquial. 

 En un trabajo previo en cobayos (Segura y col. 1999) utilizamos salbutamol (a 

dosis terapéuticas para el humano), tanto por vía intraperitoneal (i.p) como nebulizada 

durante la obstrucción máxima inducida por paratión. Encontramos que el salbutamol, 

causó una broncodilatación rápida y transitoria del 50%. Sin embargo, este efecto fue 

revertido por un regreso a los valores de broncoobstrucción previos a la administración 

del salbutamol, lo que nos sugirió la existencia de mecanismos broncoobstructivos 

adicionales inducidos por este agonista adrenérgico !2 selectivo. 

En este sentido, Zang y col. (1995), estudiaron el efecto de agonistas 

adrenérgicos sobre la liberación de ACh, y por consiguiente sobre la activación de los 

receptores M3 y M2, en el músculo liso traqueal de equinos. Estos autores demostraron 

que la estimulación de los receptores adrenérgicos "2 presinápticos inhibe la liberación 

de ACh, mientras que la estimulación de los adrenoreceptores !2 presinápticos 

estimulan la liberación de ACh (Zhang y col. 1995). Por lo tanto, es posible que esta 

reobstrucción paradójica causada por el salbutamol sea debida a la liberación de ACh 

por la estimulación presináptica de los receptores adrenérgicos !2 .  
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En una respuesta de contracción colinérgica del músculo liso están involucrados 

los receptores M3 y M2 donde esta bien caracterizado que el M2 está acoplado a una 

proteína G inhibitoria (Gi) que disminuye la actividad de la enzima adenilato-ciclasa, 

con la consiguiente disminución en la producción de AMPc (Schramm y col. 1995). Así, 

los mecanismos inducidos por la activación de los receptores M2 son particularmente 

opuestos a los que se activan durante la estimulación de los receptores adrenérgicos !2 

que son el incremento en la producción del AMPc, el cual está íntimamente relacionado 

con la relajación del músculo liso. Este fenómeno de asociación inversa entre los 

receptores !2 y los receptores M2 se ha descrito ampliamente como un antagonismo 

funcional.  

En un estudio en cobayos Keir y col. (2002), demostraron que la administración 

continua de albuterol (salbutamol) por 10 días originaba hiperreactividad de las vías 

aéreas y que era evitada si antes del tratamiento con albuterol se les administraba 

capsaicina, un fármaco para depletar a las fibras sensoriales (fibras-C) de sus 

neurotransmisores. Por lo tanto, otra posible explicación del efecto no deseado del 

salbutamol es la estimulación de fibras-C, con la liberación de taquicininas. Las fibras 

nerviosas sensibles a capsaicina o fibras-C, son terminaciones que se localizan en toda 

la vía aérea. Estas fibras liberan una gama de neurotransmisores llamados taquicininas 

y constituyen una familia de péptidos estructuralmente relacionados y originalmente 

aislados y caracterizados por su propiedad de inducir contracción del músculo liso, 

aumento de la permeabilidad vascular e hipersecreción mucosa. (Anónimo, Tachykinin 

receptors, 2007; Pennefathera y col. 2004). 
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En los mamíferos existen 3 tipos de taquicininas incluyendo la sustancia P, 

neurocinina A y neurocinina B. Además 3 receptores a estas neurocininas han sido 

caracterizados tanto farmacológicamente como genéticamente:  los cuales son NK1, 

NK2 y NK3. Estos son receptores acoplados a proteínas Gq/11 por lo que aumentan las 

concentraciones intracelulares del trifosfato de inositol y diacilglicerol. Estos receptores 

presentan diferentes efectos biológicos, incluyendo contracción del músculo liso, 

neurotransmisión en el sistema nervioso central y periférico, que es generalmente de 

tipo excitatorio, respuestas inflamatorias e inmunes, hipotensión, así como la 

estimulación de la secreción de glándulas endocrinas y exocrinas (Anónimo, Tachykinin 

receptors, 2007; Severini y col. 2002). 
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 En un trabajo previo usando el modelo !" $!$% de intoxicación por 

organofosforados encontramos que los cobayos con una broncoobstrucción en proceso 

inducida por paratión respondió a la administración de salbutamol con una 

broncodilatación transitoria, que fue seguida por el regreso de la broncoobstrucción 

(<egura y col. 1999). Estos resultados nos permitieron especular que la administración 

de salbutamol desencadena otros mecanismos obstructivos adicionales que 

rápidamente contrarrestan su efecto relajador. Al respecto, algunos estudios han 

demostrado que el salbutamol puede facilitar la liberación de neurotransmisores como 

la ACh de nervios parasimpáticos, a través de la estimulación presináptica de los 

adrenoreceptores !2 (De Haas y col. 1999; Jhang y col. 1995; 199L; 1999). Este efecto 

podría explicar bien la obstrucción de las vías aéreas inducida por el uso de 

salbutamol, y en el presente trabajo esta hipótesis y la exploración de otros probables 

mecanismos en el efecto paradójico del salbutamol fueron estudiados.   

 

 



 ""

!"#$%&'"' 

1. La administración de salbutamol induce una recontracción paradójica 

subsiguiente a su efecto relajador. 

2. El tratamiento con aminofilina o fors:olina inducen solo relajación del tejido sin la 

subsiguiente recontracción que produce el salbutamol. 

3. La recontracción del m=sculo liso de las vías aéreas esta relacionada con la 

liberación neuronal de neurotransmisores. 

   

$)*&%"+$ ,&-&./0 

Adentificar los mecanismos involucrados en el efecto paradójico del salbutamol en un 

modelo de intoxicación aguda inducida por paratión en cobayos. 

 

$)*&%"+$' &'#&1"2"1$' 

1. Demostrar que la administración de paratión en cobayos tanto !" $!$% como !" 

$!&r% genera broncoobstrucción y contracción del m=sculo liso de las vías aéreas 

y que es revertida parcialmente por salbutamol. 

2. Determinar si el uso de otro broncodilatador convencional en la obstrucción de 

las vías aéreas inducida por paratión tiene un patrón de comportamiento similar 

al del salbutamol. 

3. Demostrar y cuantificar si el paraoxón induce la liberación de neurotransmisores 

como la ACh y la sustancia P de los anillos traqueales de cobayo. 

4. Evaluar el papel del antagonismo funcional entre los receptores b2 y J2 

involucrados en el efecto contráctil del paraoxón sobre el m=sculo liso de las 

vías aéreas. 
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!"#$%&"' ) !$#*+*, 

Diseño experimental 

!"#" %&'% '#"(")* &% %+,-%"#*. /*("0*& +"/1*& 2% -" #"3" 4"#'-%0 /*. 5. ,%&* 

/*#,*#"- ,#*+%26* 2% 7889:88 ; 0 +".'%.62*& %. /*.26/6*.%& /*.<%./6*."-%& 2% 

(6*'%#6* ="6#% >6-'#"2*? @A BC? D8E 15+%2"2F 0 /*. "-6+%.'"/6G. ad libitumH  

C*. %- ,#*,G&6'* 2% 2%'%#+6."# -*& 26>%#%.'%& +%/".6&+*& *(&'#5/'6<*& I5% 

,526%#". %&'"# ,"#'6/6,".2* %. %- %>%/'* ,"#"2G)6/* 2%- &"-(5'"+*- %. #%&,5%&'" "- 

,"#"'6G.? ,"#"*JG. * >6&*&'6;+6."? &% #%"-63"#*. %J,%#6+%.'*& %. &5 +"0*#K" 5'6-63".2* 

-" 'L/.6/" 2% G#;".*& "6&-"2*& =".6--*& '#"I5%"-%&F * -" ,-%'6&+*;#">K" ("#*+L'#6/" ,"#" 

".6+"-%& %. -6(#% +*<6+6%.'*H    

M- 26&%N* 2% '*2*& -*& %J,%#6+%.'*& #%"-63"2*& ,"#" %&'% '#"(")* 1". &62* 

#%&5+62*& %. -" O"(-" A 6./-50%.2* -*& >P#+"/*& 5'6-63"2*& "&K /*+* %- .Q+%#* 2% 

".6+"-%& ,*# /"2" ;#5,*H  

 

$-./012/3456 in $i$o7 89/41625:0;<=; >;052?401@;7  

Análisis de la función respiratoria 

C"2" 5.* 2% -*& /*("0*& >5% 6.'#*25/62* %. 5. ,-%'6&+G;#">* ("#*+L'#6/* 2% /P+"#" 

Q.6/" ,"#" ".6+"-%& %. -6(#% +*<6+6%.'* =R5J/* M-%/'#*.6/&? S./H MTUF %. %- /5"- %- 

".6+"- #%/6(% 5. >-5)* 2% "6#% /*.'6.5* =A8 +-V&%;F I5% .* 6.'%#>6%#% /*. %- #%;6&'#* 2% -" 

>5./6G. ,5-+*."#? "&K /*+* -" *,/6G. 2% (%(%# ";5" ad libitum =W6;HXF   

M&'% &6&'%+" 2% ,-%'6&+*;#">K" ("#*+L'#6/" %&'P ("&"2* %. -" +%26/6G. 26#%/'" 

2% -"& >-5/'5"/6*.%& 2% ,#%&6G. I5% &% ;%.%#". 2%.'#* 2% -" /P+"#" 0 1" &62* 

,#%<6"+%.'% 2%&/#6'* %. %J'%.&* =Y#*#("5;1 0 /*-H AZ77[ M,&'%6. 0 /*-H AZD\[ 

4"+%-+".. 0 /*-H AZZDFH 
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TA#LA 1. Diseño experimental 

Experimentos  

in vivo 

 

n 

Experimentos 

in vitro 

 

n 

Pt 7       Pox9 11 

Pt:;al  7       Atr:Pox 5 

Pt:Ami 7     TTX:Pox 9 5 

  !-CTX:Pox 9 4 

                 Pox:;al  22 

                 Pox:For 7 

                 Pox:Pro:;al 6 

                 Pox:Met:;al 8 

                 Pox:AF:;al 6 

     L-732:Pox:;al 11 

                 Fiso G 

                 Fiso:;al G 

                 Fiso:For 5 

                 CCh 8 

                 CCh:;al 8 

                 CCh:;al:Met 7 

()*()+,- ../0 (1i*21ino3i4in20 (tr*2tro5in20 667*82r928o40 )or*3or:;o4in20 

<+=>?*<+=>?0.>@0 )i:o*3i:o:tiA1in20 BoC*52r2oCDn0 Bro*5ro5r2no4o40 

Bt*52r2tiDn0 E24*:249Ft21o40 GG-*tHtroIotoCin20 !+6G-*!+8onotoCin2 JKL(0 

MHt*1Hto8tr21in2N  O*G219iPn :H rH24iQD Fn2 :HriH IH HC5Hri1Hnto: :in 

H5itH4io Rn*S 52r2 82I2 ArF5oTN 
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"#$%&% '#()*+, -* ./*)#(+0$1,23, .,1, ,4#+,/*( *4 /#51* +06#+#*4)0 

 

74 1*(8+*49 /, .1*(#:4 -*4)10 -* /, ;<+,1, *( +*-#-, .01 +*-#0 -* 84 

)1,4(-8;)01 -* .1*(#:4 -#2*1*4;#,/ ='*4'>+9 ?0-% '@AB9 7CDE ;04*;),-0 , 84 

.1*,+./#2#;,-01% F*5#-0 , G8* */ ,#1* *( ;,/*4),-0 > H8+#-#2#;,-0 *4 /0( .8/+04*(9 

-81,4)* /, 2,(* #4(.#1,)01#, */ 60/8+*4 -* ,#1* -*4)10 -*/ ):1,I *( +,>01 G8* ,/ +#(+0 

60/8+*4 -* ,#1* .1*6#0 , /, #4(.#1,;#:4 -*/ ,4#+,/ G8* *(), -*4)10 -* /, ;<+,1,% 7()* 

60/8+*4 +,>01 -* ,#1* -*4)10 -*/ ):1,I .10-8;* 84 #4;1*+*4)0 *4 /, .1*(#:4 -*4)10 -* 

/, ;<+,1,% D(39 ,84G8* */ )1,4(-8;)01 40 +#-* -#1*;),+*4)* /0( 2/8J0( ),4)0 #4(.#1,)01#0( 

;0+0 *(.#1,)01#0(9 (3 -*)*;), /0( ;,+5#0( -* .1*(#:4 -*4)10 -* /, ;<+,1, ;,8(,-0( .01 

*/ ;,/*4),+#*4)0 > /, H8+#-#2#;,;#:4 -*/ ,#1* #4H,/,-0 .01 */ ,4#+,/ =K84-5/,- > ;0/% 

LAALM N,O<4PQ*1R#4( > ;0/% LAASE% 7(), (*T,/ -* .1*(#:4 28* ,4,/#O,-, > .10;*(,-, 

;04)#48,+*4)* , )1,6U( -* 84 .10$1,+, *(.*;#,/ .,1, */ +,4*J0 ,8)0+,)#O,-0 -* /0( 

-,)0( *6,/8,-0( *4 ;,-, *I.*1#+*4)0 =N8I;0 N#0'>()*+ @D9 6V%VE% ?*-#,4)* *()* 

.10$1,+, -* ;0+.8),-01, (* 05)#*4*4 *4)1* 0)10( .,1<+*)10(9 */ 34-#;* //,+,-0 WQ*4HX 

=!"#$"%!& ($)*!9 .01 (8( (#$/,( *4 #4$/U(E9 G8* 1*2/*J, */ $1,-0 -* 05()18;;#:4 -* /,( 
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!"#$ #&'(#$ )*+,-./- 0$1( "23+4( 56( 781(2+37 472 9# $+,6+(21( (46#4+:2 );#<(9<#22 = 

479- >??@/A 

B(2CD E)F(GH1/IH1J )B0BIBKB/ 

3723( F( ($ (9 1+(<L7 ($L+'#17'+7 )$(,/M H1 ($ (9 1+(<L7 3( '(9#N#4+:2 )$(,/M B0B ($ 9# 

L'($+:2 3(9 L+47 ($L+'#17'+7 )4<;OP/ = BKB ($ 9# L'($+:2 3(9 L+47 +2$L+'#17'+7 )4<;OP/-   

 

"#$%&% '()*+,- .+ */ 0#012 3+(4#3-523#2 ,2(53-/.2 12( 4-36,+532( 3+1-0#2/-.2( +/ 1- ,+.#0#7/ 

.+1 8+/9: .2/.+; T#= 5#+,42 #/(4#3-523#2: T+= 5#+,42 +(4#3-523#2: 8'8= 43+(#7/ +(4#3-523#- 
,6>#,-: 8I8= 43+(#7/ #/(4#3-523#- ,6>#,-: RT= 5#+,42 .+ 3+1-A-0#7/% '1 RT +( ,+.#.2 02,2 +1 

4230+/5-A+ .+ B21*,+/ 0233#+/5+ )*+ +(5- +/ 02/(5-/5+ 3+0-,C#2%  

 

02 ($163+7$ L'(!+7$ $( C# (24721'#37 Q6( ($1( B(2C L6(3( $(' (<L9(#37 L#'# 

4#'#41('+R#' 9#$ '($L6($1#$ 78$1'641+!#$ 3( 9#$ !"#$ #&'(#$ #21( 62 ($1"<697 #21+,&2+47 

(2 478#=7$ +2<62+R#37$ )SC#23 = 479- >??T/M #3(<U$ Q6( $( C# 3(<7$1'#37 Q6( ($1( 

"23+4( 47''(9#4+72# 472 9# '($+$1(24+# L69<72#' 171#9 )+HV/ (2 '#172($ WXVWI4 )X39(' = 

479- OYY.Z ;#<(9<#22 = 479- >??@/ = 472 9# '($+$1(24+# ($L(4+5+4# 3( 9#$ !"#$ #&'(#$ (2 

478#=7$ )W(','(2M OYY>Z SC72, = 479- >??[/- 

09 L'7,'#<# 3( 9# 47<L61#37'# Q6( '(,+$1'# 9# $(\#9 Q6( L'7!+(2( 3(9 

L9(1+$<:,'#57 56( #N6$1#37 L#'# Q6( $( +2496=('#2 (2 (9 #2U9+$+$ $79#<(21( 9#$ 

'($L+'#4+72($ 472 62 !796<(2 47''+(21( 3( > <9M 1+(<L7 <"2+<7 +2$L+'#17'+7 3( Y->] 

+ PEP 

I 

:--

PIP 
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!"#$ &'"()* (+,'(* '-!)'./&*.'* 0" 1 !"# 2 3-/ 0'4"."-5'/ (+,'(/ "-&." "6 7*63("- 

'-!)'./&*.'* 2 "!)'./&*.'* 0"6 89:; <" ."5=/>/- 0" ?9 / 19: 0" 6/! ."!)'./5'*-"! 0" 

5/0/ '-&".7/6* 0" &'"()* @3" 5*.."!)*-0"- / 6*! (*7'('"-&*! 7*63-&/.'*! 0"6 /-'(/6;  

A"B'0* / @3" "!&" C-0'5" "! 5/6536/0* )*. "6 ).*#./(/ "- 5/0/ ."!)'./5'D-$ "6 

).*#./(/ !" /E3!&D )/./ @3" ).*("0'/./ "6 7/6*. 0" &*0/! 6/! ."!)'./5'*-"! ."#'!&./0/! 

"- 3- )".'*0* 0" 8F !"#; G*! 7/6*."! "7/63/0*! "- "6 )."!"-&" &./B/E* 43".*- *B&"-'0*! 

0"6 ).*("0'* 0" 6*! H6&'(*! F ('- 0" 5/0/ )".'*0* 0" ."#'!&.* I89 ('-J;  

 

"#$%&%'()*+%,& #- .*)*(%,&      

K-&"! 0" 6/ /0('-'!&./5'D- 0"6 )/./&'D- 5/0/ 3-* 0" 6*! /-'(/6"! 43" 5*6*5/0* 0"-&.* 

0" 6/ 5+(/./ 0" )6"&'!(D#./4* 2 0"!)3L! 0" 3- )".'*0* 0" =/B'&3/5'D- 0" F ('- !" 

0"&".('-D "6 7/6*. B/!/6 0" &*0*! 6*! )/.+("&.*! ."!)'./&*.'*!$ '-5632"-0* "6 M"-= 

03./-&" F ('-; N6 )/./&'D- I89 (#OP#J * !3 !*67"-&" I).*)'6"-#6'5*6Q"&/-*6$ 89R8;8F 7O7J 

43".*- /0('-'!&./0*! ';); /).*,'(/0/("-&" ?9 ('- 0"!)3L! 0"6 ."#'!&.* B/!/6 "- 0*!'! 

H-'5/ / 5/0/ 3-* 0" 6*! /-'(/6"!; N6 7*63("- &*&/6 0" 6/ (">56/ )/./&'D-Q!*67"-&" 

'-2"5&/0/ ';); / 5/0/ 3-* 0" 6*! /-'(/6"! -3-5/ 43" (/2*. 0" 9;?F (6; G*! )/.+("&.*! 

."!)'./&*.'*! 43".*- ."#'!&./0*! 2 /6(/5"-/0*! / 6*! F 2 89 ('-$ 2 / )/.&'. 0" "!&" )3-&* 

"- '-&".7/6*! 0" 89 ('- 03./-&" 6* @3" 03.D "6 ."#'!&.*; 

A"B'0* / @3" "6 )/./&'D- "! 3-/ !3!&/-5'/ /6&/("-&" &D,'5/ 6/ 0*!'! 0" )/./&'D- 

43" !"6"55'*-/0/ 53'0/0*!/("-&" B/!+-0*-*! "- "!&30'*! )."7'*! IS=+7">$ 8TTUV 

<"#3./ 2 5*6; 8TTTJ 2 "- -3"7*! ",)".'("-&*!$ 5*- "6 *BE"&'7* 0" !*6* &"-". "6 "4"5&* 

0"!"/0* !*B." 6/ 7C/ /L."/ 0"6 5*B/2*$ !'- &"-". 6*! "4"5&*! -"3.*6D#'5*! 

5/./5&".C!&'5*! 0" 3-/ '-&*,'5/5'D- )*. *.#/-*4*!4*./0*!; 
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!"# %& '#()#*'+# ,) )-&%.&/ 0' %& *"#(/&**'+# ,)% 120*.%" %'0" ,) %&0 -3&0 &4/)&0 

)0 .# *"15"#)#() ,) %& ("6'*',&, 5.%1"#&/ 7)#)/&,& 5"/ %& &,1'#'0(/&*'+# ,) 5&/&('+#8 

0) /)&%'9&/"# )65)/'1)#("0 )-&%.&#," )% ):)*(" ,) ,"0 ;/"#*",'%&(&,"/)0 *"1.#)08 )% 

0&%;.(&1"% <=> !7?@78 'A5AB C %& &1'#":'%'#& <D> 17?@78 'A5AB ,./&#() %& /)05.)0(& 

";0(/.*('-& 1E6'1& ,) %&0 -3&0 &4/)&0 '#,.*',& 5"/ 5&/&('+#8 1')#(/&0 F.) %"0 &#'1&%)0 

*"#(/"%)0 2#'*&1)#() 0) %)0 &,1'#'0(/+ 0"%.*'+# 0&%'#& 'A5A G&#(" %& ,"0'0 ,) 0&%;.(&1"% 

*"1" ,) &1'#":'%'#& *"//)05"#,)# & %& ,"0'0 ()/&54.('*& .0&,& )# H.1&#"0 C :.)/"# 

*&,& .#& &,1'#'0(/&,&0 9> 1'# 5"0()/'"/)0 & %& &,1'#'0(/&*'+# ,)% 5&/&('+#A   

 

"#$eri(entos en -rganos aislados 

!"#$%&'" )$*+&'*,-." 

J&/& )0("0 )65)/'1)#("0 %"0 *";&C"0 :.)/"# 0&*/':'*&,"0 1),'&#() .#& 0";/),"0'0 ,) 

5)#(";&/;'(&% 0+,'*" 'A5A8 0) %)0 )6(/&K" %& (/EF.)& C & 40(& 0) %) )%'1'#+ )% )6*)0" ,) 

()K'," *"#K.#('-" &,C&*)#() ;&K" 1'*/"0*"5'" )0()/)"0*+5'*"A J"0()/'"/1)#()8 ,) %& 

5"/*'+# 1),'& ,) %& (/EF.)& 0) ";(.-')/"# *.&(/" &#'%%"08 %"0 *.&%)0 :.)/"# ,)0('#&,"0 & 

,':)/)#()0 *"#,'*'"#)0 )65)/'1)#(&%)0A  

!&,& .#" ,) %"0 &#'%%"0 (/&F.)&%)0 ";()#',"0 :.)/"# *"%"*&,"0 )# .#& *E1&/& 

'#,'-',.&% ,) +/7&#"0 &'0%&,"0 *"#()#')#," L 1% ,) 0"%.*'+# M/);0 ;'*&/;"#&(&,& *"# 

%& 0'7.')#() *"15"0'*'+# <1NBO P&!% =Q>8 P&R!ST QL8 M!% DAU8 MRQJSD =AQ8 N7VSD 

=AQ8 !&!%Q QAL C 7%.*"0& ==A V) 1&#(.-')/"# & .#& ()15)/&(./& ,) TU W!8 .# ;./;.K)" 

*"#0(&#() ,) 9LX SQ C LX !SQ 5&/& 1&#()#)/ )% 5R ,) UAD ("," )% (')15" ,)% 

)65)/'1)#(" <!&/;&K&% C *"%A Q>>LBA !&,& .#" ,) %"0 &#'%%"0 (/&F.)&%)0 :.) &(&," & .# 

(/&#0,.*("/ ,) ()#0'+# '0"14(/'*& <N",)%" YG>T8 Z/&00 [#0(/.1)#(08 \H",) [0%&#,8 

]^_B *"#)*(&," & .# &15%':'*&,"/ <!C;)/&15 T`>8 _6"# [#0(/.1)#(08 !&%':"/#'&8 ]^_B 
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! #$e a s$ (e) es*a+a conec*ado a $n con(er*idor analógico digi*al 56igida*a 7899:; 

:<on =ns*r$men*s?@ Aa *ensión generada f$e regis*rada; almacenada ! anali)ada en $na 

comC$*adora median*e el Crograma :<oscoCe (@D@E 5:<on =ns*r$men*s?@ Aas 

CreCaraciones se man*$(ieron en reCoso d$ran*e aCro<imadamen*e 7 F a $na *ensión 

de 7 g an*es de iniciar los diferen*es Cro*ocolos e<Cerimen*ales@ Gon el CroCósi*o de 

normali)ar las resC$es*as de los *eHidos; Is*os se es*im$laron *res (eces con JGl 5KE 

mM? d$ran*e 9E min o Fas*a alcan)ar la resC$es*a mM<ima de con*racciónN 

Cos*eriormen*e se les aOadió Carao<ón o fisos*igmina 57E !M? a cada $no@ Aas 

resC$es*as de con*racción al Carao<ón o a la fisos*igmina f$eron e<Cresadas como el 

Corcen*aHe de resC$es*a al *ercer es*Pm$lo de JGl@ 

Qe confirmó #$e a es*as concen*raciones *an*o de Carao<ón como fisos*igmina 

genera+an resC$es*as con*rMc*iles similares 5D7@D R D@S !s TD@8 R 8@8U de la 

con*racción Cor JGl; resCec*i(amen*e; CVE@T8?@ Wn alg$nos e<Cerimen*os; los anillos 

*ra#$eales f$eron inc$+ados d$ran*e 7X min; Cre(ios a la adición de Carao<ón; con 7E 

!M de YYZ; E@89 !M de ![GYZ o 7 !M de a*roCina@  

\*ra serie de e<Cerimen*os $*ili)ando ig$almen*e anillos *ra#$eales f$eron 

reali)ados $*ili)ando sal+$*amol 5E@7 !M; agonis*a adrenIrgico "9 selec*i(o? o fors]olina 

57 mM; fMrmaco #$e ac*i(a a la adenila*o[ciclasa? con el fin de e(al$ar s$s efec*os 

relaHadores del m^sc$lo liso de las (Pas aIreas d$ran*e la con*racción mM<ima ind$cida 

Cor Carao<ón o fisos*igmina@      

 Gon el idea de e(al$ar la Car*iciCación de los receC*ores adrenIrgicos "9 ! 

m$scarPnicos M9 en el efec*o del sal+$*amol; los anillos *ra#$eales se inc$+aron 

d$ran*e 7X min con diferen*es +lo#$eadores de los receC*ores Cre(io a la adición de 
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salbutamol. Se usó propranolol (13 !4) para bloquear los receptores ! y metoctramina 

(3.:1 !4) o AF->? 116 (3.1 !4) para los receptores 4A. Con estos experimentos se 

confirmó que a estas concentraciones dichos bloqueadores no modifican el 

comportamiento previamente visto de la contracción del músculo liso de los anillos 

traqueales inducido por paraoxón. >e igual modo, se evaluó la posible participación de 

la sustancia K en el efecto del salbutamol usando el compuesto L-7:A,1:8 (13 n4) que 

es un antagonista de los receptores NK1 (LeQis y col. 1995), el cual fue adicionado a 

las cámaras de órganos aislados 15 min antes del paraoxón. Uambién confirmamos 

que a esta concentración, este antagonista no modificó la respuesta de contracción 

inducida por el paraoxón. 

Con el propósito de determinar si el efecto del salbutamol era el mismo durante 

la contracción inducida por el paraoxón que durante una típica respuesta de 

contracción colinérgica, se realizaron una serie de experimentos en anillos traqueales 

utilizando 3.:A !4 de carbacol (CCh) en lugar de paraoxón para inducir la contracción 

del músculo liso de las vías aéreas. Finalmente, y para demostrar un posible 

antagonismo funcional entre los receptores !A y 4A (Yuckner y col. 1975; Fernandes y 

col. 199A), en tráqueas contraídas con 3.:A !4 de CCh se les a\adió metoctramina 

después de una dosis menor de salbutamol (3.3:A !4). 

Kara evaluar la participación del epitelio de las vías aéreas en la respuesta 

inducida por paraoxón, en lugar de los anillos traqueales, se disecaron tiras de músculo 

liso de tráquea de cobayo, eliminando la capa epitelial y la de te]ido conectivo ba]o un 

microscopio estereoscópico. Estas tiras de músculo liso fueron estimuladas con 13 !4 

de paraoxón incubadas o no con 13 !4 de UU?. 
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&785'-) 6)*+"*'-) "* &%, 690%$%, -" :$;%*), %',&%-), /%$% &% 65%*+'4'6%6':* -" &%, 
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Cuantificación de la sustancia P liberada de los anillos traqueales mediante 

inmunoensayo 
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sustancia P*acetilcolinesterasa (sustancia P con0ugada) por un número limitado de 

sitios de unión de antisuero de cone0o específico para sustancia P. ;ebido a que la 

concentración de la sustancia P con0ugada permanece constante y la concentración de 

sustancia P libre varía, la cantidad de sustancia P con0ugada que es capaz de unirse al 

antisuero de cone0o es inversamente proporcional a la concentración de sustancia P 

libre en cada pozo. Este comple0o de antisuero contra la sustancia P, ya sea libre o 

con0ugada, se une a la CgG monoclonal anticone0o que ha sido previamente adherida a 

cada pozo. Al final de la incubación, la placa es lavada para remover cualquier reactivo 

que no se haya unido y posteriormente se le adiciona el reactivo EllmanGs que contiene 

el sustrato para AHhE. El producto de esta reacción enzimática tiene distintos tonos de 

amarillo y absorben luz a los J12 nm. Ma intensidad del color determinada por el 

espectrofotómetro (Nultiskan NS photometer, Mabsystems Qy, Relsinki, Sinlandia) es 

proporcional a la cantidad de sustancia P con0ugada unida al pozo, que es 

inversamente proporcional a la cantidad de sustancia P libre en los pozos durante la 

incubación. El rango de detección para este ensayo fue de 3.U a V00 pg/ml.  

 

!"#$%$&' #" )*+,-.i "' %/010+2 #" 342%105 0$25 67+81"+0 #" %59+:5 

!is$re$ación y procedimiento para los re$istros de microfluorometr5a 

Tiras de músculo liso de tráqueas de cobayos fueron obtenidas como se describió 

anteriormente y colocadas en V ml de solución RankGs (GCBHQ, Ne\ ]ork, E^A) que 

contenía 2 mg de cisteína y 0.0V ^/ml de papaína, donde se incubaron durante 10 min 

a 37 `H. Posteriormente el te0ido fue lavado con una solución de Meibovitz (GCBHQ, 

Ne\ Hork, E^A) para remover el exceso de enzima y después se colocó en una 

solución de Krebs que contenía 1 mg/ml de colagenasa tipo C y J mg/ml de dispasa tipo 
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Fármacos 

El paratión (Pestanal® O,O-dietil O-4-nitrofenil fosforotioato) y el paraoxón (O,O-dietil O-

4-nitrofenil fosfato) fueron adquiridos de Riedel-de Haën, Alemania, y disueltos en 

propilenglicol-etanol (10:1.5 v/v). El hemisulfato de fisostigmina, el cloruro de 

acetilcolina, el cloruro de carbamilcolina (carbacol), el hidrocloruro de propranolol, la 

tetrodotoxina, la !-conotoxina, el cloruro de colina, el salbutamol y la forskolina fueron 

adquiridos de Sigma Chem. Co. (St Louis, MO). El tetrahidrocloruro de metoctramina 

fue adquirido de ICN Pharmaceuticals Inc. (Costa Mesa, CA). El AF-DX 116 fue 

adquirido de Tocris Bioscience (Bristol, UK). El L-732,138 fue adquirido de Biomol 

Research Laboratories Inc. (Plymouth Meeting, PA). El sulfato de salbutamol 

(Ventolin®) fue adquirido de Glaxo-Wellcome, México y la aminofilina (Aminofilin®) fue 

adquirido a Laboratorios Pisa S.A, Guadalajara, México. La forskolina y el AF-DX 116 

fueron disueltos en dimetilsulfóxido y el L-732,138 en etanol, mientras que los otros 

fármacos fueron disueltos en agua.  

 

Análisis estadístico 

Para la mayoría de los datos de este trabajo se utilizó análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía o mediciones repetidas, seguido de la prueba de Bonferroni para 

comparaciones múltiples de medias o la prueba de Dunnett. Las concentraciones de 

sustancia P  fueron analizadas utilizando la prueba U de Mann-Whitney.  

La significancia estadística se fijó en p<0.05 bimarginal, usando el programa 

estadístico GraphPad InStat v3.05. Los resultados tanto en el texto como en las figuras 

son expresados como promedio ± error estándar, excepto las concentraciones de 

sustancia P, las cuales fueron expresadas como la mediana y rango.  
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!"#$" mi() re,istr/(0ose 2asta u( 56"7 0e i(creme(to) sie(0o este cambio 0e ":5;! < 

":";" a ":6== < ":">") el cual @ersistiA co( la misma i(te(si0a0 2asta el Bi(al 0el 

estu0io C5 2D: 

 

!ig$%$ '(ecto de. /a1atión en 
ex/e1i5entos in 7i7o$ '. 

/a1atión 89: 5g;<g i$/$= ind>ce 

>n inc1e5ento /1og1esi7o en e. 
7a.o1 de. ?en@ en coAaBos 

5ac@os B /e15anece 

1e.ati7a5ente sin ca5Aios @asta 

e. (ina. de. /e1iodo de 1egist1o$ 
Cos sD5Ao.os 1e/1esentan e. 

/1o5edio E e11o1 estFnda1$  

 

 

El salbutamol C;" !,FG, i:@:D) 6 mi( 0es@uHs 0e su a0mi(istraciA() ,e(erA u( 

0ecreme(to si,(iBicatiIo 0el !;7 C@J":"6D 0e la bro(cobstrucciA( @ro0uci0a @or la 

a0mi(istraciA( i:@: 0e ;" m,FG, 0e @aratiA( CKi,:LD: Mes@uHs 0e esta bro(co0ilataciA( 

tra(sitoria) el Ialor 0e Ne(2 se i(creme(tA 0e (ueIo @ro,resiIame(te 2asta alca(Oar 

los Ialores @reIios a la a0mi(istraciA( i:@: 0el salbutamol: Pe eIaluA u(a 0osis m/s alta 

0e salbutamol C!" !,FG,D la cual tambiH( @ro0uQo esta @ara0AQica reco(tracciA() au( 

cua(0o se retrasA e( el tiem@o C0atos (o mostra0osD: E( co(traste) la ami(oBili(a 

@ro0uQo u( 0ecreme(to @ro,resiIo C@J":"6 y @J":";D 0e la bro(cobstrucciA( i(0uci0a 

@or @aratiA() alca(Oa(0o su m/Sima relaQaciA( a los 5" mi( CLL7 0e 0ecreme(toD y 

ma(te(iH(0ose @osteriorme(te si( cambio:   
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"ig.7. Efecto de los broncodilatadores 
en la broncobstrucción inducida por 
paratión en cobayos sometidos a la 
pletismografía barométrica. La flecha 
indica la administración intraperitoneal 
de salbutamol (!, 10 !gAkg), 
aminofilina (", 40 mgAkg), o solución 
salina (O, grupo control) durante la 
broncobstrucción progresiva inducida 
por paratión (10 mgAkg). Los valores 
basales fueron obtenidos del promedio 
del valor del Penh durante los últimos 
10 min antes de la administración de 
los broncodilatadores. Los símbolos 
representan el promedio H error 
estándar de 7 animales en cada grupo. 
JPK0.0L y JJP,0.01 comparado con su 
respectivo valor basal.    

 
 

Experimentos in vitro 

En homogenados de pulmón de cobayos corroboramos que el paraoxón y la 

fisostigmina causan (3 min después), la inhibición de la actividad de la @ChE de 

manera concentración-dependiente (Fig.8), en especial a la concentración que usamos 

para este estudio (10 !H) ya sea de paraoxón o fisostigmina, los cuales produIeron un 

99.9 K 0.1% la inhibición de la actividad de la @ChE (nM4 para cada grupo). 

 

"ig.8. Onhibición de la actividad de la 

AChE por paraoxón y fisostigmina en 
cobayos. Curva no acumulativa 

concentración-respuesta in vitro a 

paraoxón y fisostigmina en la actividad 

de la AChE en homogenados de pulmón 
y expresado como el porcentaje de 

inhibición de su respectiva actividad de la 

AChE basal (1.00 H 0.08 TO). Los datos y 
los símbolos corresponden al promedio H 

error estándar. 
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18*B03*1,* 0 504,"4 .* /-2 %& 3"1 *1 
0.*/01,*$ C0 +-1,40++":1 5040.:A"+0 

<8* -+844D0 .*258E2 .* /0 4*/0A0+":1 

,4012",-4"0 "1.8+".0 5-4 20/98,03-/ 
)8* +-35/*,03*1,* 09-/".0 5-4 */ 
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El uso de un antagonista de los receptores M2 como la metoctramina no modificó 

la contracción inducida por el paraoxón (Fig.9E), pero si previno totalmente la 

contracción paradójica que ocurre después de la relajación transitoria inducida por el 

salbutamol, de tal modo que favoreció la persistencia de la respuesta relajadora 

cercana al 90D (Fig.10). 
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%5I;$7' 6* )*-45'+'JG .+$7$*6'()"64", "67*645')*- ?&" 4"A$+*- $67&@'+*- 7*6 K0
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Fig.1'. Efecto del L-23',135, 

antagonista de los receptores N<1, 

en la respuesta de salbutamol 
durante la contracción inducida por 

paraoxón en anillos traqueales. La 

contracción paradóCica que ocurre 
después de la relaCación transitoria 

inducida por salbutamol E!, nF10H 

fue completamente abolida por el 
antagonista del receptor N<1 E", 

nF11H favoreciendo una respuesta 

de relaCación completa. Los 

símbolos representan el promedio 
K error estándar. MPO0.05 y 

MMPO0.01 comparado con el grupo 

paraoxón-salbutamol. 

 
 

T6 "-4" )$-)* 7*64">4*, +&5'64" &6' 7*645'77$<6 7*($6R5%$7' $6+&7$+' =*5 UUV 

&6' 7*67"645'7$<6 )"6*5 +" -'(@&4')*( BDGDL: !9J $6+&A* &6' 5"('A'7$<6 ='57$'(, 

)$"645'- ?&" (' )"4*745')$6' B'W'+$+' +&5'64" (' )"-"4' +" (' 5"('A'7$<6J ;&" 7'='X +"  
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Fig.13. Registro original representativo del 

efecto del carbacol (CCh) en experimentos 
in vitro. El CCh produ?o una contracción 

sostenida del músculo liso de los anillos 

traqueales de cobayo. Da metoctramina 

(Eet) (0.31 !E) eliminó el antagonismo 

funcional entre CCh (0.32 !E) y el 

salbutamol (0.032 !E). 

  

 

 

 

 

Algunos de estos resultados fueron reproducidos cuando se empleó la 

fisostigmina en lugar de paraoxón (6ig.14).  

Fig.14. Efecto de la fisostigmina en 

anillos traqueales de cobayos. Da 

administración de fisostigmina (!, 
10 !E, nJ9) indu?o una respuesta 

de contracción. Da adición de 

salbutamol (", 0.1 !E, nJ9) produ?o 
una rela?ación transitoria, pero la 

forskolina (!, 1 !E, nJ5) 

completamente rela?o el te?ido. Dos 
símbolos representan el promedio O 

error estándar. QPS0.01 comparado 

con el grupo de fisostigmina; 

$PS0.01 comparado con el grupo 
de salbutamol. 
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Mediciones de ACh y sustancia P 

!os ni'eles encontrados de /01 liberada de los anillos tra3ueales durante los 56 

min de estimulación con fisosti:mina tu'ieron una tendencia a incrementar cuando a 

estos te;idos se les a<adió => =6 ó =66 n? de salbutamol en la se:unda mitad de este 

periodo de incubación> siendo estadAsticamente diferente la concentración de =6 n? 

con relación a los estimulados solo con fisosti:mina BCi:D=EFD  

 

2ig.15. Efecto del salbutamol en la 

liberación de acetilcolina de los 
anillos traqueales incubados con 

fisostigmina por @0 min. Bos tejidos 

fueron incubados en los últimos 30 
min con diferentes concentraciones 

de salbutamol. Bas barras y las líneas 

verticales representan el promedio H 
error estándar. JPK0.05 con respecto 

al grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

Gor otro lado> la administración de =66 n? de salbutamol incrementó 

si:nificati'amente las concentraciones de sustancia G recuperada de los E ml de lA3uido 

de los ór:anos aislados Bmedia HIDJ p:Kml> ran:o HLD6 a MJDIF> comparado con el :rupo 

control sin Nal Bmedia OHDJ p:Kml> ran:o OHDJ a JDI> pO6D666=> Ci:D=5FD 
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DISCUSION 

En este trabajo encontramos que, bajo una condición experimental de inhibición de la 

actividad de la AChE por insecticidas organofosforados, el salbutamol produjo la 

liberación de sustancia P y, en menor grado, de ACh con una subsiguiente contracción 

lo suficientemente grande para superar su efecto relajador. 

El paratión es un insecticida organofosforado de alta eficacia y del cual es bien 

conocido que su metabolito activo, el paraoxón, es un potente inhibidor de la actividad 

de la AChE (Chambers y col. 1995; Segura y col. 1999), enzima encargada de 

hidrolizar a la ACh. Una de las consecuencias toxicológicas resultantes de la 

acumulación de ACh es la obstrucción de las vías aéreas. Se ha postulado que en 

condiciones in vivo esta broncoobstrucción puede ser producida por una combinación 

de mecanismos como son la contracción del músculo liso de las vías aéreas, el 

aumento de las secreciones y el edema pulmonar (Segura y col. 1999). En este trabajo 

encontramos que el principal mecanismo fisiopatológico involucrado en la obstrucción 

de las vías aéreas inducida por una intoxicación con organofosforados fue la 

contracción del músculo liso, ya que en condiciones in vivo la aminofilina rápidamente 

revirtió en gran medida la broncoobstrucción (Fig.7), mientras que en condiciones in 

vitra la forskolina causó una rápida y completa relajación de la contracción inducida por 

el paraoxón (Fig.11). La naturaleza colinérgica de la contracción del músculo liso por 

insecticidas organofosforados se confirmó en los experimentos in vitra, mediante la 

anulación de dicha contracción con atropina. Esta respuesta, sin embargo, fue 

resistente al efecto de TTX y w-CTX, sugiriendo con esto que la liberación espontánea 

de ACh involucra a otros mecanismos adicionales diferentes de los que ocurren 

durante una depolarización neuronal tradicional, algunos de los cuales ya han sido 
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postulados previamente (Aas y col. 1991). Debido a que hay buena evidencia que 

cantidades pequeñas de ACh pueden también ser producidas de orígenes no 

neuronales (Lessier y col. 1996; Lips y col. 2005; Racké y col. 2004), una posibilidad es 

que esta ACh no provenga de los nervios, sino de otro tipo celular de las vías aéreas. 

En una serie independiente de experimentos descartamos al epitelio de la vía aérea 

como probable fuente adicional de ACh durante la contracción inducida por 

organofosforados, sin embargo, son necesarios experimentos adicionales para 

descartar otros orígenes de ACh como el músculo liso de las vías aéreas (Wessler y 

col. 2001). 

En contraste con el potente efecto relajador de la forskolina y de la aminofilina, el 

salbutamol fue incapaz de inducir una relajación sostenida (in vitre) o una 

broncodilatación sostenida (in vivo) ya que su efecto moderado y transitorio de 

relajación fue rápidamente sobrepasado por una contracción subsiguiente. Al menos en 

los experimentos in vivo la dosis usada en este estudio (1 O ~g/kg) fue muy cercana a la 

dosis intravenosa recomendada para contrarrestar el broncospasmo observado en niño 

asmáticos (Browne y col. 1997). Adicionalmente, en un trabajo previo (Segura y col. 

1999) encontramos que el salbutamol nebulizado a la dosis terapéutica usada en 

humanos (2 mg/ml, 2 min), también produjo este efecto de recontracción paradójica. 

Así, el efecto paradójico del salbutamol en estos cobayos ocurre a la dosis equivalente 

que es usada en humanos. 

Además de su principal efecto farmacológico sobre las vías aéreas que es la 

relajación del músculo liso, varios estudios han demostrado que el salbutamol y otros 

agonistas 132 adrenérgicos son capaces de estimular terminaciones nerviosas vaga les e 
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inducir la liberación de ACh (Cockcroft y col. 1993; Zhang y col. 1995; Zhang y col. 

1999; Zhang y col 1998). Esto podría explicar el incremento de las concentraciones de 

ACh observadas en el fluido de los órganos aislados después de la administración de 

salbutamol. Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales este incremento 

fue mínimo, lo que pone en duda su participación en la recontracción paradójica 

inducida por salbutamol. 

Por el contrario, el salbutamol fue capaz de inducir un incremento significativo en 

las concentraciones de sustancia P. Esta taquicinina podría explicar la subsiguiente 

contracción observada durante la respuesta del salbutamol, que concuerda con la 

relajación casi total ocurrida durante el antagonismo de los receptores NK1. Es bien 

conocido que la extensa red de terminaciones nerviosas llamadas fibras-C que liberan 

taquicininas, se localizan dentro y debajo del epitelio de las vías aéreas, incluyendo la 

tráquea (Undem y col. 2004; Widdicombe, 1998). Así, una posibilidad para explicar la 

liberación de esta taquicinina inducida por el salbutamol es que el propio salbutamol 

estimula directamente las fibras-C. Sin embargo, la presencia de receptores 

adrenérgicos /32 presinápticos en este tipo de fibras aún no ha sido descrito, por lo que 

esta posibilidad requiere aún ser demostrada. 

El posible papel de esta fibras-C coincide con un trabajo de Keir y col, en el 

2002, en el que demostraron que un tratamiento de 10 días con agonistas adrenérgicos 

/32 (RS y S-albuterol) inducen hiperreactividad bronquial (HRB) en cobayos 

sensibilizados y no sensibilizados. El desarrollo de esta HRB fue prevenida con el 

tratamiento de capsaicina, sugiriendo con esto la importancia de los nervios sensoriales 

o fibras-C en este fenómeno. En nuestros estudios in vitro encontramos que la 



53 

característica transitoria de la relajación inducida por salbutamol fue muy similar a la 

observada durante la contracción inducida ya sea por paraoxón, fisostigmina o CCh, 

sugiriendo que el incremento en las concentraciones de ACh en el microambiente que 

está alrededor de las células de músculo liso es necesario para que el efecto 

paradójico del salbutamol se lleve a cabo. La respuesta de contracción colinérgica del 

músculo liso involucra la activación de los receptores M3 y M2 . Es bien sabido que el 

receptor M2 está acoplado a una proteína G¡ y que, por consiguiente, favorece la 

inhibición de la adenilato-ciclasa y disminuye la producción de AMPc (Schramm y col. 

1995). Así, los mecanismos inducidos por la activación de los receptores M
2 

son 

particularmente opuestos a los generados durante la estimulación de los receptores 

adrenérgicos /32 (incremento en la producción de AMPc). Este mecanismo de 

antagonismo funcional entre los receptores M2 y /32 ha sido previamente reportado 

(Buckner y col. 1975; Fernandes y col. 1992) y pudiera estar involucrado en gran parte 

en nuestros resultados, puesto que el bloqueo de los receptores M
2 

por la 

metoctramina o por AF-OX 116, incrementó la relajación inducida por salbutamol y 

eliminó el efecto paradójico. La existencia de este antagonismo funcional quedo 

claramente demostrado usando una concentración menor de salbutamol (0.032 !lM) 

sobre la respuesta contráctil a CCh. En estos experimentos el salbutamol causó una 

relajación de aproximadamente 50% de la contracción inducida por CCh, y el bloqueo 

subsiguiente de los receptores M2 con metoctramina produjo una rápida y completa 

relajación de los tejidos (Fig.13). En resumen, nuestros resultados sugieren 

fuertemente que al menos dos mecanismos están involucrados en este efecto 

paradójico del salbutamol durante una intoxicación aguda por organofosforados, por un 
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lado, el antagonismo funcional entre los receptores M2 y 132 y, por otro lado, una 

liberación de sustancia P inducida por este agonista adrenérgico 132. 

Sin embargo, mecanismos adicionales pueden estar involucrados. Por ejemplo, 

van den Beukel y col. en 1996, estudiaron el efecto directo que tienen el paratión y 

paraoxón en células de ovario de hámster sobre receptores muscarínicos M3 

transfectados de humano. Donde demostraron que tanto el paratión como el paraoxón 

a concentraciones toxicológicas relevantes, son capaces de inducir corrientes iónicas 

en estas células. El paratión induce una corriente saliente, semejante a la corriente 

inducida por ACh; por el contrario, el paraoxón induce o una corriente entrante o una 

corriente entrante seguida de una saliente, que es claramente diferente de la corriente 

saliente inducida por ACh. Concluyendo que estos organofosforados pueden actúan 

como agonistas de los receptores M3 (que en el músculo liso de las vías aéreas están 

involucrados en el efecto contráctil de la ACh). Sin embargo, en nuestras condiciones 

experimentales no encontramos efecto directo del paraoxón sobre los miocitos de 

tráquea de cobayo. 

Por otro lado, el grupo de Fryer (Fryer y col. 2004 Y 2005), postularon que los 

insecticidas organofosforados inducen HRB a través de un decremento en la función 

del receptor neuronal muscarinico M2. Este receptor presináptico limita la liberación de 

ACh de los nervios vagales pulmonares (Fryer y col. 1984) y así esta inhibición por 

organofosforados podría favorecer la liberación de este neurotransmisor si una 

subsiguiente estimulación neuronal se llevara a cabo. 

La exposición a pesticidas organofosforados, ya sea voluntaria o accidental, 

puede, empeorar los síntomas en pacientes asmáticos o inducir síntomas respiratorios 
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tales como dificultad respiratoria o sibilancias en sujetos no asmáticos (Beard y col. 

2003; Hoppin y col. 2002; Salameh y col. 2003; Zhang y col. 2002). En el caso de que 

un envenenamiento con insecticidas organofosforados (Klein-Schwarts y col. 1997) sea 

identificado, el tratamiento apropiado probablemente debe consistir en el uso de oximas 

(pralidoxima) y atropina. Sin embargo, en ~uchos casos el envenenamiento con 

organofosforados es generado por dosis bajas y por tiempo prolongado, por lo que no 

siempre es evidente (Hoppin y col. 2002; Tinoco-Ojanguren y col. 1998). Al respecto, 

es de esperarse que los agonistas adrenérgicos ~2 como el salbutamol sea 

administrado debido a la presencia de sibilancias. En este contexto, nuestros actuales 

resultados tanto en estudios in vivo como in vitro, nos permiten especular que la 

efectividad del salbutamol en estas condiciones puede ser menor de la esperada o peor 

aun, puede empeorar la obstrucción bronquial inducida por la intoxicación con estos 

compuestos organofosforados. Adicionalmente, estudios clínicos en asma han 

encontrado que el tratamiento crónico con agonistas adrenérgicos ~2 pueden empeorar 

el control del asma (Sears y col. 1990) e inducir HRB a un gran numero de estímulos 

broncoconstrictores incluyendo metacolina, histamina, ejercicio o alergenos (Cockcroft 

y col. 1993; Inman y col. 1996; Sears y col. 1990; van Schayck y col. 1990). Por lo 

tanto, una posible explicación de este efecto no esperado del salbutamol pudiera estar 

relacionado a su capacidad de inducir la liberación de taquicininas. 

De acuerdo a nuestros resultados concluimos que: 1) los compuestos 

organofosforados causan contracción del músculo liso de las vías aéreas debido a la 

acumulación de ACh liberada a través de mecanismos resistentes a TTX y w-CTX, 2) 

durante dicha contracción, la relajación inducida por el salbutamol es funcionalmente 
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antagonizada por la estimulación de los receptores M2 , y 3) después de la relajación 

transitoria inducida por el salbutamol, una contracción paradójica sobreviene debido a 

la liberación de sustancia P. 
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Paradoxical effect of salbutamol in a model of acute organophosphates 
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Jaime Chávez,I Patricia Segura,! 1\1ario H. Vargas,l* 
José Luis Arreola/ Edgar Flores-Soto,2 and Luis M. Montaño2* 
1 Departamento de Investigación en Hiperreactividad Bronquial, Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, and 
2Deparlamento de Farmacologfa, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Autónoma de México, México DF, México 

Submiued 9 June 2005; accepted in fi nal fonn 5 Decembec 2006 

Chávez J . Segura P, Vargas MH, Arreola JL, Flores-Soto E, 
Montaño LM. Paradoxical effecl of salbutamol in a model of acute 
organophosphates imoxication in guinea pigs: role of subslance P release. 
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 292: L915-L923, 2007. Flrsl 
publisbed December 8, 2006; doi:1O.11 521ajplung.00253.2005.--Or
ganophosphates induce bronchoobstruction in guinea pigs, and salbu
tamol onIy transiemly reverses Ibis effect, suggesting lhat it lriggers 
additional obstructive mee.hanisrns. To fu rther explore tbis phenom
enon, in vivo (barometric plethysmography) and in vitro (organ baths, 
inc1uding ACh and substance P concentration measurement by HPLC 
and immunoassay, respecti vely; intracellular ea2 + measurement in 
single myocytes) experimems were performed. In in vivo experi
ments, paralhion caused a progressive bronchoobstruction unti! a 
platea u was reached. Administration of salbutamol during lhis platea u 
decreased bronchoobstruction up to 22% in lhe first 5 min, bUl 
thereafter airway obstruction rose again as to reach the sarue intensity 
as before salbutamol. Aminophylline caused a sustained decremenl 
(7 1 %) o f t.he parat.hion-innncen hronchoohstrncl.ion. Tn in vitro stlln
ies, paraoxon produced a sllstained contracríon of tracheal rings, 
which was fully blocked by atropine bU( not by TIX, w-conotoxin 
(CfX), or epithelium removal. During the paraoxon-induced contrac
tion, salbutamol caused a temporary relaxation of ~ 50%, followed by 
a partial recontraction. This paradoxical recontraction was avoided by 
the Mr or neurokinin-1 (NK1)-receptor antagonists (methoclramine 
or AF-DX 116, and L-732138 , respectively), accompanied by a 
long-lasting relaxation. Forskolin caused full relaxation of the para
oxon res¡x:mse. Subslance P and, to a lesser extem, ACh released from 
tracheal rings during 6O-nnn incubation with paraoxon or physostig
mine, respectively, were significantly ine.reased when salbutamol was 
achninistered in the second half of tbis periodo In myocytes, paraoxon 
did nOl produce any change in the intracellular Ca2+ basallevels. Our 
resulls suggested that: 1) organophosphates caused smoolh muscle 
contraction by accumulation of ACh released tbrough a TIX- and 
crX-resistant mechanism; 2) during such cOl1lraction, salbutamol 
relaxation is functionally antagonized by the stimulation of M2 recep
tors; and 3) after tbis transiem salbutamol-induced relaxation, a 
paradoxical contraclion ensues due to the subsequent release of 
substance P. 

albuterol; In-adrenoceptor agonisl; parathion; paraoxon; tachykinins; 
physostigmine; airway smoolh musc1e 

PARATIIION IS ONE OF TIIE MAIN representatives of organophos
phates, a fa mi1y o f compounds synthesized since the 1940s and 
sti11 widely used a11 around Ihe world in agriculture and 
veterinary medicine as il1secticides and antihelmintics (12). To 
achieve bio logical activity, parathion must be biotransformed 

*' M. H. Vargas and L. M. Montaño contributed eq ually to this work. 
Address f oc reprint requesLS and other correspondence: L. M. Montaño, 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, l1alpan 4502, CP 14080, 
México DF, México (e-mail: lmmr@servidor.unam.mx). 

in the Uver and other tissues into paraoxon. The latter metab
olite has a very strong inhibitory capaeity on acetytcholines
terase (AChE) activity (27, 36), leading to an increase in ACh 
effects. The use of organophosphates and earbarnates are 
responsible for over 1,000,000 poisoning victims per year 
worldwide (1 7) . This figure, however, might we11 underesti
mate the problern due to the arnount of unreported cases, 
mainly in developing countries (37). 

In a previous study using an in vivo rnodel o f organophos
phate poisoning, we (35) found Iha! guinea pigs wilh an 
ongo ing parathion-induced bronchoobstruction responded to 
salbutamol administration w ith a transient bronchodilation, 
which was followed by a retuming of the bronchoobstruction. 
Those results a110wed us to speculate Ibat salbutamol triggered 
so rne obstructive rnechanism that rapidly counteracted its re
la"X ing action. h1 this regard, sorne studies have demonstrated 
that salbutamol can facilitate neurotransmitter release, such as 
ACh release from parasympalhetic nerves, through prejunc
tional i32-actrenoceptor stirnulation (11, 44 -46). Beeause such 
an effect rnight we11 explain Ibe airway obslrnetion induced by 
salbutamol, in fue present work this hypothesis and sorne other 
possible mechanisms explaining Ihe paradoxical effeet of sal
butarnol w ere explored. 

MA TERIALS AND METHODS 

Animals and experimental designo Male Hartley gu inea pigs (500 -
600 g) bred in conventional conclitions in our institutional animal 
facilities (filtered conclitioned air, 21 ± 1°C, 50 - 700/0 humidily, 
sterilized hed) and fed with Hadan pellets and sterilized water were 
used. The protocol was approved by the Scientific and Bioetbics 
Cornmittees of the Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. 
The experiments were conducted in accordance wilh the published 
Guiding Principies in the Care and Use of Animals approved by the 
American Physiological Society. 

Most experirnents were perfonned using either baromelric pleth
ysmography for freely moving gu inea pigs or the organ batll technique 
for tracheal tissue. The sequen ce of drugs administered in these 
experimel1ls is shown in Table 1. In adclition, intracellular Ca2+ 

concentration was measured in enzyrnatically dispersed trae.heal myo
cytes. 

In vivo experiments. Guinea pigs were smmed in a whole body, 
h arometric plethysmogra phy cham her for freely moving animals 
(Buxco, Troy, NY), and responses were recorded by a specialized 
software (BiosystemXA v1.5.4 , Buxco). The underlying principies of 
tbis technique have been already descrih:d by others (13,15, 21 ). The 
rnain variable in lhis method is the "enhanced pause" (Penh), which 
has been shown lo be correlated wilh LOtallung resistance in BALB/c 

The costs of public ation of this aniele \Vece defrayed in part by lhe pay ment 
of page charges. T he artiele must therefore be hereby marked "advertisemenf' 
in accordallce with 18 U.S .e. & ction 1734 solely to indicate this fact. 
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L916 PARADOX ICAL SALBlJfAMOL EFFECT IN ORGANOPHOSPHATES INTOX ICATION 

Table 1. Experimental design 

Ptethysrnography Experiments 

Sequence 

Pth 
Pth-Sal 
Pth-Ami 

7 
7 
7 

Organ Baths Experiments 

Sequence 

Pox· 
Atr-Pox 
ITX-Pox· 
w-CTX-Pox* 
Pox-Sal 
Pax-For 
Pox-Peo-Sal 
Pox-Mel-Sal 
Pox-AF-Sal 
L-732-Pox-Sal 
Phy 
Phy-Sal 
Phy- For 
CC h 
CCh-Sal 
CCll-Sal-Mel 

II 
5 
5 
4 

22 
7 
6 
8 
6 

tI 
9 
9 
5 
8 
8 
7 

AF, AF-DX 116; Ami, aminophylline; Atr, atropine; eCh, carbac hol; For, 
forskolin ; L-732, L-732138; Phy, physostigmine; Pox, paraoxon; Pro, propean-
0101; ?th, parathion; Sal, salbutamol; TIX, tetrodotoxin; w-CTX, w-conotoxin 
GVIA; Met, methoctramine. "' Separate experimellts withoul epithelium (n = 5 
foc each geoup) were also perlorrned. 

mice (2,21) and with s¡:ecific aimay resistance in guinea pigs (4, 9). 
Tlle software was adjusted to only inelude breaths witb a tidal volume 
of 1 ml or more, with a rninimal inspiratory time of 0. 15 s, a maximal 
inspiratory time of 3 s, and a maximal c1ifference between inspiratory 
and expiratory volumes of 10%. A constant air ftow (10 mI/s) was 
continuously supplied to tbe plethysmographic chamoor wilhout af
fecting !.be signal. 

After each guinea pig was put inside tbe plelhysmograpbic cham
ber, recording was ioitialed 5 mio later, and a basal measuremeOl of 
Penh was done. Approximalely 20 min laler, paralhion (10 rnglkg) or 
vebicle (propyleoglycol-efhaool , 10:1.5 vol/vol) was adminisle red by 
the intraperiloneal roule, aod from fhis poiOl onward respiratory 
parameters were recorded at minutes 5, 10, and every 10 min tl1ere
after. Tbe parathioo dose was selected based on previous (35) and new 
experiments, to obtaio tbe desired effect on airways wilhout signifi
can!. neurological effects. Because respiratory parameters were calcu
lated by tbe computer in each breath, adjustments were made lO the 
software lo average values from a11 breaths occurring within 15 s and 
tlren to average those values during tlle last 5 mill of each periodo To 
evaluate whether a contraction of the aüway smoolh muscle was a 
component of the pulmonary toxicity of paratllion, fhe bronchodilator 
effecl of salbutamol (10 ¡Lg/kg ip) or arninophylline (40 mgikg ip) was 
assessed during the plateau of the parathion-induced ainvay obstruc
tion, wbile control animals received intrape.ritoneal saline solution . 
Tbese salbutamol and aminophylline doses corresponded to tbe Lber
apeutic dosage used in bumaos, aod bolh ofthem \Vere applied 90 mio 
after paralhion administration. 

In vitro experimenls: organ baths. Guinea pigs were eutbanized by 
a pemobarbital overdose, aod four riogs (submiued lO different ex
perimenta! conditions) were oblained from !he. middle of the trachea 
and sLUdied in a S-mI orgao bath system, as previously described (7). 
Tissues were stimulated fhree times \Vilh KCI (60 mM), and theo 
paraoxon (10 lJ.M) or physostigmine (10 lJ.M) \Vas added to tbe organ 
batll. Contractile responses to these drugs were expressed as percent
age of the tbird KCI res¡xmse. We corroborated tl13l, at these concen
trations, both paraoxon and physostigmine produced comparable 
contractile responses (91.9 ± 9.4% vs. 89.3 ± 3.3% of Ka contrac
tion, respectively; P = 0.83). In sorne experiments, tissues were 
preincubated with 10 lJ.M tetrodotoxin (TIX), 0.32 lJ.M w-conotoxin 
GVIA (w-CTX; an N-type Ca2 + channel blocker), or 1 ¡LM atropine 
during the 15 min before addition of paraoxon. In a separate set of 

tissues, during the plateau of the paraoxon- or pbysostigmine-induced 
maximum contraction, salbulamol (0. 1 I.LM) or forskotio (1 ~; an 
adenylate cyclase acti valor) were added witb the aim to evaluate fueir 
relaxing effect. 

To explore tl1e role of 132- and M2-receptors in the effect of 
salbutamol, the forrner were blocked with propranolol (10 lJ.M) and 
the latter with meUloctrarnine (0.31 ¡LM) or AF-DX 116 (0.1 ¡LM), 
added 15 min before salbutamol. We corroborated that these conceo
trations of propranolol, methoctramine, and AF-DX 116 do not 
modify !he platea u of trachea! cootraction induced by paraoxon. 
Likewise, a possible participation of substance P on the effect of 
salbutamol was evaluated by using L-732138 (10 nM), a neurokinin-l 
(NK1 ) receptor antagonist (28), added to the organ baths 15 mio 
before paraoxon. We corroborated tbat these coocentrations of 
L- 732138 do noL mOOify lhe contractile response to paraoxon. Wilh 
lhe aim Lo assess if the salbulamol e ffect was tbe same during a 
paraoxon-induced contraction as during a lypical cholinergic contractile 
response, additional tissues were preconlracled wifh 0.32 lJ.M carbachol 
inslead of paraoxon. Fínally, to demonstrale a JX>Ssible functional anlag
ooiSlll belWeen Mr and ¡n-receptors (6, 16), me!.boctramine was also 
ac:h::niniSlered afler a lower dose of salbutamol (32 0M) in tracheas 
preccntracted with 0.32 ¡LM carbacbo!. 

To evaluate the role of aitway epithelium in the paraoxon-induced 
responses, guinea pig tracheal smooth muscle strips (in wbich epithe
tial layer and connective tissue surrounding smooth muscle were re
moved by dissection under stereoscopic microscopy) were used inslead 
of tracheal rings. These smOOtll muscle strips were submitled to 10 ¡;,M 
paraoxon stimulation willl or witllOUt. 10 lJ.M TIX preincubation. 

In experiments airned to obtain samples of bath fluid for substance 
P measurement , tracheal rings were incubated with paraoxon (10 lJ.M) 
for 1 b with or witbout adclition of salbutamol (100 nM) in the second 
balf of this period. Afterwards, the batb liquid was recovered and 
stored in vials al - 700C until its study. Tbese ex¡:erirrenls were 
perfonned with 3.2 lJ.M phospboramidon to avoid tbe enzymatic 
degradation of substance P by oeutral endopeptidases. Tbe same 
procedure was used to oblain samples for Aa:. rreasurement, except
ing that pbysostigmine (10 IJ.M) was used inslead of paraoxon (be
cause lhe organophosphate spoils lhe analytic colurno for ACb and 
cboline rneasurernent used in lhe HPLC system), and th:ree concen
trations of salbulamol were separately tested (1,10, or 100 J.LM). In 
addition, these last samples were filtered through 0.2-¡.un nylon 
membrane AcrOOiscs (Pall Gelman Sciences, Ann Arbor, MI) before 
its storage at - 70°C. 

AChE aclivity measurement. Tire AChE activity was determined in 
guinea pig lung 10be and plasma samples using a colorirnetric metbod 
based on the Ellman reaction (14) and expressed as percentage of 
inhibition. Briefly, the lllng tissue was homogenized in phosphate 
buffer (1 mI of phosphate buffer ¡:er 100 rng of tissue) with an 
homogenizer (Polytron Kinematica PT3100; Brinkmann, Westbury, 
NY). The bomogenate was ce.ntrifuged for 15 min at 3,000 g. Tbe 
supematant was filtered (WbaUllan 1 filter paper), and 300 lJ.l of 
supematam was added to a cuveue contaioing 2.5 mI of 5,5 ' -dithio
bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB; 0.32 mM) . ud 300 "" of pbospbale 
buffer (64 mM). The background absorbance per minUle was mea
sured at 405 nm at 25°C with a spectropbotomeler (DU-640; Beck
man, Fullerton, CA). Afierwards, 100 I.LI of ACbE substrate (42 mM 
acetyltbiocholine) was added to tbe cuvelte, and the change in absor
bance per minute was measured. Once tbe bac.kground absorbance 
was subtracted, the AChE activity was calculated as international 
uoits (lU) by nleans of tbe following equation 

IU = substrate hydrolyzedmol·min-I 'g- l tissue 

A X 3,200 

1.36 X l O' X 300 X Co 

where A is the change in absorban ce per minute, 1.36 X 1at is the 
extinction coefficieot of DTNB, Co is tbe amount of tissue in !.be 
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PARADOXICAL SALBlITAMOL EFFECT IN ORGANOPHOSPHATES INfOXICATION L917 

supemalant (milligram of tissue per milligram of buffer), and 3,200 
and 300 are tilO total valume (¡tI) of tlJe cuvette and tlJe valume (¡tI) 
of the supematant, respectively. 

Regarding plasma samples, after 1 :25 dilution in phosphate buffer , 
100 ¡Jl was added 10 a cuvette containing 2.5 mI of DTNB and 500 ~l 

of phosphate buffer. The remaining steps were 1l1e same as those 
described for lung homogenates. Tbe fonnula \Vas changed (100 J-ll of 
sample instead of 300 ¡Jl) , and IU corresponded lo substrate hyelro
lyzed mol·min-1·ml- 1 of plasma. 

ACh measuremenl by HPLC ACh and choline concentrations in 
the physostigmine-containing samples were measured by cation ex
change HPLC electrochemical detection rnethod as described by 
Poner el al. (30). In tbis technique, an analyti c column for ACh and 
choline (MF-6150; Bioanalytical Systems, \Vest Lafayette , IN), an 
irnmobilized enzyme reactor (Bioanalytical Systems) , and an electro
chemical detector (Coulochern II; ESA, Chelmsford, MA) were cou
pled to tbe HPLC (model 9012; Varian, Walnut Creek, CA). Mobile 
phase (50 mM TriS/Na004 plus 1 % ProClin reagent, pH 8.5) was 
pumped at arate of 1 m1Jmin. Standard curves of Aa. and choline 
(1-100 nM) were used for calibration. The detection !inrit of our 
HPLC system was ~0.1 nM in a 15- ¡.Ll sample. Data were stored in a 
nric.rocomputer and analyzed using a data acquisition and analysis 
software (Star Chromatography Workstation v4.01, Varian). Aa. 
production in !he samples was expressed as the sum of ACh plus 
choline detected by the HPLC system and expressed as nanomoles per 
liter. 

Substance P measuremenl. Substance P concentration was mea
sured through a competitive enzyme immunoassay kit (Cayman, Ann 
Arbor, MI). Samples were read at 405 rnn using a Multiskan MS 
photomeler (Labsystems Oy, Helsinki, Finland). Substance P coneen
tration was expressed as picograms per millililer aCler comparing with 
a standard curve made with the sallle kit The working range of Ihe 
substance P assay \Vas from 3.9 to 500 pglrnl. 

ea2 + measurement in guinea pig tracheal myocytes. Airway 
smooth musc1e from guinea pig trachea was placed in 5 mI of Hanks' 
solution containing 2 rng of cysleine and 0.05 U/mI papain and 
incubated for 10 min al 37°C. Tbe tissue was wasbed wiLb Leibovitz' s 
solution to remove the enzyme excess and then placed in a Krebs 
solution containing 1 mg/mI collagenase type 1 and 4 mg/ml dispase 
II (neutral protease) for ~ 1 O min at 37°C. The tissue was gemIy 
clisp;;rsed by mechanical agitation until detaebed cells were observed. 
Enzymalic activity was stopped by adding Leibovitz' s solution, the 
cells were centrifuged at 600 rpm for 5 min, and the supernatant was 
cliscarded. This last step was repeated once again. Afterward, cells 
were loaded with 0.5 J.LM fura-2/AM in low Ca2 + (0.1 mM) at room 
tempera tu re (22- 25°C). After 1 h, cells were allowed to seule down 
into a heated perfusion ehamber with a glass cover in the bottom. This 
chamber was mounted on an inverted mie.roscope (Diaphot 200; 
Nikon, T okyo, Japan), and the cells adhered LO the glass were 
continuously perfused al arate of 2-2.5 mI/min with Krebs solution 
(compositian in mM: NaCl 118, KCl 4.6, CaCh 2.0, MgS04 1.2, 
NaHC03 25, KH2 P04 1.2, glucose 11 , 37°C, equilibrated with 5% 
Ca, in oxygen, pH 7.4). 

Cells loaded wüh fura-2 were exposed to altemating pulses of 340 
and 380 nm excitation light, and emission light was collected at 510 
rnn using a nrierophotometer (Pboton Technology Intemational, 
Princeton , NJ). Background fiu orescence was automatically sub
tracted and determined by removing !he cell from the field before 
starting the experiments. The fiu orescence acquisüion was obtained 
every 0.5 s. ImraceUular Ca2 + concentration ([Ca2 +];) was calculated 
aecorcling to the formula of Grynkiewicz et al . (20). The Kd of fura-2 
was assumed to be 386 nM (24). The mean 340:380 fiuorescence 
ratios for Rmax and Rmin were obtained by exposing the cells to 10 
mM Ca2 + in presence of 10 J.LM ionomycin and in Ca2 +-free Krebs 
wilb 1.11 mM EGTA, respectively. Rma;w; was 8.99 and Rmin 0.35. Tbe 
fiuorescence ratio at 380-nm ligh t excitation in Ca2 + -free Krebs 
solution and Ca2 + -saturated cells (~) was 4 .9. 

Single myocytes were firsl stimulated with 10 J.LM carbachol , 
perfu sed with Krebs solution for 1 S min , and then eballenged wilh 
10 J.LM paraoxon for 4 min, adcling 10 J.LM carbachol in lbe last 
2 min. 

Drugs. Paratbion (O,O-dietbyl 0-4-nilrophenyl phosphorotbioa te) 
and paraoxon (O,O-dietil 0-4-nilrophenyl pbosphate) (Riedel-de Haen, 
Seelze, Genll3ny.) were dissolved in propylene glycol and ethanol 
(10: 1 .5 vol/vol). Physostigmine hernisulphate, ACh ch1oride, earbam
ylcholine chloride (earbae.bol), DL-propranolol hydroch1oride , tetrodo
tolcin, w-CfX, choline chloricle, salbutamol, and forskolin were all 
purehased from Sigma (S t. Louis, MO). Methoctramine tetrahydro
chloride was purchased from ICN Phannaceuticals (Costa Mesa, CA). 
AF-DX 116 was purchased from Tocris Bioscience (Bristol, United 
Kingdom). L-732138 was purcbased from Biomol Research Labora
tories (Plymouth Meeting, PA). Forskolin and AF-DX 11 6 were 
dissolved in dimethyI sulphoxide and L-732138 in ethanol while the 
other drugs were dissolved in 0.9% NaCl. Parenteral salbutamol 
sulphate (Ventolin) was purchased from Glaxo-Wellcome and ami
nophylline (Aminofi!in) from Laboratorios Pisa SA (Guadal ajara, 
Mexico) . 

Statistical analysis. Most data were evaluated through one-way 01' 

rep;;ated-measures ANOV A, followed by Bonferroni multiple com
parisons test or Dunnett' s test. Substance P deteetion was analyzed 
through Mann-\Vhitney U test. Statistical significance was set at 
rwo-tailed P < 0.05, and assessed using GraphPad InStat v3. 05. Data 
are expressed in the text and figures as means ± SE, excepting 
subs tance P concentration, wbich was expressed as median and 
range. 

RESULTS 

In vivo studies. \Ve corroborated that the parathion dose used 
in our in vivo experiments (10 mg/kg) caused (90 min later) a 
97.8 ± 0.8% and 67.3 ± 4.9% inhibition of AChE activity in 
guinea pig lung homogenates and plasma, respectively (n ~ 5 
for each group; Fig. lA). 

Administration of paratbion to control male guinea pigs caused 
a progressive increase of the basal Penh values in up to 250%, 
from 0.213 ± 0.010 to 0.566 ± 0.080, n ~ 7, and remained 
unchanged until the end of the recording period (Fig. 2). 

Salbutamol (1 0 ¡tglkg ip) caused a 31 % decrease (P < 
0.05) of the ongoing paralhion-induced bronchoconstriction 
5 min after its intraperitoneal administration, compared with 
the averaged Penh values in the previous lO-min period 
(Fig. 3). After lhis trans ient relaxation, Penh was raised 
again as to reach the same values as before salbutamol 
administration. A higher salbutamol dose (30 ¡tg/kg ip) also 
produced this paradox ical recontraction, though somewhat 
delayed in time (data not shown). By contrast, aminophyl
line produced a progressive decrement (P < 0.05 to P < 
0.00 1) of the parathion-induced bronchoconstriction lhat 
was maximal al 20 min (77 % decremenl) and remained 
relatively unchanged thereafter. 

In vitro studies. In guinea pig lung homogenates, we con
firmed that paraoxon and physostigmine caused (3 min later) a 
concentration-dependent inhibition of AChE activity (Fig. lB). 
SpecificalIy, at lhe concentration used in lhe present study (10 
f"M) either paraoxon or physostigmine produced 99.9 ± 0.1 % 
inhibition of AChE activity (n ~ 4 for each group). 

Addition of paraoxon to organ baths produced a sustained 
smooth muscle contraction of guinea pig tracheal rings (Fig. 4A). 
This response was not modified by previous incubation with 
w-crx or TIX (Fig. 4B), but was fulIy prevented and reverted 
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L918 PARADOXICAL SALBlITAMOL EFFECT IN ORGANOPHOSPHATES INfOXICATION 

Fig. 1. Inhibition of acetylcholillesterase (AChE) 
activity by organophosphates and physostigmine in 
guinea pigs. A: AChE activity in lung homogenates 
and plasma measured 90 min after intraperitoneal 
administration of parathion (10 mglkg, 11 = 5) and 
expressed as peocentage inhibition of AChE activ
ity in Iung homogenales [l.OO ± 0.06 international 
units (IU)] alld plasma (3.13 ± 0.25 IU) from 
control animals, respectively . B: in vitro nOllc umu
lative concentration -response curves lo paraoxon 
and physostigrnine 011 AChE activity in lung ho
mogenates (n = 4 experiments) and expressed as 
pe.rcentage inhibition of its respective control basal 
AChE activity ( l. oo ± 0.08 IU). Symbols and data 
correspond to means ± SE. 
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by atropine (Fig. 4, e and D). In sorne tissues, we corroborated 
that these w-CTX and TIX concentrations were enough to 
abolish or significautly diminish, respectively, tbe contractile 
response induced by electrical field stimulation (data not 
shown). Elimination of epithelium and connective tissue from 
the airway preparation not only did not interfere with the 
contractile effect of paraoxon, but it caused an increased 
response to this organophosphate, compared with whole tra
cheal rings (190.3 ± 39.3% vs. 102.1 ± 11.4% of KCI 
contraction, respectively; P < 0.02). This last response was not 
modified by TTX pretreatrnent (188.0 ± 41. 7% of KCI con
traction). 

Salbutamol (100 nM) administered during tbe paraoxon
induced contraction produced a temporary rela'lation of ~50% 
(Figs. 5 and 6) 10- 20 min after its adrninistration. From tbis 
point onwards, tissues began to contract again but without 
reaching the initial maximal paraoxon-induced contraction. A 
similar pattem was observed when tissues were precontracted 
witb carbachol instead of paraoxon (Fig. 6). \Ve corroborated 
tbat tbe relaxation induced by salbutamol was due to f3-adre
noceptor stimulation, since preincubation with propranolol 
completely abolished tbis response (Fig. 5). 

The M 2 antagonist methoctramine did not modify the on
going paraoxon-induced contraction (Fig. 4E), but fully pre
vented the paradoxical contraction occuning after the transient 
salbutamol-induced relaxation, favoring a sustained relaxing 
response of ~90% (Fig. 5). In tbis same context, a lower 
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Fig. 2. Effect of parathion in in vivo experiments. Parathion ( 10 mglkg ip) 
induced a progressive increase of the Penh value in male guinea pigs and 
remained relatively unchanged until the end of the recording periodo Symbols 
represent lhe means ± SE of n = 7 allimals. 
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concentration of salbutamol (32 nM) induced a pmtial relax
ation of the carbachol-induced contraction, and methoctramine 
(administered during tbe plateau of such relaxing response) 
was able to completely rela" tbe tissue (Fig. 4F). Likewise, 
AF-DX 116 did not affeet tbe paraoxon-induced contraction in 
tracheal rings, but permitted a complete relaxing effeet of 
salbutarnol (140.4 ± 27.1 % relaxation, not shown). Addition
ally, we found that tissue incubation with the NK1 receptor 
antagonist L-732138 allowed salbutamol to fully relax tbe 
tracheal rings and almost abolished the paradoxical recontrac
tion (Fig. 7). By contrast, forskolin completely relaxed tbe 
paraoxon response from 10 min abead (Fig. 6). Sorne of tbese 
phenomena were essentially reproduced when physostigmine 
was used instead of paraoxon (Fig. 8). 

ACh and substallce P measurements. As can be seen in Fig. 
9, control levels of ACh released fram tracheal rings during a 
60-min incubation with physostigmine had a tendency to in
crease when 1, 10, or 100 nM salbut.amol was administ.ered in 
tbe second half of tbis period, reaching statistically signiJicant 

•• 
Bual 10 20 

Time(min) 

Fig.3. Effect of bronchodilators on the parathion-induced brollchoobstruction 
in guinea pigs submitted to barometric plethysmography. The arrow indicates 
the illtraperitoneal administration of salbutamol (e. 10 IJ.-g/kg). alllinophylline 
( ..... 40 Illglkg). or satine solution (O, control group) durillg the ongoillg 
bronchoobstruction induced by parathion (lO Illglkg). Basal values were 
obtained by averaging {he Penh values frOIll lhe last 10 min before broncho
dilators adrninistration . Sylllbols represent the means ± SE of n = 7 anilllals 
in each group. *p < 0.05 and **p < 0.01 cOlllpared with their respective basal 
value (repeated-rneasures ANOVA with Bonferroni Illultiple c Olllparisons 
test). 
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Fig. 4. Representative recordings of the effect 
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of paraoxon in in vitro experiments. Paraoxon 
produced a sustained smooth muscle contrac
tion of the guinea pig tracheal rings (A) . This 
response was not modified by previous incuba
tion with TTX (B) but was completely blocked 
(C) and reverted (D) by atropine. Methoctra
mine did not modify the contraction induced by 
paraoxon but potentiated the relaxation in
duced by 0.1 f-lM salbutamol (Sal) CE) and 
removed the functional antagonism between 
carbachol (CCh) (0.32 f-lM) and salbutamol 
(0.032 f-lM) (F). Pox, paraoxon (10 IJ.M) ; Atr, 
atropine (1 IJ.M) ; KCl, potassium chloride (60 
mM) ; Met, methoctrarnine (0.31 f-lM); TTX, 
tetl"Odotoxin (10 IJ.M) . 
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difference at the intermediate concentration. On the other hand, 
addition of 100 nM salbutamol significantly increased the 
concentration of substance P recovered in the organ bath fluid 
(median 34.9 pg/ml, range 32.0-79.4), compared with control 

100 

10 20 30 40 50 60 

Time (mln) 

Fig. 5. Effect of M2 receptor antagonism on the salbutamol response during 
the paraoxon-induced contraction in tracheal rings. Paraoxon CO, 10 f-lM, n = 
11) induced a contractile response, which was partially reversed by salbutamol 
ce, 0.1 p.M, n = 11) with a tendency to contract again from 10 min onward. 
The paradoxical contraction occurring after the transient salbutamol-induced 
relaxation was fully abolished by the M2 antagonist methoctramine favoring a 
relaxing response of -90% C-, 0.31 f-lM, n = 8). Propranolol Cl', 1 f-lM, n = 

6) completely abolished the salbutamol relaxant effect. Symbols represent the 
means :!: SE. *p < 0.05 and **P < 0.01 compared with the paraoxon group 
and tP < 0.01 compared with the paraoxon-salbutamol group (one-way 
ANOV A with Bonferroni multiple comparisons test). 

tissues without salbutamol (median <3.9 pg/ml, range <3.9 -
9.4; P < 0.0001; Fig. 10). 

Single ceU studies. Baseline concentration of [Ca2 +]i in 
airway myocytes was 49 ± 7 nM, n = 4. Carbachol addition 
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Fig. 6. Effect of salbutamol and forskolin on the paraoxon-induced contraction 
in tracheal rings. Paraoxon (O, 10 f-lM, n = 11) induced a contractile response, 
which was partially reversed by salbutamol (e, 0.1 IJ.M, n = 11) with a 
tendency to contract again from 10 min onward. Forskolin ("', 1 IJ.M, n = 7) 
completely abolished the paraoxon-induced contraction. The sustained con
traction induced by carbachol (o, 0.32 f-lM , n = 8) was moderately reversed by 
salbutamol following a similar pattern as was observed in the paraoxon group 
(_,0.1 f-lM, n = 11). Symbols represent the means :!: SE. *P < 0.01 compared 
with their respective control group; tP < 0.01 compared with the paraoxon
salbutamol group (one-way ANOVA with Bonferroni multiple comparisons 
test) . 
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Fig. 7. Effect of a neurokinin-l (NKÚ antagonist 011 the salbutamol response 
during Lhe paraoxon-induced cOIlLraction in tracheal rin gs. 11le paradoxical 
cOlltraction occllrring after lhe transient salbUlamol-induced relaxation (e, n = 

10) was fully abolished by lhe NK 1 receptor antagonist (L-732 138; o, n = 11) 
favoring a complete relaxing response. Symbols represent tile means ± SE. 
*p < 0.05 and **p < 0.01 compared with lhe paraoxon-salbutamol group 
(nonpaired Student' s t-test). 

eaused a transient Ca2 + peak followed by a plateau (Fig. 11). 
Paraoxon did not modify the [Ca2 +]i or the response to a 
superimposed stimulation with earbachol. 

DISCUSSION 

In lbe present study, we found lbat, under conditions of 
AChE inhibition, salbutamol induced lbe release of substance 
p. and to a lesser extent ACh, with a subsequent contraction 
large enough to overcome its relaxing effect. 

Paratruon is an organophosphate pesticide with a well 
known and potent inhibitory effeet on AChE aetivity (8, 35) 
mediated through its active metabolite, paraoxon. One toxico
logical consequence of the resulting ACh accumulation is 
airway obstruction, which in in vivo conditions has been 
postulated to be mediated by a combination of airway smoolb 
musc1e contraction, augmented mucous secretion, and edema 
(35). In lbe present work, we found that the main physiopatho
logical mechanism involved in the organophosphate-induced 
airway obstruction was the smooth musc1e contraction, since in 
in vivo conditions aminophylline rapidly reverted much of this 
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Fig. 8. Effect of physostig mine on guinea pig tracheal rings. Physostigmine 
administration (O. 10 ~M, n = 9) induced a contractile .response. Salbutamol 
addition (e , 0. 1 f..LM , n = 9) induced a temporary relaxation, but forskolin 
(Jo. , 1 f..LM, n = 5) completely reversed it. Symbols represent the means ± SE. 
*p < 0.01 compared with physostigmine grou p; tP < 0 .01 compared with 
salbutamol group (one-way ANOVA with Bonferroni multiple comparisons 
test). 
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Fig. 9. Effect of salbutamol on ACh release from tracheal rings i.llcubated with 
physostigmine foe 60 mino Tissues were incubated foe the last 30 min wüh 
different concentrations of salbutamol and compared with control tissues. Raes 
and verticallines rep.resent [he means ± SE of n = 11 animals . *p < 0.05 
(repeated-measu.res ANOVA with Dunnett's test). 

obstruetion (71 %; Fig. 3), while forskolin eaused a rapid and 
complete relaxation of the paraoxon-induced contraction in 
vitro (Fig. 6). The eholinergic nature of lbis response was 
confirmed by lbe total abolishment of the contraetion by 
atropine in the in vitro preparation. This response, however, 
was TTX- and w-CTX-resistant, suggesting that spontaneous 
ACh release involves mechanisms other than those c1assically 
occurring during neuronal depolarization. Such additional 
mechanisms have been already postulated by olbers (1). Be
cause there is good evidence that minute amounts of ACh may 
also be produced by nonneuronal sourees (27, 29), an alterna
tive possibility is lbat ACh was not coming from nerves but 
from other airway cell types. In separate experiments, we ruled 
out a major role of airway epithelium as additional source of 
ACh in lbe organophosphate-indueed eontraction, but furtber 
experiments are needed to discard other sources such as airway 
smoolb musc1e (41 ). 

Contrasting with forskolin and aminophylline, salbutamol 
was unable to induce a sustained relaxation (in vitro) or 
bronchodilation (in vivo) and, furthermore, its moderate and 

100 

• • 
------cx:xx> 

Control SB lOOnM 
Fig. 10. Effect of salbutamol on subslance P release from tracheal rings. 
Symbols represent the substance P c oncentration accumulated during 60-min 
incubation with 10 mM paraoxon without (control group, n = 7) or with 
salbutamol (SR; 100 nM, n = 13) for the last 30 min o DL, detection limit. *p < 
0 .0001 (Mann-Whitney U test) . 
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• Carb_110 ¡.M 

soo 
• PlU'ao:lOlllO JIM 

... 
! :lOO -~ 100 
~ 

o -Fig. 11. Effect of paraoxon 011 lhe carbac hol-induced intracellular Ca2+ 
([Ca2+] ,) changes in single aiJway smooth muscle cells. Catbachol addition 
caused a trall sient Ca2+ peak, followed by a plateau (filled bar, n = 4). 
Paraoxo n inc ubation did llot modify {he response to a superimposed stimula
tion with carbachal (hatched bar). W, washillg. 

transient relaxing effect was rapidly overlapped by an addi
tional contractiOll. At least in the in vivo experiments, fue dose 
used in our study (10 ¡Lglkg ip) was close to lbe intravenous 
dose recommended for the acute relief of severe asthmatic 
bronchosp.1Sm in children (5). Additionally, in a previous work 
(35), we found tbat aerosolized salbutamol at tberapeutic doses 
used in humans (2 mglrnl, 2 min) also praduced lbe paradox
ical effec!. Thus lbe paradoxical effect of salbutamol in guinea 
pigs occuned at dases equivalent to those used in humans. 

In addition to their main pharmacological effect on airways 
(relaxation of smooth muscle), several Shldies have demon
strated that salbutamol and other ~radrenoceptor agonists are 
capable of stimulating vagal nerve ends to induce ACh release 
(11, 44-46). This might explain tbe increment of ACh con
centration observed in fue organ bath ftuids after salbutamol 
administration. Nevertheless, this increment was small enough 
as to raise doubts about its potential role in the paradoxical 
recontraction induced by salbutamol. 

Contrasting witb lbe ACh results, salbutamol was able to 
induce a significant increase of substance P concentration. This 
last tachykinin may explain the secondary contraction observed 
during the salbutamol response, which is in agreement with the 
almost full relaxation occurring during lbe antagonism of NK, 
receptors. It is well known that an extensive network of 
tachykinin-containing nerve ends (C fibers) is located witbin 
and below lbe airway epilbelium, including lbe trachea (3 8, 
42). Thus one possible explanation of salbutamol- induced 
tachykinin release is tbat salbutamol directly stimulates C 
fibers. However, to our knowledge, the presence of prejunc
tional ~2-adrenoceptors in C fibers has not been described so 
far , and thus this possibility requires further demonstration. 
The possible role of C fibers is in agreement with a recent work 
by Keir et al. (25). They demonstrated tbat a W-day treatment 
witb f32-adrenoceptor agonist (RS- and S-albuterol) induced 
bronchial hyperresponsiveness (BHR) in sensitized and non
sensitized guinea pigs. The development of BHR was pre
vented by capsaicin treatment, suggesting a role of sensory 
nerves (C libers) in tbis phenomenon. 

In our in vitro studies, we found that the transitory character 
of the relaxation induced by salbutamol was similarly observed 
during the contraction induced either by paraoxon, physostig
mine (a nonorganophosphate compound), or carbachol, sug
gesting lbat increased concenrrations of ACh in tbe micro-

environment sillTounding the smooth muscle is necessary for 
lbe paradoxical effect of salbutamol to take place. Cholinergic 
contraction of smooth muscle involves activation of both M3 
and M2 receptors. The larter is known to be coupled to G j 

protein and hence to produce inhibition of adenylate cyclase 
(33 J. Thus mechanisms induced by M2 receptor activation are 
particularly opposed to lbose produced during f32-adrenoceptor 
stimulation. This functional antagorusm between M2 and ~2-

receptors has been already reported (6, 16) and might be 
largely involved in our results, inasmuch as lbe blockade of M2 

receptors by metboctramine or AF-DX 116 enhanced lbe 
salbutamol-induced relaxation and abolished tbe paradoxical 
effect. \Ve were able to demonstrate the existence of this 
functional antagonism by using a slightly lower concentration 
of salbutamol (32 nM). In tbese experiments, salbutamol 
caused an ~50% relaxation of the carbachol-induced contrac
tion, and tbe subsequent blockade of M2 receptors by melboc
tramine produced a rapid and complete relaxation of the tissues 
(Fig. 4F). In summary, our results strongly suggest tbat at least 
two mechanisms are involved in the paradoxical effect of 
salbutamol during an acute organophosphate intoxication: 1) 
the functional antagonism between M2 and ~2-receptors; and 
2) lbe salbutamol-induced release of substance P. 

However, additional mechanisms might also be involved. 
For example, van den Beukel et al. (39) studied lbe effect of 
parathion and paraoxon on Chinese hamster ovary cells trans
fected with muscarinic M3 receptors. They concluded that 
these organophosphates act as agonists on M3 receptors 
(which, in airway smooth muscle, mediate the ACh contractile 
effeet). In tbis context, we did not find a direct effect of 
paraoxon in single airway smooth muscle cells. On the other 
hand, Fryer et al. (18) and Lein and Fryer (26) recently 
postulated lbat organophosphate insecticides induce BHR 
through a decrease in the neuronal M2 muscarinic receptor 
function. This prejunctional receptor limits the release of ACh 
fram pulmonary vagal nerves (1 9) and tbus its inhibition by 
organophosphates would favor the release of this neurotrans
mitter if a subsequent neural stimulation takes place. To what 
extent these mechanisms are participating in the paradoxical 
effect of salbutamol remains to be elucidated. 

Exposure to organophosphate pesticides may worsen symp
toms in asthmatic patients or induce respiratory complaints 
such as wheezing in nonastbmatic subjects (3, 22, 32, 43). In 
the case that an organophosphate poisoning is recognized, the 
appropriate treatment with oximes and atropine is likely to be 
started. Nevertheless, in many cases, organophosphate poison
ing is low-grade in nature, and the exposure history to organo
phosphate might not always be evident (22, 37) . In lbis last 
setting, it is expected that a ~2-adrenoceptor agonist such as 
salbutamol is administered for the treatment of wheezing. In 
this context, our current results in these in vivo and in vitro 
models of organophosphate pesticide intoxication allow us to 
speculate that effectiveness of such treatment might be less 
than expected or may even worsen the bronchial obstruction. 
This last speculation warrants further investigation. Addition
ally, clinical shldies in asthma have found that chronÍC treat
ment with ~2-adrenoceptor agonists worsens asthma control 
(34) and induces BHR to a number of bronchoconstrictor 
stimuli, including methacholine, histamine, exercise, and aller
gen (10, 23, 34, 40). Therefore, one possible explanation of!bis 
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adverse effect of salbutamol could be related to its effect on 
tachykinin release. 

According to our results, we concluded that: 1) organophos
phates caused smooth muscle contraction by accuffi ulation of 
ACh released through a ITX- and w-CTX-resistant mecha
nism; 2) during such contraction, salbutamol relaxation is 
functionally antagonized by lhe stimulation of M2 receptors; 
and 3) after this lransient salbutamol-induced relaxation, a 
paradox ical contraction ensues due to substance P release. 
Thus further studies on the potential adverse effect of salbuta
mol during organophosphate-induced bronchoobstruction in 
hurnans are warranted. 
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