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HIPERREACTIVIDAD DE LAS VIAS AFREAS DEL COBAYO POR EXPOSICION A
OZONO. CARACTERIZACION Y MECANISMOS DE PRODUCCION

RESUMEN

El1 ozono (0,) es uno de los principales contaminantes atmosféricos
en las grandes urbes como la Ciudad de México. Entre las
alteraciones que ocasiona estdn la infiltracidn neutrofilica y la
hiperreactividad de las vias aéreas, pero ain existe controversia
de si ambos fenémenos son independientes o tienen una relacién
causa-efecto. Para evaluar esta ultima posibilidad, se realizaron
curvas dosis-respuesta no acumulativas con acetilcolina (ACh) (0.32
a 3.2ug/kg, i.v.), histamina (0.01 a 1.8ug/kg, i.v.), y sustancia
P (0.0056 a 1.8ug/kg, i.v.}) en cobayos machos con o Sin exposicidn
previa a O; (0.3, 0.6 6 1.2 ppmpor 4 h, 16-18 h antes del estudio).
En todos los cobayos se realizd un lavado broncoalveolar (LBA) al
final de la curva. La respuesta bronguial a los agonistas
constrictores se evalué camo incremento de la presién de
insuflacién pulmonar. Se observd en los cobayos evaluados con ACh
que la exposicidn a O, en ningin grupo experimental incrementd
significativamente la reactividad de las vias adreas al agonista,
asi camo no hubo asociacidn entre la respuesta broncoconstrictora
y la concentracion de O, inhalada. Las células recuperadas en el LBEA
no sufrieron modificaciones por la osicién al ©O;, ni en su
niimero, ni en su composicidn poblacional, aunque el incremento en
numero absoluto de neutréfilos se correlacions con la concentracidn
de 0, inhalada (r=0.38, p<0.05). La exposicidn aguda a O, incrementd
significativamente la reactividad de las vias aéreas a la histamina
en los cobayos expuestos a 1.2 ppm de 0, (p<0.01), existiendo
correlacidn entre el grado de reactividad y la concentracidn de O,
inhalada (p<0.0001). EI numero de células totales se incrementd en
el grupo de 1.2 ppm de O, (p<0.05) y en forma global tuvo
correlacidén con la concentracidn de O; (r=0.37, p<0.05) y la
reactividad a la histamina (r=0.35, p<0.05). Asimismo, la poblacién
de neutréfilos se increments (p<0.01) en 1os grupos expuestos a 0.3
v 1.2 ppmde O;. Sin embargo, nc existid correlacidn entre el nuimero
de neutréfilos y la reactividad a la histamina o la concentracion
de 0;. Finalmente para la sustancia P, la exposicién al O, produjo
hiperreactividad en todos los grupos uestos al 0O;: 0.3 ppm
(0<0.01), 0.6 ppm(p<0.05) ¥ 1.2 ppm(p<0.05), sin que se asociara la
reactividad con la concentracién i lada (r=0.35). Los IBA no se
modificaron por la exposicidén al O,, ni en la cuenta total celular,
ni en la cuenta diferencial, para ningiin grupo experimental. Estos
resultados muestran que el efecto que el 0O, genera en las vias
aéreas se manifiesta de diferentes maneras de acuerdo con el
agonista con el que se evalda: 1) Con ACh no hay hiperreactividad
ya que no se modificé la respuesta broncoconstrictora ni la
celularidad de las vias aéreas. 2) Para la histamina genera
hiperreactividad dependiente de la concentracién inhalada y
probablemente se presenta como consecuencia de un  proceso
inflamatorio, sin que se haya podido determinar cudl es el
principal tipo celular involucrado. 3) La SP es una herramienta
farmacoldgica mids sensible a la exposicidn al 0,, ya que se observd
hiperreactividad desde una concentracidn muy baja que se alcanza en
la Cd. de México.
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INTRODUCCION
Ozorio : -

El ozono (0O;) es un gas cuya. molecula esta fomada por tres
dtomos de oxigeno. Esta forma alotropa reactlva del _oxigeno
constituye un importante con‘ponente de'la atmosfera La mayor
concentracién de O, atmosferlco se 1ocallza en la estratésfera
(de 15 a 45 Km de altura) formando una capa que absorbe la
radiacién solar ultravioleta a una concentracién superior a .
10 ppm®. .

En la tropésfera (capa que. se halla en contacto con la
superficie de 1la tierra) la presencia natural de o; sin’
perturbaciones causadas por el hombre es normal y de gran.
importancia, ya que es un precursor del radical oxhidrilo“,
siempre y cuando su concentracidén no rebase 0.1 ppm; dicha
concentracidn varia dependiendo de la altitud gecgrdfica, la
radiacién solar, y las condiciones climdticas de la zona®®.

El O, se clasifica como un contaminante secundario ya que se
forma a partir de otros agentes tdxicos, como los dxidos de
nitrdgeno (NO, ) v compuestos organicos volatiles
(hidrocarburos reactivos}, los cuales, mediante una serie de
reacciones quimicas dependientes totalmente de la radiacidn
solar, conforman al O; %°. Bajo condiciones normales, el O, es
una molécula muy inestable ya gque rapidamente regresa a
oxigeno molecular. Desafortunadamente el incremento en la
emisién antropogénica de los precursores del O, ha hecho que
este gas se acumule convirtiéndose en el principal componente
de la contaminacidn atmosférica fotogquimical'.

En los dltimos afios, la contaminacidn atmosférica por O; se
ha incrementado notablemente en la Ciudad de México,
alcanzando promedios hasta de 0.42 ppmf®, por lo gque resulta
de gran importancia conocer los efectos nocivos que este
contaminante puede ocasionar sobre la salud humana. Se ha
establecido que la concentracidn mixima de exposicidn a la que
puede estar sujeto el hombre, sin que al parecer concurran
efectos adversos en su salud, es 235 ug/m® (0.11 ppm), valor
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que constituye un promedio por hora que no debe de excederse
mids de una vez por afio® s, oo e
Se ha demostrado que la 1nha1a 16 de cc
por arriba del limite perm::.s
efectos téxicos sobre la sal
animales®®.

Efectos toxicoldgicos:del s
Las membranas celular tuyen el principal blanco de la
toxicidad del 0,. :Este s'genera ‘la peroxidacién de los
dcidos grasos poliihséturados constituyentes de las membranas
celulares, y oxida a ‘diversas proteinas membranales
estructurales y citosbdlicas (enzimas citosdlicas, microsomales
y mitocondriales)®®. Estas alteraciones biogquimicas parecen
ser la base de los efectos nocivos que este gas irritante es
capaz de desencadenar.

Durante la inhalacién de O, las vias aéreas constituyen la
primer barrera tisular expuesta a sus efectos dafiinos y en
ellas es capaz de desencadenar diversas alteraciones
biogquimicas, morfolégicas y funciocnales.%r 2% 42

Alteraciones funcionales respiratorias

La exposicidén al O, modifica los patrones respiratorios desde
concentraciones tan bajas como 0.26 ppm durante 2 horas tanto
en humanos®* como en diversas especies animales!. Este agente
disminuye los voldmenes y flujos pulmonares e incrementa la
resistencia de las vias aéreas. La gravedad de estas anomalias
varia en forma directamente proporcicnal a la concentracién
de 0O, inhalada®.

Otra alteracidén funcional importante que puede desencadenar
el 0, es la hiperreactividad de las vias aéreas, la cual
consiste en un aumento de la sensibilidad del mdsculo liso
traqueobronquial a diferentes estimulos broncoconstrictores.
En este sentido, se sabe que la inhalacidén aguda de 0.18 a 0.4
ppm de O, en humanos™*® & de 1 a 3 ppm en cobayos® y
perros®® produce hiperreactividad de las vias aéreas.



Hiperreactividad de las vias aéreas

El asma bronguial es una enfermedad que se caracteriza por
la presencia de diversos grados de obstruccién reversible de
las vias aéreas y se desencadena como una respuesta exagerada
del misculo liso tragueobronquial a una gran variedad de
estimulos fisicos o farmacoldgicos. I1as principales
caracteristicas del asma son la hiperreactividad de las vias
aéreas, la broncoconstriccidén reversible y la inflamacidn!®.
Los mecanismos patogénicos involucrados  tanto en la
hiperreactividad como en la inflamacién crénica de las vias
aéreas no se conocen completamente, por lo que se han
desarrollado diversos modelos experimentales en animales de
laboratorio. E1 cobayo ha sido utilizado desde hace 90 afios
como un modelo muy eficaz de hiperreactividad de las vias
aéreas™.

Los modelos experimentales de hiperreactividad de las vias
aéreas se han desarrollado utilizando diversas técnicas
inmmnoldgicas y no inmmolégicas. Entre los modelos
inmunoldgicos de Thiperreactividad bronguial tenemos la
sensibilizacién de cobayos con proteinas de alto peso
molecular como la ovoalbdmina”, la inmunizacién de conejos
por via inhalatoria con Altemaria tenius ®, asi como el
desarrollo de hiperreactividad brongquial inmunolégica en
perros y ovejas con Ascaris suum °3,

Existen diversos modelos no inmunolégicos capaces de generar
inflamacidn inespecifica de las vias aéreas e hiperreactividad
bronquial, entre los que se puede enumerar a la exposicidén de
cobayos a diisocianato de tolueno que reperesenta un excelente
modelo de asmd ocupacional®. Ciertas infecciones virales son
capaces de generar hiperreactividad e inflamacidén de las vias
aéreas?; asimismo la infusidén intravenosa o la inhalacidn de
endotoxinas bacterianas se ha utilizado como wmodelo
experimental de asma’®. Por otra parte, la inhalacidn de la
fraccién CsSa-des-Arg del complemento es capaz de generar un
potente proceso de inflamacidn concomitante a hiperreactividad
de las wvias aéreas®. Finalmente, la inhalacién de
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contaminantes oxidantes como el ozono, el didxido de

nitrégeno, el didxido de azufre, asi como el humo de cigarro
generan hiperreactividad de las vias aéreas en diversas
especies como el humano, el perro y el cobayo %. De dichos
agentes irritantes el O; ha sido el mis ampliamente utilizado
como modelo experimental de hiperreactividad va que 1la
inhalacién de altas concentraciones desencadena de manera
reproducible la mayoria de los procesos implicados en la
hiperreactividad e inflamacidén de las vias aéreas presentes
en el asma bronquial®.

Mecanismos de la hiperreactividad producida por ozono
Existen varias teorias que tratan de explicar los mecanismos
involucrados en la hiperreactividad de las vias aéreas
inducida por 0,, destacando entre ellos el dafio del epitelio
de las vias aéreas, la liberacidn de mediadores quimicos por
la célula cebada, la generacién de un proceso inflamatorio,
la produccién de reflejo vagal, la estimulacidén del sistema
contrdctil no adrenérgico no colinérgico (NANC), y el
incremento en la concentracidn de Ca** citosdlico.

Dafio epitelial

Se ha postulado que el 0, produce dafio del epitelio de las
vias aéreas mediante la liberacidén de radicales superdxidos,
que causan la oxidacién de los componentes de la membrana
celular ocasionando lesiones morfoldgicas y funcionales del
epitelio de las vias aéreas®*. Se ha demostrado que la
ausencia del epitelio respiratorio provoca que el misculo liso
traqueobronguial responda exageradamente a diversos agonistas
constrictores, es decir, provoca hiperreactividad de las vias
aéreas®?®5l, Este incremento en la sensibilidad del misculo
liso se debe principalmente a que el epitelio de las vias
aéreas produce un factor de relajacidn, probablemente PGE, y,
cuando este epitelio es lesionado, ocasiona que las respuestas
a los agonistas constrictores sean de mayor intensidad®®*?. Por
ctra parte, diversos autores mencionan que la alteracién que
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el O, desencadena en el epitelio es un incremento en su

permeabilidad, lo cual facilita la penetracidén de mediadores
quimicos broncoconstrictores, perdiéndose la funcién de
barrera anatdmica por parte de las células epiteliales de las
vias aéreas” .

Recientemente se ha descrito que el O es capaz de
incrementar la liberacién de diversas citocinas
proinflamatorias provenientes de las células epiteliales que
recubren a las vias aéreas. Entre ellas se encuentran las
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8; factores de crecimiento G-
CSF, citotoxinas como el TNF, y el interferdn IFN-y, que entre
otros efectos generan adhegidn, diferenciacidén, atraccidn, y
activacién de células inflamatorias™.

Inflamacién de las vias aéreas

El daflo celular epitelial de las vias. aéreas desencadena una
cascada de eventos que resultan en la infiltracidn
neutrofilica y la hiperreactividad de las vias aéreas, pero
alin existe controversia sobre si ambos fendmenos son
independientes o tienen una relacién causa-efecto.

La presencia de un proceso inflamatorio inducido por la
exposicidén a 0; ha sido bien documentada en todas las especies
estudiadas. El O, induce la degranulacién de células cebadas,
con la liberacién subsecuente de mediadores quimicos
proinflamatorios preformados como la histamina®, y de nueva
formacidn como las prostaglandinas (PGs) (principalmente
PGD,), tromboxanos (TXs), leucotrienos(LTs) (LTIC,, LID, y
LTE,), adenosina y factor activador de plaquetas (PAF)®%%9,
todos ellos capaces de producir hiperreactividad. Ademds, el
proceso inflamatorio ocasionado por la inhalacién del O,
presenta células como los neutréfilos y macrdfagos®®, los
cuales también liberan algunos mediadores quimicos como LTB,,
LTC, v.PAF, pudiendo asi perpetuar la hiperreactividad.
Diversos estudios han sugerido que los metabolitos del dcido
araquidénico juegan un papel preponderante en la
hiperreactividad inducida por el O,, donde la principal fuente
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de dichos mediadores son precisamente las células

inflamatorias del pulmdn.

1a participacidén de los productos derivados de la via de la
cicloxigenasa en la hiperreactividad generada por el O, es
controvertible ya que Unicamente existe un trabajo en el que
se halla que la inhibicién de la produccidén de prostaglandinas
(PGs) con indometacina previene la hiperreactividad inducida
por O; en €l perro®™. En contraste un gran ndmero de
publicaciones recientes mencionan que las PGs son ineficaces
para desencadenar un incremento en la respuesta de las vias
aéreas del cobayo y el perro 32447,

En 1985 Aizawa vy col. demuestran la importancia de los
tromboxanos en la hiperreactividad generada por el O, en
perros?, aunque en investigaciones posteriores, realizadas por
el mismo grupo, se descarta el papel de los T™Xs en el
incremento en la respuesta broncoconstrictora generada por el
0, = 39,

Finalmente, Fourke y col. en 1991 observan que la exposicidén
aguda a O, (0.5 ppm, 2h) no incrementa los niveles de PGs, ni
TXs en el LBA recuperado de perros hiperreactivos, lo que
sugiere que los mediadores derivados de 1la via de 1la
cicloxigenasa no estan involucrados en la hiperreactividad de
las vias aéreas inducida por el 0, .

Por otra parte, se ha corroborado en diversas publicacicnes
el papel preponderante de los leucotrienos en 1la
hiperreactividad generada por €l O; en el cobayo, utilizando
diversos inhibidores especificos de su precursor la 5--
lipoxigenasa® 5. En contraste, Yeadon en 1992 encuentra gue
la inhibicién especifica de la 5-lipoxigenasa no disminuye la
respuesta del cobayo generada por el O, 7.

Alteraciones neurales

Varios autores mencionan que el incremento en la reactividad
de las vias aéreas al O, es consecuencia de la disrupcidn
epitelial, la cual expone a las terminaciones nerviosas
sensoriales colinérgicas que son asi facilmente estimuladas



por agentes exogenos o endogenos lo que genera‘ai_l.a 11bera01on-
de acetilcolina (ACh) ' f:.nalmente broni
reflejo vagal, tanto en’ ”huma.rios
que en cobayos este mecam.smo o parece ser 1mportante en; el
desarrollo de hlperreact1v1 : R .
Recientemente se ha descr:.to : que el QO genera
hiperreactividad por estimulacién del sistema excitatorio no
adrenérgico no colinérgico en cobayos, evaluada a través de
la Dbroncoconstriccién mediada por la liberacidén de
tagquicininas endégenas por estimulacidon antidrémica de los
nervios wvagos!®. El sistema NANC presenta una porcidn
excitatoria (broncoconstrictora) v una inhibitoria
(broncedilatadora), cuya existencia estd bien documentada
tanto en humanos*, como en cobayos?.

El sistema excitatorio NANC es un grupo de fibras aferentes
C, no mielinizadas, de origen vagal, cuyos neurotrasmisores
son las taquicininas; la principal es la sustancia P (SP), un
polipéptido de 11 amincdcidos que es capaz de generar
contraccién del misculo traquecbronquial de manera directa en
el cobayo. ILa actividad contractil producida por este
neurcpéptido es modulada mediante su degradacién por enzimas
metalopeptidasas neutras o endopeptidasas neutras (EPN)
sintetizadas principalmente por las células epiteliales que
recubren a las vias aéreas®.

' Onstrlcc:Lon por




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen gra.n cantldad de estudlos en an:.males de la.boratorlo'
sobre clel papel del Oy en ;1a . producc1on : aguda “de

h1perreact1v1dad de las vias aéreas.- La: mayorla de estos
estudlos utlllza.n ‘concentraciones que jamas se encuentran‘ n
las atmésferas - ‘urbanas (3ppm durante 30 min). :
utilizado mis como un modelo experimental para 1
la hiperreactividad de las vias aéreas, que ¢ :n
determinar los efectos nocivos que desencadena
contaminacién atmosférica por O; sobre la salud. Por ello en
este trabajo nos propusimos evaluar si la exposicidén a
concentraciones bajas de O, es capaz de modificar la respuesta
constrictora del misculo liso traqueobronguial.

Por otra parte, en un trabajo realizado previamente en nuestro
laboratorio encontramos que la exposicidén aguda a 3 ppm de O,
por una hora en cobayos sanos provocd, 16 a 18 horas después,
hiperreactividad in vitro a la histamina en las vias aéreas
periféricas, mas no en las vias aéreas centrales, asi como
hiperreactividad in vivo a la histamina y al reto antigénico.
Estos cambios coincidieron con un aumento de los neutrdfilos
recuperados en el lavado broncoalveclar (LBA), sugiriendo que
existe una relacidén causa-efecto entre 1la inflamacidn

neutrofilica y la hiperreactividad de las vias aéreas!s.

Por lo anterior, este trabajo pretende dilucidar con mayor
detalle:

1) S8i la manifestacidn de la hiperreactividad de las vias
aéreas inducida por O, varia segin el farmaco utilizado,
caracterizando la respuesta contrictil del misculo liso de las
vias aéreas de cobayos sanos y expuestos a 0; a tres agonistas
constrictores: acetilcolina, histamina y sustancia P (ésta
dltima poco usada como -herramienta farmacoldgica en la
hiperreactividad inducida por el O,), y 2) si el grado de
hiperreactividad inducida por diversas concentraciones de O,
correlaciona con el incremento en algin tipo de cé&lula
inflamatoria en el LBA.



HIPOTESIS

1. La inhalacién de bajas concentraciones de O, durante 4
horas provoca que las vias aéreas muestren mayor reactividad
a la estimulacidén por diversos agentes constrictores del
misculo liso traquecbronquial, es decir, desencadena
hiperreactividad.

2. El grado de hiperreactividad correlaciona en forma directa
con la concentracién de O, inhalada.

3. El grado de hiperreactividad de las vias aéreas in vivo
correlaciona directamente con el incremento en el nimero de
uno o varios tipos de células inflamatorias en el lavado
broncoalveolar.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1._Caracterizacién de la reactividad de las vias aéreas
Realizar curvas dosis-respuesta in vivo administrando tres
diferentes agonistas constrictores (acetilcolina, histamina
y sustancia P) por via intravenosa a cobayos sanos criados en
un ambiente con aire filtrado libre de O;.

2. Bvaluacidn del efecto del ozono

2a. Determinar si la inhalacidén de diferentes concentraciones
de O, durante 4 horas provoca hiperreactividad a los agonistas
antes wencionados.

2b, Correlaciocnar la reactividad de las vias aéreas con la
concentracidn de exposicidn a O,.

3. Evaluacién del papel de la inflamacién,
3a, Practicar un lavado broncoalveolar (LBA) a todos los
animales estudiados en los puntos 1 y 2a al finalizar la curva
dosis-respuesta, con el objeto de determinar la cuenta total
v diferencial de las células recuperadas.

3b. Correlacionar cada uno de los tipos celulares recuperados
en el lavado broncoalveolar con el grado de reactividad de las
vias aéreas del mismo animal.
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MATERIAL ¥ METODOS
Animales - : .
Se emplearon cobayos machos cepa ‘Hartley “con un'peso ‘entre
500 y 700 g, alimentados ad llbltum, y.criados:e condlc1ones’

ambientales libres de 0, med:.an filtro de: a:_:re'A
(Heaven, AllerMed‘ ’

E}@os:Lc'J.on a ozono

control se usaron cobayos Bale] xpuestos a 03. El 0, fue
producido haciendo pasar un- flugo‘constante de aire a través
de un generador de 0, (Puraqua-V, Purlflcadores Eléctricos por
Ozono, México DF), y transferido directamente a una cémara de
acrilico (60 x 46 x 22 cm). Las concentraciones de O, fueron
estabilizadas antes de colocar a los animales en la cdmara y
se mantuvieron en los niveles requeridos regulando el voltaje
del generador de O;. La concentracidn de este gas dentro de la
camara se vigild constantemente con un analizador ultravioleta
de O, (1008 PC, Dasibi Environ. Corp.,Glendale, CA, EUA). El
estudio de los animales expuestos a O, se realizd 16 a 18
horas después de la exposicidn, ya que se ha demostrado que
"este periodo es suficiente para que se manifieste
hiperreactividad a acetilcolina e histamina en cobayos®:'s

Medicidn de la reactividad de las vias aéreas

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (35
wmg/kg) por via intraperitoneal y mantenides bajo anestesia
administrdndoles 9 mg/kg de pentobarbital por via intravenosa
cada hora. A todos los cobayos se les administraron 0.06 mg/kg
de bromuro de pancurconio para suprimir los movimientos
respiratorios espontdneos. Se disecaron y canularon la arteria
cardtida izquierda y la vena yugular derecha. A través de la
cardtida se registrd la presidn arterial con un transductor



de  presidn ..
administraron
canulé - p:
mlnlventllad
Inglaterra)
frecuenc:.
broncoconstr
al agon:Lsta
broncospasmo

(Beckman ! 4 32'7“0129)

12
yr por 1a yugular

broncoconstriccidn se evaluo gqm bo! la obstrucc1on '
L 6m ‘transitoria de la
sonda endotraqueal. Se construyero ‘curvas dosis- -respuesta no
acumulativas mediante la apllcac:_on intravenosa de dosis
crecientes de los farmacos acetilcolina (ACh) (0.032 a 3.2
ug/kg), histamina (0.01 a 1.8 ug/kg), y sustancia P (SP)

(0.0056 a 1.8 ug/kg). Es importante mencionar que iinicamente

se realizd una curva dosis-respuesta a uno de los agonistas

anteriormente mencionados en cada cobayo.

Lavado breoncoalveolar

A todos los animales se les practicd un LBA una vez terminada
la curva dosis-respuesta al agonista utilizado. A través de

la sonda endotraqueal se introdujeron 10 ml de solucién salina
a 37°C y, al cabo de un minuto, se aspird suavemente hasta
recuperar el mayor volumen posible de solucién. Esta maniobra
se repitid una vez mds. El liquido recuperado en ambas
ocasiones fue mezclado homogéneamente para posteriormente
centrifugarlo a 500 g a 4°C. Del paquete celular obtenido se

realizé un frotis que fue tefiido con hematoxilina-eosina para
obtener la cuenta diferencial de las células. Asimismo, se
realizd tincibén supravital con azil de tripano para determinar
la wviabilidad de las células recuperadas en el ILBA, asi como
también se contabilizd el ndmero total de células por
mililitro de IBA utilizando para ello un hemocitdémetro de

Neubauer .
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Farmacos

El bromuro de acetllcollna, el dlclorhldrato de histamina y
‘el acetato de sustanc1a P (Slgma Chem. Co.,’ MI EUA) fueron
disueltos en soluc1on salina al 0.9%.

Andlisis estad.z‘Sti_co

Los resultados fueron expresados como el logaritmo negativo
de la Dosis Efectiva 50% (-log DE50%), es decir, la dosis del
agonista a la cual se obtuvo el 50% de la respuesta mixima.
Cabe sefialar que a valores mis negativos del -log DE50%, menor
concentracién requerida del agonista y, por lo tanto, mayor
sensibilidad de las vias aéreas. La DE50% se calculd mediante
anilisis de regresidén lineal con los datos previamente
transformados a unidades probabilisticas. A los resultados se
les realizd andlisis de varianza de una via y prueba de
Dunnett. Para buscar posibles asociaciones entre dos eventos
se emplearon anidlisis de regresién de linea recta y analisis
de correlacién de Pearson. El nivel de significancia se fijd
en valores de p<0.05 a nivel bimarginal. En el texto y las
ilustraciones los resultados se expresan como promedio + error
estandar.
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RESULTADOS- : ,
Curvas a acetllcollna . L o
La exposicidn aguda a- O3 no mod:.flco 's1gn1flcat1vamente la-_‘:'

-

reactividad: de las v s g aerea

carecid de s1gn1f1ca.n01a
hallé correlacién direc
reactividad a la ACh (r_

Lavado broncoalveolar (ACh) :
La cuenta total celular recuperada en el LBA de los cobayos
que recibieron ACh, no se incrementd en agquellos que fueron
expuestos a las diversas concentraciones de O, (fig. 4). Al
analizar todos los grupos en conjunto, se encontrd que la
concentracién inhalada de O; no modifica el ndmero de células
totales recuperadas en el IBA, es decir, no hubo correlacidén
entre dichas variables (r=0.12) como tampoco se asocid con
el -log DE50% (r=0.13).
En relacidn a la cuenta celular diferencial, se observd que
lags diversas estirpes celulares estudiadas no se ven
modificadas de manera significativa. Aun cuando existid una
tendencia a recuperar mayor nimero de neutrdéfilos en los LBA
provenientes de los cobayos expuestos a las diversas
concentraciones de O, (fig. 4), la dispersién en los datos
obtenidos no permiti®é que se oObservaran diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, al analizar en
conjunto todos los grupos experimentales se observé que el
incrementd en la recuperacién de neutrdfilos en el LBA se
correlaciona significativamente con la concentracidén de O,
inhalada (r=0.38, p<0.05, fig. 5), no asi con la reactividad
a la Ach (r=0.17). Los linfocitos, los eosindéfilos y los
macréfagos no mostraron variacién significativa (fig. 4).
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Tabla 1. Efecto de la exp051c1on.a dlferentes concentraC1ones
de ozono sobre la

acetilcolina.
Ozono , ignificancia:
(ppm) - on. o pE
Control 6
0.3 7 5. ) NS
0.6 8 2.9024 J_f o 1194 NS
1‘;“2 6 2_.9878 + Q.“o349 NS

* Diferencia estadistica respecto al control (prueba de Dunnett) .
NS=no significativa. )
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Figura 1.

Curva no acumulativa a ACh, Efecto de la exposicion aguda a
diversas concentraciones de ozono en la reactividad de las vias
aereas in vivo de cobayos criados en condiciones libres de ozono
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Figura 2. Analisis estadistico del efecto de Ia exposicion a ozono sobre la reactividad de
las vias aereas del cobayo a diversos agonistas. **p< 0.01, *p< 0.05.
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Figura 3. Asociacién entre la concentracién de ozono inhalada
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Figura 4.

Conteo celular total y diferencial del LBA obtenido post-curva a ACh de cobayos expuestos a
diversas concentraciones de ozono. Las barras representan valores promedio y las lineas
verticales el error estandar. Ninguna comparacion mostro diferencias estadisticamente

significativas.
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o
»
]

. r=0.38
et 1< 0,05

Neutréfilos/ml (x10° )

o
!

[Ozono] (ppm})

Figura 5.

Correlacion entre la concentracion de ozono inhalada y
el numero total de neutrofilos recuperados en el LBA
post-curva a ACh.
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Curvas a histamina o C

1a . exposicién aguda a O, 1ncremento s'ignificati\ramente la
react:.v:Ldad de las vias aéreas a- la- hiStamina en el grupo
expuesto a la concentracién mas alta, es decir, a 1.2 ppm de
0O, (p<0.01, tabla 2, fig. 2 y 6. ) .-En los cobayos expuestos a
concentraciones wias bajas, aunque las curvas dosis-respuesta
a la histamina se desplazaron. l;geramente a la izquierda,
estas diferencias carecieron de - significancia estadistica
(fig. 2, tabla 2). Sin embargo, se encontrd una correlacién
directa entre la concentracidn de O, y la reactividad a la
histamina (r=0.66, p<0.0003, fig.3).

Lavado broncoalveolar (Histamina)

El numero de células totales recuperadas en el LBA se
incrementd® en todos los grupos de cobayos expuestos a O,,
aunque se observd una gran dispersién por lo que este
incremento sdlo alcanzd significancia estadistica a 1la
concentracidén de 1.2 ppm de O, (p<G.05, fig. 7). Al analizar
todos los grupos en conjunto, se encontrd que el nimero de
células totales tuvo correlacidén tanto con la concentracién
de O, (¥r=0.37, p<0.05, fig. BA) como con el -log DE50%
(r=0.37, p<0.05, fig. 8B).

En relacidn con la cuenta celular diferencial, se observd que
el ndmero absoluto de neutrdfilos se incrementd
significativamente en los grupos expuestos a 0.3 ppm (p<0.01}
y a 1.2 ppm (p<0.05), mas no hubo correlacidn entre la
poblacidén neutrofilica y la concentracién de 0; (r=0.15) o la
reactividad a la histamina (-log DES0%) (r=0.22). La poblacién
de linfocitos también tuve tendencia a incrementarse con la
exposicidén a O,, pero sdlo alcanzd significancia a 1la
concentracién de 0.3 ppm- (p<0.05). Los eosindfilos y los
macréfagos no mostraron variacidn significativa (fig. 7).
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Tabla 2. Efecto de la -exposicidn a diferentes concentraciones
de ozono sobre la reactividad de las vias aéreas a la
histamina.

Ozono ~ - Significancia
(ppm) ~  =n A . p*
Control 8 +
0.3 6 '3.4011 +°0.0815 NS
0.6 6 3.4317 + 0.1106 NS
1.2 7 3.7909 + 0.1196 p<0.01

* Diferencia estadistica respecto al control (prueba de Dunnett).
NS=no significativa.
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Figura 6.

Curva no acumulativa a histamina. Efecto de la sxposicion a
diversas concentraciones de ozono en la reactividad de las vias
aereas in vivo de cobayos criados en condiciones libres de ozono
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Figura 7.

Cuenta celular total y diferencial del LBA obtenido post-curva a histamina de cobayos
expuestos a diversas concentraciones de ozono. Las barras representan los valores promedio
y las lineas verticales el erfor estandar. **p<0.01, *p<O0.5.
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Figura 8.

A: Correlacion entre la concentracion de ozono inhalada y el
numero total de celulas recuperadas en el LBA post-curva a
histamina.

B: Correlacion entre la cuenta celular total y la rectividad de las
vias aereas a histamina por exposicion a ozono.
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Curvas a sustancia P.

La exposicién aguda a 0O, incrementd sgignificativamente 1a
reactividad de las vias aéreas a la SP en todos los grupos
expuestos al 0, desde la concentracién mds baja evaluada, es
decir para 0.3 ppm (p<0.01, fig. 2 y 9). Dicho incremento en
la respuesta al agonista persistid en los cobayos expuestos
tanto a 0.6 ppm, como en los expuestos a 1.2 ppm (p<0.05,
tabla 3, fig. 2). La hiperreactividad observada para la SP no
fue determinada por ‘la concentracién de O, inhalada (r=0.35,
fig.3). :

Lavado broncoalveolar (SP)

El nfimero absoluto de c&lulas recuperadas en el IBA no se

modificé en los cobayos expuestos a las diversas
concentraciones de 0; (fig. 10}. Al analizar todos los grupos
en conjunto, se encontrd que la concentracidén de O, inhalada
no influye de manera directa en el naimero de células totales
recuperadas en el LBA, es decir no hubo correlacidn entre
dichas variables (r=0.31), asi como tampoco se correlaciond
con la respuesta de las vias aéreas al péptido (r=0.18).
La diversas estirpes celulares estudiadas no se wven
modificadas después de la realizacién de 1la curva
farmacoldgica a la SP (fig. 10). Sin embargo el ndmero de
neutrdfilos recuperados en el LBA presentd una tendencia a
incrementarse conforme mayor era la exposicidén al O,, sin cue
en ningin caso fueran estadisticamente superiores al control.
Tampoco se observaron correlaciones entre la concentracién de
0, inhalada, la reactividad de las vias aéreas y alguna de las
distintas células presentes en el LBA (fig. 10).
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Tabla 3. Efecto de la exposicién a diferentes concentraciones
de ozono sobre la reactividad de las vias aéreas a 1la
sustancia P.

Ozono " 'Significancia -
(ppm) n e p*
Control 6
0.3 6 3 p<0.01
0.6 6 041012 p<0.05
1.2 5 +0.03848 p<0.05

* Diferencia estadistica respecto al control (prueba de Dunnett) .
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Figura 9.

Curva no acumulativa a sustancia P. Efecto de la exposicion a
diversas concentraciones de ozono en la reactividad de las vias
aereas in vivo de cobayos criados en condiciones libres de ozono
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Cuenta celular total y diferencial del LBA obtenido post-curva a SP de cobayos expuestos a
diversas concentraciones de ozono. Las barras representan los valores promedio y las lineas
verticales el error estandar. Ninguna comparacion mostro diferencias estadisticamente

significativas.
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DISCUSION

Ta hiperreactividad de las vias adreas es una de las
alteraciones fisiolégicas mis importantes asociadas a la
exposicidén a 0;. En este estudio encontramos que la exposicién
aguda a 0, es capaz de desencadenar un incremento en la
respuesta de las vias aéreas del cobayo, cuya expresidn varia
de acuerdo con farmaco utilizado.

REACTTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS A LA ACETILCOLINA

En este estudio se observé que la respuesta de las vias
aéreas a la ACh no presentd modificaciones por la inhalacién
de O;, ni siquiera para la exposicién a 1.2 ppm, va que la
diferencia en las respuestas fue de baja magnitud en los
grupos experimentales. Tampoco se observd correlacién entre
el grado de reactividad a la ACh y la concentracién de 0,
inhalada en todos los grupos evaluados. De esta manera, para
la respuesta in vivo a ACh concluimos que la inhalacidén de O,
(0.3 a 1.2 ppm) no altera la fisiologia contrdctil colinérgica
de las vias aéreas, Yy que no existe dependencia entre la
respuesta broncoconstrictora y la concentracién inhalada.
Estos resultados concuerdan con los datos publicados en la
literatura, donde se observa que la reactividad de las vias
aéreas a la ACh solamente se ve alterada en cobayos expuestos
a altas concentraciones de 0,. En 1985 Murlas y col. observa
que la exposicién a 3 ppm de O; por 2 h genera
hiperreactividad a la ACh in vivo en cobayos y que ésta se
manifiesta desde las 2 h postexposicién y persiste hasta 48
h despies, alcanzando su mdxima expresidn entre las 16 y las
18 h*®. Lew y col. corrocboran dicha observacién al hallar
hiperreactividad a la ACh por via inhalada en cobayos
expuestos durante 2h a 3 -ppm de 0,, asi comc un incremento
importante en la permeabilidad del epitelio®. Acorde con
nuestros resultados, Wiester y col. en 1990 observaron en
cobayos que la exposicién a 1 ppm de O; durante 2 h incrementa
la reactividad de las vias aéreas a la histamina por via
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;nhalatorla, mlent:ras que este fenomeno no se observo para la

’ adj udicado mecanismos

entrever 'que el_, _Cremento en la resistencia pulmonar por O,
esta dada ‘por mecanismos que no se hallan involucrados con
receptores colinérgicosé, y que linicamente la exposicién a 1
pem de O, o mds, desencadena alteraciones en la regulacidén
colinérgica en las vias aéreas del perro?®. Recientemente
dicha observacidn fue descrita también para la rata por Tepper
y col. quienes hallan que la hiperreactividad de las vias
aéreas a ACh i.v., Gnicamente se presenta para concentraciones
de O, mayores a 1 ppm®

Buscando una probable explicacién a la hiperreactividad
generada por el 0O; en cobayos y en humanos, Gordon y col. en
1981 estudiaron la inhibicidén de la acetilcolinesterasa por
0O; en diversos tejidos como el pulmén, cerebro y diafragma del
cobayo. La actividad de la acetilcolinesterasa disminuyd cerca
de un 17% cuando la exposicidn fue a 0.1 ppm, sin embargo a
una exposicidén mayor de 0.8 ppm la inhibicién no se modificd.
Ta falta de una clara relacidén concentracidn-inhibicidén
descartd el argumento de que la disminucién en la actividad
enzimidtica de la acetilcolinesterasa genera la acumulacidn de
altas concentraciones de ACh en el misculo liso bronguial, y
de este modo da lugar al aumento en la reactividad brongquial
consecuente a la exposicién de 0;%; o bien de que este
fenémeno fuese dependiente de la concentracidén, lo cual
concuerda con los hallazgos obtenidos en esta investigacidn
donde no hubo correlacidén entre la reactividad de las vias
aéreas a la ACh y la concentracién de O, inhalada.
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REACTIVIDAD DE LAS VIAS AERFAS A LA HISTAMINA
‘EYX resul’tadddé los expei:imentbs realizados muestra que la
expos:.cmn al O3 desencadeno hlperreact1v1dad lUnicamente a la
concentracién mas alta utlllzada, mlentras que concentraciones
menores de O; no causaron mod:.f" ¢1on significativa de la

reactlv:.dad traqueobronquial.’
sugerir que se requieren concentra01ones muy superiores a las
de 1la contaminacidn atmosfer:\.ca urbana para ocasionar
hiperreactividad de las v1as‘ aéreas a la histamina, puesto que
en la Ciudad de México la contaminacidén por O; suele no
rebasar 0.4 ppm®®. Sin embargo al analizar los datos recabados
para la histamina en forma conjunta, se observd que existid
correlacién directa entre la concentracién de O, inhalada y el
grado de reactividad de las vias aéreas, lo que sugiere que
este fendmeno es dependiente de la concentracién inhalada de
0;, v que desde concentraciones bajas de O; se manifiesta la
tendencia a la produccién de hiperreactividad.

Este “hallazgo nos permite

Existen diversos trabajos en los cuales se ha observado
incremento en la reactividad a la histamina generado por el
0,. Easton y Murphy en 1967 fueron los primeros en demostrar
que Unicamente la inhalacidn de altas concentraciones de O, (1
a 7 ppm) es capaz de incrementar la respuesta de las vias
aéreas al agonista®, lo cual concuerda con los hallazgos
obtenidos en nuestro estudio. De igual manera Gordon y
Admur?* en 1980, reportan gque, en cobayos expuestos a
concentraciones crecientes de O, (0.1, 0.2, 0.4, o 0.8 ppm de
0,), hay hiperreactividad a la histamina UGnicamente a 1la
concentracidén de 0.8 ppm, pero concluyen que esta respuesta
es dependiente de la concentracidn utilizada. Esto nos permite
pensar gque la concentracidn umbral para la presentacidn de
hiperreactividad a la histamina debe ser mayor de 0.8 ppm de
0, ¥ que el incremento en la respuesta de las vias aéreas
desencadenado por la exposicidén al 0; es totalmente
dependiente de la concentracidén inhalada.

Estas observaciones nos permiten sugerir que probablemente la
hiperreactividad inducida por O, no se debe a alteraciones



33
morfoldgicas del misculo liso en si mismo, va que la accidén

tanto de la ACh como de la histamina es directamente scbre
receptores membranales, sino que probablemente son otras
alteraciones las responsables de la hiperreactividad de las
vias aéreas generada por el O,, como pueden ser efectos pre
v post sindpticos®’, mecanismos neurales reflejos y la
liberacién de mediadores inflamatorios, como se propone en
este estudio.
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REACTIVIDAD DE LAS VIAS AEREAS A LA SUSTANCIA P- R
al evaluar el efecto del O, sobre la respuesta contractil a
la sust:anc:La P, se  encontrd un gran 1ncremento en “la
.react1v1dad .de 'las vias aéreas al farmaco desde 1la
«concentraca.on mds baja evaluada, es decir 0.3 ppm de O,
concefitfac:.on que se alcanza en la Cd. de México. La
hiperreactividad desencadenada para la sustancia P se comportd

de manera cualitativa como un fendmeno "todo o nada"; es .
decir, una vez rebasada la concentracién umbral de O,, aungue
el animal fuese expuesto a una concentracién mayor, la
respuesta broncoconstrictora no fue de mayor intensidad, lo
que nos permite sugerir que la exposicién a concentraciones
ambientales (contaminacidn) de O;, genera hiperreactividad de
las vias aéreas a la sustancia P en el cobayo.

Hasta la fecha este estudio constituye el primer trabajo en
el que se reporta hiperreactividad de las vias aéreas del
cobayo a una concentracidn tan baja como 0.3 ppm, va que
existen muy pocas investigaciones en las cuales se halla
utilizado a la sustancia P como herramienta farmacoldgica para
evaluar la hiperreactividad inducida por O, .

En contraste con los datos hallados en esta investigacidn,
Yeadon y col. en 1992 reportan que la exposicién a 3 ppm de
0, durante 30 min genera hiperreactividad a histamina, ACh,
serotonina y sustancia P en cobayos, siempre y cuando la via
de administracién del farmaco sea inhalada, ya que si la via
eg i.v. no observa incremento de la reactividad de las vias
aéreas a dichos farmacos™

En un estudio reciente Murlas y col.% observaron que 1la
inhalacién de O; (3 ppm, 2h) induce hiperreactividad in vitro
a sustancia P en misculo liso tragqueal de cobayos que
presentaron hiperreactividad wuscarinica in vivo. En un
trabajo posterior este mismo grupo de investigadores demostrd
que el incremento en la reactividad de las vias aéreas se da
como consecuencia de la disminucidén en la actividad de 1la
endopeptidasa neutra (EPN) de las vias aéreas, ya que 1la
hiperreactividad a SP es reversible por inhalacién de su
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enzima degradadc:\rass Estos estud:.os sugieren gque la

hlperreactlvmdad a- sustanc:.a P 1ndu01da por O, puede ser
ocasionada por el dafio ox:Ldat:.vo a. las células eplteln.ales de
las vias aereas,,prlnc:l.pales productoras de EPN, va que el C,
produce - disfuncién epltellal_ en los componentes proteicos
citosélicos y de la membrana celular®.

Los mecanismos a través de los cuales el 0, incrementa la
sensibilidad de las vias aéreas han sido extensamente
estudiados. La tendencia actual sugerida mds frecuentemente
es proponer a las fibras aferentes sensoriales!s!”¢,
incremento en la liberacién de sus mediadores asociados
{tagquicininas)™ .3 y a la disminucién en la actividad de la
enzima degradadora de las taquicininas®® como responsables de
la hiperreactividad inducida por el Os.

Si evaluamos los resultados obtenidos para cada farmaco
estudiado podemos observar en primer lugar que, para la ACh,
la exposicién a O,, aun a altas concentraciones (1.2 ppm) es
incapaz de desencadenar hiperreactividad de las vias aéreas,
mientras que para la histamina UGnicamente la exposicidn a 1.2
ppm de O, genera hiperreactividad (muy por arriba de los
niveles ambientales de O;) . Finalmente, para la sustancia P se
observdo que, desde concentraciones ambientales, ya existen
alteraciones generadas por la exposicién al 0; que manifiestan
hiperreactividad al agonista. Por lo que en conjunto podemos
concluir que el O, es capaz de desencadenar hiperreactividad
de las vias aéreas mediante diversos mecanismos patogénicos
que se manifiestan de acuerdo con el férmaco utilizado para
evaluar el efecto potenciador del O,.
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EFECTO. DEL: OZONO SOBRE‘ LAS C'ELULAS INFLAMATORIAS DEI, LBA

la importancia‘ del papel de
h1perreact1v1dad :Lnduc

animales es controvertble
fuerte asoc:.aclon entre el:desarrollo: de h1perreact1v1dad de
las vias aéreas'y el aumentoide-los pollmorfonucleares (PMN)
en biopsias pulmona perros 1h después de ser expuestos
a 2 ppmde O, duran R A51mlsrno, Fabbri y col.® hallaron
asociacidn ent:re el. ncremento de la respuesta de las vias
aéreas y mayor recuperac:.on de c€lulas inflamatorias en el LBA
de perros. Este mismo grupo demostrd posteriormente que la
disminucién de PMN circulantes con hidroxiurea inhibe dicha
hiperreactividad®.

Contrastando con los estudios anteriores, en fecha reciente
Li y col.?” encontraron que, a pesar de evitar la infiltracién
de PMN en las vias aéreas de perros mediante la utilizacidén
de anticuepos monoclonales (CD11b/CD18), el incremento de la
reactividad inducida por el O, persistia. En este mismo
sentido, Murlas y Roum™ estudiaron cobayos expuestos a 3 ppm
de O, por 2 h, en los cuales demostraron que el incremento en
la reactividad de 1las vias aéreas ocurre antes de la
infiltracién de PMN a las mismas, por lo que postulan otros
mecanismos diferentes a la inflamacidén como el dafio del
epitelio de las vias aéreas y la infiltracidn por células
cebadas. Estos mismos investigadores demostraron en un trabajo
posterior que la disminucidén de los PMN circulantes en cobayos
con ciclofosfamida no previene la hiperreactividad de las vias
aéreas inducida por el 0O, 5. Todos estos resultados sugieren
que la presencia de- PMN no es necesaria para que se
desencadene la hiperreactividad inducida por O, en el cobayo
y el perro.

De acuerdo con los resultados observados en los cobayos
evaluados con histamina en esta investigacidn, se halld una
relacidén directa entre la concentracidn de O; y el nimero de
células totales recuperadas en los LBA, lo cual sugiere que
el 0, induce un proceso inflamatorio. Mas aun, se demostrd que
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existia una: asoc1ac1on entre el nimero de células recuperadas

y la react:1v1dad zde a .1as aéreas a la histamina, lo cual
orienta hacia 1 ex:Lstenc:La_ de ‘una relac:.on causa-efecto.
Tomados . ‘¢onjunto;i datos sugieren que la

Sin embargo, al 1nte , ar esclarecer que poblac:.ones celulares
estaban 1nvolucradas en la generac1on de- la hlperreactlv:Ldad
encontramos que no hubo  asociacién ‘de este fenémeno con
ninguno de los tipos celulares .estudiados. Esto sugiere que
el aumento en el nimero de células inflamatorias no es
indispensable para la produccidén de la hiperreactividad. Una
posible explicacién para esta discrepancia es que la
hiperreactividad esté relacionada principalmente con el grado
de activacién de algin tipo celular, mis que con el ndmero
absoluto, como ya ha sido sugerido por otros investigadores?®.

Las células inflamatorias constituyen wn importante
componenete del sistema de defensa pulmonar, aunque su
activacidén también puede generar la liberacidn de enzimas
proteoliticas, radicales libres de oxigeno y mediadores
quimicos que generan perpetuacién de la inflamacidén e
hiperreactividad de las vias aéreas.

Los resultados de este estudio muestran grandes discrepancias
en cuanto al efecto que el O, desencadena en la celularidad
recuperada en el LBA de cobayos evaluados con histamina en
comparacién con los evlaudos con ACh y SP; Dicha diferencia
puede deberse a que el mediador quimico utilizado sea el
respcnsable de los cambios celulares cbservados. Es un hecho
conocido que la histamina es un factor quimiotdctico de
eosindéfilos?® y neutrdfilos?, asi como es capaz de reclutar
leucocitos a los pulmones!®, aungque su efecto guimiotdctico es
inferior al de otros quimioatrayentes'®. Por otra parte cabe,
la posibilidad de que las diferencias en los resultados
obtenidos sean ocasionadas por la metodologia utilizada para
el conteo diferencial, va que 1las cuentas celulares
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recuperadas tanto para ‘:s_u‘s'yt'anc'ivaf:P"como para ACh presentan

tendencias de comportamiento’wuy similares a las observadas
para la histamina, pero la dispersién de los datos no permite
que se presencen diferencias significativas en estos grupos.
Ia técnica que se utilizd para la realizacién del IBA no
contempla la normalizacidn del fluido recuperado, y debido a
la complejidad en la obtencién del liquido broncoalveolar, asi
como a la existencia de diversas variantes que influyen en la
mayor © menor recuperacién del mismo (permeabilidad de las
vias aéreas, permeabilidad vascular, broncoespasmo, etc.) se
desconoce el grado de dilucidn que cada lavado presentaba, lo
cual dificulta la interpretacién de los resultados obtenidos.
Por lo que se propone que en lo subsecuente se realicen
técnicas para estandarizar los datos obtenidos de los LBA.
En la literatura se mencionan diversas técnicas que se han
llegado a utilizar a fin de estardarizar los resultados
obtenidos tanto para células como para solutos presentes en
el ILBA., Ia adicidn de azul de metileno al momento de realizar
el IBA es una de las maniobras que se ha utilizado como
marcador de dilucidn®. Por otra parte, la urea es un marcador
de dilucién mds fisioldgico que ha sido ampliamente utilizado
para estandarizar la técnica de LBA*. Finalmente una manera
alternativa de expresar los resultados estandarizados del LBA
es a través del calculo de la cantidad de solutos o cé&lulas
totales por alblmina total recuperada en el ILBA & en su
defecto el contenido total de proteinas presentes en el
mismo™; la inconveniencia de esta dltima técnica es que
cualquier agente que incremente la permeabilidad epitelial de
las vias aéreas incrementa 1la cantidad de proteinas
recuperadas en el LBA, como es el caso del O, %6,



39

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacidn sugieren que
la exposicidén a O, incrementa la reactividad de las vias
aéreas del cobayo y que la manifestacién de dicho fendmeno
depende del fédrmaco utilizado para evaluar los mecanismos
desencadenados por O,.

1. Con ACh no hay hiperreactividad en éste modelo ya que no
se modificd, la respuesta broncoconstrictora ni la celularidad
de las vias aéreas.

2. Para la histamina el O, genera hiperreactividad dependiente
de la concentracidn inhalada y probablemente se presenta como
consecuencia de un proceso inflamatorio, sin que se haya
podido determinar cudl es el prinecipal tipo celular
involucrado.

3. La SP es una herramienta farmacoldgica mids sensible a la
exposicién al O3 ya que se observd hiperreactividad de las
vias aéreas desde una concentracién muy baja, que se alcanza
en la Cd. de México, y dicho incremento es independiente de
la concentracidén de O; y de la celularidad presente el en LBA.
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