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RESUMEN

En las vias respiratorias uno de los problemas mas importantes, para permitir el
paso del flujo de aire a los alvéolos y su expulsion, es mantenerlas dilatada. Un
gran numero de patologias respiratorias obstructivas se producen debido al
estrechamiento de los bronquios y los bronquiolos, a menudo debido a la
contraccion del masculo liso. Se sabe que sustancias idnicas de uso clinico y de
bajo costo, como es el magnesio, tienen efectos broncodilatadores. Por otro lado
sustancias usadas en pacientes con cuidados criticos, como el manitol, han
mostrado efectos broncoconstrictores. El objetivo de este estudio es evaluar las
respuestas contractiles del musculo liso traqueal ante el Manitol o el Magnesio asi
como los cambios citomorfoldgicos traqueales que estas sustancias inducen. Este
es un estudio experimental con tres grupos de 18 ratas macho de
aproximadamente 400g. El protocolo experimental consistié en superfundir los
anillos de la traquea con Solucion Fisioldgica durante 5 minutos, seguido de la
solucion de prueba con Manitol o Sulfato de Magnesio por 5 minutos. Los efectos
sobre los parametros citomorfoldgicos traqueales fueron evaluados en 6 ratas de
iguales caracteristicas mediante extendidos por raspados de traqueas previamente
sumergidas durante 5 minutos en Solucién Fisiolégica, Manitol o Sulfato de
Magnesio. Ya comparados los valores promedio de las areas de los anillos
traqueales superfundidos con Manitol versus con Sulfato de Magnesio no se
demostro diferencias significativas, pero se pone de manifiesto variaciones
ritmicas que muestran la prevalencia de la dilatacion causada por el Magnesio por
encima de la constriccion causada por Manitol.

Palabras Clave: Broncoconstriccion, Broncodilatacion, Manitol, Magnesio,
Procesamiento de Iméagenes
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SUMARY

In the airways one of the most important inconvenient, to allow passage of air
flow to the alveoli and expulsion, is to keep them dilated. A large number of
obstructive respiratory diseases occur due to narrowing of the bronchi and
bronchioles, often due to the contraction of smooth muscle. It is known that ionic
substances in clinical use and inexpensive, such as magnesium, have
bronchodilator effects. On the other hand substances used in critical care patients,
such as mannitol, have shown bronchoconstrictors effects. The objective of this
study is to evaluate the responses contractile tracheal smooth muscle with
mannitol or magnesium as well as cytomorphologic changes tracheal that these
substances induce. This is an experimental study with three groups of 18 male rats
of 400g. The experimental protocol consisted of superfund to the tracheal rings
with saline for 5 minutes, followed by the test solution with mannitol or
magnesium sulfate for 5 minutes. The effects on cytomorphologic tracheal
parameters were assessed in 6 rats of the same characteristics through outstretched
by scraping tracheae previously submerged for 5 minutes in saline, mannitol, or
magnesium sulfate. When compared the average values the areas of tracheal rings
superfund with Mannitol vs with magnesium sulfate is not demonstrated
significant difference but is manifest rhythmic variations that show the prevalence
of caused dilation by magnesium above constriction for Mannitol.

Keywords: Bronchoconstriction, Bronchodilation, Mannitol,
Magnesium, Image Processing.



INTRODUCCION

En las vias respiratorias uno de los factores de mas importancia, para hacer
posible el intercambio de aire entre los alvéolos y la atmosfera, es su diametro. El
sistema traqueo-bronquial posee paredes formadas por musculo liso cuyo tono
controla el didmetro de la via. Una gran cantidad de patologias obstructivas
respiratorias se producen debido a la reducciéon de la luz bronquial frecuentemente

debido a una excesiva contraccion del masculo liso en si (1).

El asma bronquial es una enfermedad inflamatoria de las vias aéreas a la que se
asocia una intensa hiperreactividad bronquial frente a diversos estimulos. En este
sentido varias sustancias que se forman en los propios pulmones (histamina), y,
algunas administradas clinicamente, frecuentemente producen contracciones o

dilataciones bronquiolar (1,4).

Entre 1989 y 1999 en Venezuela se observo un gran incremento de consultas por
asma ocupando el segundo lugar como causa de consulta en toda la red
ambulatoria nacional. Para el 2006 méas de 1 millon de visitas al afio caracterizan
la morbilidad por asma aguda en los servicios ambulatorios publicos de
Venezuela que atienden a un 80% o mas de la poblacién (5,6). A esta alta
morbilidad se afiade los elevados costos de los medicamentos que deben ser
administrados a los pacientes, no solo para el tratamiento de las crisis, si no
también el mantenimiento del tratamiento profilactico, estos costos hacen dificil el
cumplimiento de dichos tratamientos, lo cual incrementa la prevalencia de esta

patologia.

Existen diversas morfoldgicas técnicas aplicables en el estudio de enfermedades
del tracto respiratorio. Uno de los de mayor eficacia es la citologia respiratoria por
cepillado bronquial mediante broncoscopia con fibra Optica, la cual ofrece una
importante descamacion celular del epitelio cilindrico ciliado seudoestratificado
con células caliciformes y celulas basales predominante en el arbol
traqueobronquial (2,3). Sin embargo, en el estudio de la contraccion del musculo

liso traqueobronquial, dada la gran cantidad de factores fisiologicos Yy



fisiopatoldgicos relacionados, se requiere la utilizacion de técnicas
citomorfologicas y funcionales para una adecuado estudio de la patologia de la via

aérea pulmonar.

Recientemente se ha reportado que sustancias ionicas de uso clinico y de bajo
costo, como es el caso del magnesio, un mineral de nombre comun sal, conocido
por ayudar a la absorcion del calcio y ser un potente relajante muscular (Mg

SO4-7H,0) han mostrado ciertos efectos broncodilatadores (7,8)

Por otro lado sustancias usadas en pacientes con cuidados criticos, como es el
caso del manitol un diurético osmético que, por su alta hipertonicidad acarrea el
agua del medio intracelular, al compartimiento extracelular (C¢H140¢) han

mostrado efectos broncoconstrictores (9)

En ambos casos estas sustancias no han sido estudiadas en profundidad con
técnicas in vitro ni establecido la correlacion fisioldgica y citologica de estos

efectos.

De igual manera, son muy frecuentes las complicaciones respiratorias
relacionadas con broncoconstriccion en pacientes criticos de cualquier etiologia,
entre ellos en pacientes que reciben diversa medicacion parenteral como es el caso
del manitol usado como agente osmatico antiedema cerebral. Existen reportes de
un potencial efecto broncoconstrictor del manitol, el cual dado la relevancia y

frecuencia de su uso debe ser verificado con precision (10)

Por planteado anteriormente, surge la necesidad de profundizar la investigacion
experimental de las respuestas morfologicas y funcionales del musculo liso

traqueal ante el manitol o el magnesio.



MATERIALES Y METODOS

Cirugia y muestreo

Se trata de un estudio experimental en el que se usaron 24 ratas Sprague-
Downley, machos (400g), anestesiadas con Tiopental sddico (60 mg.kg™, i.p.) en
tres grupos de 6 animales (control, magnesio y manitol). Se practicé la diseccion
del cuello, liberandose y extrayéndose la traquea, la cual, se lavé con Solucion
Fisioldgica aireada a 37°C. Sumergida en esta solucion y con un bisturi, se
realizaron secciones transversales para obtener aleatoriamente 4 anillos traqueales,
los cuales se colocaron en una camara de perfusion tipo canal vertical de 60 mm
de largo y 1mm de espesor, construida con laminas de vidrio portaobjeto de
microscopia. La camara de superfusién fue adaptada a un flujo constante de
1mL.min™ mediante una bomba de infusién. Las paredes de vidrio de la cémara
de perfusién permiten visualizar claramente los anillos traqueales los cuales
fueron fotografiados, en un fondo negro, con una camara digital (Olimpus, Stylus
1010) cada 30 segundos con 5Mp de resolucion. El protocolo experimental
consistio en superfusion con solucion fisioldgica (grupo SF) durante 5 minutos,
seguida de la solucion de prueba con manitol (Laboratorios Vargas®) al 18%
(grupo Manitol) o sulfato de magnesio al 6% diluido en solucion fisioldgica al
0.9% (grupo Magnesio) por 5 minutos. Los efectos sobre los pardmetros
citomorfoldgicos traqueales fueron evaluados en 6 ratas de iguales caracteristicas
a las anteriores, mediante extendidos por raspado de trdquea previamente
sumergidas durante 5 minutos en solucion fisiologica, manitol 18% o sulfato de
magnesio 6% (2 ratas por cada solucién). Los extendidos se fijaron con alcohol
isopropilico y se tifieron con la técnica convencional de hematoxilina-eosina
(HE). Los extendidos fueron fotografiados con amplificacion 40x con la camara

digital ya descrita a 5Mp de resolucion.



Procesamiento de imagenes

Las imagenes obtenidas durante las superfusiones de los anillos traqueales y de
los extendidos citoldgicos fueron procesadas con el programa ImageTool
(UTSCHSA, NIH, USA, 2005), mediante el cual se determinaron digitalmente las
areas de seccion transversal (um?) de cada uno de los anillos traqueales en cada
fotografia (secuencias cada 30 segundos). De igual manera, desde el punto de
vista citomorfologico, se determinaron las areas citoplasmaticas de al menos 80
células en los extendidos obtenidos de las traqueas sumergidas en cada solucion

(fisiologica, magnesio o manitol).

Estadistica

Los valores numéricos obtenidos fueron procesados estadisticamente mediante el
programa PAST v2.04, calculandose la mediana como medida de tendencia
central y los percentiles 25 y 75 como medida de dispersién. Las comparaciones
entre los valores de cada grupo se realizaron mediante la prueba no paramétrica de

Mann-Whitney asignandose como significativas diferencias con P<0,05.



RESULTADOS

La Fig. 1 presenta una fotografia de cuatro anillos traqueales en la camara de
superfusion, siendo procesada con el programa imageTools. Al comparar los
valores promedio de areas de anillos traqueales superfundidos con solucion
fisiologica (5 minutos) contra los de Manitol (5 minutos) no se observaron
diferencias significativas (n=240; U=227; P=0,21; ver Tabla 1).

Al comparar los valores promedio de &reas de anillos traqueales superfundidos
con solucidn fisiologica (5 minutos) con los de Sulfato de Magnesio (5 minutos)

no se observaron diferencias significativas (n=240; U=271; P=0,73; ver Tabla 1).

Los valores promedio de areas de anillos traqueales superfundidos con Manitol (5
minutos) versus con Sulfato de Magnesio (5 minutos) no se diferenciaron
significativamente (N=240; U=244; P=0,37; ver Tabla 1).
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Fig.1

Procesamiento digital de las imagenes de dos anillos traqueales
durante la superfusion con solucion fisiologica. Se mide el area

interna de cada anillo.



Tablal

Valores promedio del &rea (mm?) del anillo traqueal
superfundido con solucién fisiologica (SF), manitol al 4% o
Sulfato de Magnesio al 6%. Valores expresados en mm?; SF=
Solucién fisiologica; SF2= Solucion fisiologica superfundida 5
minutos luego de SF inicial; NS= no significativo al comparar

con los valores obtenidos con solucién fisioldgica, P>0,05.

MEDIDA

n
Mediana
Percentil 25
Percentil 75
P

En vista de la ausencia de significacion en las comparaciones de los valores de
area traqueal para los tiempos previos y posteriores a la superfusion, se evaluo el
curso temporal de los efectos de las superfusiones de los anillos traqueales con

manitol o con magnesio (Fig. 2), en este analisis se aprecia claramente el efecto

SF
40
24,41
22,17
30,33

SUPERFUSION

Manitol
40
28,98
23,92
31,32
NS

SF2
40
26,59
23,92
29,00

broncoconstrictor del primero y broncodilatador del segundo.

Mg
40
25,55
22,87
28,62
NS
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Fig. 2.
Efecto de la superfusion de Manitol (rojo) o Magnesio (azul) sobre
el area se seccion transversal de anillos traqueales de rata. Los
valores corresponden a la mediana y los percentiles 25-75. La linea
negra vertical central corresponde al inicio de la superfusion de
prueba, tiempos previos corresponden a la superfusion con solucién

fisioldgica.

Evaluacion citomorfoldgica de extendidos traqueales

La Fig. 3 presenta una fotomicrografia de un extendido de células tefiidas con HE,
obtenidas de un raspado traqueal luego de la superfusion con solucion fisioldgica.
En la Tabla 2 y Fig. 3 se presentan los valores de las areas citoplasmaticas
medidas en al menos 80 células para cada uno de los extendidos traqueales

teflidos con HE y procesados por citomorfometria digital.



Tabla 2

Mediana y percentiles 25-75 del é4rea citoplasmatica (um?) de extendidos
traqueales sumergidos (5 minutos) en solucion fisiologica (SF), manitol al
4% o sulfato de magnesio al 6%. Tincion HE. La significacion estadistica se
expresa como (U de Mann-Whitney) seguida del nivel p; n=80 células para

cada grupo.

Perfusion Mediana p25-75 vs SF vs Manitol

SF 158,2 127,5-188,8

Manitol 126,7 99,9-152,9  (2046) 0,001

Magnesio 169,9 127,5-213,7 (2487) 0,01 (1494) 0,00001

Fig. 3.

Fotomicrografia de un extendido de células tefiidas con

Hematoxilina y Eosina, obtenidas de un raspado traqueal luego de
la superfusion de la traquea con solucion fisiologica, amplificacion
40x.
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Fig. 4.

Area citoplasmatica (um?; mediana y p25-75) de células obtenidas
de raspado luminar de traqueas sumergidas (5 minutos) en SF,

manitol o0 magnesio.



DISCUSION

En el presente estudio se evalud el efecto del manitol y el magnesio sobre la
contractilidad del mdsculo liso traqueal usando técnicas funcionales y de
citomorfometria digital tanto en las células obtenidas mediante raspado luminar y

del &rea se seccion transversal traqueal.

Se evidencio el efecto broncoconstrictor del manitol y broncodilatador del sulfato
de magnesio. La conocida variabilidad fisiolégica en el grado de contraccion del
musculo liso bronguial hace que al promediar sus valores durante un largo tiempo
(5 minutos), no sea posible determinar diferencias estadisticamente significativas.
Esto concuerda con el conocido ritmo de contractilidad de la via respiratoria. Sin
embargo, al evaluar el grado de contraccion a lo largo del tiempo, (cada 30
segundos como en el presente estudio) los efectos de las superfusiones con las
sustancias probadas si evidencio claramente sus efectos tanto en el area de seccion
transversal de los anillos traqueales (Fig. 2) como en las areas citoplasmaticas de

las células obtenidas por raspado luminar traqueal (Fig. 3).



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio aportan evidencias que soportan el
efecto broncoconstrictor del manitol y el broncodilatador del magnesio, por lo
que el uso del primero en pacientes criticos que lo requieran deberd ser

acompariado de una cuidadosa monitorizacion del funcionalismo de la via aérea.

El efecto broncodilatador del sulfato de magnesio, unido a su bajo costo y al
reducido numero de efectos colaterales reportados, lo hace un poderoso candidato
a considerar en pruebas clinicas en el tratamiento de las crisis y/o profilactico de

la hiperreactividad bronquial y el asma.

La investigacion de las causas fisiologicas y farmacologicas de los efectos aqui
reportados del manitol y el magnesio sobre la fibra muscular lisa traqueal debe ser

el siguiente paso en la profundizacion de este conocimiento.

Las herramientas de procesamiento digital de imagenes utilizadas en el presente
estudio mostraron su gran utilidad, facilidad de uso y precision, sustituyendo a las
técnicas fisiologicas de evaluacion de la contraccion del muasculo liso traqueal,
como la cadena de anillos traqueales y el uso de un transductor de fuerza, lo cual

reduce el costo experimental y eleva la calidad de los registros.

AGRADECIMIENTO

Los Autores expresan su agradecimiento al Bioterio Central y a la Direccion de
Investigacion y Produccidn Intelectual de la Facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad de Carabobo por el aporte de los animales de investigacion.



10.

BIBLIOGRAFIA

Guyton A, Hall J. Ventilacion pulmonar. Gonzalez J, Jaquotot M, editores.
Tratado de Fisiologia Medica. 10ma ed. Pennsylvania: McGraw-Hill
Interamericana Editores, S.A. de C.V, 2001; 5525-538

Eurocytology. Citologia Respiratoria. Toma de Muestras y Métodos de
Preparacion. Lavado Bronquial. “Disponible en:
http://www.eurocytology.eu”

Welsch U, Sobotta J. Histologia. 2da ed. Madrid: Editorial Médica
Panamericana, 2009

Rozman C. Neumologia. Agud J, Alvarez I, Madero S, editores. Compendio
de Medicina Interna. 3ra ed. Madrid: Elsevier, 2005; 200-252

De Barboza G, Sierra X, Avendafio J, Campero N, Rodriguez E, Lozada O.
Asma: epidemiologia y definicion. AVPP 2001; 64: 29-35

Capriles E, Do Campo A, Verde O, Pluchino S, Capriles A. Children’s
asthma and the third world: an approach. J Investig Allergol Clin Immunol
2006; 16: 11-18

Bonnemay R, Guevara E, Hernandez F, Silva J. Influencia del sulfato de
magnesio inhalado en la resolucion de la crisis asmatica. Arch. Hosp.
Vargas 1998; 40: 61-63

Rowe B, Bretzlaff J, Bourdon C, Bota G, Camargo C. Sulfato de magnesio
para el tratamiento de las exacerbaciones de asma aguda en las salas de
emergencias. (Biblioteca Cochrane Plus) 2008. “Disponible en:
http://www.update-software.com”

Fraga D, Baez J, Reyes J, Sussini M. Uso de soluciones salinas hipertonicas
inhaladas para restaurar la hidratacion superficial de la via aérea en
pacientes con fibrosis quistica. (Revista de Posgrado de la VI Céatedra de
Medicina) 2006. “Disponible en: http://kinesio.med.unne.edu.ar”

Asensio O, Corddn A, Elorz J, Moreno A, Villa J, Grupo de Técnicas de la
Sociedad Espafiola de Neumologia Pediatrica. Estudio de la funcion
pulmonar en el paciente colaborador. Parte 1. An Pediatr (Barc) 2007; 66:
518-530



