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RESUMEN

lLa hiperreactividad de las vias aéreas en animales de laboratorio se¢ demuestra
generalmente a través de curvas dosis-respuesta a un agente broncoconstrictor inhalado o
iniravenoso. Sin embargo, la semejanza entre estas dos vias de entrada no ha sido bien
estudiada. Por eso, examinamos las respuestas de las vias aéreas a acetilcolina e histamina 16 a
18 h después de la exposicion a Oz (3 ppm, 1 h) u a aire por medio de dos métodos
pletismograficos (respirando espontaneamente y ventilades mecanicamente) y usando dos
vias de administracion: inhalada e intravenosa. Encontramos que el O3 causa hiperreactividad
de las vias aéreas a agonistas intravenasos, pero no a los nebulizados, independientemente del
método pletismografico usado. La eficacia de la via inhalatoria para definir la hiperreactividad
de las vias aéreas en animales respirando espontaneamente se corroboré con acetilcolina
inhalada después de un reto antigénico o prolongando la exposicion a Oz a 3 h La actividad de
la acetilcolinesterasa (AchE) no se modificd por la exposicion a O3 ni en homogenados de
pulmén, ni en muestras de sangre. Asi, concluimos que los agentes inhalados son menos
eficaces para la determinacion de hiperreactividad por O3 que los intravenosos, al menos para
una exposicion de una hora a 3 ppm, y esta diferencia parece no estar relacionada con la
inhibicién de la actividad de AchE por la exposicidn a Oj.



L. INTRODUCCION

El asma es un padecimiento de etiologia variada y tal vez, multifaciorial Se caracleriza
por inflamacidn de las vias aéreas, disminucion reversible del flujo aéreo, hiperreactividad vy
aumento en la variabilidad dia-noche del flujo expiratorio (NHLBI, 1995). El enfermo asmatico
presenta hiperreactividad de las vias aéreas que correlaciona con la severidad del padecimiento
(O'Byrne; 1992) y que se define como un aumento en la facilidad con que el musculo fiso se
contrae en respuesta a estimulos farmacoldgicos o fisicos (Hargreave y Col.,, 1981) Puede
deberse a un dafio epitelial de las vias aéreas (Barnes y Col, 1985), a la liberacion de
mediadores quimicos de la célula cebada (Shields, R.L. y Gold, W.M., 1987), a la generacion
de un proceso inflamatorio (Fabbri y Col., 1984), a la estimulacion del reflejo vagal {Campos y
Col, 1992), a la estimulacion del sistema contractil no adrenérgico no colinérgico (NANC)
{Lundberg y Col, 1983) y al aumento del calcio citosdlico (Montafto y col, 1993) La
hiperreactividad se evalia realizando en el paciente un reto bronguial, es decir, administrandole
dosis crecientes de agentes broncoconstrictores nebulizados y registrando el volumen
espiratorio forzado al primer segundo (VEF,). Las respuestas espiratorias a cada dosis del reto
bronquial se expresan como porcentaje de disminucion en el VEF, y si éste es superior a un
20% se considerara que ese individuo padece la enfermedad (Fig A).

Fig A. Curvas dosis-respuesta a acetilcolina nebulizada en sujetos normales y en
asmaticos con hiperreactividad moderada y severa. Las respuestas se miden como caida
porcenfual en el VEF, desde su valor basal. El VEF, del sujeto normal y del asmitico
moderade alcanza una meseta, pero no el del asmitico.
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[.a hiperrcactividad de las vias aéreas puede reproducirse en animales de laboratorio por
diferentes métodos Uno consisie en la exposicion de diferentes especies animales. inclusive ¢l
cobayo, (Cainpos y Col 1992, Selizer y Col 1986; Montailo v Col 1993) a una concentracion
aguda (3 ppm) de ozono (Os) Otro método considerado como el modelo tradictonal es la
sensibilizacion de los animales a un alergeno como la ovoalbumina (Campos y Church, 1992,
Vargas y Col., 1994, Pretolani y Col., 1994) En los cobayos sensibilizados nebulizados con
este antigeno se desarrollan sintomas respiratorios especificos de una sensibilizacion
anafildctica (tos, broncoconstriccion). Al cabo de | a 3 h, estos sintomas desapareceran y sc
desarrollara htperreactividad a His o Ach. (Kallos O y Katlos L, 1984) Estos sintomas se deben
a que durante la nebulizacién con el antigeno las células inflamatorias liberan diversas aminas
bioactivas (proteina cationica y proteina basica mayor del eosindfilo), mediadores inflamatorios
lipidicos (factor agregador de plaquetas PAF, leucotriénos LTC,, L.TDs, LTE,, prostaglandina
Da), y citocinas {TNF, [L-t, [L-4, IL-5, y la IL-6) (Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS, 1995}

En este estudio utilizamos el primer método con el fin de evaluar este modelo como
herramienta de estudio de la hiperreactividad, ya que es mas sencillo y requiere menor tiempo
que la sensibilizacion a ovoalbumina. Tanto en la exposicion a Oy, como en la sensibilizacion,
los animales desarrollan hiperreactividad, es decir, se vuelven mas sensibles a la histamina
(His) o a la acetilcolina (Ach). En modelos experimentales, estos agentes se administran por via
inhalada (Nishikawa y Col. 1990, Kude y Col., 1996} o intravenosa (Vargas y Col,, 1998,
Yeadon y Col., 1992), pero las diferencias entre ellas han sido poco investigadas por lo que
decidimos estudiar si ambas vias son confiables y/o equiparables (Roum J.H. ¥y Murlas. C,
1984). En la clinica, estos agentes se administran por via inhalada, ya que es ati para obtener
un diagnostico certero evitando la necesidad de usar un método invasivo.

En el laboratorio, la hiperreactividad se evalla por medio de la pletismografia de
animales en libre movimiento (técnica no invasiva; Buxco, Inc., N.Y., USA) ya que, através de
un paquete computacional calcula un indice de broncoconstriccion (Penh, “enhanced pause”™ o
pausa incrementa) que toma en cuenta varios parametros respiratorios (tiempo espiratorio,
tiempo de relajacién, pico del flujo espiratorio y pico del flujo inspiratorio). Este indice
correlaciona con la resistencia de las vias aéreas (Eum y Col.,1995) y se reporta como un indice
de resistencia pulmonar (iRi.)

Para evaluar los resultados de la administracion de agentes broncoconstrictores por via
endovenosa se usa generalmente pletismografia para animales anestesiados y se regisira la
resistencia pulmonar total {R1). Este método también tiene ventajas como conocer con certeza
las dosis administradas y evitar la pérdida (dilucion) del farmaco como ocurre cuando el agente
es administrado por via inhalada. Estas ventajas sobre la via inhalada hacen a la via endovenosa
mis exacta para la evaluacion de la hiperreactividad, por lo que pensamos que la via de
administracion del agente broncoconstrictor modificara de manera distinta el iRL y €l RL. Este
argumento se sustenta en el trabajo de Corddry y Col., quienes demostraron en perros que las
mediciones de la resistencia pulmonar total y de la resistencia de las vias aéreas periféricas
presentaban el mismo patrén de respuesta a la histamina infravenosa, mientras que con
histamina nebulizada obtenian resultados diferentes.

La determinacion de hiperreactividad usando agonistas nebulizados 16 a 18 h después
de la exposicion parece depender de la duracién de ésta (Murlas, C y Roum, J.H., 1985), por lo
que sera interesante comparar los resultados de exposiciones cortas con los de exposiciones
largas. En este trabajo encontramos que a la exposicion a 3 ppm de O por una hora los agentes
inhalados no detectan la hiperreactividad como los intravenosos y se describen algunos posibles
mecanismos para explicar esa diferencia,



Otras lineas de investigacion seitalan que la exposicidon a Oy inactiva algunas enzimas, enire
¢llas la acetilcolinesterasa (Buckley, RD y Col | 1975, Gordon, Ty Col, 1981); en ambos casus
la medicion de la actividad de esta enzima fue realizada corto tiempo después de la exposicion
al gas Nuestro objetivo en este sentido seria caractenizar st la acetlcolinesterasa se inactiva 16-
I8 h despucs de ta expostcion a Oy

En este trabajo encontramos que la manifiestacion de la hiperreactividad por Oy varia al
administrar los agentes broncoconstnictores por via inhalada o endovenosa, los agentes
inhalados son menos efectivos que los endovenosos para detectar este fenémeno. Por otro lado,
la actividad de la acetilcolinesterasa no se altera 16-18 h después de la exposicion a Os.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hiperreactividad de las vias aéreas generada por la exposicion a O3 puede determinarse por la
administracion endovenosa o inhalada de agonistas broncoconstrictores. Sin embargo, la
manifestacién de este fenémeno parece estar influida por la via de administracion del agente
broncoconstrictor, por la duracion de la exposicion a O v/o por la inactivacion de la
acetilcolinesterasa.

HIPOTESIS

- La hiperreactividad inducida por la exposicion a Oy puede estar mediada por la
inactivacion de la acetilcolinesterasa y serd influida por ta via de administracion del
agente broncoconstrictor y la duracion de la exposicion.



IL OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERALES

Determinar st la hiperreactividad de tas vias aéreas en respuesia a la exposicion aguda a
O;. se manitiesta por agonistas broncoconstrictores administrados por via inhalatoria o por via
mtravenosa,

OBJETIVOS PARTICULARES

1 investigar si la hiperreactividad de las vias aéreas del cobayo generada por la
exposicton aguda a Oz (3 ppm/1 h) se relaciona con la via de administracion del
agente broncoconstrictor,

2. Definir, usando agentes nebulizados, si la hiperreactividad de las vias aéreas del

cobayo generada por O; se relaciona directamente con la duracion de la exposicion

(3 ppm por I & por 3 h).

Caracterizar si [a actividad de la acetilcolinesterasa pulmonar o sanguinea se inhibe

por la exposicton a Oy,

d



IV. METODOS

Animales y diseiio experimental

Se emplearon cobayos Hartley, machos, entre 400 y 500 g de peso, criados en
condiciones convencionales (aire acondicionado filtrado, 21£1°C, 50-70% de humedad, cama
esteriltzada, alimentados con pellets Purina, suplementados con alfalfa fresca desinfectada y
agua esterilizada ad /ibirnm) La hiperreactividad de las vias aéreas a acetilcolina (Ach) e
histamina (His) se evalud construyendo curvas dosis-respuesta para cada agonista. Usamos dos
métodos para medir la respuesta pletismografia en animales respirando espontaneamente y
platismografia de animales mecanicamente ventilados En cada método, los retos bronquiales se
realizaron administrando las drogas por la via nebulizada o intravenosa, para lo cual se
estudiaron 4 grupos de animales

- Libre movimiento respirando espontineamente/nebulizados
- Libre movimiento respirando espontaneamente/ intravenosos
- Respirando mecanicamente/nebulizados

- Respirando mecdnicamente/intravenosos

Con respecto al grupo respirando espontineamente/nebulizados, la naturaleza no-
invasiva de esta técnica nos permitio realizar dos curvas dosis-respuesta en el mismo cobayo
En estos animales la primera curva se realizé aproximadamente 24 h antes del Qs o del aire
(grupos control), y l2 segunda se realizd 16 a 18 h después de la exposicion. En los grupos
restantes, se realizé unicamente una curva dosis-respuesta después de la exposicion a aire u O;
en cada animal. Ademas, un grupo de animales sensibilizados, respirado espontineamente, se
sometiy a una curva dosis-respucsta a Ach inhalada 24 h antes y 3 h después del reto
antigénico. Finalmente, grupos adicionales de cobayos con o sin exposicion a Oy se usaron para
evaluar la actividad de la acetilcolinesterasa { AChE)} en homogenados de pulmon y en sangre

Pletismografia de animales respirando espontaneamente

Cada cobayo se colocd en una caja pletismografica (Buxco Electronics Inc.. Troy, NY,
USA) disefiada para animales en libre movimiento. Esta camara recibe un flujo continuo de aire
(10 ml/s) que no modifica las sehales respiratonas. Esta metodologia ha sido descrita
detalladamente en varios trabajos (Chand y Col., 1993, Chavez y Col., 1996, Hamelmann y
Col., 1997). Brevemente, la presion dentro de la cdmara se midid por medio de un transductor
de presion diferencial (SCXLO0O4DN, Sen Sym, Milpitas, CA, USA) conectado a un
preamplificador y monitoreando continuamente por medio de un paquete computacional
(Buxco Biosystem XA vl.1). Los cambios en la presidn de la camara representan la diferencia
entre la expansion/contraccion toracica y el volumen residual (aire extraido/afadido a la camara
durante la inspiracidn/espiracton). La presién de la caja se diferencia para obtener una sefial de
pseudo-flujo, que luego se analiza por un paquete computacional para obtener un indice
llamado “pausa incrementada * o Penh (enhanced pause). El valor de Penh se obtiene para cada
respiracion por medio de la formula

Penh=(Te-R)/R(PEP/PIP)



Donde Ve = tiempo espiratorio, &7 - tiempo de relajacidn, /P < pico de presion
espiratoria y £//* - pico de presion inspiratoria. Los valores de Penhr usados en nuestro estudio
se obtuvieron promediando valores registrados cada 15 s. El paquete computacional se ajusio
para que aceptara unicamente respiraciones con un volumen corriente de | ml o mas, con un
tiempo inspiratorio de 0 15 s, un tiempo maximo inspiratorio de 3 s y una diferencia maxima
entre los volumenes inspiratorio v expiratorio de 10%. Un estudio reciente en ratones
(Hamelmann y Col ., 1997) demostrd que el Penh tenia una correlacion positiva con la medicion
de resistencia pulmonar total (RL), que refleja la resistencia de las vias aéreas (Raw) y/o la
resistencia del parénquima pulmonar (Rti). Por eso, en este estudio el Penh se considerd como
un indice de reststencia pulmonar total (iRL), como se ha propuesto previamente por otros vy
nosotros {Allen y Col , 1995, Chavez y Col, 1996, Hamelmann y Col., 1997, Sommer y Col ,
1998). Mas aun, en este estudio usamos la pletismografia para medir las respuestas agudas a
dosis crecientes de Ach o His. Estas respuestas se caracierizaron por un incremento transiterio
de los valores de iRi. regresando espontineamente a los valores basales después de
aproximadamente 10 min, lo que implica una reversibilidad del incremento en la resistencia
pulmonar, sefialando que la obstruccion de las vias aéreas es el componente principal de ese
incremento  Esta considerzcion estd de acuerdo con el descubrimiento reciente de que la
sensibilidad de las vias aéreas a histamina (evaluado como PC100) obtenido en cobayos por
medio de mediciones de Penh es muy similar al obtenido con mediciones de sRaw (resistencia
especifica de las vias aéreas) (Chong y Col., 1998). Por ello, es muy probable que en nuestro
estudio el iRL reflgje principalmente la resistencia de 1as vias aéreas.

En ésta camara pletismografica se usaron dos rutas de administracion: inhalatoria
(respirando espontaneamente/nebulizados) e intravenosa (respirande espontineamente
fintravenosos). En este Gltimo caso, 1a ACh (0.18 a 56 pg/kg, i.v.) o la His (0.18 a 56 pg/kg,
i.v) se administraron como bolo Unico por medio de un cateter introducido en la vena yugular
izquierda, y cada cobayo se colocd en una jaula metilica que restringia sus movimientos,
limitando asi la posibilidad de que pudiera arrancarse el cateter. Debido a esta ultima maniobra
(restriccidn de movimientos y procedimientos invasivos), la comparacién con los animales en
libre movimiento tal vez no sea apropiada. Por eso, otro grupo de cobayos respirando
espontineamente/ nebulizados fue sometido a las mismas operaciones que los animales del
grupo respirando espontaneamente/ intravenosos.

Pletismografia para animales mecanicamente ventilados.

La R1. se¢ midio a través del método isovolumétrico en una caja pletismografica (Buxco
Electronics Inc.) cerrada. Los cobayos se anestesiaron con pentobarbital sodico (35 mg/kg ip.),
y la profundidad de la anestesia se mantuvo con la administracién de pentobarbital
(aproximadamente 9 mg/kg i.v.) cada hora. Cada animal recibio bromuro de pancuronio (0.06
mg/kg, i.v.) para evitar los movimientos respiratorios espontineos, Después de canular la
traquea, cada amimal se ventild mecanicamente (Harvard Apparatus Lid., modelo 50-1700,
Inglaterra) con un volumen corriente de 10 ml’kg y 48 respiraciones/min. La vena yugular
derecha y la carétida izquierda se canularon para la administracion de medicamentos y para el
registro de la presidn arterial por medio de un poligrafo Beckmann R-612. Una c4nula con agua
se coloco en el tercio medio del esdfago para medir la presion intraesofagica como un substituto
de la presion intrapleural. Las presiones obtenidas de las canulas traqueales y esofagica se
registraron por medio de un transductor de presion diferencial (SCXLO0O4DN, Sen Sym} La
presién dentro de la camara pletismografica también se registré por medio de un transductor de
presion diferencial. Esta ultima sefial fue convertida a una sefial de pseudo-flujo por medio de

11



un paquete computacional (Buxco Biosysiem XA vi 0) También se calculd la relacion entre
ambos parametros para obtener ta Ri por medio de la tormula R1.=AP/AV mediante el software
previanicnte mencionado

Reto bronquial.

La hiperreactividad de las vias aéreas se evalué por medio de retos bronquiales usando
agonistas inhalados o intravenosos en cobayos respirando espontanea o mecanicamente

El reto bronquial nebulizado en amimales respirando espontaneamente se hizo en la
camara pletismogrifica. Por ello, después de una nebulizacion basal (0.9% NaCl por 2 min) se
nebulizaron durante 2 minutos dosis crecientes de Ach (0.056 a 3.2 mg/ml) o His (0.018 a 32
mg/mi). El intervalo entre dosis fue de aproximadamente 5 a 12 minutos, tiempo suficiente para
recuperar el valor basal de iRL. Después de cada dosis, se registro el iRL durante 5 min y se
calculd el valor promedio. El procedimiento termind cuando, después de una dosis, se doblo
tres veces el valor basal de iRL (obtenido después del suero salino fisiologico) Las
nebulizaciones se hicieron usando un nebulizador Bennett US-1 (flujo 2 ml/min). con una
mezcla de tamafho de particula de 44% <4 pm, 38% 4-10 pm, y 18% > 10 um (Muli-Stage
liquid impinger, 20 L/min, Bukard Manufacturing Co., Ltd., England). En el caso de los
cobayos ventilados mecanicamente, el agente nebulizado se distribuyo llevandolo a la entrada
del ventilador por medio de una reservorio plastico, y en estos ltimos animales la exposicién a
los agonistas nebulizados durd unicamente | min.

Con respecto al reto bronquial intravenoso, después de una respuesta basal con suero
salino fisiologico (0.1 ml de NaCl 0.9%, i.v.) se fabricod una curva dosis-respuesta para Ach
(0.18 a 56 pg/kg, i.v.) o His (0.18 a 56 pgikg, iv). Después de cada dosis, se obtuvo la
respuesta maxima (iRL en animales respirando espontineamente y RL para los ventilados
mecanicamente) como promedio de 10 respiraciones durante 3 minutos. Como se describid en
el parrafo anterior, la curva dosis-respuesta se terminé cuando se obtuvo un valor de 3 veces el
valor basal de iRL o de Ri.

Exposicion a Ozone

Otro grupo de cobayos Hartley fue instalade, inmediatamente después de ser destetados,
en un ambiente con una concentracion minima de O3 {<0.015 ppm) que se logra empleando
filiros de aire (Heaven, AllerMed Corp., USA). Entre 16 y 18 h antes de la caracterizacion de la
hiperreactividad, los cobayos experimentales fueron expuestos a 3 ppm de Oz durante 1 63 h
El 05 se produjo pasando un flujo continuo de aire (3 L/min) a través de un ozonizador
(Puraqua-V. purificadores Eléctricos por Ozono, México, D.F.} en el que un arco eléctrico
convierte el aire en O,. Se verificd continuamente la concentracion del gas empleando una
analizador de O; por luz ultravioleta (modelo 1008 PC, Dasibi Environmental. CA, USA)
conectado a la camara de exposicion (48 X 73 X 32 c¢cm) por medio de tuberia de Tygon
{diametro interno 3/16", diametro externo %%~ Cole-Parmer Instrument Company, Hlinois, USA)

Método de Sensibilizacién a Ovoalbumina

Un grupo de 5 cobayos fue sensibilizado a ovoalbimina, segin la metodologia reportada
por nosotros (Sommer y Col., 2001). Al alcanzar 300 g de peso, los cobayos de este grupo
recibieron intraperitonealmente 0.5 ml de suero salino fisiologico (SSF) donde previamente se
habian disuelto 40 pg de ovoalbimina (OA) y | mg de AI(OH), Ocho dias después. estos



respuesta consecutivamente La significancia estadistica se establecio a dos colas, p 005 Los
datos en el texto e ilustraciones se expresan como promedio  error estandard de la media



IV. RESULTADOS

Valores basales de la funcién pulmonar y su relacion con la hiperreactividad de las vias

aéreas.

En la mayoria de los grupos estudiados, la medicion basal del iRt. o el RI. no se modifico antes
o después de la exposicion a Oy o del reto antigénico. Sin embargo, en los grupos de cobayos
expuestos a 3 ppm de (); durante | h, nebulizados con histamina y aquelios que recibicron Ach
endovenosa (respirando espontaneamente) asi como los expuestos durante 3 h, si se
modificaron significativamente los valores basales de PENH (Tabla 1).



Tabla 1. Valores basales de iRL y RL de los grupo estudiados.

Reto a Acebltohna Rete a Histamina
. Después de la Después de la
Antes de la £xposicion exposicién Antes de la Exposicion exposicion

Respirando
espontancamente/nchulizados

iRy

Are

Czono 2ppm. th

Ozono 3 ppm, 3h

Antigeno

Respirando

espont te/nebulizados

{movimientos restiangidos) (iRL)

Are

Ozono 3ppm, 1 h

Respirando
espontancamente/intravenosos

(R
Arre

Ozono 3ppm, 1 h
Ventilados
mecinicamente/nebulizados
(RL, cmH:0-mf7-s)

Are

Ozono Ippm, 1 h
Ventilados
mecinicamente/intravenasos

(RL. cmH0-mHs)
Adre

Ozono I pom. 1h

iRL= indice de resistencia pulmonar total (Penh) RL= resrstencia putmonar folal. * p<0.05 y ** p<0.01 comparacdo con & grupo “antes

0210 = 0013 {n=6)

0.221 x 0 020 (n=6)

0222 £ 0011 (n=11)

0245 £ 0 013 {n=5)

0213 £ 0.204 (n=6}

0204 + 0 020 (n=6)

0.263 £ 0019 (n=11)"

0239 £ 0 018 {n=5)

0.298 + 0.01% {n=6)

0.324 £ 0.045 (n=4)

0.453 + 0.028 {n=7)

0.324 £ 0.026 (n=6) T

0.805 + 0.073 {n=7)

0.865 + 0 024 (n=6)

0 887 £ 0.055 (n=6)

0935 £ 0.028 (n=6)

0333 £ 0.047 [n=7)

0.251 £ 0.019 {n=6)

0 367 + 0 063 {n=7)

0287 20 022 (n=6)"

0.393 + 0.020 (n=4)

0.487 + 0,039 (n=4)

0.454 1 0.022 (7=7)

0381 + 0.048 (n=6)

0.845 £ 0.061 {n=1)

1.030 + 0.140 {n=T}

1.056 £ 0.163 (n=5)

1039 + ¢ 120 {n=6)

de la exposicion” T p<0.01 comparado con el grupo “are” Los valores comesponden al promedio + ermor estandar de la media



Animales respirando espontancamente/nebulizadoes (en libre movimiente)

Cuando se uso la via inhalatoria para evaluar pletismograficamente las respuestas de las
vias acreas en animales en libre movimiento, el grupo control expuesto a aire mMosird respuestas
menores a ia segunda curva de Ach. es decir, se desarrolid una clara htporreactividad  (DPzuw
041 1 0.12 para la primera curva y 0 86 £ 0 24 myg /ml para la segunda curva, n=6, p<0 05, Fig.
1A} La exposicion a O; durante una hora no modifico la respuesia de las vias aéreas a ACh
{DP2y) 0.50 & 0.07 antes vs. 0.96 = 0.24 mg/ml después del Oy, n=6, Fig 1B} Sin embargo,
cuando la exposicion a O3 fue mas prolongada (3 h), se observé hiperreactividad a Ach (DPzao
0.40 £ 0.06 antes vs. 0 27 + 0 09 mg/ml después del Oz, n=11, p<0 05, Fig. 1C)

Animales respirando espontaneamente/intravenosos

La DPyo a His aerolizada no fue diferente antes y después de la expasician a aire {DPgy
0048 + 0.0 vs, 0.052 £ 0,01 mg/ml, respectivamente, n=7, Fig. 2), o antes v después de la
exposicion a O; por una h (0.06 = 0.02 vs 0.05 = 001 mg/ml. respectivamente, n=6)
Finalmente, se desarrolld hiperreactividad en animales sensibilizados a ovoalbimina después de
un reto a esa proteina, ya que la DPyy de ACh nebulizada fue estadisticamente menor después
de ese reto {0.24 £ 0.10 vs. 0.67 £ 0.12 mg/ml, n=5, p<0.00035, Fig. 1D).

Animales respirando espontaneamente/nebulizados (restringidos}

La exposicién a O3 no modifico la reactividad a Ach ni & His cuando se compar6 con los
grupos respectivos expuestos a aire. Asi, los valores de DPygqy que se observaron después de las
exposiciones a aire u O3, va sea para la curva de ACh (0.68 £ 0.18, n=6, vs. 0.56 + (.10 mg/ml,
n=4, respeclivamente, p=0.65, Fig. 3A) y para la curva de His (0.07 + 0.01, n=4, vs. 0.07 £ 0.01
mg/ml, n=4, respectivamente, p=0.94, Fig. 4A)

Animales respirande espontaneamente/intravenosos

Contrastando  con  los  animales respirando  espontaneamente/nebulizados
(restringidos), cuando se administr6 ACh o His por la via intravenosa. se encontrd
hiperreactividad por O3 a ambos agonistas con la exposicion de menor duracion (1 h) (Fig. 3B y
4B). Asi, los valores DPago de ACh o His en cobayos sometidos a 03 (7.36 £2.74, n=6,y 1 41
0.51 ng/kg, n=6, respectivamente) fueron significativamente mas bajos que en los animales que
recibian unicamente aire {25.14 * 4.28, n=7, p<0.01, y 938 + 1.78 ug/kg. n=7, p<0.005,
respectivamente).

Animales mecanicamente ventilados/nebulizados

La exposicion a Oy no modifico la reactividad de las vias aéreas a los agentes
nebulizados administrados a animales canulados y ventilados mecanicamente después de la
exposicion a aire u Oy, ya que los valores de DPago (0.84 £ 0.19 mg/ml, n=6) no fueron
estadisticamente diferentes de los observados en el grupo de animales expuestos a aire (1.61 +
0.30 mg/ml, n=7, p=0.062, Fig. SA). De manera similar, los valores de Py entre los grupos
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de animales expuestos a Qs y a aire fueron similares (0 15 £ 006, n=7, y 0.19 + 4 67 mg/ml,
n 7. respectivamente, p~0 70, Fig. 6A)

Animales mecanicamente ventilados /intravenosos

Usando animales anestesiados. la exposicion a 3 ppm de Oy durante 1 h generd
hiperreactividad de las vias aéreas a ACh e His. Asi, después del Oy la DPyoy a ACh (1026 +
2.43 ugfkg, n=6. Fig. 5B) fue significativamente menor al compararse con el grupe de aire
(5038 + 1614 pglkg, n=6, p<005). De manera similar, la DPyo para la His fue
significativamente menor para el grupo de animales expuestos a Oy al compararse con el
expuesto a aire (8 85 £ 194, n=6, vs 23 39 = 5 50 pg/ky, n=5, respectivamente, p<0 02, Fig.
6B).

Actividad de la Acetilcolinesterasa.
La exposicion a O3 no causd cambios estadisticos en la actividad de la AChE ni en los

homogenados de pulmon (1.022 + 0.345, n=6, vs. control 0.301 £ 0.069 IU, n=5, p=0.09} ni en
muestras de sangre total (1.926 # 0.470, n=6, vs. control 1.320 £ 0.232 [U, n=4, p=0.35. Fig. 7)



V. DISCUSION

i.a hiperreactivdad de las vias aéreas gencrada por la exposicion a Oy es un fendomeno bien
caracterizado y muy bien estudiado en animales de laboratorie desde hace muchos afios Sin
cmbargo, varios factores pueden influir sobre los efectos del Oy la concentracion y duracidn de
la exposicion, el tiempo transcurrido entre a exposicion y la curva al agonista, v la naturaleza
del agente broncoconstrictor usado para determinar la hiperreactividad. Otro factor gue ha sido
poco estudiado es la via de administracion utilizada para administrar el agonisia
broncoconstrictor (Roum JH y Murlas C, 1984). En este estudio encontramos que, al menos
bajo nuestras condiciones experimentales (3 ppm de O; durante |h), las pruebas realizadas con
agentes nebulizados no permitieron que la hiperreactividad desarrollada por la exposicidn a O
se manifcsiase, mientras que los agentes administrados por la via intravenosa siempre la
evidenciaron. Estas contrastantes respuestas fiueron independientes del método pletismografico
usado

Nuestros resuliados difieren de algunos trabajos publicados previamente y realizados
con cobayos en los que la hiperreactividad de las vias aéreas a los agonistas inhalados se
encontro poco después de la exposicion a 3 ppm de Qs durante | h 0 menos (Fedan y Col,
2000, Kudo y Col., 1996, Nishikawa y Col., 1990, Yeadon y Col., 1992) Sin embargo, ia
mayoria de estos estudios midio la hiperreactividad de las vias aéreas cuando existia un cambio
significativo en el calibre basal de las vias aéreas (un incremento de entre 60% y 120%), y por
ello esa hiperreactividad podria explicarse solamente por razones mecénicas. En ese sentido,
hemos encontrado que esta broncoconstriccion temporal puede durar hasta 3 h (Sommer y Col.,
1998), y por ello, la hiperreactividad inducida por O; debida a procesos no-mecanicos solo
deberia medirse cuando ese proceso obstructivo hubiese terminado. Aunque tuvimos cuidado de
evitar cambios significativos por la exposicion a Oy en los valores basales det iRL y de 1a R,
encontramos un incremento estadisticamente significativo en dos grupos. En ambos casos, el
incremento fue menor al 19% y solo se observo hiperreactividad asociada en uno de ellos. Mas
aun, no hubo correlacion entre los valores basales de iRL o de RL y su hiperreactividad
correspondiente ni en grupos individuales ni en animales en libre movimiento respirando
espontaneamente (datos no mostrados). Por ello, es probable que los cambios en la reactividad
de las vias aéreas generados por el O; obtenidos en nuestro estudio no se deban a
modificaciones en los valores basales.
Contrastando con nuestros resultados para la exposicion a 3 ppm de O, durante 1 h, observamos
que una exposicion mas prolongada (3 h) si indujo hiperreactividad de las vias aéreas a los
agonistas inhalados. En este sentido, algunos investigadores han expuesto cobayos a la misma
concentracion de O hasta por 2 h, y encontraron hiperreactividad de las vias aéreas a las 5 h
(Nishikawa y Col., 1990), 0 a las 4, 14 y 24 h (Roum JH y Murlas C., 1984) después de Ia
exposicion. Por eso, al menos a 3 ppm, la duracion de la exposicion a Oy parece influir el
desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas a los agonistas inhalados.
En general, estos resultados sugteren que la via de administracion fue el factor principal en la
caracterizacion de la hiperreactividad generada por O3. Esto concuerda con los datos publicados
previamente por Roum y Murlas (1984), que concluyen que la técnica inhalatoria no es
apropiada para demostrar la hiperreactividad a agentes colinérgicos inducida por O debido a su
gran variabilidad, mientras que el método intravenoso e€s mas consistente. Los diferentes
resuftados observados cuando los agentes broncoconstrictores se administraron por la via
aerosolizada o intravenosa podrian tener varias explicaciones.
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En primer Jugar, es posible que la ACh o la His administradas por inhalacion no hayan
alcanzado el drea donde ¢l Oy esta causando las mayores disfunciones En contraste, la via
intravenosa debe lNegar homogeneamente a todes lados, detectando asi fas modificaciones
funcionales debidas a la exposicion a O. Esta hipotesis concuerda con los resultados
observados en perros por Corddry y Col (1991), quienes concluyeron gue la reactividad de las
vias aéreas evaluada por medio de la resistencia pulmonar y total asi como por la resistencia de
las vias aéreas periféricas eran muy similares cuando se usd un reto intravenoso a bHis, mientras
que ambos metodos daban resultados diferentes con His nebulizada. Por ello, la ruta
endovenosa parece ser mas eficaz que la nebulizada para detectar respuestas periféricas. Por
otro lado, ya se ha demostrado {Castelman y Col., 1980, Harkema y Col. 1993) que la
exposicion a O causa cambios morfologicos en las vias aéreas perifericas. Mas aun, en un
trabajo previo cbservamos que en tiras de parénquima pulmonar, mas no ¢n cadenas traqueales
obtenidas de cobayos expuestos a 3 ppm de Oy durante | h se desarrolld hiperreactividad a His,
sugiriendo que el O3 produce anormalidades funcionales en las vias aéreas periféricas {Campos
y Col., 1992). Esta hipotesis estd de acuerdo con los resultados obtenidos al incrementar el
tiempo de exposicion a 3 h, ya que este estimulo mas fuerte podria estar produciendo
disfunciones a un nivel mas proximal de las vias aéreas. Este postulado explicaria también la
hiperreactividad a los agentes aerosolizados después del reto antigénico en cobayos
sensibilizados observada por nosotros v por otros (Chand y Col., 1993), ya que es bien
conocido que la sensibilizacion en modelos animales sucede a todos los niveles de las vias
aereas

En segundo lugar, una llegada incrementada de los agentes broncoconstrictores al musculo liso
de la via aérea explicaria también el efecto diferente que tiene el O3 sobre la hiperreactividad.
En este sentido, es sabido que [a exposicion 2 O produce un aumento en la permeabilidad
vascular (Nishikawa y Col., 1992), el cual podria favorecer una mayor Hegada de los agomistas
al musculo liso de las vias aéreas lo cual no ocurriria cuando éstos son nebulizados. Se necesita
investigar mas para evaluar con certeza esta hipotesis, Por otro lado, algunos estudios han
encontrado que la actividad de la AchE de homogenados y de sangre disminuye poco después
de la exposicion a O3 (Buckley y Col., 1975, Gordon y Col., 1981). Por eso, es razonable
especular que nuestro estudio la inhibicion de la AChE en el tejido pulmenar no fue suficiente
para producir la hiperreactividad de las vias aéreas a ACh inhalada, pero cuando se uso la via
intravenosa la inhibicion adicional de AChE en la sangre podria haber causado que mayor
cantidad de ACh alcanzara al misculo liso de las vias aéreas, causando hiperreactividad. Sin
embargo, bajo nuestras condiciones experimentales encontramos que el O3 no inhibid la
actividad de la AChE (de hecho, se noto una tendencia opuesta). Esta discrepancia con los
trabajos publicados podria explicarse por el pericdo mas largo entre la exposicion a O; y la
medicion de la actividad de AChE. Por ello, la inhibicion de la AChE parece no estar
involucrada en las diferentes respuestas de las vias aéreas a los apomstas inhalados e
intravenosos usados para demonstrar la hiperreactividad inducida por O

Por ultimo, en el grupo de animales respirando espontaneamente/nebulizados en libre
movimiento encontramos que la segunda administracion de ACh nebulizada fue mucho menos
eficaz que la primera, es decir. se desarrollé hiporreactividad a ese agonista. Este fendmeno no
ocurrio cuando la ACh se administro por la via endovenosa (datos no mosirados). La razon de
este fendomeno no estd clara, pero una posibilidad es que ta ACh nebulizada libere un factor
relajador con mayor eficiencia que la ACh intravenosa. Aunque este fendmeno explicaria
parcialmente la falta de respuesta de las vias aéreas expuestas a Oy a los agonistas nebulizados,
debe notarse que esta respuesta disminuida a una segunda curva no se observo para la His, v
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que por ¢llo deberia haber hiperreactividad por Ox al usar ese agente, lo cual no tue el caso As,
este mecanismao no basta para explicar la ausencia de  hiperrcactividad a los agonistas inhalados
despucs de la exposicion a Oy,

En conclusion, en los dos métodas pletismograficos usades por nosotros, encontramos que los
agonistas inhalados son menos eficientes que los endovenosos para revelar la hiperreactividad
de tas vias acreas después de una exposicion aguda a O+_al menos para la exposicion de 1 ha 3
ppm Esta diferencia no se relaciona con la inhibicion de la actividad de la AChE debida a la
exposicion a O,

V1. CONCLUSIONES

El modelo animat para el estudio de la hiperreatividad de las vias aéreas de cobayos 10
a 18 h después de haber sido expuestos a 3 ppm ozono durante ! h es muy atil cuando los
agentes broncoconstrictores se administran por via endovenosa, no asi cuando éstos agonistas
son administrados por la vias inhalada. En este ultimo caso, la duracion de la exposicion es
primordial para la manifestacion de la hiperreactividad, pues solo incrementandola sera posible
revelar el fendmeno. Esta diferencia en la determinacion de la hiperreactividad manifiesta por
agentes intravenosos y no por agentes inhalados, no se debe a la inhibicion de la AchE tisular,
ni sanguinea.

La hiporreactividad de las vias aéreas de los cobayos nebulizados 2 veces con
acetilcolina con un 1intervalo de 16-18 h, puede deberse a la inactivacién de un agente
broncodilatador, un posible mecanismo del desarrollo del asma (Laitinen y Col.}. No existen
reportes de un fendmeno parecido en otras especies animales. Esie resultado abre nuevas
posibilidades par continuar nuestro estudio del sindrome asméatico.
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FIG 1. Efecto de diferentes estimulos sobre las respuestas de las vias aéreas a
acetilcolina nebulizada, expresado como dosis provocativa 200% (DP,), en cobayos en
libre movimiento, respirando libremente. La primera curva dosis-respuesta para
acetilcolina (circulos abiertos) se realizd 24 h antes de la exposicién a aire, ozono u
antigeno, mientras que la segunda curva (circulos cerrados) se elabordé en el mismo
animal 16-18 h después de la exposicién a aire u ozono, u 3 h después del reto
antigenico (ovoalbumina). Las barras horizontales indican el promedio del grupo.
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FIG 2. Efecto de la exposicién a aire u ozono sobre la reactividad de las vias aéreas a
histamina aerosolizada, expresada como dosis provocativa 200% (DP2g0) €n cobayos en
ibre movimiento respirando libremente. La primera curva dosis-respuesta para
histamina (circulos abiertos) se realizd 24 h antes de la exposicién, mientras que la
segunda curva (circulos cerrados) se realizé en el mismo animal 16-18 h después de la
exposicidén. Las barras horizontales indican el promedio del grupo.
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FIG 3. Efecto de la exposicion a aire u ozono sobre la reactividad de las vias aéreas a
acetilcolina expresada como dosis provocativa 200% (DP2y) en (A} acetilcolina
nebulizada en cobayos restringidos, respirando espontaneamente y en (B) acetilcolina
intravenosa en cobayos restringidos respirando espontaneamente. Cada curva dosis-
respuesta se realizo en animales separados 16-18 h despuées de la expaosicion. Las
barras horizontales indican el promedio del grupo. *P< 0.01
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FIG 4. Efecto de la exposiciéon a aire u ozono sobre la reactividad de las vias aéreas

histamina expresada como dosis provocativa 200% (DP2g) en (A) histamina nebulizada e
cobayos restringidos, respirando espontaneamente y en (B) histamina intravenosa e
cobayos restringidos respirando espontaneamente. Cada curva dosis-respuesta se realizé e
animales separados 16-18 h después de la exposicion. Las barras horizontales indican e
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FIG 5. Efecto de la exposicidon a aire u ozono sobre la reactividad de las vias aéreas

acetilcolina  expresada como dosis provocativa 200% (DPa2) en (A) cobayo
mecanicamente ventilados que recibieron acetilcolina nebulizada y (B) en cobayo
mecanicamente ventilados que recibieron acetilcolina intravenosa. Cada curva dosis
respuesta se realizd en animales separados 16-18 h después de la exposicidn. Las barra
horizontales indican el promedio del grupo. * P< 0.05
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FIG 6. Efecto de la exposicién a aire u ozono sobre la reactividad de las vias aéreas
histamina expresada como dosis provocativa 200% (DP2s) en (A) cobayo
mecanicamente ventilados que recibieron histamina nebulizada y (B) en cobayo
mecanicamente ventilados que recibieron histamina intravenosa. Cada curva dosis
respuesta se realizd en animales separados 16-18 h después de la exposicién. Las barra
horizontales indican el promedio del grupo. * P< 0.02
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FIG 7. Efecto de la exposicion a aire u ozono sobre la actividad de |la acetilcolinesterasa e
homogenados pulmonares o en sangre. Las unidades internacionales (U!) corresponden

moles de sustrato hidrolizadas/minuto/g de tejido o a moles de sustrato hidrolizado/min/m
de sangre. Las barras indican promedios y las lineas verticales error estandar de la media.
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