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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

1. Perspectiva Historica

1. 1. Evolucion del Oxigeno atmosférico

Desde que la Tierra se formo hace 3 billones de afios’, 1a atmésfera ha estado

sometida a continuas varlaciones en cuanto a su composicion.
Gilbert®, cita algunmos autores que aseguran que la primitiva atmosfera estaba
constituida por hidrogenc y compuestos hidrogenados de oxigeno, nitrégeno vy
carbono, como por ejemplo agua, amoniaco y metano. (tros, como Hart’ y Walker”
afirman que originariamente la atmdsfera se formé por una lenta liberacién de gases
procedentes de la corteza y capas externas, siendo sus principales constituyentes el
H;O v el CO; con menor proporcion de Nz el H;O se condensd rapidamente
formando los océanos mientras que el C(; disminuyd poco a poco disolviéndose en
ellos, reaccionando con los silicatos o depositandose en pledras calizas y otras rocas
carbonicas sedimentarias. De este modo hace 2.5 billones de afnos, la atmosfera
llegaria a ser rica en nitrégeno, aungue aidn no habia oxigeno libre en cantidades
signiﬁcativasj, En este momento, las (micas formas de vida eran las bacterias y algas
clanoficeas ({pardoazuladas) que debleron formarse espontancamente en una
atmdsfera reductora compuesta por metano y CO,.

A partir de la Era Prccémbricaﬁ, la atmosfera terrestre se enriquecid en
oxigeno debido fundamentalmente a dos procesos: En primer lugar a la
fotodisoclacion del HzO por los rayos ultravioleta solares en la superficie de la
atmosfera seguida por un escape de hidrégeno, siendo ésta la fuente abidtica mas

importante de oxigeno libre’. El segundo proceso, constituye la mis importante
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INTRODUCCION

fuente de oxigeno y es conocido como fotosintesis '+ °. Consiste, como sabemos, en la
conversion de energia solar en energia quimica por oxidacidn del agua y reduccion
del oxigeno:

CD; + HQD ------- % CHQD + Dg

La fotosintesis se realiza cuatro veces mas en la tierra que en el agua, a pesar
de que ésta ocupa las tres cuartas partes del globo. Hay que tener en cuenta que en ¢l
agua solo ocurren procesos fotosintéticos por encima de los 200 metros v que el
contenido de oxigeno es 30 veces superlor en la atmodstera que en ¢l mar, siendo
ademas en este Gltimo mucho menos constante por 1o gque los animales acuaticos, en
contraste con los terrestres, tendrian mayor peligro de extincion. De cualquier modo,
la hidrosfera supone el segundo reservorio de oxigeno, con un 10% del total en forma
de agua.

Lna vez modificada la composicion del aire atmostérico merced a la
elevacion de oxigeno ambiental, se origind un cambic en la biosfera que dio paso a
formas de vida mas evolucionadas. Asi los primitives organismos unicelulares y
pequencos metazoos no precisaban ningdn sistema de transporte de oxigeno, ya que
éste era directamente asimilade por difusidn desde el ambiente al interior de la
cclula. Pero este sistema se mostrd totalmente insuficiente para suministrar el
oxigeno necesario para satisfacer las demandas metabdlicas de los organismos
pluricelulares de mayor complejidad que aparecieron mas tarde: De esta forma los
vertebrados han hecho evolucionar dos mecanismos principales para proveer a sus
células de un flujo adecuade de oxigeno: El primero de ellos, es un sistema
circulatorio que aporta oxigeno activamente a las cflulas, en ausencla de este
sistema, el limite de tamano de un organismo aerobico seria de | mm, puesto que la

difusién de oxigeno sobre dimensiones superiores s demasiado lenta para cubrir las
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INTRODUCCION

necesidades celulares. El segundo mecanismo estd constituido por las moléculas
transportadoras de oxigenc cuya existencla contrarresta la baja solubilidad de este
gas en ¢l agu a.

Asl pues, la mayoria de animales y plantas se adaptaron a las nuevas
condiciones atmosféricas al desarrollar durante su  evolucldn mecanismos
enzimiticos y no enzimaticos capaces de controlar los procesos oxidativos derivados
de la accién del oxigeno. La imposibilidad de hacer frente a estos procesos ha hecho
pensar a algunos autores como Schatz® que la extincién de ciertas especies
prehistdricas como los dinosaurios, pudo estar causada por un efecto téxico del
oxigeno al no ser capaces estos animales de desarrollar sistemas de proteccion frente

al aumente de oxigeno ambiental.

1. 2. Historia del Oxigeno

El oxigeno fue descubierto en la segunda mitad del sigle XVIII, e
iInmediatamente despertd un gran interés por sus posibles efectos terapéuticos.
Priestley, en 1773, fue quien descubné dicho gas que llamé “Aire de Fuego”. Pero
fue Lavoisier quien lo llamé oxigeno, €l observd la rapida combustion de una vela y
especulé que “la energia animal es consumida tan riapidamente a causa de esta tipo
de aire puro™. Mis tarde, en 1789 Lavoisier v Sequin demostraron que el oxigeno a
una presion de | atmosfera absoluta (ATA) no alteraba el metabolismo oxidativo,
pero no describieron el efecto téxico que €ste tiene en los pulmcmcsg' 10

En (878, Paul Bert publico su trabajo pionero La Presion Barométrica'® en la
que presentd los resultados de afios de estudio de los efectos fisiologicos de la

exposicion a altas y bajas presiones. Mostro que, aunque el oxigeno es esencial para

la vida, es letal a altas presiones. Lasrks expuso que el aire a 15-20 ATA provoca
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INTRODUCCION

convulsiones, y €l mismo efecto podia ser producido por el oxigeno a 3 ATA. Bert
documentd convulsiones similares en otras especies, y establecid claramente la
toxicidad del oxigeno sobre el sistema nervioso central {(SNC), lo que actualmente se
conoce como el Efecto de Paul Bert. 5in embargo no investigd el dano respiratorio.

En 1859, el patdlogo J. Lorrain Smith estudid la neumonia letal que
experimentd una rata después de una exposiclon a una atmosfera con el 73% de
oxigeno. Sus trabajos se centraron en ratones y dic la primera descripcidn en detalle
de los camblos pulmonares que se producian con exposiciones a altas tensiones de
oxigeno durante prolongados pericdos de tiempo. Smith fue consciente de las
limitaciones que esta toxicidad producia en el use del oxigeno en la clinica, asi como
que las alteraciones tempranas eran reversibles y que las mas altas presiones
acortaban el tiempo de aparicidn de dichas alteraciones. Las alteraciones pulmonares
son también conocidas como Efecto de Lorrain Smith.

Aungue se han realizado numerosos estudios en animales, la evidencia de los
efectos negativos del oxigeno a altas presiones en humanos, fueron escasas hasta la
década de los anos 30. En 1933, dos (Hiciales de 1a Guardia Real Britanica, Damant
y Philips, respiraron oxigeno a4 ATA, presentando sintomas convulsivos a los 13 ¥
16 minutos. Behnke después estudid una serie de exposiciones al oxigeno
hiperbarico. Una exposiciones a 4 ATA desencadenaba en un sujeto un sincope
agudo despues de 43 minutos, y convulsiones a los 44 minutos en otro. A 3 ATA los
efectos no se apreclaban hasta las 3 horas, pero a las 4 horas algunos sujetos
presentaban nauseas y una sensaclon de colapso inminente. Asl se considerd que
exposiciones de 30 minutos a4 ATA y de 3 horas a 3 ATA eran seguras para ¢l resto

de humanos.
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Becker-Freyseng v Clamann, en 1939, descubrieron que exposiciones de 65 horas a
730 mmHg de oxigeno a presién atmosférica producia parestesia, nauseas, y una
disminucion de la capacidad vital. En 1941, Haldane describid una convulsion en
menos de > minutos a 7 ATA de oxigeno.

Al comienzo de la Segunda Guerra Mundial, un nimeroc de episodios
inexplicables de inconsciencia fueron descritos en buceadores que usaron equipos de
circuito cerrade de oxigeno los cuales eran considerados seguros para las
profundidades. Este hecho provocd que Donald, en 1542, comenzara una serie de
experimentos sobre la toxicidad del Dxigencr”, y sus observaciones en 2000
exposiciones formaron la base de los limites del oxigeno en el buceo.
Desafortunadamente, algunos de estos trabajos fueron realizados usando equipos de
circulto cerrado, sin medidas del didxido de carbono. La mayoria de los mas
Importantes descubrimientos marcaron la base en la variacién de la tolerancia a este
was, los efectos agresivos del ejercicio y exposiciones subacuaticas. Sugirid que la
profundidad maxima segura para bucear con oxigeno era de 8 metros.

Las investigaciones de les dltimos 30 anos han sido orientadas sobre todo a
elucidar €l mecanisme de esta toxicidad. Todos los esfuerzos para perfilar los limites
pulmonares a las exposiciones han sido también establecidos. Esto ha tenido una
Importancia cada vez mayor en el buceo a saturacidn en ¢l que el tiempo de
permanencia en ambientes hiperbaricos se prolonga y se utilizan mezclas de oxigeno

para acortar los tiempos de descompresion.
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1. 3. Historia del Buceo Militar en Espafia

51 nos remontamos a los origenes de la Armada en Espana, parece evidente
que su primera organizacion data del siglo XIII cuando la Fuerza Naval del Rey
Femande III, al mando del primer Almirante de Castilla D. Ramon Bonifaz,
consiguld vencer al Rey moro Axafat y 1a rendicién de Sevilla €l 23 de noviembre de
1.248.

Con esta gesta el Rey encargd al Almirante Bonifaz la formacion,
organizaclon y la redaccidn de las primeras ordenanzas realmente Castrenses de la
Armada, toda vez que lo hasta entonces legislado se referia exclusivamente a las
naves del comercio™,

A partir de este momento, se produce un significative incremento del
potencial Naval. En el siglo XIV, v debido a la necesidad de reparar las averias
producidas por varadas, vias de agua, reparacidn de anclas, etc., se dota a los navios
espancles de buceadores a pulmén.

Durante los siglos XV y X VI se crea la Flota de corso y buceo para recuperar
los galeones y cargamentos que hablan naufragado en las Bahamas y golfo de
México. Entre los siglos XVI y XVII comienzan a aparecer diversos ingenios, que
permiten al hombre permanecer debajo del agua durante cortos intervalos de tiempo.
Cabe destacar como los mas importantes: Campana de Toledo, 1338, Campana de
Bono, Trazas e Ingenios de Jeronimo de Ayanz 1597-1603, Equipo de Diege de
Ufano 1613, Disenos de Pedro de Leresma 1623, Ingenio de Francisco Nanez Melian
1626, Campana de Cadaques 1677, Campana del inglés Edmund Halley 1656-1742.

El primer éxito técnico importante en esta campana, fue legrado por el fisico y
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astrénoemo Sir Edmund Halley, quién observd el problema del agotamiento de
oxigeno ¢ ided un sistema para enviar hacia abajo aire fresco en barriles™ ',

En 1775, Spalding, de Edimburgo, perfecciond el aparato de Halley
anadiendo a la parte superior de la campana una camara provista de grifos que podia
llenarse de agua para la inmersién, mientras que para emerger, €l agua era expulsada.
Nos hallamos ante un principio del lastre de agua que utilizan los submarinos
actuales’”.

En 1788 John Smeaton, construyd una campana a la cual se le suministraba
mediante una manguera, aire de una bomba instalada en superficie. Esto representd
una auténtica revolucion técnica, produciendo la invencion de muchos equipos de
buceo'®.

El primer equipo de Buceadores de Combate Espanocles, constituido como tal,
actud, en 1782 minando el estrecho de Gibraltar a nado y al mando del general
Grillon.

Por Real Decreto de 20 de febrero de 1787 se crean las primeras Escuelas de
Buceo en cada Departamento Naval. Estas Escuelas de Buceo son las mas antiguas
del mundo.

En enero de 1791 Pedro Amable Burlet construye en Cartagena una maguina
hidraulica para el buceo, Gtil para profundidades pequenas.

El dia | de julio de 1847, llega a Ferrol a bordo de la fragata mercante Jorge
Juan el que puede considerarse el primer equipo de buzo para la Armada Espanola,
modelo 5iebe. La Armada Espanola adquinid el primer equipe Rouguayrol-
Denayrouze en octubre del 1866, con destine ala Fragata Tetuan ?

Tanto la campana, la escafandra de Siebe, como el equipo de Rouguayrol-

Denayrouze, eran alimentados con alre, hasta que en 1878 Henry Fleus patenta el
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primer equipe de buceo autdnomo, que empleaba oxigeno puro como medio
respiratorio. Era a circuito cerradeo con saco respiratorio, botella de oxigeno cargada
a 30 Kg/cmZ. de presidon, un cartucho que contenia ¢l elemento purificador del
anhidrido carbonico. Es ¢l antecesor de los equipos que utilizan los buceadores de
combate actuales.

Con todos estos modemos equipos de buceo es necesaria una nueva

legislacidn, aprobandose el 20 de julio de 1904 el primer Reglamento de Buzos.
La primera camara de descompresion que hubo en Espana, se adquirid en ¢l ano
1523 para la Armada y su Escuela de Buzos. La suministrd la Siebe-Gorman y se
mnstald en 1924 a bordo de la barcaza auxiliar de buzos de la citada escuela. Esta
cdmara estuve prestando servicie a la Armada ¢l ano 1979, estando actualmente
expuesta en el Museo Naval de Cartagcnam,

También en 1926 llegan a Espaha, las primeras tablas de descompresion
inglesas, publicadas por €l Dr. Haldane con la introduccion de las citadas tablas y la
primera camara de descompresion importada 1gualmente de Inglaterra, se ponia
punto v final a la aplicacion de los procedimientos arcaicos utilizados para intentar
mitigar los dolores y molestias producidas por los —ataques de presion-.

En 1928 se construye en Bilbac y se instala en Cartagena, en la base de
submarinos, con material procedente de los sumergibles tipos, el primer tanque
hidraulico para inmersiones de hasta 1{) metros.

El primer equipo auténomo de oxigeno-nitrégeno y oxigeno puro se debe al
Buze Mayor de la Armada D. Pablo Rondon, denominadc —Chaleco Espana-
declarandose reglamentaric en la Armada al efectuarse prucbas a 60 metros de
profundidad y escapes desde submarinos posados en el fondo a 40 metros. En la

actualidad los equipos de oxigeno purc se le denominan Equipos Autdnomos de
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Circuito Cerrado. Estos equipos se basan en la respiracion de oxigeno puro y la
regeneracion del mismo mediante €l efecto adsorbente del hidrSxido de calcio o un
producto semejante para ¢l didxido de carbono. La profundidad maxima que se
puede alcanzar con estos equipos es de 8 metros, a causa del peligro de intoxicacién
por €l oxigeno. Su caracteristica de no emitir burbujas los hace especialmente
adecuados para fines militares, siempre contando con su peligrosidad 4,

Por decreto de 12 de marzo de 1542 se reorganiza el Cuerpo de Buzoes de la

Armada y en 1946 se construye una nueva Escuela, en la base de Submarinos de
Cartagena. La segunda guerra mundial proveyd el incentivo necesario para que se
avanzase a grandes pasos en el desarrollo de los equipos autdnomos de circuito
cerrado®’ %2,
En 19531, el espanol Santiage Ferran trajo a Espana el primer equipo
auténomo francés Aqualung {pulmdn-acuatico). En el ano 1953 se crea ¢l prestigioso
C.R.L5.,, (Centro de Recuperaciones e Investigaciones Submarinas) de Barcelona,
unc de los primeros Centros Europeos de Actividades Subacuaticas y Deportivas, y a
partir de 1967, se encuadran dentro de la F.E.D.AS. {Federacion Espancla de
Actividades Subacuaticas ).

Con €l auge del buceo al final de la década de los 60 las instalaciones del CIB
se quedan insuficientes, trasladandose €l 3 de marzo de 1970 a la Estacion Naval de
la Algameca {Cartagena) a un edificio nuevo, que con €l transcurrir de los anos se ira
convirtiendo en cuatro {Edificio de mando, con Complejo Hiperbarico, Escuela de
buceo; Edificio de la UIS {Unidad de Investigacion Subacuatica; con complejo
hiperbarico hasta 300 metros; Edificio del Cuartel de Marineria y Edificio de UEBC.
A este conjunto de edificios ¥y dependencias se le denomina Centre de Buceo de la

Armada, creado por la O.M. 37/70 (D.O. ndm. 11).

25



INTRODUCCION

En la Escuela de Buceo del Centro de Buceo de la Armada, se imparten los
cursos de Buceador Elemental, Buceador de Combate, Tecnologia del buceo, Aptitud
de Buzo, Accidentes de Buceo y Medicina Subacuatica, cuya duracidén oscila entre
dos meses y tres anos. A estos cursos acuden Soldados y Marineros, Cabos,
Suboficiales y Oficlales de las Fuerzas Armadas, Guardia Civil, Policia Nacional y
numerosos alumnos de Marinas extrajeras, que acuden por el prestigic v solera de
esta Escuela. Desde su inauguracidn, hasta el 31 de diciembre de 1999, 1a Escuela de

Buceo ha formado unos %.300 alumnos.

2. Biofisica del Oxigeno

Este gas es esenclal parala vida ya que es empleado por €l organismo para los
procesos de oxidacién y obtencién de energia. Se encuentra en la atmésfera con una
concentracion del 21%.

Su principal limitacion radica en su toxicidad, determinada por tres factores:
presiones parclales elevadas, duracién de la «f;x[,}u:rsiciérn23 ¥ susceptibilidad
nterindividual e intraindividual’. En la sigulente tabla se pueden observar los

distintos rangos de presion parcial de O; y sus consecuencias sobre el organismo:

Tabla 1 Efectos fisioldgicos del Oxigeno, en funcidn de la presion.

Presion Parcial de Oxigeno Efecto Fisiologico
={,17 ATA Sincopes hipdxicos
Entre 0,17-0,4 ATA Normoxia
Entre 04-1,7 ATA Accidentes hiperdxicos pulmonares (efecto

de Lorrain-5Smith)

=17 ATA Accidentes  hiperoxicos  neurologicos

{efecto de Paul-Bert)
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En 1899 Lomrain-Smith fue el primero en concretar los efectos toxicos del

oxigeno sobre el pulmén, deseribiendo un cuadro de “Neumonia por oxigeno™ v que
también conocemos como sindrome de Lorrain-Smith’,
La exposicion a presiones parciales de oxigeno superiores a 1,7 ATA, supone la
aparicion de un cuadro agudo de afectacidn neurclégica descrito por €l francés Paul
Bert y que es responsable de la aparicidn de crisis convulsivas similares a las de un
gran mal epiléptico™.

Como consecuencia de sus problemas toxicos se producen una serie de
limitaciones en su uso para el buceo. En la Armada E',S]_:mﬁu.:rla25 el limite maximo de
presion para el oxigeno, ya sea formando parte de una mezcla respiratoria o como
inico elemento respirable, se establece en 1,7 ATA®,

52 ha determinado que en animales de experimentacion la afectaciom
pulmonar por oxigeno es tan importante que va a condicionar la supervivencia de los

27, 28
. En humanos se

sujetos mas que la afectacion de otros Grganos y sistemas
manifiesta de forma aguda por alteraciones tanto en la mecdnica ventilatoria como en
los volimenes y capacidades pu]TTIDnElTﬁSZ4 y Sl las exposiciones son muy
prolongadas se produce la aparicidn de fibrosis intersticial y leslones alveolares”,
atelectasias, edema pulmonar y danos estructurales en la produccion y en la funcion

del surfactante pulmonar™.
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3. Manifestaciones de la Intoxicacion por Oxigeno

3.1. Signos y sintomas de toxicidad pulinonar por oxigeno

3.1.1. Efectos de Ia Intoxicacion por Oxigeno In Vitro

Al 1gual que ocurre in vivo la Intoxicacién por oxigeno produce reacciones de
inflamacién con un flujo de células inflamatorias, células proliferativas e
hipertréficas, un aumente de <citoquinas, de la actividad apoptotica vy
subsecuentemente evidencias morfologicas de dano pulmonar. Las primeras 24 — 48
h de exposicion de oxigeno constituyen la fase inicial de la intoxicacién pulmonar

p 31, 32
por oxigeno

. Incluso lesiones de tipo no morfolégicas han sido descritas durante
esta fase.

Perkowski analizé 385 genes pulmonares durante los primeras horas de la
exposicion a hiperoxia (0-48 h). Observd que el oxigeno a elevadas concentraciones
aumentaba la expresion de 175 y la disminuia en 2107, Estos resultados indican que
la fase inicial de las lesiones inducidas por la hiperoxia representa un complejo
proceso que todavia estd poco explicado. Determinadas investigaciones concluyen
que en respuesta al estrés oxidativo, €l ndmerc de células endoteliales descienden
fuertemente en la fase post-inicial, mientras que las células epiteliales parecen ser
relativamente resistentes al estrés oxidativo’" %, Adem as, =¢ ha demostrado también
gque en respuesta a la ventilacion hiperdxica se 1::+rcu:lu«c«\=;35 enfisema™, activacién del
sistema Fas/FasL'’, variaciones en la concentracién de dxido nitrico y de perdxido de
hidrég@najs, sindrome de distrés rcspiralcrrinjg, aumento en la expresion total de la

proteina pulmonar p534ﬂ, las c€lulas alveolares tipe Il son gravemente danadas con

probabilidad de culminar en muerte celular. Se ha descrito que tanto la apoptosis
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como la necrosis pedrian  tener lugar en cultivos de células alveolares
{principalmente epiteliales ¥ endoteliales) durante exposiciones hiperdxicas. La
respuesta al oxigeno in Vitro parece ser dependiente del tipo del cultive aungue
todavia no esta claro el mecanisme o ruta de muerte imp]icada4],

Los neumocitos tipoe II son muy importantes en ¢l epitelio pulmonar. Ellos
son las responsables del metabolismo del liquido surfactante. Los danos producidos

en las c€lulas tipe Il ocasionan alteraciones muy graves en la funcidn pulmonar.

3.1.2. Efectos de Ia Intoxicacidn por Oxizeno In Vivo

Los efectos perjudiciales que produce el oxigeno a altas concentraciones en

animales de experimentacion son similares a los que aparecen en humanos por este
motive se toman como medelos en 1a mayoria de estudios clentificos.
Se ha demostrade que en ratas adultas expuestas a concentraciones de oxigeno del
98% durante 0-24 h y 72 h sufren una respuesta inflamatoria pulmonar importante
posiblemente a consecuencia de la gran infiltracion de macréfagos que se produce v
al aumento en la expresion de la E-selectina en la superficie endotelial del pulmén,
sin embargo en ratas neonatales la tolerancia a la intoxlicacion es mayDr42' AR

En la intoxicacion por oxigeno la barrera que antes se ve afectada es la
alveolocapilar; en ella se alteran tanto las células epiteliales como las endoteliales a
consecuencia de la degradacion de la matriz* .,

Las alteraciones por la hiperoxia también afectan a otras células ademas de

las pulmonares como en leucocitos, cambios en la histologia celular del rindn e

; 47
1leon
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31.2.1. Influencia de la humedad en la intoxicacién pulmonar por oxigeno In
Vivo.

En cuanto a la influencia de los factores no determinantes ya sean invariables
o variables, es dentro de €ste Gltimo la humedad, €] que mas discusion ha planteado

4. 4739 hablan de la influencia directa en el dafio

ya que mientras unos autores
- . 51 - . .. -

pulmonar por hiperoxia, otros™ hablan de su inexistente relacion, no apreciandose en

humanos diferencias espirométricas antes y después de la exposicidn con oxigeno

seco y himedo.

3.1.3. Efectos de Ia Intoxicacidn por Oxizeno en Humanos

La intoxicacion aguda por oxigeno debuta come sintoma mas precoz con la
aparicién de una disnea subesternal™, consistente en unas molestias retroesternales
en forma de gquemazon que se Intensifican con la mnspiracion pmfundajj' s
acompanada de tos ocasional que posteriormente se hace mas frecuente. Las
molestias se extienden por todo el arbol traguecbronquial instaurandose finalmente
una disnea de resposo™.

Gardette™ atribuye la sensacion de quemazdn respiratoria a un estado de
deshidratacion de las via aéreas superiores, de este modo suglere que la utilizaclon de
humidificadores podria atenuar este sintoma. Winsbomughj? considera que el dolor
sélo revelaria una traqueitis como respuesta inflamatoria a la hiperoxia. Barthelemy™
observa la presencia de rinitis y comjuntivitis junto con la  afectacion
traquecbronquial.

En individuos sometidos a una exposicion a 3 ATA durante tres horas, la

sintomatologia no solo fue respiratoria sino que aparecieron cuadros de ansiedad

relacionada con la dificultad inspiratoriajs,
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Las exposiciones prolongadas producen fiebre, estertores e hiperemia de la
mucosanasal’. Segin Huber™ estos estertores localizados en las bases pulmonares se
pueden extender a todo el pulmodn, apareciendo esputos hemoptdicos junto con
disnea. Como efectos tardios podemos destacar la presencia de anorexia, nauseas,
vomitos y cefaleas que no remiten hasta 12-16 horas después del cese de la
cxposciénj].

Desde el punto de vista radiclégico observamos una alveolitis edematosa
junto con Imagenes condensantes basales que pueden confluir llegando a opacificar
grandes arecas pulmonares. Estos signos radioldgicos expresan la existencia de un
edema intersticial y alveolar, atelectasias y membranas hialinas en espacios
alveolares y vias aéreas terminales™ ~ %, Generalmente el cuadro clinico cede antes
gue las imagenes radiologicas, asi podemos observar una normalizacion de los signos
radiolégicos en 48-72 horas®™.

Clark®, considera gque la coexistencla de toxicidad neurologica y pulmonar
agrava esta Gltima debido a la existencia de una broncoconstriccion inducida por

accion vagal, ademas durante la Intoxicacion neuroldgica por oxigeno puede

) i s - . . - £3
producirse una incoordinacion en la actividad respiratoria del diafragma.

3.1.3.1. Efectos de la Intoxicacion por Oxigeno en los parametros pulmonares
A) Afectacién de la funcién pulmonar

La afectacion de la mecanica ventilatoria se expresa como una disminucidn
precoz de la elasticidad que segim Deneke™ dependera tanto de la presion inspirada
de oxigenc (P10;) como del tiempo de exposicion.

Los estudios para observar la afectacidn en los volimenes y capacidades

pulmonares comenzaron en los afios 70 cuando Clark y Lambersten® tratan de
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demostrar la validez de la afectacidn de la capacidad vital (CV) como indice de
toxicidad pulmonar relacionando las variaciones de este parametro con la PIO; vy con
el tiempo de exposicidn, de tal forma que en funcidn del porcentaje de descenso de
este parametro se determinaba la gravedad de la afectacidn pulmonar y su potencial
reversibilidad. En este sentido se propone la UPTD {Desls Unidad de Toxicidad
Pulmonar) que expresa el grade de lesion pulmonar ocasionade por la inhalacidn de
oxigeno purc a | ATA durante | minuto y que se expresaria por la formula de

Wright®™

s A
UPTD =T[ 292 ‘
. VP ~0.5 )

T= tiempo expueste a la presion parcial de oxigeno

P = presion parcial de oxigeno

0,5 = presidn parcial de oxigeno considerada segura para largas exposiciones: en la
actualidad se considera que la presion parcial de oxigeno segura debe ser inferior a
0,55 68

-1,2 = valor obtenido por Bardin, posteriormente Harabin considerd como mas
adecuado su disminucidn hasta 1,059.

Segin la formula de Wright se sitGa el limite de toxicidad en 600 UPTD, asi
valores de 615 traerian consigo un descenso del 2% de la capacidad vital que segin
Clark se comresponden con la sintomatelogia inicial ™, siendo reversible y dificil de
medir®. Cifras de 1420 o 1425 UPTD producen un 10% de descenso en la capacidad
vital asi como sintomas pulmonares moderados (tos y dolor) y reversibles. Segin
Hendriks” esta sintomatelogia precederia en 1-2 horas a los cambios en la CV. La

reduccion del 0% esta considerada como el limite superior tanto en operaciones de
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buceo coime en oxigenoterapia hiperbarica, de tal forma que descensos superiores al
- . - 71 .
10% provocan danos pulmonares irreversibles™, lo que parece contradecirse con lo
expresado por otros autores que afirman que en situaciones de patologia
descompresiva grave puede ser aceptable una reduccion de hasta el 20% de este
. £5
parametro .

.72
Lemaire

, tstablece que la relacion entre descenso de capacidad vital vy
toxicidad pulmonar por oxigeno no es satisfactorla cuando se emplean bajas
presiones parciales de oxigeno durante largas exposiciones; Gardette demostrd que
la relacion establecida por Clark y Lambersten si era valida para este tipo de
exposiciones: observando descensos del 6% para una UPTD de 1300 v del 14% para
valores de 1750.

Hyacinlhcﬂ, suscribe la validez de este parametro y Eckenhoff’? considera
que ¢es el dnico test de confianza para observar el comienzo y progresion de una
toxicidad pulmonar. Clark™ considera que su descenso es una manifestacion fiable
de toxicidad pulmonar tras exposiciones a una presion parcial de oxigeno igual o
superior a 0.73 ATA siendo su recuperacion mas rapida que la de otros parametros
esplroméEtricos,

Gardette™, cuestiona su validez y senala que sus wvarlaciones estarian
condicionadas por las molestias respiratorias propias de la hiperoxia. Dencke
considera que es un test de dificil reproduccion interindividual e intraindividual™.
Adams’™® observa como los descensos mas importantes de VC coincidian con las
fases clinicas mas floridas.

Lemaire™, empled FVC como sustituto de VC, Widel™ afirma que existe

mayor afectacion en FEV ] y Clark’® revela descensos de FEV 1 y FEFis75 tras
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respirar oxigeno a 3 ATA durante 3.5 horas lo que sugiere afectacidn de pequenas
vias aéreas.

Crosbie™, comprueba a su vez la reduccion de FEV | ¥ FVC tras accidentes
hiperdxicos pulmonares, aunque esta afectacion fue reversible en el transcurso de
algunas semanas, observando como la recuperacion de FEV ] fue mas lenta que la de
FVC. Widell™ sugiere que FEV! tiende a mostrar mayores descensos que la
capacidad vital (CV).

La afectacién de los flujos medioespiratorios es segin Crosbie” debida a la
existencia de un estrechamiento de las vias a€reas de pequeno calibre o incluso un
atrapamiento aéreo y Clark™ correlaciona esta afectacién con la presencia de un
patrén obstructive que se localizaria en los bronquiolos periféricos. Para confirmar
esta hipdtesis se realizan determinaciones de la conductancia especifica de la via
afrea, observandose su alteracidn cuando se refiere a la via de pequeno calibre
comprobandose su integridad cuando se determina en vias aéreas de mayor calibre™.

Crosbie”, emplea flujos espiratorios considerando que su afectacién es mis
importante ¥ su retorno a valores pre-exposicion es muy lenta llegando a superar
mcluso las 12 semanas. Thorsen’’ determina que la afectacién de las vias aéreas de
pequenc calibre se produce de forma previa a la afectacion de la capacidad vital.
Mialion’® establece que los flujos medicespiratorios son faciles de obtener v
sensibles ante lesiones pulmonares leves, 1o que segin Reed”” es compatible con un
aumento de la distensibilidad y una reduccion de la presidn de recuperacion
pulmonar.

La afectacion del factor de transferencia del mondxido de carbono (DLCo) es
debida a la duracién de la exposicidon y no a la presion parcial de DxigenDED, su

determinacién manifiesta la respuesta individual de sujetos expuestos de forma
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prolongada a presiones parciales de oxigeno consideradas sin efectos nocivos®'. Su
afectacién no es inmediata™ siendo su descenso prolongado en ¢l tiempo, incluso
varios dias después de concluir la exposicion hiperdxica; esta lenta recuperacion es
(til para comprobar la recuperacion funcional del buceador”'. Todos estos factores
determinan que DLCo sea mas sensible que la capacidad vital para objetivar la
tolerancia pulmonar al oxigeno y su posterior evolucién’’. El mayor inconveniente
que plantea este parametro es su dependencia entre otros del estado funcional de la
barrera alveolocapilar y de la concentracion y afinidad de la hemoglobina, todas estas
circunstancias hacen segin Lucas™ segulr considerando a la capacidad vital cémoe un
parametro con valor predictivo ya gue es el inico que se relaciona con la aparicion
de sintomas, siendo a su vez €l mas conocldo y el mas seguro.

(tros autores comprueban la existencia de gas etano, producto de la
peroxidacién lipidica, en el aire espirado tras la exposicién hiperéxica®’. Allen™
observa tras una exposicion a oxigeno al 100% una elevacion sanguinea de
sustanclas como noradrenalina o 3 hidroxitriptamina que traducen una afectacidn de

las células endoteliales.

B) Tolerancia al Oxigeno

La toxicidad al oxigeno esta condicionada por la presidn parcial y por el
tiempo de cxposiciﬁnjj' 881 E"»Elrtha:lem).fj3 cita los estudios de Clark y Lambersten
gque muestran comoe tras 30 dias de exposicidn a una PIO; de 0,33 ATA no aparece
ningim tipo de afectacion pulmonar. Deneke admite que pueden respirarse
concentraciones de oxigeno Inferiores al 30% de forma indefinida sin causar lesiones

pulmon ares’.
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Thorsen™, considera que una PO, de 50 Kpa no es téxica pero su uso durante
al menos dos semanas si produce afectacién pulmonar. Thorsen®™ realiza una
exposicion de larga duracidn a una PO; entre 40 y 30 Kpa, donde observé la
existencia de mecanismos tSxicos acumulativos. Adams'®  observé como
exposiclones a presiones parciales de 3,52 ATA no afectan a la salud del buceador,
mientras que exposicliones a presiones parciales entre 0,53 y 0,83 ATA si producian
lesiones pulmonares. Lucas® considera que el daifio pulmonar se establece mis
rapido y mas intenso cuando la PIO; es superiora | ATA.

(hro factor que condiclona la tolerancia al oxigeno son las varlaciones
mdividuales que pueden condicionar respuestas distintas a 1gual presion y tiempo
de exposicion, esto puede estar relacionado con la capacidad individual para poner en
marcha mecanismos antioxidantes, asi se observan altas tasas de la enzima
superdxido dismutasa {SOD) en individuos con menos susceptibilidad a la accidn
téxica del Dxigenaﬁj' 8.88,

Situaciones de estrés y trabajo fisico favorecen la toxicidad de este gas,
obteniéndose la maxima tolerancia en condiciones de rcposos?, 3e ha demestrado que
la combinacién de ejercicio y oxigeno a 2.0 ATA esta asociada a un incremento
lineal de la presion arterial de CO;"%. Este hecho a su vez esti relacionado con el
aumento del flujo sanguineo cerebral entregando asi una dosis mayor de oxigeno al
cerebro®™ ™, En este sentido el tipo de exposicion {continua o intermitente} cambia la
susceptibilidad individual, lo que ha sido aprovechado para prolongar las
permanencias en hiperoxia, ya que las exposiclones Intermitentes previas a una
exposicion continuada retardan la aparicidn de los efectos téxicos " *°. Ambos

factores, reposo y exposicion intermitente, son Gtiles en la aplicacion de tratamientos
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hiperbaricos™, donde se favorece 1a sintesis de enzimas antioxidantes’’ y se duplica
¢l tiempo necesario para inducir la aparicién de una afectacidn pulmonar®™.

(hros factores ambientales 1mportantes para conseguir mayor resistencla a la
hiperoxia son la temperatura y el grado de humedad, de tal forma que una
temperatura entre 20 vy 25°C y valores del 70% de humedad relativa facilitan la
maxima tolerancia®™. Arieli’® observa en paclentes tratados diariamente con oxigeno
himedo una elevacién de FEV ] frente a otros paclentes con oxIgeno seco.

Smerz™ tras realizar 998 tratamientos recompresivos tras accidentes de buceo
establece que las mujeres son 2.8 veces mas susceptibles de presentar toxicidad por
oxigeno que los hombres.

La toxicidad por oxigeno disminuye sl su respiracion se hace asociada a un diluyente
{nitrégenc o hclio)gj.

En experimentacidn animal, Hammond™ observa cémo el empleo conjunto
de blogueantes alfa adrenérgicos mas el descenso periférico de catecolaminas tiene
un efecto protector del dafio pulmonar tras exposiciones hiperdxicas. Bitterman®
considera que una dieta de beta carotenos durante una semana es el mejor
procedimiento antioxidante y por tanto protector ante una toxicidad por este gas.

Sin embargo vy pese a todas las medidas de proteccion, la respiracion de
oxigeno a altas concentraciones supone la produccidén de ROS {especies reactivas del
oxigeno), que segim Arieli® ® su nivel de produccion es similar al desarrollo de los
sintomas derivados de la toxicidad del oxigeno. Estos ROS afectaran de forma
inmediata a las cé€lulas mas expuestas que son las células endoteliales y epiteliales de

revestimiento alveolar que forman la barrera alveolocapilar {BAC).
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3.2. Sintomas y signos de la intoxicacion por oxigeno en el SNC

En un intento de identificar las manifestaciones preconvulsivas de la
Intoxicacion por oxigeno en el SNC, Donald'" expuse buceadores a presiones de
oxigeno de 303 Kpa (3.0 ATA) hasta que aparecian importantes efectos
neurcldgicos. Estos efectos incluian: palidez facial, sudor, bradicardia, sensacién de
asfixla, somnolencia, depresion, euforia, aprension, cambios de comportamiento,
sintomas visuales, sintomas acidsticos, cambios respiratorios, nauseas severas,
vomitos espasmodicos, vértigo, temblor de labios, contracciones de pecho y nariz,
palpitaciones, tensiones eplgastricas, sincope y convulsiones. Desafortunadamente, la
secuencia de la progresion de dichos sintomas y signos ne incluye sintomas leves

antes de la aparicion de las convulsiones.

3.2.1. Atagues Hiperoxicos

El ataque causado por la intoxicacion de oxigenc se presenta como una
convulsidn ténica-clénica gcnera]izada%. Suele ocurrir sin previa advertencla o
precedida por una secuencia de sensaciones premonitorias. La aparicion de la
convulsidn consiste en una fase t&nica rigida con pérdida abrupta de conclencla y una
fuerte rigidez en ¢l cuello y las extremidades. En este tipo de ataques es importante la
apertura parcial de la boca y la insercién de cualguier dispositive gue evite que el
paciente se muerda la lengua. La fase tonica es seguida de unes 30 segundos
aproximadamente de una fase clonica de poderosas y repetidas contracclones de casl
todos los misculos del organisme durante | minuto antes de que desaparezcan
gradualmente. Un pericdo apnéico persiste a lo largo de toda la fase ténica y clonica.
A continuacion aparece una hiperventilacion vigorosa estimulada por la retencion de

didxido de carbone y 1a acidosis metabdlica. Siel oxigeno ha sido respirado de forma
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discontinua, la conciencia se recupera en pocos minutos después la convulsidn es
seguida de 5-30 minutos de recuperacion gradual de la lucidez mental. Sin embargo
en la hipoxia cerebral que tiene lugar durante un ataque epiléptico, la
hiperoxygenacion del cerebro es mantenida durante una convulsidn oxigénica por
una elevada P en conjuncidn con una marcada hipercapnia ¢ incremento del flujo
sanguineo cercbral.

Se ha demostrado que, salvo los riesgos asoclados a una lesidn fisica o a un
ahogamiento, una scla convulsién producida por el oxigeno no desencadena dano ni
efectos secundarios’ ™ ™%,

La marcada exacerbacion de los sintomas neurologicos, incluyendo las
convulsiones, han sido observadas en los primeros minutos de respirar aire después

B %% Un buceador que rTespira oxigeno a altas

de la exposicion hiperoxica
presiones ya sea por terapla o descompresion, crea un riesgo ya que el oxigeno puede
inducir un ataque. Podria ocurrir un embolismo por aire letal a menos que se

Interrumpiera la descompresion Inmediatamente vy la presion ambiental fuese

constante hasta que se instaure la respiracion normal.

322, Cambios en Ia Actividad Eléetriea Cerebral

El clectroencefalograma proporciona una medida objetiva de la actividad
eléctrica del cerebro. Es la prueba que se utiliza como indicador de la intoxicacion
por oxigeno en el SNC'™" '™ Algunos autores encontraron que, mientras que el
ataque en s mismo estaba asoclade con descargas eléctricas generalizadas, la
actividad del encefalograma no era modificada antes del evento. Lambertsen'””

monitorizo a 18 sujetos expuestos a 303 Kpa (3.0 ATA) de oxigeno durante 3.5 h v

evidencid en uno de los sujetos camblos en la actividad eléctrica cortical del cerebro
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antes de un episodio sincopal hipotensivo y en otro advirtid las tipicas convulsiones
ocasionadas por €l oxigeno.

Torbati"™ estudié la actividad electrocortical cerebral en el despertar de ratas
expuestas a 303 Kpa, 404 Kpa v 205 Kpa (3,0, 4,0 y 5,0 ATA) de oxigeno. Observo
cambios significativos en la actividad de bandas individuales por encima de los 60
minutos antes de que aparecieran las descargas eléctricas prominentes que preceden a

: : oy 105
los atagues generalizados. Sin embargo, Visser

no encontrd cambios significativos
entre el analisis espectral del encefalograma realizadoe a un buceador con
convulsiones después de respirar oxigeno durante 30 min a una presion de 238 Kpa

{2,8 ATA) y el resto de pruebas de sus companeros que no presentaron ningin

sintoma o signe de intoxicacidn por oxigeno en el SNC.

3.3. Efectos Toxicos del Oxigeno en el Ojo

Behnke'® observé una pérdida progresiva de la visién periférica hasta el
punto de ceguera total en un sujeto que respird oxigeno a 3,0 ATA durante 3,5 h. El
cambio fue reversible ¥ en 30 min recuperd la wision completa tras reanudar la
respiracidn con aire.

Lna extrema susceptibilidad a la pérdida visual durante exposiciones
hiperdxicas se encontrd en un individuo que se habia recuperado hacia unos anos de
una neuritis retrobulbar en un DjD]m.

Un similar grado de susceptibilidad visual con respecto a la intoxicaclon por
oxigeno fue observada en un buceador que experimentd una peérdida progresiva en la
visién periférica, mas extendida en el ojo derecho que en el izquierdo, durante un

periodo de descompresion de 1 h de 3,0 ATA a 2,0 ATA'™, R campo visual fue

recuperado tras 40 min respirando aire.
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La hiperoxia también afecta a la actividad eléctrica retinal. Noell'™ "9 y
Bridges''" ' mostraron en conejos los efectos de una exposicién prolongada de
hiperoxla en un electroretinograma, medido como respuesta eléctrica que
experimenta la retina en oscuridad y en un flash de luz. La amplitud del
electroretinograma fue Inhibido total e lrreversiblemente por exposiciones
hiperdxicas cercanas a los 2 diasde [,0 ATA yde | diaa 7,0 ATA. La recuperacion
de la amplitud del electroretinograma no tenia lugar s1 la exposicién a oxigeno
continuaba mas alla del tiempeo de extincion completa, presumiblemente hasta ¢l
punte de dano o muerte visual' @ %,

Los descensos reversibles en la amplitud del electroretinograma han sido
observados en sujetos sanos durante exposiciones prolongadas de oxigeno a
presiones de 3,0, 2,5, 20 y 1,5 ATA0 113104 g5 embargo existe poca correlacion
entre €l electroretinograma y ¢l campo visual por lo que los efectos de la intoxicacion
por oxigeno en el ojo podrian tener distintos sitios de accion o caracteristicas
bioguimicas en el desarrollo celular’ '™,

La exposicion a una atmosfera hiperoxica ocasiona miopia progresiva.
Burtler' ” publicd un caso en el que un buceador respird oxigeno puro con un equipo
de circuite cerrado, desarrollé 1,5 dioptrias de miopia. La causa de la miopia
progresiva inducida por hiperoxia ha sido atribuida a un cambio reversible en la
forma o metabolismo de la lente ocular’ '™ "7 18 Ograg posibles causas de la miopia
podrian ser cambios en la curvatura comeal o tensidn intraocular'® y cambios en la

120

longitud axial del ojo En pacientes diabéticos y anclanos la incidencia de

. - . 118
aparicion de miopia es mas alta .

Los resultados en animales de experimentacion también indican que los

efectos oculares por la toxicidad de oxigeno podrian ser mas severos cuando el ojo
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entero esti expuesto a la atmdsfera hiperoxica que cuando la hiperoxigenacidn ocurre

p : ny - 4121
solo en la circulacion arterial .

3.4. Otras Manifestaciones de la Toxicidad por Oxigeno

Aungue hemos dado mas importancia a los dafnos ocasionados por €l oxigeno
en el sistema pulmonar, en €l SNC vy en el ojo, todos los Grganos y tejidos del cuerpo
son susceptibles al dane que producen altas concentraciones de oxigeno. Sin
embargo no se han detectado alteraciones en Srganos tan iirigados como €l corazdn,
el rindn o el higado. Es posible que las lesiones en el SNC y en los pulmones

precedan a las manifestaciones en el resto de organos.

3.4.1. Sistema Hematopo vético

Se ha demostrade que ¢l oxigeno tiene efectos deletéreos sobre los eritrocitos
gue se manifiestan en alteraciones en la morfologia y/o descensos circulatorios de la
masa eritrocitaria. Fsto puede deberse a una inhibicién de la eritropoyesis,
Inactivacion de enzimas glucoliticas esenclales o dane en las membranas de las
células rojas resultado de una peroxidacion de los lipidos de membrana. Estudios en
ratones muestran dano lreversible en las células madre hematopoyéticas tras 24

. . 9
horas de exposicion a oxigeno 100%".

342, Vasoconstriccion

(Otras alteraciones que se presentan a causa de la vasoconstriccidn inducida
por la hiperoxia son ¢l fendmeno de Raynaud, es una afeccidn en la cual las
temperaturas frias o las emociones fuertes causan espasmos vasculares que bloguean

el flujo sanguineo a los dedos de las manos y de los ples, las orejas v la nariz, la
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enfermedad de Buerger, esta enfermedad afecta a los vasos sanguineos de manos,
brazos, plemas y ples, haciendo que se hinchen e impidiende la circulacion de la
sangre, ¥ migranas. El riesgo de obstruccion del lecho arterial ha side estudiado en

. . 9
fetos expuestos a concentraciones de oxigeno elevadas™.

34.3. Oido

En pilotos expuestos a altas concentraciones de oxigeno se han preducido
otitis medias graves, esto podria estd ocasionado por la absorcidn de oxigeno del
oido medio. Un sindrome relacionade con €l oide medio ha side descrito por
buceadores de la Marina Americana que respiraban 100% de oxigenc con equipos de

circulto cerrado o semi-cerrado.

4. Mecanismos de Daiio Oxidativo y Defensas Antioxidantes

4.1. Especies Reactivas de Oxigeno

Lin radical libre esta definido como una molécula o atomo que contiene unoc o
mas electrones desapareados en su dltima capa]m. La presencia de electrones
desapareados los convierte en especies altamente reactivas. La vida media de varlos
radicales es solo una fraccion de segundo, aunque hay una considerable diferencia
segin del radical del que se trate’?’. Los radicales mis Importantes en los sistemas
biologicos son el anidn superdxido (07}, radical hidroxile {OH7), 6x1do nitrico (NO"
J, radicales derivados de la peroxidacion lipidica (ROO) v el radical alcoxil {RO7).

El término “especies reactivas de oxigeno” (ERO) ¢s a menudo utilizado para

referirse tanto a los radicales libres como a otros compuestos reactl vos relacionados
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con el oxigeno, como el oxigeno singlete (109, el perdxido de hidrégeno (HoOh), ¥
los hidroperéxidos {ROOH)Y"*®, Todos estos compuestos tienen la capacidad de
formar nuevos radicales libres'®'. Cuando un radical libre reacciona con una
molécula que no lo es, la molécula diana se convierte en un radical, que a su vez
reaccionara con otra molécula y asi sucesivamente.

La principal fuente de produccion de ERO es la reduccion del oxigeno
formando 0,7 121 122 Aunque la reactividad de O, es bastante baja, es capaz de
Iniclar la cadena de reacclones. El anion superdxido experimenta un cambic para
transformarse en H;0O; espontineamente © enzimaticamente (I). La tasa de
dismutacion espontanea es baja, mientras que la reaccion catalizada por la

128, 121

superdxido dismutasa (SODJ es 10% veces mis rapida . Este radical también

puede reaccionar con €l oxido nitrico (NO7) para formar peroxinitritos {DNDD’}]”,

e O+ +2H = HaO: + O

El peroxido de hidrogeno es mas estable que el 0. Puede difundir a través de
las membranas plasmaticas. El radical mas reactivo y potencialmente danino ha sido
considerado el OH'*® aunque la vida media del OH™ es extremadamente corta, El
radical hidroxile se forma en la reaccién de Fenton catalizada por la transicion de

lones metalicos o cobre a partir del H, O, {II):

o Fe’"+H;0;> Fe™ + OH + OH
(Otra reaccion que produce el radical hidroxilo es {111}

*» ;7 +H0; 2 0+ OH + OH

4.2. Fuentes de Especies Reactivas de Oxigeno en el Pulmon

Las especies reactivas de oxigeno son generadas en €l metabolismo normal de

todas las celulas aercbias. Las células pulmonares son las primeras en encontrarse

44



INTRODUCCION

con el oxigeno inspirado, v la concentracion de este gas en €l pulmon es mas alta que
en cualquier otro 6rgano. Los descubrimientos fundamentales en la produccion de
ROS en células pulmonares se han realizade mayoritariamente en pulmones de ratas,
conejos y en macrofagos alveolares humanos'**. La produccion de ROS aumenta
como resultado de un incremento en la concentracion de oxigeno o de los oxidantes
exdgenos come el ozono, el humo de cigarillos, asbestos, fibras, radiaciones y

: 125, 126, 127, 128
determinadas drogas =™ 7 T T

La sintesis de superdxido en la cadena de
respiracion mitocondrial esta asociada con la NADH deshidrogenada vy el complejo
ubiguinona/citocromo b'*’. Los estudios de un incremento en la produccion de ROS
por la mitocondria tras la exposicion a hiperoxia sugieren que las mitocondrias son
una importante fuente de produccién de ROS en ¢l pulmén'® ', La sintesis de
superoxido es mas alta cuande el funcionamiento de la cadena respiratoria localizada
en la membrana intema mitocondrial es fuertemente reducida'®. El H.(
mitocondrial  es  principalmente  obtenido de la  dismutacion del ;.
Aproximadamente del 1-2% del oxigeno consumide por la mitocondria es
transformado en Oy ¥ HxO;.

El citoplasma celular es también una importante fuente de produccion de
RS, Una fuente no enzimatica de RO5 es la sintesis de OH™ por las reacciones
catalizadas por lones {reacciones de Fenton y Haber-Weilss), ademas los ROS son
formados por enzimas intracelulares. La Xantina oxidasa (X3} es un enzima
citoplasmatico que bajo condiclones normales se encuentra en su forma
deshidrogenada siendo la produccion de RO5 casi despreciable. En tejidos
1squémicos, s¢ transforma en su forma oxidada, aumentande la produccion de O7 ¥

de H:0; durante la rcoxigcnaciﬁn]m, Pero los niveles de X en los tejdos

pulmonares son bajos, por 1o que su papel en la produccion de ROS en el pulmén es
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probablemente insignificante’”’. Los neutréfilos contienen mieloperoxidasa que
convierte €l H;O; a acido hipocloroso {HOCL), un oxidante de larga vida media’®.
Ohras fuentes de produccion relevante de ROS en el pulmdn son los enzimas
cltocromos P-450 y las oxidasas peroxisomales.

Las especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante en la defensa
del organismo frente a los microorganismos patogenos. Durante la fagocitosis, las
células inflamatorias activadas generan ROS por medio del NADPH oxidasa unida a

membrana’ 2,

4.3. Comparacion de Produccion de ROS entre Varios Tipos de
Células en el Pulmon

Las fuentes mas importantes v la cantidad de produccion de ROS varian entre
especies ¥ organos. Aungue la comparacion de la produccion de ROS entre células es
dificil, algunos estudios han cuantificade 1a sintesis de ROS en varios tipos celulares
en ¢l pulmén. La cantidad de H:(}; liberada por neutréfilos es mas alta que la
liberada por monocites™. Los macrofagos alveolares de rata liberan Hz:0; en una
tasa de 3,1 nmol/min/mg, los neumoecitos tipo II de rata le hacen a 0,7 nmel/min/mg,
y cultivos de células endoteliales, 0,06 nmol/min/mg'™. Las células del mesotelio
pleural de rata producen una cantidad menor de H,; extracelular {(menos de 0,1
nmol/min/mg)' ™.

La exposicidn a hiperoxia aumenta la formacién de ROS en homogenados de
pulmén de rata, en mitocondrias pulmonares aisladas de rata y en macrdfagos

136, 137, 138, 139 o .
1 . La sintesis de H;O; por células

alveolares de este mismo anima
endoteliales vasculares de bovino es dependiente de la concentracion de oxigeno.

Mitocondrias y microsomas pulmonares de ratas adultas producen mas ROS que
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organelas alsladas de pulmones neonatales, indicando este que la produccidn de ROS

es dependiente de 1a edad'®,

4.4. Efectos de las Especies Reactivas del Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son potencialmente daninas, ya que
Interactdan con cualquier blomolécula de la c€lula medificande sus caracteristicas.
La peroxidacion lipidica es una cadena de reacciones mediada por radicales que es
iniciada por un dtomo de hidrégeno procedente de los lipidos poliinsaturados'®. El
radical hidroxile, ROOF, RO y algunos complejos de iones, perono O; o HoO; son
lo suficientemente reactivos come para iniciar la peroxidacion lipidica. Un excesiva
peroxidacion en los lipidos de membrana altera la disposicidon de la bicapa, desciende
la fluidez, aumenta la permeabilidad vy se modifican las proteinas unidas a la
membrana.

Los ROS pueden incluso danar €l DNA, las proteinas y los carbohidratos. Los
radicales inducen rupturas en las hebras de DNA asi como la oxldacion de las bases
puricas y pirimidinicas, produciende un incremento de la frecuencia de
mutaciones'>. La presencia de hebras rotas de DNA activa la polimerasa poli-ADP-
ribosa, un enzima reparador, que consume NAD, ATP y altera el balance de
energia’® . Ademis, los ROS pueden activar o inactivar protefnas oxidando los
grupos sulfidrilos ¥ modificando los aminodcidos ' 1,

Cuando ¢l estrés oxidativo es severo se produce peroxidacidn lipidica,
oxidacion proteica, danc en DNA y agotamiento de ATP. Todos estos fendmenos
conducen a la muerte celular por necrosis, caracterizada por desestabilizacion de las

membranas celulares y las organelas. (Mro posible mecanismo de muerte celular es la

apoptosis, un complejo mecanismo de suicidio celular. Se ha destacado que los ROS
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y los camblos en el estado redox de la célula, especialmente en la mitocondria,
juegan un papel importante en la regulacidn y en la iniciacidn de reacciones
intimamente asociadas con la apapmsism' e,

Aunque la mayoria de los estudios se han centrado en los efectos daninos de
los ROS también poseen unos efectos beneficiosos en la célula. La importancia de
los ROS5 come un mecanisme de defensa frente a los microorganismos ha sido
ampliamente demostrada. El NO actda como un factor relajante en ¢l endotelio
vascular'. Ademis, los ROS juegan un papel critico en la regulacién redox en la

. 148 - . . 149
expresion de genes — y en €l crecimiento y proliferacion celular

4.5. Regulacién de la Actividad Sintasa de Oxido Nitrico en

Respuesta a la Hiperoxia

La hiperoxia puede alterar la concentracion de NO in vivo. Sin embargo, los
datos no terminan de coincidir en si los niveles de NO™ aumentan o disminuyen. La
mayoria de estudios indican que €l oxigeno hiperbarico aumenta la sintesis de NO,
perc su metabelismo basico adn no es conoclde completamente. Los cambios en el
Ca"" podrian jugar un papel en la sintesis del NO™ en respuesta a la hiperoxia. La
toxicidad en el SNC por oxigeno puede ser disminuida con un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa, pero todavia no estd claro sl esto se debe a la reduccidn de la
concentracién de NO™ o simplemente a un menor consumo de O; causado por la

o . . 150, 151,152, 153
disminucion del flujo sanguineo cerebral

. Ratas expuestas a una presion
parcial de oxigeno de 5.0 ATA aumentaban la concentracidn de Ca™'
Intrasinaptosomal lo que de forma secundaria incrementa la actividad de la 6xido

nitrico sintasa'™. La toxicidad por oxigeno fue inhibida por un inhibidor de la oxido

nitrico sintasa y por un bloqueador de los canales de Ca™. Estos datos sugieren que
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la hiperoxia es el detonador de la elevacién de la sintesis de NO™ porque altera los
niveles de Ca™ intracelular, aungue otros mecanismos también son posibles. Ito ',
especula con el oxigeno hiperbarico opinando que podria promover la sintesis de
N va gque se inhibe aparentemente la actividad arginasa en el cerebro y porque el
peroxido de hidrogeno acelera la sintesis de NOY. Varias investigaciones han
propuesto que el perdxido de hidrogeno podria aumentar la tasa de reaccion del
segundo paso de la 6xido nitrico sintasa; la conversion de N-hidroxi-L-arginina a

156, 157 @: o .-
. 51 In vivo la

citrulina y NOF, pero esta cuestion no estad bien establecida
concentracién de la superdxido dismutasa aumenta por el oxigeno hiperbarico, la
produccion de N esta elevada debida a la sintesis del perdxido de hidrogeno. Sin
embargo, se ha observade que la superdxido dismutasa logra este efecto por la
disminucion del anidn superdxido, asi aumenta la vida media del NOE 197
Demchenko'™ observé un complejo equilibrio entre 1a sintesis y destruccién de NO
mediado por la hiperoxia.

Se conocen tres 1sof ormas para la produccidn de NOF incluyendo la sintasa de
N0 neuronal (nNOS5, tipo I}, 1a sintasa de NO inducible (iINO5, tipo I} ¥ la sintasa
de NO endotelial {eNOS, tipo III}. Las dos isoformas constitutivas nNOS y eNOS

pueden ser inducidas por determinados factores ambientales'®’.

La tipo Il es

constitutivamente expresada en algunos tipos de células gliales, miocitos y células

epiteliales, su sintesis es inducible en algunos tipos de células por una variedad de

citoguinas y lipopolisacaridos'™ '™, Las tres formas requieren de L-arginina, O, y

NADPH como co-sustratos, FAD, mononucledtido flavina, tetrahidrobiopterina, ¥
154

como cofactores grupo hemo y no-hemo

La actividad de la nNOS y de la eNOS esta controlada por variaciones en la

concentracién de Ca™ intracelular y por lo tanto a la unién a calmodulina, mientras
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que la INOS une débilmente calmodulina no estando este proceso regulado por el
Ca™. Todas estas isoformas se unen a caveolinas. La caveolina es la proteina
predominante en estructuras membranosas especializadas y hay tres isoformas de

. 182, 165
caveolina

. Cuando los agonistas como la acetilcolina o la bradiquinina se unen
a receptores de membrana, elevan el Ca' ' intracelular el cual a su vez activa a la
nNOS vy a la eNOS™®, Algunos datos indican que al menos para la eNO5 este
proceso implica una disociacién de Ca™ del enzima desde la caveolina, lo que se
continiia con una unién ala calmodulina produciéndose la sintesis del NO™'®,

Estudios con enzimas O6xido nitrico sintasas alsladas indican que sus
actividades estan influenciadas por el estade redox y especificamente por la tension
O,

Trabajos realizados con sistemas celulares 1ntactos presentan resultados
dispares con respecto a la influencia del 3; en la sintesis de la 6x1do nitrico sintasa.
El endotelio vascular de la aorta fue estudiado en cultivo bajo niveles maximos de
Ca™ y se observd que la sintesis de NO¥ ocurria con una presién de oxigeno de 38
mmHg. La produccion paso a ser maxima cuando las c€lulas fueron incubadas a 145
mmHg de O; con un pequeno incremento cuando se aumentd la tensidn al 100% (93
mmHg)]m, Un diferencia en el comportamiento con respecto al ; en las células del
endotelio vascular de pulmén fue encontrado cuando el Ca™ no fue manipulado. De
nuevo utilizando cultivos, se aprecio una elevacion significativa de la sintesis cGMP
cuando las presidn parcial de oxigeno aumentd de 40 a 130 mmHg, siendo la
produccién alim mayor bajo condiclones hiperoxicas normobaricas. (PO 91 kPa; 680
mmHg)]EE. Sin embargo, estos camblios no se apreciaron en el endotelic mesentérico,
podria existir la posibilidad de que el aumento en la sintesis de NO™ mediado por el

oxigeno sea un fendmeno exclusivo del endotelio pulmonar.
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Estudios en animales y en humanos han proporcionado una mayor claridad en
la influencia del oxigenc en la produccion de NO™ en el pulmén. Muchos
Investigadores han propueste que los aumentos en la produccion de NO en el
endotelio pulmonar inducidos por el oxigeno, podria ser la base de la dilatacion de

169, 170
los vasos pulmonares .

Evidencias indirectas basadas en mediciones de flujo mostraron que la

vasoconstriccion mediada por el 3; aumentd con inhibidores de la oxide nitrico

: : 168, 171,172
sintasa pero otros estudios no encuentran este efecto .

4.6. Interacciones con Membranas Plasmaticas

La membrana plasmatica s un de los lugares de accidon mas importantes de
los radicales libres mdas importantes. Se pueden dar varios tipos de danos con una
variedad de consecuencias funcionales. Una serie de radicales libres adicionales asi
comeo algunas moléculas bioldgicas pueden ser producidas por enzimas unidas a la
membrana'®. La peroxidacion lipidica se conoce come el dahe producido por los
radicales libres en las membranas lipidicas. Fendmenos como la peroxidacion de
acidos grasos insaturados de membrana, la oxidacién de estructuras proteicas vy la
inactivacién de enzimas de membrana pueden aumentar la permeabilidad de las
membranas y eliminar los gradientes transmenbrana de iones. Esto conlleva la

pérdida del fendmenc de la secrecion y otras funciones importantes de la membrana.

4.6.1. Peroxidacion Lipidiea

Las membranas celulares son ricas en acidos grasos poliinsaturados que
pueden actuar con radicales libres para generar peroxidos lipidicos vy radicales

peroxil lipidicos los cuales generan unas reacciones toxicas similares a las que
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provocan las especies reactivas de oxfgeno'™ '™, Este proceso es potenciado por la
presencia de metales y puede convertirse en autocatalitico tras la iniclacidn para
amplificar ¢l dano oxidando acidos grasos peliinsaturados.

La naturaleza hidrofdbica de los radicales lipidicos favorecen que se
produzcan mas facllmente estas reacciones oxidativas que tienen lugar en las
membranas plasmaticas. El resultado de la peroxidacion de los acidos grasos de
membrana podria tener efectos adversos en la permeabilidad y viscosidad de la
membrana. Ademas, la polimerizacion de los componentes de la membrana causada
por €l malondialdehido, producido por la peroxidacion de los acidos grasos con tres o
mas dobles enlaces, puede alterar las propiedades fundamentales de la membrana
como es la deformabilidad, el transporte de iones y las actividades enzimaticas'®.

La peroxidacion lipidica inducida por la hiperoxia ha sido estudiada en

. 174, 175
muestras corticales de cerebro de rata

y relacionada con la inactivacion parcial
de la NaK-ATPasa'’®. En ratones las convulsiones provocadas por el oxigeno
aparecen antes que €n ratas, este hecho esta asociado con los niveles mas elevados de
peroxildacion lipidica en las muestras corticales de ratones h
Se ha observado que ¢l Fe™* potencia la peroxidacidn lipidica inducida por hiperoxia
en rodajas corticales del cerebro!™® ademas de existir una relacién lineal entre el
grado de la peroxidacidn lipidica y el contenido de hierro enddgeno en homogenados
de diferentes 4reas del cerebro’ 7.

La peroxidacidn lipidica durante 1a hiperoxia ha sido identificada también en

pulmones ¢ higadn”E

. Las tasas de peroxidacion lipidica en pulmones de ratas
normales y deficlentes en tocoferol aumentaron un 30% y un 300% respectivamente,

durante la exposicion de presiones de oxigeno de 4 ATA'™, Exposiciones de 80-
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100% durante 2-7 dias también Incrementa la tasa de peroxidacidn lipidica en tejidos

137, 180, 181
pulmonares .

4.7. Defensas Antioxidantes

Las defensas bloguimicas contra los radicales libres derivados del oxigeno
son esenciales para poder sobrevivir en un ambiente aerdbip'®® 8 1817
Fridovich'™ caracterizaron las defensas antioxidantes como un sistema encargado de
oponerse a la amenaza que supone las especies reactivas de oxigeno producidas a
partir de la reduccidon univalente de una molécula de oxigeno. La primera linea de
defensa de este sistema es evitar la ruta de reduccion univalente del oxigeno por
medic de la accion de los enzimas como la citocromoe oxidasa, que puede reducir ¢l
oxigenc molecular a agua sin producir intermediarios reactivos. La 6x1do nitrico
sintasa mantiene la transferencia de la pareja de electrones en la cadena respiratoria

mitocondrial, dentro de las proteinas citosdlicas que catalizan diferentes reacciones

de oxidacién. Este enzima previene la transferencia de electrones del oxigeno.

4.7.1. Superdxido Dismutasa

La segunda linea de defensa es la que proporcionan las metaloproteinas,
como las superdxidos dismutasas, que catalizan la dismutacién del anidn superdxido
a la forma peroxide de hidrégcnalzj' 1", Algunas superdxidos dismutasas se unen en
el cltoplasma de las c€lulas de mamiteros al cobre y al zinc divalentes en sus centros
activos, mientras que €l manganeso ocupa los centros activos de otras superdxidos
dismutasas unidas a la matriz mitocondrial.

La importancia de la superdxide dismutas como un componente del sistema

antioxidante fue reconocida y documentada por McCord '™ Las superéxidos
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dismutasas han sido encontradas en todos los organismos aerdbicos, pero no en los

83

P P .
anaerdbios Se ha demostrado un aumento de la sintesis de la superdxido

dismutasa inducide por el incremento en la produccidn intracelular de radicales

187

oo -1 1BE - - . .
superoxidos Las concentraciones Intracelulares de superoxido dismutasa

. . . . . 186, 187, 188
fueron correlacionadas con la resistencia a la toxicidad por oxigeno .

mientras que mutantes con niveles deficientes de superdoxido dismutasa fueron

. . i . 189
susceptibles ala intoxicacion por oxigeno ™.

4.7 .2, Glutation Peroxidasa

La tercera linea de la defensa antioxidante la proporciona la glutation
peroxidasa y la catalasa, que eliminan el peréxide de hidrégene producido
indirectamente por la dismutacion del amion superoxide o directamente por la
reoxidacién de flavo-enzimas reducidas'™. La glutation peroxidasa puede reducir el
perdxido de hidrogeno a agua, se trata de un enzima gque contiene selenio en su
centro active. La deplecion de glutation reducido se evita por la accion de la

glutation reductasa, que cataliza la reduccion de glutation disulfuro con oxidacion de

NADPH.

4.7.3. Oxido Nitrico v Peroxinitritos

Se identificd una NOY reductasa bacteriana capaz de eliminar el NO™ en

190

. , 191 . . .
bacterias . Todavia no se ha encontrado su equivalente en mamiferos. La

glutation peroxidasa dependiente de selenio podria servir como una peroxinitrito
reductasa, ¥ como una selenoproteina P que funcionaria como sumidero en las

192, 193

celulas de mamiferos Se ha visto gue determimados enzimas especificos
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eliminan los aminoacidos nitrados preservando todavia la estructura de proteina pero

aln no ha sido ni caracterizada ni purificada.

4.7 4. Inversidn del Dafnio Oxidativo

La reactivacidon de enzimas oxldados y la reduccidon de los componentes
titulares oxidados constituyen la gquinta y Gltima barrera de defensas antioxidantes 1,
Estos procesos de reparacién parecen culminar con las interacciones del glutation
reducido y oxidado'™" ™. Se ha obtenido in Vitro una elevacién del turnover de la
glutation en respuesta a un Iincremente de la PO:; en preparaciones de vejigas de
rana'*" ¥ en preparaciones de pulmon aislado’”.

La produccion de glutation reducido requiere la presencia de NADPH, que es
recuperado en la ruta de las pentosas del metabolismo glucidico]w, El contenido total
en pulmoén de la enzima limitante de la ruta de las pentosas, la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en ratas adaptadas a la hiperoxia esta aumentada’™ ', La actividad
del ciclo de las pentosas esti también incrementada en pulmones de rata ventilados
con Oy a 5,0 ATA®. La implicacion del ciclo de las pentosas en la inversion del
daho oxidativo en el cerebro asi como en el pulmén esta representado por pequenos
cambios en la actividad del ciclo de las pentosas o en una reduccion del ciclo de los
scidos tricarboxilicos en cortes de cerebro de rata®™® y en tejido retinal expuesto a

- : . . 202
presiones hiperbaricas de oxigeno™".
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II. OBJETIVO

La toxicidad del oxigenoc purc inhalade es conocida desde antiguo. Es
frecuente la utilizacion de mezclas gaseosas enrigquecidas en oxigeno para diferentes
fines: en distintas enfermedades del aparate respiratorio, en la medicina hiperbarica y
en los buceadores profesionales y de combate. Esta utilizacion del oxigeno con fines
medicinales, deportivos o de otro tipo en ocasiones produce trastomos de mayor o
menor Importancia relacionados como es logico con la enorme capacidad oxidante de
cste gas,

Para tratar de aclarar como se produce esta toxicidad o como podriamos
disminuirla especialmente a nivel del sistema pulmonar, hemos disenado este trabajo
de investigacion, por un lade “f1 Fitro™ cultivando en hiperoxia neumocitos tipo II,
por otro lado hemos realizadeo dos tipos de experimentos “i1 Viva 7. Uno de ellos
para medir los cambios en ¢l estrés oxidative producido por la hiperoxia en
buceadores y por dltimo evaluar la influencia de la humedad ambiental sobre la

toxicidad pulmonar de dicho gas en hiperoxia en animales de experimentacion.
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III. MATERIAL Y METODOS

1. In Vitro (Nenmocitos)

1.1. Células y Cultivo

Ltilizamos cultivos de la linea celular RLE-6TN, proporcionada por la
ATCC. Las c¢élulas fueron cultivadas en medio Ham’s F12 {Gibco-BRL)
suplementado con extracto de suerc bovino fetal 10% (Sigma), 2mM de glutamina
{Gibco), 10 pg/ml de extracto de pituitaria bovina {Sigma), 2,5% ng/ml de factor de
crecimiento de la Insulina {Sigma) y 25 pg/ml de transferrina. Fueron incubadas a
37° C en frascos de cultivo de 75cm’ {Nunc) en una atmostera de 3% CO; y con una
humedad de 50%. El cambio de medio se realizaba a los 3-4 dias y se subcultivaron

todas las semanas.

1.2. Curva de Creciiniento

Este ensayo se basa en la reduccion metabélica del bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-11]-2, 5-difenil-tetrazolio {(MTT) realizada por la enzima mitoceondrial
succinato-deshidrogenasa en un  compueste de color amarille {formazan),
permitiendo determinar la funcién mitocondrial de las células tratadas. Este método
ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferacién celular. La cantidad
de células vivas sera proporcional a la cantidad de formazan producido.

Se prepara una suspensién de RLE-6TN en medio de cultive Ham’s F12
18000 celulas/ml utilizande el método del azul tripan mediante un tratamiento con

una disclucion de tripsina 0,253% y EDTA 3,25%. Luego, sembramos 200 pl de dicha
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suspension en cada uno de los pocillos de una placa de 96 {Nunc) {1200, 2500 ¥
5000 c€lulas/pocillo), excepto en la primera columna que se deja como blanco yen la
que solo se pone 200 pl de medie de cultivo sin células. Esta columna, sera nuestro
control negativo, control de ausencia de contaminacion y contrel de ausencia de
coloracidn debido a los reactivos utilizados. Después de 1a siembra, dejamos incubar
a 37°C conun 3% de CO; y 21 % de O;, hasta que exista en los pocillos un 80-50%
de confluencia celular.

Una vez conseguida la confluencia deseada, se elimina el medic de cultivo y
se reemplaza por 200 pl de medio fresco Ham’s F12 sin rojo fenol y 50 pl de la
disolucion de MTT previamente preparada {el M'TT queda en el medic a | mgfml),
dejando incubar durante 4 horas bajo las misma condiciones de temperatura, O; y
COs.

Preparacion de la disolucién de MTT:

¢ Se calienta medio de cultivo Ham’s F12 sin rojo fenol a 37°C.

+ Anadir la cantidad de MTT necesaria para obtener una disolucion de 5

mg/ml.

s Filtrar a través de un filtro de 0,22 pm para eliminar los residuos insclubles ¥

reducir la contaminacion.

¢  Guardar a 4°C protegido de la luz.

Finalmente, retiramos el medic de cultivo de los pocillos para eliminar €l MTT
no metabolizado, ¥ el M'TT metabolizade a formazan por las células se libera tras
disolver las membranas celulares con 100 pl de dimetil sulféxide {DMS0O, Prolabo).
Agitamos suavemente la placa de 26 pocillos y medimos la absorbancia en el lector
de placas (Multiskan MCC 343) a una longitud de onda de 35701 nm, utilizando 690

nm come longitud de onda de referencia {para eliminar la absorbancia inespecifica
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de la placa). El porcentaje de supervivencia resultd de dividir la absorbancia media
de las c€lulas tratadas por la absorbancia media de las c€lulas control {no tratadas) a
la que se resta la absorbancia media del control negativo, y multiplicande por 100.
La estimacion de la viabilidad celular se realizd cada 24 horas durante 4 dias.

La correlacion entre el ndmero de células y la absorbancia durante los 4 dias del
crecimiento celular fue medido utilizando una correl acion lineal que corresponde a la
siguiente ecuacion: 7. {absorbancia) =-0.0402 + 0.0075 x ndmero de pocillos por

cé€lula con una r de Pearson igual a 0,99 {p<0.0001).

1.3. Deteccion de micoplasinas

Para comprobar que las células estaban libres de una posible infeccidn por
micoplasmas {una situacion que podria afectar al crecimiento), €l DNA de la c€lula
se tnd con una disolucion de colorante Hoestch 33258 (bis-benzimidazol) entre 3,05
y 0,5 pg/ml. Los cultivos de células se observaron al microscopio de fluorescencia a
400 aumentos {Ex = 36y Em = 433} para comprobar que ¢l cultive estaba libre de

Infecclones por micoplasmas.

1.4. Tratamiento con Oxigeno

Las células se cultivaron en una atmosfera hiperdxica (95% O,, 3% CO;) para
ello se utilizd un reciplente hermético con una entrada conectada a la botella de
oxigeno puro, con una salida al exterior con el fin de que no aumentara la presion en
su interior y con absorbente de CO; (hidroxide de calclo) para evitar la intoxicacidn
por CO; y la acidificacién del medio de cultivo. Con un analizador se medio la

concentracién de oxigeno en su interior. El recipiente contaba con las condiclones de
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esterilidad necesarias para ¢l crecimiento de las células.

1.5. Estudio Viabilidad Celular

1.5.1. Método del Azul de Tripan

Para determinar la viabilidad celular se emplean diferentes métodos. El mas
comin es el de tinclon con azul tripan. El azul tripan es un coloide que se introduce
en el interior de las células que presentan roturas en la membrana. Se mezcla una
solucion de azul tripan {(,4%) en una relacion de volumen 1/1 con la suspensidn
celular. Asi pues, las c€lulas tenidas claramente de color azul son consideradas no
viables. Nos basta con una camara de recuento celular, por ejemplo la camara de
Neubauer, y un microscoplo. La cadmara de Neubauer es un cuadrado de 3x3 mm,
con una separacion entre dos lineas consecutivas de 0,23 mm. Por lo que el area
sembrada (L) corresponde a 1 mm® La depresién central del portaobjetos estd
hundida 0,1 mm respecto a la superficie, de forma gque cuando se cubre con ¢l
cubreobjetos, €ste dista de la superficie marcada 0,1 mm, y el volumen comprendido
entre la superficie “L” y el cubreobjetos es de 0,1 mm’, es decir 0,1 pl.

51 contamos las cuatro areas sombreadas (L) observando un total de “X™

células entre las cuatro areas, la concentracion en la suspension celular sera:

(células/ml) = 10000 (“X"/4)
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1.5.2. Test de Viabilidad (ensavo del MT

Este ensayo se basa en la reduccion metabélica del bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-11]-2,5-difenil-tetrazolio {(MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un  compueste de color amarille  {formazan),
permitiendo determinar la funcién mitocondrial de las células tratadas. Este método
ha side muy utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad
de c€lulas vivas serd proporcional a la cantidad de formazan producido.

Se prepara una suspensién de RLE-6TN en medio de cultive Ham’s F12
18000 células/ml utilizando el método del azul tripan mediante un tratamiento con
una disolucion de tripsina §,25% y EDTA ,25%. Luego, sembramos 200 pl de dicha
suspension en cada uno de los pocillos de una placa de 96 (1200, 2500 y 5000
celulas/pocillo), excepto en la primera columna que se deja como blanco vy en la que
solo se ponen 200 pl de medio de cultive sin células. Esta columna, sera nuestro
control negativo, control de ausencia de contaminacidn y control de ausencia de
coloracidn debido a los reactivos utilizados. Después de 1a siembra, dejamos incubar
a 37°C con un 3% de C0;, hasta que exista en los pocillos un 83-30% de confluencia
celular. A continuacion las placas con las células se cambian a una atmosfera con el
3% de COp y 99,9% de O; a 37°C durante 24, 48, 72 y 56 horas.

Transcurrido este tiempo, se elimina el medio de cultive y se reemplaza por
200 pl de medio fresco Ham’s F12 sin rojo fenol v 50 pl de la disolucién de MTT
previamente preparada {el MTT gueda en el medic a | mg/ml), dejando incubar

durante 4 horas bajo las mismas condiciones de temperatura, (O y COy.
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Preparacion de la disolucitn de MTT:

¢ Se calienta medio de cultivo Ham’s F12 sin rojo fenol a 37°C.

=  Anadir la cantidad de MTT necesaria para obtener una disolucion de 5

mg/ml.

s Filtrar a través de un filtro de 0,22 pm para eliminar los residuos insolubles y

reducir la contaminacion.

¢  Guardar a 4°C protegido de la luz.

Finalmente, retiramos el medico de cultivo de los pocillos para eliminar el MTT
no metabolizado, v el MTT metabolizade a formazan por las células se libera tras
disolver las membranas celulares con 100 pl de dimetil sulféxide {DMSO, Prolabo).
Agitamos suavemente la placa de 26 pocillos y medimos la absorbancia en el lector
de placas (Multiskan MCC 343) a una longitud de onda de 3701 nm, utilizando 690
nm come longitud de onda de referencia {para eliminar la absorbancia inespecifica
de la placa). El porcentaje de supervivencia resultd de dividir la absorbancia media
de las células tratadas por la absorbancia media de las c€lulas control (no tratadas) a
la que se resta la absorbancia media del control negativo, y multiplicando por 100
La estimacion de la viabilidad celular se realizd cada 24 horas durante 4 dias.

La correlacion entre el ndmero de células v 1a absorbancia durante los 4 dias del
crecimiento celular fue medido utilizando una correlacion lineal que corresponde a la
siguiente ecuacion: 2. {absorbancia) =-0,0402 + 0,0075 x ndmero de pocillos por

c€lula con una r de Pearson igual a 0,59 {p<0.0001).
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1.5.3. Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa (L DH)

Se recoge ¢l sobrenadante del cultive celular ¥ se iIncuba con sal de tetrazolio.
Reactivo que pertenece al kit Cytotoxicity Detection Kit (LDH) 1644 793 de
ROCHE. La actividad de la LDH es determinada por un test enzimatico: en el primer
paso la LDH realiza la conversién de lactato a piruvato, en este proceso el NAD" es
reducido a NADH/H™. En el segundo paso el catalizador transfiere H/H desde el
NADH/H' a la sal de tetrazolio amarilla {2-[-4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-cloruro
de feniltetrazolio) reduciéndose a formazan de color plrpura.

Un aumento en la actividad de la LDH en el sobrenadante del cultivo se
Interpretara come un incremento en la muerte celular o en el ndmero de células
danhadas en sus membranas. El aumento en la actividad enzimatica en el sobrenadante
es directamente comrelacionada con la cantidad de formazan formade durante un
pericdo de tiempe limitado. Por tanto, la intensidad de color en el ensayo sera
proporcional al ndmero de células lisadas. El tinte del formazan es hidroscluble v
muestra un maximo de absorcion a 300 nm {452 nm), mientras que la sal de

tetrazolio no muestra una absorcion significativa a esa longitud de onda.

1.6. Deteccion de Especies Reactivas de Oxigeno

El 277 -diclorofluoresceina reducide {DCF) es una sustancia quimica ne
fluorescente gue en presencia de especies reactivas de oxigeno es oxidadeo por
esterasas intracelulares convirtiéndose en una sustancia que emite fluorescencia por
lo que dicha oxidacion ocurre en el interior de la célula. Esta reaccidon quimica es
detectada por un aumento en la fluorescencia con un fluorimetro que dispone de las
fuentes de excitacion y filtros (Excitaciom 492-4895/Emisiont 317-527 nmj)

aproplados para detectar dicha fluorescencia.
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1.7. Deteccion de Muerte Celular In Situ (POD)

El test In Situ Cell Death Detection, POD No Cat. 11 684 817 210 de Roche
esta basado en la deteccidn de las cadenas fragmentadas de DN A simples y dobles
gue tienen lugar durante los primeros estadios de la apoptosis. Las células
apoptdticas son fijadas y permeabilizadas. Después, son incubadas con el enzima
deoxinucleotidil transferasa (TdT) y con nucledtidos marcados con fluoresceina
{dUTP). Durante este pericdo de incubacidn el TdT cataliza la adiccién del dUTP a
los grupos 3°-OH libres de los fragmentos simples y dobles de DNA de las células
apoptdticas. Después se lava para eliminar €l dUTP no unide y se incuba ahora con
un anticuerpc anti-fluoresceina conjugade con un el enzima peroxidasa. A
continuacién, se lava para eliminar ¢l anticuerpe no unido. De este modo los
fragmentos de DNA producidos durante la apoptosis se pueden visualizar en

presencia del sustrato de 1a peroxidasa.

2. In Vivo

2.1. En animmales de experimentacion (Ratas)

2.1.1. Equipos A naliticos Necesarios

Camara Hiperbarica de 282 litros de capacidad, 60 cm de diametro ¥ | metro
de largo. La camara esta preparada para alcanzar presiones equlivalentes a [ metros
de profundidad ({10 ATA); Manoreductores, Higrometre ({lgrometro 56
Umid.Rel.PmF); Termémetro; Mandmetro L7air liquide De 38/30; Oxigeno
Medicinal, Analizador de oxigeno. Beckman OM-11; Gel de Silice Panreac, granulos
de 3-6 mm con indicador. Consigue resecar ¢l oxigeno; Motor impulsor. KnF,

Neuberger D-79112 Freiburg Type NO2Z6ANE; Temporizador. Montcable;
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Humidificador del oxigeno; Rotametro. NI/h Luft 2079 760 Tomr 136077, Tubo

fluorescente de 12 v.

2.1.2. Disenio del Experimento

Se ha disehado un estudic de metodologia cuantitativa, analitico
experimental, controlado, donde ¢l factor de estudio es la variable que define el
grado de humedad vy la variable de respuesta el tiempo de supervivencia. Los
experimentos se desarrollaron en la Unidad de Investigacion Subacuatica (UIS) del
Centro de Buceo de la Armada Espanocla. Los animales de experimentacion fueron
hembras Sprague-Dawley {5D) de 150-200 gr de peso y de 7-8 semanas de edad.

Los animales se trasladaban desde la Universidad de Murcia al CBA tres dias
antes del comienzo del experimento y se introducian en la camara hiperbarica con la
puerta ablerta, respirando aire atmosférico y respetande los pericdos de sueno-
vigilia.

Se trabajd con un total de 60 animales que se dividieron en 3 grupoes. El grupo
| respiré oxigenc himedo (humedad relativa > 50% ) (n=27). El grupo 2 (humedad <
30%) (n=22). El tercer grupo fue el control (humedad ambiental) {n=11).

Los animales se introducen en la camara en grupos de >-6. Una vez que la
camara esta cerrada herméticamente, se procede a obtener la concentracion de
oxigeno v el grado de humedad deseado que se controlan de forma periddica al 1gual
que los parametros basales: concentracion de O, CO5, humedad, temperatura, flujo,
presion de la botella, asi como la sintomatologia clinica. Cuando los animales
sobrevivian 168 h en la cAmara eran sacrificados ya que se demostrd que superado
este periodo los roedores no morian. Los animales, durante toda su estancia en la

camara, eran abastecidos de suficiente agua y comida (dieta AQ4, Panlab SA) con un
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contenido en proteina bruta del 15,4 %, celulosa bruta 4,1 %, materias grasas brutas
2,5 %, cenizas brutas 3,3 %, vitamina A 15000 Ul/Kg, vitamina D3 1500 Ul/Kg,

vitamina E 20 mg/K g y de sulfato caprico 12 mg/Kg.

GRUPG 1 (Humedad > 50:%): Con una humedad media del 50% (Fig. 1).

Figura 1: Esquema seguido para los experimentos en €l grupo de ratas que respiraron

oxigenc himedo.

PIAGRARMA HUMEDAD SUPERIOR AL 50 %
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GRUPG 2 (Humedad < 50%): Con una humedad media del 30% (Fig. 2).
Figura 2: Esquema seguido para los experimentos en €l grupo de ratas que respiraron

oxigeno seco.

PIAGRAMA HUMEDAD INFERIOR AL 50 %%

| Ml 2cr Amp e o | | g b e B | | Ceig de AEna g |

GRUPO 3 (Humedad ambiental): Con una humedad media del 57% (Fig. 3).

Figura 3: Esquema seguildo para los experimentos en el grupo control.

CAMARA DE EXPERIMENTACION ANIMAL
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2.1.3. Estudio Morfoldgico

Se extrajeron los pulmones y se analizaron en ¢l departamento de Anatomia
Patolégica en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca.

El tejido fue conservado en formel al [, se realizo el tallado de todos los
l6bulos pulmonares. A continuacion para gque el tejido pudiera ser estudiado con ¢l
microscopio debe ser seccionade en cortes muy delgados. Previamente es necesario
conferirles una consistencia homogénea mediante lo que llamamos el procese de
inclusién. Este se realiza habitualmente mediante procesadores automdticos de
tejidos y estaciones de inclusidn, aunque también puede hacerse en forma manual. Se
empled el método de inclusion en parafina: Su objetivo es sustituir el agua del tejido
por parafina liquida caliente (38% C) que al enfriarse adquirird una consistencia
adecuada para el corte. Como la parafina es insoluble en agua es preciso eliminar
previamente esta dltima del tejido, sustituyéndola inicialmente por alcohol
{deshidratacion) y posteriormente por tolueno o xileno {aclaramiento) que al ser
solubles en parafina pueden ser sustituidos finalmente por ella. Asi se obtendra un
tejido embebide en parafina que sera mtroducido en meldes con parafina liquida. Al
enfriarse los moldes obtendremos un "blogue de parafina™ a partir del cual pueden
obtenerse las secciones.

A partir de los bloques se obtienen cortes muy finos, de 3 a 3 micras de
espesor. El corte se realiza mediante unos aparatos llamados microtomes. Una vez
obtenidos los cortes se extenderan en un bano de agua caliente y fijaran sobre un
portachjetos para después ser tenidos.

Los cortes obtenidos son tratados mediante un proceso de "desparafinade”
para eliminar la parafina y volver a sustituirla por agua, siendo posteriormente

tefildos. La técnica de tincidn utilizada fue 1a hematoxilina-eosina.

70



MATERIAL Y METODOS

Tras su tincidn, los cortes histoldgicos fueron cublertos con una lamina muy
fina de cristal o material plastico llamada cubreobjetos previa aplicacion de un medio
liguide transparente de montaje que posteriormente se solidificara, quedando listos

para ser estudiados con el microscopio Optico Zelss.

2.2. En Hummanos (Buceadores)

22.1. Sujetos

Se incluyeron gquince buceadores profesionales del Centro de Buceo de la
Armada Espanocla en este estudio. Participaron en un programa de entrenamiento que
consistld en la realizacidn de una mnmersion durante | hora a 7 metros de
profundidad respirando oxigeno al 100% con un equipe de oxigeno de circuito
cermado (LAR VI 1. Draeger, Luebeck, Alemania). El entrenamiento se prolongd 2 o
3 veces a la semana durante las primeras seis semanas. Todos los sujetos estaban
sanos, sin enfermedad renal, hepatica o diabetes en su historial clinico personal.
Todes los individuos dieron su consentimiento para la realizacion de este estudio.

Se recogleron tres muestras de orina y sangre por cada alummo, previo,
después de 6 semanas y al final del programa de entrenamiento. Las muestras de
sangre s obtuvieron por puncion venosa, centrifugadas y almacenadas a -80° C hasta
su anilisis para obtener €l hemograma de las muestras en el Hospital Naval de

Cartagena. Las muestras fueron recogidas ¥ congeladas a -8(0° C hasta €] analisis.

222, Pardmetros del Hemorrama

222.1. Leucocitos
Inicialmente formados en la médula osea, los leucocitos son producidos

también en los Srganos del sistema linfatico, como son el bazo, el timo y los ganglios
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linfaticos. Su misidn es luchar contra las infecciones y proteger al cuerpo contra las
enfermedades. El valor leucocitario estad expresade por 1000/ul v sus valores

normales son de 3,5 — 12 x 1000/l

2222, Hematies

También denominados gldbulos rojos, son las células sanguineas gque
contienen en su Interior la hemoglobina. Son los principales portadores de oxigeno a
las células y tejidos del cuerpo. Tienen una forma biconcava para adaptarse a una
mayor superficie de intercambic de oxigeno por didxide de carbono en los tejidos.
Ademas su membrana es flexible lo que permite a los globulos rojos atravesar los

mas estrechos capilares. Su valor se expresa en millones por unidades de litro.

22.2.3. Hemoglobina

Es una proteina que contiene hiermo ¥ gue le otorga el color rojo a la sangre.
Se encuentra en los hematies y es la encargada del transporte del oxigeno por la
sangre desde los pulmones a los tejidos. También transporta €l dioxido de carbono,
que es el producto de desecho del proceso de produccidn de energia, 1o lleva a los
pulmones donde es exhalade al aire. El analisis de hemoglobina se realiza
normalmente en un estudio completo de hematimetria, con el recuento de hematies.

Viene expresada en gramos por dl v el rango optimo es de 12 — 18 g/dl.

2224, Hematocrito

El hematocrito es el porcentaje del veolumen de la sangre que ocupa la

fraccion de los globulos rojos. Sus valores normales oscilan entre el 40-54%.
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222.5. Volumen Corpuscular Medio (VCM)

Mide el volumen promedio de todos los glébulos rojos asi como su contenido
hemoglobinico. Un veolumen corpuscular medio bajo significa que las células son
mas pequenas de 1o normal. Esto normalmente es causado por deficiencia de hierro o
enfermedades crdnicas. Un volumen corpuscular medio alto puede ser causado por
los medicamentos anti VIH. Esta no es una condicion peligrosa. Sin embargo, un
volumen corpuscular medio alto puede indicar anemia megaloblastica. E1 VCM tiene

unos valores normales de 80 — 110 femtolitros (fL).

2.2.2.6. Hemoglobina Corpuscular Media { HCM)

La HCM es ¢l contenide medio de hemoglobina en los glébulos rojos,
expresa el promedio de peso de la hemoglobina en los globulos rojos. Sus valores
normales oscilan entre 27 y 32 picogramos.

22.2.7. Concentracion Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM)

Relaciona ¢l peso de la hemoglobina con el hematocrito. Este andlisis define
la concentracion de hemoglobina en 130 ml de glébulos rojos. Ayuda a distinguir las
células coloreadas normales de las que estan mas palidas lo que es til para clasificar
las diferentes anemias y determinar sus causas. 5¢ expresa en gramos por dl y sus

valores normales son 30 — 36 g/dl.

22 2.8, Indice Dispersion Eritrocitaria (RD'W)

El RDW es un parametre que mide ¢l rango de dispersion de los tamanos de
los glébulos rojos. Puede ser usado para detectar sutiles grados de anisocitosis a
partir de histogramas del tamano de globulos rojos. Un rango de 11,5 — 15,5% de

RDW se considera normal.
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2229, Plaquetas

Algunas de las c€lulas madre que producen los glSbulos rojos en la médula
Osea se especializan  convirtiéndose en  unas  células  grandes llamadas
Megacariocitos, los cuales engloban hasta 4000 plaguetas cada uno {discos con una
sustancla adherente en la superficie), estas células se rompen y vierten al caudal

sanguineo las plaguetas, teniendo una vida de |0 dias aproximadamente. Rango

plaguetario normal es de 150 — 500 x1000/ulL..

22.2.10. Volumen Plaguetario Medio (VPM)

Es variable; pero si el nivel de plaguetas es bajo el volumen plaquetario sera
bajo. La relacién entre el volumen de plaquetas y ¢l recuento de plaguetas ayuda a
determinar el volumen y tamano de las plaquetas. El rango normal oscila entre 74 —

13 fL.

222.11. Plaguetocrito
Es el porcentaje del volumen de plaquetas sobre €l volumen total de sangre.

Los valores normales estan comprendidos entre O — 50%.

22212, Linfocitos %

Los linfocitos son los responsables del reconocimiento especifice v la
respuesta a los virus, células cancerosas, y otras sustancias extranas dentro del
cuerpo. Los anticuerpos producidos por los linfocitos B de una persona sana recubren
los antigenos extranos, marcandoles para que sean atacados por los neutréfilos. Tanto

los linfocitos B como los T, viven bastante tiempo recomriendo todo €] cuerpo {en
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tormo a 4 anos). El porcentaje normal para los linfocitos sanguineos oscila entre el 22

y el 45%.

22213, Neutrofilos %

Los neutréfilos son los glébulos blancos mas numerosos. Son unas células
moviles que capturan las particulas extranas y bacterias que han entrado en el cuerpo,
englobandolas y digiriéndelas. A menudo a estas células se les llama fagocitos. El
analisis se lleva a cabo para relacionar el recuento de neutréfilos con otros recuentos

de c€lulas de la sangre. Surango normal es de 45 — 75%.

222.14. Monocitos %

Los monocites son un tipo de leucocitos producidos en la médula osea,
proviniendo de las mismas cé€lulas madre que los neutrdfilos. Se mueven
continuamente por el torrente sanguineo y por los tejidos del cuerpo donde maduran
convirtiéndose en macréfagos. Los monocitos capturan y destruyen bacterias y otras
sustanclas extranas, eliminan las células muertas del cuerpo, participan en el
metabolismo del hierro y procesan informacion referente a antigenos extrafios para

los linfocitos. Los resultados analiticos normales para este parametro son de 0 — 1 5%.

22215, Eosinofilos %

Los eosindfilos son un tipo de leucocitos que engloban v digieren sustancias
marcadas por anticuerpos y desempenan funciones en las reacciones Iinflamatorias. El
analisis se realiza para identificar recuentos anormales y monitorizar €l progreso de

la enfermedad. Los valores normales para el porcentaje de eosindfilos son de 3,5% a

11%.
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22.2.16. Basdfilos %
Los basofilos son un tipo de leucocitos que secretan sustancias quimicas
capaces de provocar una reaccion inflamatoria en el cuerpo. El porcentaje normal de

basofilos sanguineos es de { al 2%.

22 2.17. Linfocitos Valor Absoluto (LVA)
Es el recuento de linfocitos sanguineos gque presenta un individuo por

mililitro. Su rango optimo es de 1,5 — 4,5 por ml.

22 2.18. Neutrohlos Valor Absoluto (NVA)
Es el recuento de neutréfilos sanguineos que presenta un individue por 1000

y por unidad de litro. Surango 6ptimo es de 1,5 — 7,5 x 1000/ul..

22219, Monocitos Valor Absoluto (MVA)
Es ¢l recuento de monocitos sanguineos que presenta un individuo por 1000 v

por unidad de litro. 5u rango Sptimoes de O — 1,5 x [000/ul..

222.20. Eosindhilos Valor Absoluto (EVA)
Es el recuento de eosindfilos sanguineos que presenta un individuo por

mililitro. Su rango optimo es de 0 - §,6/ml

22221, Basohlos Valor Absoluto (BVA)

Es el recuento de basdfilos sanguineos que presenta un individuo por

mililitro. Su rango optimo es de { - {,2/ml.
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2.2.3. Cuantificacién Oxido Nitrico

El NO del suerc fue medido utilizando un ensayo colorimétrico no enzimatico
que convierte el nitrato en nitrito usando cadmio metilico (Oxford Blomedical
Research, Inc. Oxford, M1, USA). En aguellas muestras donde las concentraciones
de proteinas son altas, el cadmioc ha sido descritc como un catalizador mas
importante que la nitrato reductasa en presencia de fuertes reacciones
desproteinizantes. La reduccion de nitrato a nitrite es  cuantificada  por

espectrofotometria utilizando 1a reaccion de Griess.

224, Estado Antioxidante Total

Evaluamos el estado antioxidante total {TAS) con ¢l ensayo comercializado
TEAC (Randox Laboratories Ltd, United Kingdom), basado en la medicion de la
intensidad de color {colorimetria) del cation radical ABTS de color azul-verdoso
detectable a 600 nm. La produccion del color es inversamente proporcional a la
concentracién de antioxidantes en la muestra ya que disminuye con la presencia de.
El ensayo fue llevado a cabo en un analizador Hitachi 212 {Roche Diagnostics
Systems).

22.5. Glutation Peroxidasa

Los niveles plasmaticos de glutation peroxidasa {GPx) fueron analizados por
un Inmunecensayc comercial enzima ligado (ELISA} amplificado en su dltimo paso
con €] sistema biotina-estreptavidina {Bioxytech, OxisResearch, Portland, USA). Las
muestras son incubadas en presencla de anticuerpos conjugados €on un sustrato
especifico para la glutation peroxidasa humana. La cantidad de este enzima presente
en las muestras es estimada por la medicidn de la absorbancia a 405 nm siendo

ambos parametros proporcionales.
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2.2.6. Isoprostanos Urinarios

Para la determinacion de los niveles urinarios de | 3-1soprostanc F; se utilizd
un Inmunecensayo comercial enzima ligado competitivo {ELISA), €l cual elimina las
interferencias debidas a las uniones no especificas {(EA 85, Oxford Biomedical
Research, Oxford, MI, USA). El 15-isoprostanco Fat de 1la muestra compite con otra
molécula similar por unirse a un anticuerpo especifico asoclado a un enzima. Asi en
presencia del sustrato de dicho enzima asoclade a la molécula competidora, la
muestra se colorea siendo inversamente proporcional la intensidad de color con la
cantidad de 15-1soprostano Fz; presente en la muestra. Los resultados fueron referidos

ala concentracion de creatinina urinaria en la muestra.

2.2.7. Método Estadistico

Los contrastes estadisticos utilizados para ¢l test de viabilidad, el ensayo de
lactato deshidrogenasa y la deteccion de especies reactivas de oxIgeno fueron analisis
de medidas repetidas donde ¢l diseno factorial fue jerarquizado, los factores
principales ortogonales: tiempo vy concentraciones y el factor anidado los cultivos
celulares.

Para el contraste de hipotesis de la influencia de la humedad en la
supervivencia de animales de experimentacidon en atmosferas hiperdxicas se
desarrollé un test de varianza, ANOVA para un factor, utilizando la prueba de
Scheffé para el anilisis de comparaciones miltiples. En la comparacién de
frecuencias, se ha aplicade €l test de la Chi cuadrado, utilizando la correccion por
continuidad de Yates cuando no cumplian los requisitos necesarios. Considerando
este estudio por su diseno, analitico longitudinal, se utilizé como medida de riesgo la

Incidencia Absoluta y €l Riesgo Relativo, para cuantificar las diferencias del riesgo
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de morir entre los grupos y el control, con un intervalo de conflanza para el 93%. El
analisis estadistico se ha realizado con €l programa SPSS 11,5 para Windows. Se
considerd significacion estadistica un valor de p= 0,05,

Por dliimo, para ¢l estudic estadistico de todos los parametros observados en
buceadores durante la exposicion a hiperoxla se utilizd un andlisis de varianza de
medidas repetidas.

Todos los contrastes o test se han realizado con un nivel de significacion del

3%.
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IV. RESULTADOS

1 In Vitro

1.1. Parte Descriptiva De Los Resultados

1.1.1. Curva de Crecimiente en condiciones normales

El método utilizado para el estudio del crecimiento de los cultivos celulares
fue el ensayo del MTT {(bromurc de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difenil-tetrazolio).
Este ensayo estid basado en la reduccidn metabdlica de dicho compueste (MTT)
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de
color amarille {formazan), permitiendo determinar la funcion mitocondrial de las
células tratadas. La cantidad de células vivas serd proporcional a la cantidad de
formazan producido. El MTT metabolizado a formazan por las células se libera tras
disolver las membranas celulares con dimetil sulféxido. Se sembrd 200 pl de
suspension celular en cada uno de los pecillos de una placa de 96 con el fin de
obtener 1200, 2500 y 3000 células/pocillo. Por dltimo se midis la absorbancia en el
lector de placas a una longitud de onda de 3701 nm a las 24, 48, 72 y 26 h de
crecimiento en condiciones normales (21% Oy, 5% COy, 37°CH,

El crecimiento que experimentaron los cultivos celulares en condiciones
normales fue exponencial hasta llegar a estabilizarse tras 56 horas de crecimiento
{Fig. 4).

Los resultados de la curva de crecimiento de los cultivos celulares en

condiciones normales estan expresados en n"células (X 1000/ horas {Tabla 2).
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Tabla 2. Valores absclutos del crecimiento de neumocitos tipe II en condiciones
normales con respecto al tiempo utilizando el ensayo del MT'T.

N° Células Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
1250 1,25 7,83 15,38 41,08 58 83
2500 2.5 12,07 38,36 50,12 64,05
5000 5 17,92 46,23 76,84 91,82
Promedio 2,52 12,61 33,32 59,31 71,57
Desvstand 1,51 5,07 16,03 17,43 17,73

Los datos descriptivos del ensayo del MTT en condiciones normales se exponen en

la tabla 3.

Tabla 3. Estadisticos descriptivos del ensayo de viabilidad {MTT).

Niamero de Células Media Desv. Tip. N
Oh
1250 1,3500 0,00000 2
2500 2,6400 0,04243 2
5000 5,0850 0,00707 2
Total 3,0250 1,60686 6
24h
1250 7,9550 082731 2
2500 13,2800 1,640489 2
5000 27,1400 13,20875 2
T'otal 16,1250 10,67885 ]
48 h
1250 16,5450 181726 2
2500 31,7000 9,44695 2
5000 39,4850 9,62372 2
Total 29,2433 12,07901 6
72h
1250 26,5900 21,79303 2
2500 39,5400 27,57716 2
5000 50,8550 36,69177 2
Total 38,9950 25,18493 6
96 h
1250 31,8350 38,6356 2
2500 37,8050 36,98876 2
5000 54,3800 52,99058 2
Total 41,3400 35,13053 6
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1.1.2. Deteccidn de Micoplasmas

Para comprobar que las células estaban libres de una posible infeccion por
micoplasmas, €l DNA de la célula fue tefidoe con una disolucidn de colorante
Hoestch 33258 {bis-benzimidazol). Los cultivos de células fueron observados al
microscopio de fluorescencia a 400 aumentos para confirmar que el cultivo estaba

libre de infecciones por micoplasmas.

1.1.3. Ensayvo del MTT en condiciones hiperoxicas

El ensayo empleado para ¢l estudic del crecimiento de los cultivos celulares
fue el mismo que en condiciones normales {MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
11]-2,5-difenil-tetrazolio). Este ensayo estd basado en la reduccion metabélica de
dicho compueste realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en
un compuesto de color amarille {formazan), permitiendo determinar la funcidn
mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de c€lulas vivas sera proporcional a
la cantidad de formazan producido. E1 MTT metabolizado a formazan por las células
se libera tras disolver las membranas celulares con dimeti] sulféxido. Sembramos
200 pl de suspension celular en cada uno de los pocillos de una placa de 26 con el fin
de obtener 1200, 2500 y 3000 células/pocille. Por dltitmo medimos la absorbancia en
el lector de placas a una longitud de onda de 5701 nm alas 24, 48, 72 y 56 h de
exposicion a oxigeno al 100%.

Se observd un aumento en el crecimiento de los neumocitos tipe I hasta las
48 h de exposicion a oxigenc 100% a partir de las cuales y hasta las 26 h
experimentan un descenso progresive de su viabilidad en comparacidn con la

situacion control {Fig. 3).
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Una vez obtenidos los resultados del crecimiento celular con el ensayo del
MTT tanto en condiciones hiperdxicas como normales se compararon los valores.
Los pocillos correspondientes a 1250, 2500 y 5000 cé€lulas que no recibieron el
tratamiento con oxigeno, es decir, los de 0 h muestran un crecimiente similar yva que
las condiciones de crecimiento son similares. El crecimiento de las células en
condiciones hiperdxicas fue menor significativamente que el de las células en
condiciones normales salvo en el pocillo de 3000 células que presenta un crecimiento
significative comparandolas con su homologo en condiclones normales. A las 48 h
las células que <creclieron en oxigeno purc disminuyeron su  crecimiento
significativamente frente a las que crecieron en condiciones normales a excepclon
del pocillo de 1250 células en hiperoxia que experimenta un aumento sin importancia
estadistica. A partir de las 72 h y hasta las 96 h en hiperoxia, las c€lulas ven
disminuido significativamente su crecimiento Con respecto a las que crecieron en
condiciones normales tante en los pocillos de 1250, 2500, como en los de 3000
células (Fig. 6).

Los datos descriptivos entre los que se engloban la media v la desviacion

tipica del ensayo de viabilidad por €l método del MTT se exponen en la tabla 4.
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Tabla 4. Datos descriptivos del ensayo de viabilidad {MTT) en condiciones normales
e hiperoxicas.

Horas N* Células Grupo Media Desv. Tip. N
24h 1250 Hiperoxia 0,04241 0018136 22
Control 01,0370 0,008044 10

Total 0,04001 0015708 32

23040 Hiperoxia 0,06604 0027633 23

Control 0,053642 0010344 12

Total 006274 0023458 35

5000 Hiperoxia 0, 17069 0030625 23

Control 0,02408 0020620 12

Total 0, 14100 0.077997 35

Total Hiperoxia £,093749 0073165 [a1)

Control 0,06065 0023711 34

Total 008274 0064639 102

95 h 1250 Hiperoxia 008223 0016018 22
Control 0,07320 0010422 10

Total 0,07941 0014947 32

23040 Hiperoxia O,11661 0013547 23

Control 0, 12000 0020850 12

Total 0,13834 00353058 35

5000 Hiperoxia 0,15222 0021792 23

Control 0,21800 0,033048 12

Total 0, 17408 0,040599 35

Total Hiperoxia 011753 0033738 [a1)

Control 016129 0064430 34

Total 013212 0050411 102

T2h 1250 Hiperoxia 005255 0012779 22
Control 0,183310 0034806 10

Total 0,09334 0063133 32

2300 Hiperoxia 10,0944 3 0090789 23

Control 0,27625 00482687 12

Total 0,13677 0117278 35

5000 Hiperoxia 0,11670 0013943 23

Control 0,33900 0068952 12

Total 0, 1977 0123617 35

Total Hiperoxia 0083841 0059423 [a1)

Control 0,27806 0088301 34

Total 0,13183 0,1 13804 102

95 h 1250 Hiperoxia 002177 00153538 22
Control 0,27490 00466010 10

Total 0, 10087 0,122491 32

2300 Hiperoxia 1,054 39 0011057 23

Control 0,29925 0028052 12

Total 0,13834 01149329 35

5000 Hiperoxia 0,07891 Q017817 23

Control 0,42900 0030039 12

Total 0, 19894 0, 170068 35

Total Hiperoxia 005213 0027761 [a1)

Control 0,33788 0076938 34

Total 0, 14738 O, 144118 102
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1.1.4. Ensayo de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Para ¢l estudio del porcentaje de muerte celular se medid la actividad de la
lactato deshidrogenasa {(LDH). Este test consta de dos pasos: en el primer paso la
LDH realiza la conversién de lactato a piruvato, en este proceso el NAD™ es reducido
a NADH/H". En el segundo paso el catalizador transfiere H/H” desde el NADH/H" a
la sal de tetrazolic amarilla (2-[-4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-53-clorure de
feniltetrazolio) reduciéndose a formazan de color plrpura.

Ln aumento en la actividad de la LDH en ¢l sobrenadante del cultivo se
Interpretard como un Incremento en la muerte celular o en el ndimero de células
danadas en sus membranas. El aumento en la actividad enzimatica en el sobrenadante
esta directamente correlacionada con la cantidad de formazan formado durante un
pericdo de tiempo limitado. Por tanto, la intensidad de color en el ensayo sera
proporcional al ndmero de células lisadas.

(Jbservamos un aumento en el porcentaje de muerte celular con el pasc de
las horas tanto en las células que crecieron en condiciones normales como en
presencia de oxigeno puro siendo mucho mayor ¥ significative estadisticamente en
los cultivos en oxigeno al 100%. A las 0 h los valores del porcentaje de muerte
celular es similar ya que las células crecen en las mismas condiciones, es decir, sin
recibir ¢l tratamiento con oxigeno. A partir de las 24 h y hasta las 56 h el porcentaje
de muerte celular es significativamente mayor en las células hiperdxicas que en las

controles alcanzando a las 72 y 98 h casi el 100% de muerte celular {Tabla 5, Fig 7).
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Tabla 5. Estadisticos descriptivos del porcentaje de muerte celular por la técnica del

enzima lactato deshidrogenasa.

Grupos Media Desv. Tip. N
Oh

Control 2, 7680 0,79723 5
Hiperoxia 2,8720 {,99439 5
Total 2, 8700 0,853645 10

24 h
Control 6, 7780 0,7186% 5
Hiperoxia 29,7880 1,21783 5
Total 18,2830 12,20476 10

48 h
Control 20,9600 0,59440% )
Hiperoxia 34,7420 3, 18827 5
Total 27,8510 T.5T873 10

T2Zh
Control 23,8360 BIRT3T 5
Hiperoxia 27,5520 226072 5
Total 55,6540 3412174 10

26 h
Control 28,3600 6,06054 5
Hiperoxia 24,6140 13,72335 5
Total 56 4870 31,28350 10

1.1.5. Deteccidn de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Los niveles de ROS fueron medidos de forma indirecta tanto en condiclones
normales como  en  condiciones  hiperoxicas por el compueste  27,77-
diclorofluoresceina reducide (DCF). Se trata de una sustancla quimica no
fluorescente gue en presencia de especies reactivas de oxigeno es oxidadeo por
esterasas intracelulares convirtiéndose en una sustancia que emite fluorescencia por
lo que dicha oxidacion ocurre en el interior de la célula. Esta reaccidn quimica es
detectada por un aumento en la fluorescencia con un fluorimetro.

Aparece un aumento progresivo de los niveles de ROS en condiciones
normales a partir de las 24 h hasta las 96 h.

En los cultivos que recibieron el tratamiento con oxigeno pure se produce un

aumento significativo en los niveles de ROS a partir de las 24 h hasta las 56 h
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{P<0,0005). A partir de las 96 h es cuando parece estabilizarse la produccién de
ROS. {(Fig. 8)

En la Tabla 6 se representan los estadisticos de la prueba de deteccion de
ROS.

Tabla 6. Estadisticos descriptivos entre los que se Incluyen la media v la desviacion
tipica de la prueba de deteccion de especies reactivas de oxigeno.

ROS Media Desv. Tip. N
Oh
Control 5,383 2,2176 6
Hiperoxia 7,133 3, 0808 4]
Total 6,258 27221 12
24 h
Control 17,7767 3,2562 f
Hiperoxia 21,015 53,9623 4]
Total 159,381 4 8843 12
48 h
Control 16,633 3,2883 4]
Hiperoxia 15,117 3, 1859 f
Total 15,875 3,1915 12
T2h
Control 31,787 3,5633 4]
Hiperoxia 46,017 Q.7643 4]
Total 38,502 10,2144 12
D6 h
Control 47 117 3,5852 4]
Hiperoxia 72,350 6,6542 f
Total 39,733 14,1287 12

Los niveles de ROS obtenidos en condiciones hiperdxicas se compararon con
los obtenidos en condiciones normales. Asi, 1os niveles de ROS a las { horas son
similares ya que las condiclones de crecimiento son iguales, es decir, las células no
han recibido adn el tratamiento con oxigeno al [ 0%,

A partir de las O h y hasta las 26 h se produce un aumenteo significative de
los niveles de ROS de los cultives hiperdxicos con respecto a los controles o

normales (P=0,0003) (Fig 8).
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1.1.6. Deteccion de Muerte Celular In Situ (POD

El estudic de la apoptosis se fundamenta en la deteccidn de las cadenas
fragmentadas de DNA simples y dobles que tienen lugar durante los primeros
estadios de la apoptosis. Los datos descriptivos del ensayo se expresan en la tabla 7.
Segln aumenta el tiempo de exposicion a oxigeno puro las células hiperdxicas
presentan un nivel de apoptosis mayor, disminuyendo su densidad en la placa y
mostrando una intensidad de color marrdn mayor, producte del aumento en la
deteccion de fragmentos de DNA simples y dobles por parte de la peroxidasa,
mientras que las células que crecleron en oxigeno al 21 % no muestran un nivel de
apoptosis significative (P<0,0005). El nivel de apoptosis a las 24 y 48 horas en los
cultivos tratados con oxigeno al 100% es detectable pero no es lo suficientemente
significative como para que la densidad celular se vea alterada. A partir de las 48 y
hasta las 96 horas el nivel de apoptosis aumenta significativamente {P<0,0005)

provecando una importante disminucion en la densidad celular del cultive (Fig. 9 v

10).
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Tabla 7. Estadisticos descriptivos de la prueba de deteccién de muerte celular in situ

{POD;.

Tiempo Media Desv. Tip. N

24 h
1250 0,4229 0,018575 21
2500 0,6682 0,028027 22
5000 0,17070 0,080625 23
Total 0,09521 0,075856 66

48 h
1250 0,08314 0,015812 21
Control 2500 0,11682 0,015879 22
5000 0,15222 0,021792 23
Total 0,11844 0,033560 66

72h
1250 0,05200 0,012830 21
2500 0,09535 0,052814 22
5000 0,11670 0,013543 23
Total 0,08500 0,060224 66

96 h
1250 0,02271 0,015265 21
2500 0,05427 0,011302 22
5000 0,078091 0,017817 23
Total 0,05282 0,027475 66
Tiempo Media Desv. Tip. N

24 h
1250 0.03760 0,008044 10
2500 0,05642 0,010344 12
5000 0,08408 0,020620 12
Total 0,06065 0,023712 34

48 h
1250 0,07320 0,010422 10
Hiperoxia 2500 0,18000 0,020850 12
5000 0,21600 0,035048 12
Total 0,16128 0,064430 34

72 h
1250 0,18310 0,034806 10
2500 0,27625 0.048267 12
5000 0,35500 0,068552 12
Total 0,27806 0,088361 34

96 h
1250 0,27490 0,046611 10
2500 0,28925 0,028052 12
5000 042500 0,0300309 12
Total 0,3378E 0,076538 34
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Totales

Tiempo Media Desv. Tip. N
24 h
1250 0,04077 0,015549 31
2500 0,06315 0,023685 34
5000 0,14100 0,077997 35
Total 0,08346 0,065086 100
48 h
1250 0,07994 0,014886 31
2500 0,13912 0,035280 34
5000 0,17409 0,040599 35
Total 0,13301 0,050393 100
72 h
1250 0,09428 0,065586 31
2500 0,15921 0,118141 34
5000 0,18977 0,123617 35
Total 0,15328 0,114393 100
96 h
1250 0,10406 0,123158 31
2500 0,14074 0,120268 34
5000 0,19894 0,170068 35
Total 0,14974 0,144527 100

Tabla 7. {Continuacion). Estadisticos descriptivos de la prueba de deteccion de

muerte celular in situ {POD),
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1.2. Analisis Estadistico De Los Resultados

Las diferencias entre horas varian de forma cuadriatica segin la
concentracion de células {(P<0,00053) v de forma lineal si se trata del grupe

hiperdxice o el control {P<0,0005) (Tabla 8).

Tabla & Analisis Estadistico del estudio de viabilidad por el método del MTT.
Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Horas tipo 111 gl | cuadritica F P

Horas Lineal 0,701 1 0,701 568,811 0,0005

Cuadratico 0,052 1 0,032 42,737 0,0005

Ciibico 0,001 1 0,001 0,533 0,467
Horas * Lineal {0,004 2 0,002 1,527 0,222
Concentr. |Cuadratico 0,030 2 0,015 12,309 00,0005

Ciibico 0,001 2 0,001 0,364 0,696
Horas * Lineal 1,351 1 1,351 1098,886 0,0005
Grupos Cuadratico {0,003 1 {0,003 2,861 {0,094

Ciibico 0,018 1 0,016 9,744 0,002
Horas * Lineal {0,090 2 0,045 36,708 00,0005
Grupos ¥ | Cuadratico {0,028 2 0,015 12,068 0,0005
Concentr. |Cibico 0,001 2 {,0005 {0,267 0,767
Error Lineal 0,118 4] {0,001
{horas) Cuadratico 0,116 3] {3,001

Ciibico 0,160 96 0,002

Lasz diferencias con una p inferior a 005 fueron considerad as estadisticamente significativas

Hay diferencias entre las distintas concentraciones celulares {P<(0,0005)
{Tabla 9}, entre las distintas horas de exposicion a oxigeno purc {(P<{,0003) (Tabla
1) y entre los grupos hiperdxico y control {P<0,0003).

Existen diferencias entre las horas de exposicion tanto de orden lineal como

cuadratico { P<(,0005). (Tabla 11}
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Las diferencias entre las distintas concentraciones de c€lulas varian segin el

tratamiento recibido (P<0,0005), (Tabla 11}

Tabla 5. Comparaciones por pares de las concentraciones celulares.

Concentraciones N° Células P
1250 2500 {,0005
5000 0,0005
2500 1250 00,0005
5000 0,0005
5000 1250 00,0005
2500 0,0005

Tabla 1{). Comparaciones por pares de las horas de exposicién a oxigenc puro.

Horas Horas Exposicion P
24h 48 h 0,0005
72h 0,0005
96 h 0,0005
48 h 24 h 0,0005
72 h {3,0005
96 h 0,0005
72h 24 h 0,0005
48 h 0,0005
96 h 0,032
96 h 24 h 0,0005
48 h 0,0005
72h {3,032

Las diferencias entre grupos varian segin las concentraciones celulares

(P<0,0005). (Tabla 11}
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Tabla 11. Analisis Estadistico del estudio de viabilidad por el método del MTT.
Pruebas de los efectos inter-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 111 gl cuadritica F P

Interseccion 7052 l 7052 4856,191 0,0005
Concentr. 0,653 2 0,326 208,707 01,0005
Grupos 1,263 l 1,263 207,419 0,0005
Grupos * 0,037 2 0,018 11,714 01,0005
Concentr.

Error 0,150 05 0,002

Lasz diferencias con una p inferior a 005 fueron considerad as estadisticamente significativas

1.2.2. Ensayoe de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)

A continuacion se expresan las tablas 12 y 13 del contraste estadistico

utilizado para el ensayo que detecta el enzima lactato deshidrogenasa. En ellas se

pueden comprobar que las diferencias encontradas entre el grupo tratado con oxigeno

y €l control varian segin las horas de exposicion (P<0,0003) y las diferencias entre

horas varian segin se trate del tipe de grupo {P<{0,0003).

Tabla |2. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Horas tipo 111 gl cuadritica F P
Horas Lineal 20922176 1 20922176 362,822 0,0005
Cuadritico 85,879 1 85,879 | 2,649 0,142
Cibico 449,652 1 449652 | 21030 0,002
Orden 4 HRE, 544 1 G8R,544 | 44,268 0,0005
Horas * | Lineal 5837418 1 5837418 101,230 0,0005
Grupos | Cuadratico {3,337 | 0337 0,010 0,821
Ciibico 16(,808 1 160,808 7,521 0,025
Orden 4 1541,490 1 1541490 99,048 0,0005
Error Lineal 461,321 ¥ 37,665
thoras) | Cuadratico 258,384 3 32423
Ciibico 171,050 ] 21,381
Orden 4 124,505 ] 15,563

Laz diferencias con una p inferior a 0.03 fueron consideradas estadisticamente sigrmificativas
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Tabla 13. Pruebas de los efectos inter-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 111 gl cuadritica F P
Interseccidn 51961,208 1 51961,208 | 1480,871 0,0005
Grupos 12319,163 1 12319,163| 353,461 {0,0005
Error 278,823 8 34,853

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significati vas

Segim el analisis estadistice se puede confirmar gue las diferencias entre el

grupeo tratado con oxigeno y ¢l control varian segin las horas (P<0,0003) vy por tanto

las diferencias entre horas varian segin los grupos (P<0,0003). (Tablas 14 y 13)

Tabla 14. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media

Fuente Horas tipo 111 gl cuadratica F P
Horas Lineal 19190,811 | 19190811 | 749,136 00,0005

Cuadratico 1507,743 | 1507, 743 | 140,598 00,0005

Cibico 250,679 | 250,679 13,897 0,004

Orden 4 286,917 1 286,917 26,735 00,0005
Horas * | Lineal 17,403 | 17403 39,325 00,0005
Grupos | Cuadratico 334,706 | 334,706 31,212 00,0005

Cibico {3,653 | 0683 0,039 {,84%

Orden 4 116,018 | 116019 3497 0,091
Error Lineal 256,173 10 25,617
thoras) | Cuadratico 17,238 14 10,724

Cibico 179,056 10 17,5910

Orden 4 331,749 10 33,175
Las diferencias con una p inferior a 0035 fueron consideradas estadisticamente significativas
Tabla 5. Pruebas de los efectos inter-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo I11 gl cuadritica F P

Interseccion 47147021 1 47147021 1310,276 {,0005
Grupos 11{06,564 1 116,564 30,753 {,0005
Error 359,825 10 35,083

Las diferencias con una p inferior a 0035 fueron consideradas estadisticamente significativas
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1.2.4. Deteccidn de Muerte Celular In Situ (POD)

Podemos decir que las diferencias apreciadas entre los distintos tiempos de

exposicion, asi como las diferentes concentraciones de células y los grupos control e

hiperdxico varian segin la concentracion celular (P<0,0005}, el ttempo de exposicion

{P<0,0005) y de sl las células fueron o no tratadas (P<0,0005). (Tablas 16 y 17}

Tabla 16. Prucbas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Horas tipo 111 gl | cuadratica F P

Horas Lineal {3,693 1 0,683 552,885 00,0005

Cuadratico 0,051 1 00511 41445 00,0005

Ciibico 0,001 1 0,001 0,491 0,485
Horas * Lineal 1,337 1 1,337 1066,596 00,0005
Grupos Cuadritico 0,003 1 0,003 2,776 {0,099

Ciibico 0,018 1 0,016 9,624 0,003
Horas * Lineal {0,004 2 0,002 1,476 0,234
Concentr. |Cuadratico {0,030 2 0,015 12,003 00,0005

Ciibico 0,001 2 0,001 {3,339 0,714
Horas * Lineal {0,090 2 0,045 35,738 00,0005
Grupos ¥ | Cuadratico 0,028 2 0014 11,606 {00005
Concentr. |Cidbico {0,001 2 {3,001 0,322 0,726
Error Lineal 0,118 G4 {0,001
thoras) Cuadratico 0,116 g4 {0,001

Ciibico {0,159 O 0,002

Laz diferencias con una p inferior a 0.03 fueron consideradas estadisticamente sigrmificativas
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Tabla 17. Pruebas de los efectos inter-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 111 gl cuadritica F P

Interseccion 7,685 1 7,685 4828567 0,0005
Grupos 1,245 | 1,245 782,166 0,0005
Concentr. {0,646 2 {0,323 203,048 0,0005
Grupos * 0,037 2 0,018 11,555 0,0005
Concentr.

Error {0,150 94 0,002

Las diferencias con una p inferior a 003 fueron consideradas estadisticamente significativas

5 aplicd una prueba de homogeneidad de varlanzas para la que el nivel de

significacion fue < 0,05 por lo que se aceptd que no hay homogeneldad entre las

varlanzas y se aplico el test de Welch.

El test de Welch arrojd un nivel de significacién < 0,05 por lo que se acepta

que hay diferencias significativas entre las medias.

Por dltimo se utilizd la prueba de Games-Howell para comparar los grupos

dos ados {Tabla 18},
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Tabla 18. Grupos experimentales y valores de P del analisis de imagen para €l ensayo
de apoptosis. Grupe 24h frente a los Grupos 48h, 72h y 96h. Grupoe 48h frente a los
Grupos 24h, 72h y 96h, Grupo 72h frente a los Grupos 24h, 48h y 96h ¥ Grupo %6h
frente a los Grupos 24h, 48h y 72h.

Grupos P<
24h - 48h 0,0005#
24h — 72h 0,0005*
24h — 96h 0,0005*
48h — 24h 0,0005*
48h — 72h 0,0005*
48h — %6h 0,001*
72h — 24h 0,0005
72h — 48h 0,0005*
72h — 96h {3,983
96h — 24h 0,0005*
G6h — 4%h 0,001#
B6h — 72h 0,283

*Se considera estadisticamente significative un valor del nivel de significacién p <
0,05

2. In Vivo

2.1. En animales de experimentacion {Ratas)

2.1.1. Parte Descriptiva De Los Resultados

Los animales se introducen en la camara en grupos de >-6. Una vez que la
camara esta cerrada herméticamente, se procede a obtener la concentracion de
oxigeno v el grado de humedad deseado que se controlan de forma periddica al 1gual
que los parametros basales: concentracién de O, CO,, humedad, temperatura, flujo,

presion de la botella, asi como la sintomatologia clinica.
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En funcidn de los cuartiles se observa que el 25% del total de los animales de

experimentacién sobreviven mas de 86,5 horas. El 25 % de los animales que

respiraron oxigeno seco viven mas de 87 horas, mas de 70.50 h los gque respiraron

oxigeno himedo y 144 h para el grupo control. (Tabla 13).

Tabla 19. Horas de supervivencia, valores de los cuartiles.

Cuartil 25 Cuartil 50 Cuartil 75
SECO 67,00 73,00 87,00
HUMEDO 51,50 59,00 70,50
CONTROL 72,00 86,00 144,00
TOTAL 59,00 70,50 86,50

2.1.2. Analisis A natomopatoldgico

Las lesiones que presentan los animales del grupo seco (humedad media del

30%) son similares en gravedad a las del grupe himedo {humedad media del 50%)

pero afectan a una menor superficie alveolar. Sin embargo los animales que

sobrevivieron junto a los controles presentan predominantemente lesiones de tipo

Intersticial que no son letales y que no tienen lugar en ¢l resto de animales. (Tabla

20)
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Tabla 20. Analisis anatomopatoldgico.

Caso Edema Congestion/ | Inflamacion | Lesidn
intaarlveolar/edema | hemorragia intersticial
perivascular

Animales Si, focal + {escasa) Moderada Exudacioén Si. Lesion

supervivientes

granulocitica

predominante

grupo SECo baja +H+

184 h

(O}, seco 51, ++, con edema|Moderada 51, aguda No
perivascular

(; himedo 51,++, (intraalveolar), | Alta Aguda, baja No
edema perivascular

Control 51, focal + 51, leve 51, aguda y|Si,+++

crénica

+: afectacion de 10-25%
++: afectacion de 25-30%

+++: afectacion de 5 1-100%

MA: macrdfagos iniraal veolares

2.1.3. Anilisis Estadistico De Los Resultados

La estadistica indica que existe una diferencia significativa entre el grupo

seco y himedo {P<0,059). {Tabla 21)

Los animales del grupe control {humedad media del 57%) presentan una

supervivencia, superior a los otros dos grupos siendo el grupe himedo (humedad

media del 50%) el que menos supervivencia media presentd, siendo estas diferencias

significativas {p = 0,01). (Tabla 22)




RESULTADOS

Tabla 21. Analisis estadistico {ANOVA) de 1a hora de fallecimiento de 1os animales.

Suma de Media
cuadrados gl cuadritica F P
Inter-grupos 1219,364 P 609,682 3,009 0,059
Intra-grupos 0929,328 49 202,630
Total 11148,692 51

Tabla 22. Analisis de las horas de supervivencia en funcion del ambiente de

respiracion del oxigeno.

Grupos | N | Horas DT ICal 95% | Minimo | Maximo| F P
Seco 22| 87,27 | 34,362 | 72,04 [ 102,51 51 168
Hamedo | 27 | 64,19 | 15,707 | 57,97 | 7040 45 59 8,301 | 0,01
Control 11 103,18 | 40,323 | 76,09 | 130,27 50 144
Total 60 | 79,80 | 32,232 | 71,47 | 88,13 45 168

DT: Desviacion tipica

Al realizar el analisis de las diferencias de las horas de supervivencias entre

los distintos grupos del estudio, se aprecia como las encontradas entre 1os grupos

seco ¥ control, 153,209 horas, son favorables al grupo control, perc no son

significativas {p= {,335). Las diferencias encontradas entre ¢l grupo himedo con el

grupo seco y control si son significativas estadisticamente, €l grupo seco tiene una

supervivencia media de 23,088 horas superior al himedo y éste una supervivencia de

39,997 horas menos que el control. (Tabla 23).

Tabla 23. Comparaciones miltiples del tiempo de supervivencia en funcién del

ambiente de oxigeno respirado.

Diterenciade IC
TIPO OXIGENO Medias 05% P
Seco-Hamedo 23,088 2,25 - 43,92 0,026
Himedo-Control -38,997 -64,94 - -13,05 -0,002
Control-Seco 15,509 -10,88 — 42,69 0,335

1C: Intervalo de Confianza




RESULTADOS

Del total de los 60 animales utilizados hubo 8 {133%) supervivientes que
fueron sacrificados;, ningin animal que respird oxigeno hdmedo sobrevivid a la
experiencia, frente a 3 del grupo seco y 5 ratas pertenecientes al grupo control.

Analizando la supervivencia de los animales en funcion del tipo de oxigeno
respirade, himedo o sece, tomando como referencia el grupe control, la frecuencia
de mortandad de las ratas que respiran oxigeno seco, 86,4%, es superior a la de las
controles, 54,5%, y la probabilidad de morir es 1,583 veces mas frecuente, pero las

diferencias no son estadisticamente significativas, p: 0,114, {Tabla 24,

Tabla 24. Diferencia de supervivencia entre €l ambiente seco y los controles.

RR
Muertos Yivos Total CHI {IC 95%) P
Seco 19(86.4%) | 3{13,6%) 22
Control 6{54,5%) | 5{(45,5%) L1 2,496 1,583 0,114
(0,500-2,784)
TOTAL 25(75.8%) | 8(24,2%) 33

RR: Riesgo relativo 1C: Intervalo de Confianza

Comparande la supervivencia del grupo de oxigeno en amblente himedo con
los controles, en la tabla 6 podemos observar que las diferenclas de frecuencias de
supervivencias son muy significativas estadisticamente, 45,5% en el grupo control
frente al 0% en €l grupe himedo, g2 0,001, resultado un riesgo casl dos veces

superior de morir, RR: 1,833, 1as que respiran en ambiente himedo. {Tabla 25)




RESULTADOS

Tabla 25. Diferencia de supervivencia entre el ambiente himedo vy los controles.

RR
(IC 95%)
MUERTOS | VIVOS | TOTAL | CHI P
Himedo 27(100%) 0 27
Control 6(54.5%) | 5(455%) 11 1,833
10,434 0,001
1,069-3, 144
TOTAL 33(86,8%) | S5(13,2%) 38

RR: Riesgo relativo 1C: Intervalo de Confianza

2.2. En Humanos (Buceadores)

22.1. Parte Descriptiva De Los Resultados

Se Incluyeron quince buceadores profesionales del Centre de Buceo de la

Armada Espanocla en este estudio. Todos los sujetos estaban sanos, sin enfermedad

renal, hepatica o diabetes en su historial clinico personal. Todos los individuos

dieron su consentimiento para la realizacion de este estudio.

22.1.1. Edad

Las edades oscilaron entre los 27 y los 34 ahos con una mediade 31,1 £2.5.

22.1.2.Talla

El rango de valores de la talla de los alummnos queda comprendido entre 171

cms, la talla minima, ¥ los [84 cms de un alumneo, que corresponde a la talla

maxima, con una mediade 1785 = 5,3 cms.




RESULTADOS

22.1.3. Peso
Los alummos fueron pesados al inicio, en la mitad y al final del curso,
presentando un peso medio inicial de 82,6 + 6,8 kilos, el peso medio en mitad del

curso fue de 77,3 + 6,2 mientras que el peso al final del curse fue de 77,7 £ 6,9 kilos.

22.1.4. Indice de masa corporal (IMC)
El valor medio del IMC al inicio del curso fue de 27,14 £ 4,1, en la mitad fue
de 2448 + 1,8 y al final del curso de 22,38 + 1,8. Los rangos de valores del IMC

oscilan entre 22, valor minimo, y 28 el maximo.

22.1.5. Alergias

En la anamnesis realizada a los alumnos, se detectaron la existencia de
antecedentes clinicos a procesos alérgicos en 2 sujetos:

¢ | asulfamidas

¢+ | asulfamidas ¥ aampicilina

2.2.1.6. Actividad Fisica

En relacién al deporte practicado, el %0% de los individuos, % alumnos,
realizan actividades fundamentalmente aerobicas, carrera continua, mientras que ¢l
0% restante no practica gjerciclo.
En la tabla 26, aparece reflejada el nimere de horas que los alumnos dedicaban a la

practica del deporte.



RESULTADOS

22.1.7. Habito Tabaquico

« Niamero de cigarrillos diarios

Nueve de los alumnos son no fumadores sole uno es fumador. Este individuo
fuma de 15 a 20 cigarrillos al dia. {Tabla 26)

¢ Tiempo fumando

En funcién del tiempo fumando, aparece sdlo un sujete fumador que lo hace

desde 1{-15 anos, otro que 1o dejd hace | anc. El resto de 1la muestranco fuma. (Tabla

26)

22.1.8. Categoria Militar

Dentro de las categorias militares, los alummnos estan representados en tres
categorias militares, cabos, suboficiales y oficlales, estando distribuida la muestra,
por orden de frecuencia:

s 2 {20%) alumnos, con categoria de cabo

s 2 {20%}) alumnos, con categoria de suboficial

+ 6(60%) alumnos, con categoria de oficial

22.1.9. Dieta
El 100% de los alumnos siguen una dieta mediterranea equilibrada y variada.
Durante 1a duracion del curso comieron en el comedor del Centro de Buceo de la

Armada.
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Tabla 26. Distribucidn por frecuencias y grupos de las variables cualitativas.

Variahle Grupo Momento de Intervalo Nimero %%
la medida sujetos
Grupos de { =2730 4 44
edades {afios) | =30=35 &} =1
{ Inicio Curso z22525 4 4
| =25230 5 50
2 =30 | 10
indice Masa
Corporal 0 dlitad Curso z22225 3 a0
| =25230 3 a{l
2 =30 0 d
0 Final Curso z22225 3 a0
| =25230 3 a{l
2 =30 0 d
Horas de 0 Mo practica | 10
deporte a la | <10 | 10
SEMmana 2 =10=13 3 a0
3 =13 3 30
Milmero 1] Mo fumadores P 90
cigarrillos/dia | 153 -20 | 10
Afios Fumandao b No fumador 9 a0
| 10— 15 | 10
a Inicio Curso Sistolica: 3 30
=110=130
| Sistolica: 7 70
=130=150
2 Diastdlica: b 60
=T0=E0D
3 Diastdlica: 4 40
=E0=90
b Bditad Curso Sistdlica: 9 a0
=110<130
Presidn | Sisdlica: I 10
Sanguinea =130<150
2 Diastolica: a 940
=T0=80
3 Diastdlica: | 10
=E0=90
Q Final Curso Sistdlica: 9 a0
=110=130
| Sistdlica: | 10
=130=150
2 Diastolica: | 10
<10
3 Diastdlica: a9 a0
=70z80
4 Diastdlica: { d
=E0=90




RESULTADOS

2.2.1.10. Resultados de las analiticas
2.2.1.10.1. Leucecitos

El 100% de los alumnos presentaron unos valores de leucocitos dentro de los
rangos normales. No se encontré ninguna tendencia significativa en los valores

descriptivos leucocitarios a lo largo de las tres medidas recogidas. (Tabla 27)

Tabla 27. Valores descriptivos linfocitarios en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
Lencocitos % 1000/AL 6,25 1,35 4,84 7,86

1" Medida

Lencocitos % 1000/l 6,63 1,92 4,51 11,67
2 Medida

Leucocitos x 1000/l 6,82 1,57 5,38 10,55
3 Medida

2.2.1.10.2. Hematies

La mayoria de los alumnos no presentd ninguna anormalidad en este
parametro. Unicamente uno de los sujetos mostro una alteracion no significativa que
gquedaria por debajo del rango deseado (4,5 — 6,5 xlDEfuL], 4,46 en la primera
medida v 4,32 en la segunda. En este parametro ne se aprecio ninguna tendencla de

variacion en funcidn ala exposicién a oxigeno puro. (Tabla 28)



RESULTADOS

Tabla 28. Valores descriptivos de hematies en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
Hermaties x 1076l 4,97 0,31 4,46 3,45

1" Medida

Hematies * 1076/l 4,93 0,29 4,32 5,30
2" Medida

Hematies % 1076ful. 5,08 0,32 47 5,74
3 Medida

2.2.1.10.3. Hemoglobina
No se apreciaron wvariaciones significativas o gue salgan de los rangos
normales en los alumnos a lo largo del estudio. Los valores medios de hemoglobina

en las tres medidas estuvieron dentro de los rangos normales. {Tabla 29)

Tabla 29. Valores descriptivos de hemoglobina en las tres determinaciones tomadas
en buceadores de combate.

Parametro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo

Hemoglobina gfd] 13,86 | 0,680 12,3 14,7
1* Medida

Hemoglobina g/d] 13,77 0,66 12,5 14,4
27 Medida

Hemoglobina g/dl 14,20 0,69 13 15,2
3 Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.4. Hematocrito

Los valores medios del 20% de los sujetos no presentaron modificaciones con
respecto al rango 1deal. {Tabla 30}
Unicamente un individuo presentd un valor del 39,6% en la segunda media perc que

no altera de forma significativa los resultados.

Tabla 30. Valores descriptivos del hematocrito en las tres determinaciones tomadas
en buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo

Hematocrito To 42,772 1,48 40,9 45,5
1" Medida

Hematocrito T 42,71 1,76 39,6 45,3
2 Medida

Hematocrito %o 43 .33 1,48 4] 45,8
3 Medida

2.2.1.10.5 Yolumen Corpuscular Medio (VCM)

Dos alumnos presentaron valores inferiores a los normales. El primero de
ellos presentd unos valores de 76,3, 77,4 v 73,4 fL. en la primera, segunda vy tercera
medida respectivamente. Y €l segundo 79,8, 79,8 y 78,7 fL. en la primera, segunda ¥
tercera medida respectivamente. En la tabla 31 se muestra los datos descriptivos de
medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para €l VCM en cada uno de los

sujetos.
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Tabla 31. Valores descriptivos del VCM en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
YIM L. 86,15 4,90 76,3 922
1" Medida
YCM L. 36,92 4,96 774 92,5
2" Medida
YCM L. 85,35 5,00 754 91,2
3 Medida

2.2.1.10.6. Hemoglobina Corpuscular Media (HCM)

Dos alumnos presentaron valores de HCM un 1 1% v un 7% inferiores a los
normales. L.os resultados para el primerc de ellos fueron de 244, 243 v 24 pg en la
primera, segunda y tercera medida. Para el segundo sujete los valores obtenidos
fueron 255, 233 vy 234 pg para la primera, segunda vy tercera medida
respectivamente. No obstante estas variaciones Individuales no repercuten de forma

significativa en la HCM cuande el individuo es expuesto a condiciones hiperbaricas.

(Tabla 32)

Tabla 32. Valores descriptivos de la HCM en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo
HCM pe 27,55 1,73 244 28,9
1* Medida
HCM pe 28,02 1,35 24,3 30,2
27 Medida
HCM Pz 28,05 1,95 2 30,4
F Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.7. Concentracion Hemoglobima Corpuscular Media (CHCM)
No se han observado resultados anormales en los buceadores para este
parametro. En la tabla 33 se muestra los datos descriptivos de medias y desviaciones

de las tres medidas realizadas para la CHCM en cada uno de 1os sujetos.

Tabla 33. Valores descriptivos de la CHCM en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Parametro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo
CHCM gfd] 32,45 0,97 31,1 345
1" Medida
CHCM gfd] 32,24 0,51 314 33,8
27 Medida
CHCM gfdl 32,77 | 095 31,7 34,6
3 Medida

2.2.1.10.8. Indice vispersion Eritrocitaria (RDW)

Se aprecid un RDW ligeramente superior al éptimo perc no significative en
un alumno en la tercera medida con un valor de 16,1%. En la tabla 34 se muestra los
datos descriptivos de medias y desviaclones de las tres medidas realizadas para ¢l

RDW en cada uno de los sujetos.
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Tabla 34. Valores descriptivos de la RDW en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
RDwW T 13,23 0,86 12 15,1
1* Medida
RDW T 13,52 0,59 12,3 15,3
2" Medida
RDW T 13,39 1,08 12,3 16,1
3 Medida

2.2.1.10.9. Plagquetas

El 0% de los sujetos ne mostrd alteraciones en los resultados plaguetarios.
Un alumno presentd un nivel levemente inferior al normal pero sin significacion, 128
x1000/ul., en la primera medida. En la tabla 35 se muestra los datos descriptivos de
medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para la CHCM en cada uno de

los sujetos.

Tabla 35. Valores descriptivos plaguetarios en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
Plaquetas x 1000/l | 190,10 | 334 128 238

1* Medida

Plaguetas *1000Al | 21940 | 38,92 157 286

2 Medida

Plaquetas x 1000/l | 189,70 | 19,54 160 212
3" Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.10. Yolinnen Plaquetario Medio (¥ PM)

El 100% de los alumnos presentaron unos valores de volumen plaguetario
medio dentro de los rangos normales. En la tabla 36 se muestra los datos descriptivos
de medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para el VFM en cada uno de

los sujetos.

Tabla 36. Valores descriptivos del VPM en las tres determinaciones tomadas en
buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
VPM fL. 11,66 0,77 10,6 12,7
1* Medida
YV PM L. 11,27 0,90 &9 12,8
2" Medida
YV PM L. 11,06 0,50 &5 12,3
3 Medida

2.2.1.10.11. Plaguetocrito

Ningim alumno presentd resultados fuera del rango Optimo para el
plaguetocrito. En la tabla 37 se muestra los datos descriptivos de medias y
desviaciones de las tres medidas realizadas para el plaguetocrito en cada unc de los

sujetos.
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Tabla 37. Valores descriptivos del plaguetocrito en las tres determinaciones tomadas
en buceadores de combate.

Parimetro Unidad | Media | D.S. | Minimo | Miximo
Flaquetocrito To 022 | 0,03 0,16 0,27
1* Medida
Plaquetocrito Fo 025 | 0,05 0,19 0,33
2 Medida
Plaquetocrito Fo 0,21 0,02 0,18 0,24
3" Medida

2.2.1.10.12, Linfocitos %

LUn sujeto presentd un leve aumento (1%) en este parametro en la segunda
medida perc que no llega a ser significativo. En otro alumno se obtuve un déficit de
un 3,5% en la primera medida. Y un tercerc mostrd unos porcentajes linfocitarios del
45,1 y del 46,8% en la primera y segunda medida respectivamente. En la tabla 38 se
muestra los datos descriptivos de medias y desviaciones de las tres medidas

realizadas para el porcentaje de linfocitos en cada uno de los sujetos.

Tabla 38. Valores descriptivos del porcentaje linfocitario en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo
Linfocitos % o 31,18 | 7,40 18,5 45,1
1* Medida
Linfocitos o Fo 37,37 6,16 31,5 44,8
2" Medida
Linfocitos % o 30,60 | 4,98 224 39,7
3 Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.13. Neutréfilos %

Ln buceador presentd un leve descenso de 1,7% en la primera medida de un
34% en la segunda pero sin significacidn. En la tabla 35 se muestra los datos
descriptivos de medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para el

porcentaje de neutrdfilos en cada uno de los sujetos.

Tabla 35. Walores descriptivos del porcentaje de neutrdfilos en las  tres
determinaciones tomadas en buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
Neutrofilos % To 57,80 3,83 44,3 74,1
1* Medida
Neutrdfilos & Fo 51,16 4,85 41,6 56,7
2" Medida
Neutrofilos % Fo 59,45 5,12 50,1 64,3
3 Medida

2.2.1.10.14, Monocitos %%

El 100% de los alumnos no mostré ninguna varlacion anormal en el
porcentaje de monocitos sanguineos. En la tabla 40 se muestra los datos descriptivos
de medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para el porcentaje de

monocitos en cada unc de 1os sujetos.
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Tabla 40. WValores descriptives del porcentaje de monocitos en las  tres
determinaciones tomadas en buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
Monocitos % o 7,18 1,44 4,3 8.8
1* Medida
Monocitos % o 7,44 1,37 5,5 o1
2" Medida
Monocitos % o 6,561 1,31 3.7 ]
3 Medida

2.2.1.10.15. Eesindfilos %

No se obtuve resultados fuera de la normalidad para este parametro en
ningunc de los buceadores. En la tabla 41 se muestra los datos descriptivos de
medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para el porcentaje de eosindfilos

en cada uno de los sujetos.

Tabla 41. Walores descriptivos del porcentaje de eosinéfilos en las  tres
determinaciones tomadas en buceadores de combalte.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo
Eosindfilos % T 3,17 1,63 0.5 5,6
1* Medida
Eosindfilos % o 3,17 1,35 1,4 5,5
2" Medida
Eosingfilos % T 2,81 0,50 1,2 3,5
3 Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.16. Baséfilos %

Ninguno de los alumnos presentd valores anormales en el porcentaje de
baséfilos. En la tabla 42 se muestra los datos descriptivos de medias y desviaciones
de las tres medidas realizadas para ¢l porcentaje de basofiloss en cada uno de los

sujetos.

Tabla 42. Valores descriptivos del porcentaje de baséfilos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
Basofilos % T 0,67 0,49 0,2 1,9
1* Medida
Basofilos % o 0,66 0,32 0,2 1,2
2" Medida
Basofilos % T 0,33 0,31 0,2 1,2
3 Medida

2.2.1.10.17. Linfocitos Valor Absoluto (LVA)

Se aprecio un valor de 1,34/ml en un individue en la primera media. Un
segundo presentd un valor ligeramente superior al normal pero ne significativo,
5,06% en la segunda medida. Y un tercero mostréd valores por debajo de 1o normal,
1, 49% v 1,38% en la primera y tercera medida respectivamente sin significacion. En
la tabla 43 se muestra los datos descriptivos de medias y desviaciones de las tres

medidas realizadas para €l valor absoluto de linfocitos en cada uno de los sujetos.
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Tabla 43. Descriptivos del valor absoluto de linfocitos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
LY & fml] 1,50 0,45 1,34 2,658
1* Medida
LY 4 fml] 252 0,99 1,73 5,06
2" Medida
LY 4 fml] 2,07 0,51 1,38 3,21
3 Medida

2.2.1.10.18. Neutrofiles Valor Absoluto (NVA)
No se aprecid ninguna alteracion en el valor absolute de neutrSfilos en los
individuos. En la tabla 44 se muestra los datos descriptives de medias y desviaclones

de las tres medidas realizadas para el NV A en cada uno de los sujetos.

Tabla 44. Descriptivos del valor absoluto de neutrdfilos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Parimetro Unidad | Media | .S, | Minimo | Miximo
NV A % 1000/l 3,67 1,26 2,44 5,14
1* Medida
NVA x 10001 3,38 0,93 2,33 5,62
2" Medida
NYA % 1000/l 4,07 1,05 2,74 6,35
3 Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.19. Moenocitos Valor Absoluto (MVA)
En ningim alumno se produce alteracion en el rango de este parametro. En la
tabla 45 se muestra los datos descriptivos de medias y desviaciones de las tres

medidas realizadas para el MY A en cada uno de los sujetos.

Tabla 45. Descriptivos del valor absoluto de moneocitos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Parametro Unidad Media | D.S. | Minime | Maximo
MV A x 1000l 0,44 0,09 0,34 0,66
1" Medida
MVA x 1000l 0,458 0,10 0,33 0,64
27 Medida
MV A % 1000/mL 0,45 0,13 0,25 0,65
3 Medida

2.2.1.10.20. Eosinéfilos Valor Absoluto (EVA)

No hay modificaciones en la determinacion del valor absoluto de eosindfilos
en los buceadores. En la tabla 46 se muestra los datos descriptivos de medias y

desviaciones de las tres medidas realizadas parael EV A en cada uno de los sujetos.

Tabla 46. Descriptivos del valor absoluto de ecsindfilos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Parametro Unidad Media | D.S, | Minime | Maximo
EV 4 fml] 0,20 0,12 0,06 0,36
1" Medida
EV a4 fml] 0,21 0,10 0,08 0,33
27 Medida
EV A frm] 0,20 0,058 0,07 0,32
3 Medida




RESULTADOS

2.2.1.10.21. Basdfilos ¥alor Absolute (BYA)

Las determinaciones de los valores absolutos de bas6filos de los alumnos
fueron completamente normales. En la tabla 47 se muestra los datos descriptivos de
medias y desviaciones de las tres medidas realizadas para el BV A en cada uno de los

sujetos.

Tabla 47. Descriptivos del valor absolute de baséfilos en las tres determinaciones
tomadas en buceadores de combate.

Parimetro Unidad Media | D.S. | Minimo | Miximo
BV A frm] 0,04 0,02 0,02 0,09
1* Medida
Bva frnl 0,04 0,02 0,01 0,07
2" Medida
BvaA frol 0,03 0,02 0,02 0,07
3 Medida

Las tablas 48, 49 y 30 recogen un resumen de los valores medios de los parametros

hematoldgicos medidos.
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Tabla 48. Analisis general de la descriptiva de las analiticas sanguineas de los
buceadores en la primera determinacion.

Pariametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
Lencocitos % 1000/l 6,235 1,33 4,84 7,86
Hematies x1076ml 4,97 0,31 4,46 5,45
Hemoglobina g/fdl 13,86 | 0,60 12,8 14,7
Hermatocrito T 42,72 1,48 40,9 45,5
YVolumen
corpuscular L 36,15 | 4,90 76,3 oz 2
medio
Hemoglobina
corpuscular pe 27,55 1,73 244 28,9
media
Concentracion
Hernoglobina g/dl 3245 | 0,97 31,1 34,5
corpuscular
media
Ind. Dispersion o 13,23 | 0,86 12 15,1
eritrocitaria
Plaguetas % 1000/l 190,1 | 33,04 1258 238
YVolumen
plaguetario fL. 11,66 | 0,77 10,6 12,7
medio
Plaquetocrito o 0,22 0,03 0,16 0,27
Linfocitos % o 31,18 | 7,40 18,5 45,1
Neutrdfilos % T 57,80 3,83 443 74,1
Monocitos % Fo 7,18 1,44 4.3 3,9
Eosindfilos Fo T 3,17 1,63 0,3 5,6
Basafilos T T 0,87 0,49 0,2 1,9
Linfocitos valor frm] 1,80 0,45 1,34 2,68
absoluio
Meutrdfilos % 1000/l 3,67 1,26 244 5,14
valor absoluto
Monocitos valor | % 1000/l 0,44 0,09 0,34 0,585
absoluto
Eosinafilos fml 0,20 0,12 .06 0,36
valor absoluto
Basofilos valor fml] 0,0 0,02 0,02 0,09
absoluin

D5, Desyviacion tipica
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Tabla 45. Analisis general de la descriptiva de las analiticas sanguineas de los
buceadores en la segunda determinacion.

Parametro Unidad Media | D.S. | Minimo | Maximo
Lencocitos % 1000/l 6,63 1,92 4,51 11,67
Hematies x 106l 4,93 0,29 4,32 5,30
Hermoglobina gfdl 13,77 0,65 12,5 14,4
Hermatocrito T 42,71 1,76 306 45,3
Yolumen
corpuscular fL 56,92 | 4,96 174 92,8
medio
Hermoglobina
corpuscular pe 28,02 1,85 24,3 30,2
media
Concentracion
Hernoglobina g/d] 32,24 | 0,81 31,4 33,8
corpuscular
media
Ind. Dispersion T 13,32 | 0,39 12,3 15,3
eritrocitaria
Plagueias * 1000/l | 21940 | 38,92 157 236
Volumen
plaguetario fL 11,27 | 0,80 2.9 12,8
medio
Plaguetoctito T 0,25 0,05 0,19 0,33
Linfocitos % T 37,57 6,16 315 46,8
Neutrdfilos %o o 51,16 | 4,88 41,6 56,7
Monocitos % To 744 1,37 9,5 g1
Eosindfilos %o o 3,17 1,55 1.4 5,5
Basdfilos Fo T 0,66 0,32 0,2 1,2
Linfocitos valor frol 2,52 0,99 1,73 5,06
absoluto
Meutrfilos % 1000/l 3,38 0,93 2,33 3,62
valor absoluto
Monocitos valor | x 1000/1L 0,43 0,10 0,33 0,54
absoluio
Eosinafilos fml 0,21 0,10 0,08 0,33
valor absoluto
Basofilos valor frol 0,04 0,02 0,01 0,07
absoluto

D.5. Desviacion tipica
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Tabla 30. Analisis general de la descriptiva de las analiticas sanguineas de los
buceadores en la tercera determimacion.

Parametro Unidad | Media | 5. | Minime | Maximo
Leucocitos % 1000/l 6,82 1,57 5,38 10,35
Hematies x 1076l 5,08 0,32 4.7 5,74
Hemoglobina g/fdl 14,20 | 0,69 13 15,2
Heratocriio To 43 .33 1,48 4] 45,8
Volumen
corpuscular fL 83,55 | 5,00 754 21,2
medio
Hermoglobina
corpuscular pz 28,05 1,95 24 304
media
Concentracion
Hernoglobina gfdl 32,77 0,95 31,7 34,6
corpuscular
media
Ind. Dispersion T 13,59 1,08 12,3 14,1
eritrociiana
Plaguetas % 1000/l | 189,70 | 19,84 160 212
YVolumen
plaguetario L. 11,06 0,50 &5 12,3
medio
Plaguetocrito o 0,21 0,02 0,18 0,24
Linfocitos % o 30,60 | 4,98 224 39,7
Neuirdfilos % o 5945 5,12 50,1 66,3
Monocitos % T 6,61 1,31 3.7 8
Eosindfilos %o o 2,81 0,80 1,2 3,8
Basafilos %o T 0,53 0,31 0,2 1,2
Linfociios valor fml] 2,07 0,51 1,38 3,21
absoluto
Mentrifilos % 1000/l 4,07 1,05 2,74 6,35
valor absoluto
Monocitos valor | % 10001l 0,45 0,13 0,25 0,65
absoluto
Eosinafilos fm] 0,20 0,08 0,07 0,32
valor absoluto
Basofilos valor frnl 0,03 0,02 0,02 0,07
absoluto

D.S. Desviacion tipica
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2.2.1.11. Resultados del Estado Angoxidante total

Se observd un descenso generalizado en los parametros evaluados al final del

estudio. El estado antioxidante total disminuyd tras 6 semanas {media 1.38 versus

1.23 Mohs/1}, con aumento leve al final {media 1.31 Mohs/1). {Tabla 51}

2.2.1.12. Resultados del NO

El NO mostrd niveles mas altos al principio del estudic y fue mas bajo

después de 6 ¥ 1 2 semanas del curso. {Tabla 1)

22.1.13. Resultados de GPx e Isoprostanos

Ademas, la GPx y los Fj-isoprotanos fueron progresivamente mas bajos

(Tabla 51).

Tabla 31. Comparacion descriptiva entre parametros del estrés oxidative y el N a lo

largo del estudio.

Semana 0 6" Semmana Semana 12°
(1° Medida) (2° Medida) (3° Medida)
NO ( uM) 49.61 + 19.86 36.899 £ 882 35.85 £6.82
TAS (mmol/l) 1.38 £ 0.06 1.23 £0.05 1.31 £0.06
GPx (mg/l) 17.68 £11.69 14.18 £7.94 10.74 £7.67
F; isoprostanos
(ug/g creat) 5.17 +4.74 2.93 +2.38 2.14 + 1.98

La estadistica descriptiva esta representada como la media + desviacidn estandar.

TAS = Estado Antioxidante Total.
GPx = Glutation Peroxidasa.

NO = Oxi1doe Nitrico.
N=15
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222, Analisis Estadistico De Los Resultados

Las medias fueron comparadas con un andlisis de la varianza de medidas
repetidas. Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas
estadisticamente significati vas.

Los parametros de leucocitos, hematies, hemoglobina, hematocrito,
hemoglobina corpuscular media v la concentracion de hemoglebina corpuscular
media, ademas del porcentaje de monocitos, eosindfilos y baséfilos, asi como el
valor absoluto de €stos mismos, no experimentaron cambios significativos con la

exposicion de oxigeno al 100%.

222.1. Volumen Corpuscular Medie (VCM)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 52)
Dicha variacidn es de orden cuadratico o 1o que es lo mismo, responde a una

campana de Gauss.

Tabla 52. Analisis Estadistico del YCM. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo 111 gl cuadratica F Significacion
Factor | Lineal 1,800 [ 1,800 [ 2,344 0,160
Cuadritico 7,633 L 7.633 | 14,645 0,004
Error Lineal 6,810 g {0,768
Cuadratico 4,691 g {0,521

Lasz diferencias con una p inferior a 005 fueron considerad as estadisticamente significativas
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2222, Indice de Dispersion Eritrocitaria (RD'W)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 53).

Esta variacion es de orden lineal.

Tabla 53. Analisis Estadistico del RDW . Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,648 1 0,648 8,545 0015
Cuadratico 0,081 1 0,081 2,182 0,174
Error Lineal {0,652 g 0072
Cuadratico 0,333 9 0,037

Laz diferencias con una p inferior a 0.05 fueron consideradas estadisticamente signficativas

22.2.3. Plaquetas

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 54,

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 34. Analisis Estadistice Plaquetario. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,800 1 0g00| 0002 0,968
Cuadratico | 381,667 | 3801 ,667 18,176 0,002
Error Lineal 4196,200 9 466,244
Cuadratico | 2872667 9 319,185

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significati vas
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2224, Volumen Plaguetario Medio (VPM)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 53)

Esta variacion es de orden lineal y cuadratico.

Tabla 55. Analisis Estadistico del ¥YPM. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo II1 el cuadritica F P
Factor Lineal 1,620 1 1,620 49,846 0,005
Cuadratico 0,392 1 0,352 5,454 0048
Error Lineal {0,260 3 0,033
Cuadratico 0,575 ] 0,072

Laz diferencias con una p inferior a 0.05 fueron consideradas estadisticamente signficativas

2.2.2.5. Plaquetocrito

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 56)

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 3. Analisis Estadistice del plaquetocrito. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,005 1 0,005 0,487 0,505
Cuadratico 0,004 1 0,004 9,514 0,015
Error Lineal {3,006 3 {0,001
Cuadratico {3,003 3 0,005

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significativas
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22.2.6. Linfocitos %

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 57)

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 57. Analisis Estadistico del porcentaje de linfocitos. Pruebas de contrastes
Intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo 111 gl cuadritica F P
Factor Lineal 1,682 1 1,682 0,077 0,788
Cuadratico | 297,483 1 297 483 | 23,747 0,001
Error Lineal 197 798 9 21 978
Cuadratico 112,744 9 12,527

Lasz diferencias con una p inferior a 005 fueron considerad as estadisticamente significativas

22.2.7. Neutrdfilos %
Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 58)

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 38. Analisis Estadistico del porcentaje de neutrSfilos. Pruebas de contrastes
Intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 13,613 1 13,613 0,495 0,500
Cuadratico 371,508 1 371,508 32,418 0,005
Error Lineal 247 7733 0 27526
Cuadratico 103,140 9 11,460

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significativas
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22 2.8, Linfocitos Valor Absoluto (LVA)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 59)

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 35. Analisis Estadistico de LV A. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,138 1 0,138 1,425 0,263
Cuadratico 1,880 1 1,890 6,834 0028
Error Lineal {0,881 g {0,098
Cuadratico 2,490 9 0,277

Laz diferencias con una p inferior a 0.05 fueron consideradas estadisticamente signficativas

2229, Neutrdhilos Valor Absoluto (NVA)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 60)

Esta variacion es de orden cuadratico.

Tabla 6. Analisis Estadistico de NV A. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,764 1 0,764 | 1,148 0312
Cuadratico 1,630 1 1,630 | 4,919 0,054
Error Lineal 5,893 g {3,666
Cuadratico 2,582 9 {0,331

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significativas
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22.2.10. Oxido Nitrico (NO)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 61)

Esta variacion es de orden lineal y cuadratico.

Tabla 61. Analisis Estadistico del N Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo II1 el cuadritica F P
Factor Lineal 3669,341 1 3669341 | 21,852 0,001
Cuadratico | 1416,010 1 1416010 18,363 0,002
Error Lineal 1511,240 9 167,916
Cuadratico 694,022 9 77,114

Laz diferencias con una p inferior a 0.05 fueron consideradas estadisticaments significativas

2.22.11. Estado Antioxidante Total (TAS)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 62)

Esta variacion es de orden lingal y cuadratico.

Tabla 62. Analisis Estadistico del TAS. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 0,105 1 0,105 25,045 0,005
Cuadratico 0,143 1 0,143 | 107,896 0,005
Error Lineal 0011 g {3,001
Cuadratico 0012 9 {0,001

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significativas
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22212, Glutation Peroxidasa (GPx)

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 63)

Esta variacion es de orden lineal.

Tabla 63. Analisis Estadistico de la GPx. Pruebas de contrastes intra-sujetos.

Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P
Factor Lineal 98 036 1 98 036 | 8,195 0,019
Cuadratico 7,718 1 7,718 0,417 0,534
Error Lineal 107,671 9 11,963
Cuadratico 166,501 9 18,500

Las diferencias con una p inferior a 003 fueron consideradas estadisticamente significativas

2.2.2.13. Isoprostanos

Este parametro sufre una alteracion estadistica de significacion. (Tabla 64,

Esta variacion es de orden lingal y cuadratico.

Tabla 64. Analisis Estadistico de los 1soprostanos. Pruebas de contrastes intra-
sujetos.
Suma de
cuadrados Media
Fuente Factor tipo I11 gl cuadritica F P

Factor Lineal 14,965 1 14,965 19,892 0,002

Cuadratico 1,568 1 1,568 6,605 0,030
Error Lineal 6,771 g {0,752

Cuadratico 2,137 9 0,237

Las diferencias con una p inferior a 005 fueron consideradas estadisticamente significativas
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V. DISCUSION

1 Sobre el cultivo de nenmocitos

Las lesiones y su posterior recuperacion de las c€lulas alveolares epiteliales
cultivadas in Vitro ocasionadas por la exposicién a hiperoxla han sido estudiadas
durante décadas, pero s6lo recientemente se ha llegado a la conclusion de que el dano
que se produce en las mismas en atmdsferas saturadas de oxigeno tiene lugar debido
a un mecanismo coordinado de activacion de genes que acabarian por determinar las
lesiones que en dltima Instancia aparecerian en ¢l pulmén. Este complejo mecanismo
de activacion de genes tiene influencia directa sobre la viabilidad y crecimiento de

03, 204 ;
ya que son las células

las c€lulas pulmonares entre ¢llas los neumocitos tipo II°
alveolares epiteliales mas expuestas Junto con los neumecitos tipo [ a los gases que

difunden por el alveolo. Por elle, se estudid la viabilidad y crecimiento de

neumocitos tipe II In Vitre en condiciones hiperdxicas. {Tablas 2-5; 8-11; {Fig. 4-7)
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Figura 4. Curva patrén de crecimiento de un cultive de neumocitos tipo II en
condiciones normales segin el ensayo del MTT.
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La liberacion de ATP que se produce en la células bajo determinados
estimulos como son las condiciones hiperoxicas, puede activar importantes rutas de
supervivencia celular. La ruta de senalizacion via TOR es una de ellas. La molécula
TOR {diana para la rapamicina) en mamiferos, commesponde a un sensor energético
homeostatico ¥ a un Importante mediador del crecimiente y proliferacion celular.
Una caracteristica Importante en la supervivencia de la cé€lula en condiciones
hiperdxicas es un aumento en la utilizacién de la glucosa. Tanto el ATP extracelular
como la hiperoxla son importantes senales autocrinas y paracrinas de modulacién de
la funcidn celular por medic de un aumento en la activacidn de los receptores de
membrana P; dependiente de los niveles de glucosa en las células pulmonares. Estos
receptores son activados por nucledtidos transmitiendo una senal al interior de la
celula que puede ser la generacion de segundos mensajercs. La consecuencia de la
activacion de estos receptores es la modificacion de la fisiologia del tejido que los
presenta. 5¢ ha observado que durante la adaptacion a la hiperoxia se produce un
aumento en la utilizacidn de la glucosa que mantendria los niveles de ATP celulares
y por tanto la supervivencia de la célula. Asi, la ruta de senalizacion que se pone en
marcha en condiciones hiperdxicas consistiria en la activacidn de los receptores de
membrana F; por parte del ATP extracelular generado por un aumento en la
utilizacién de la glucosa que a su vez activaria la ruta de mTOR. El cual
desencadenaria toda una ruta de senalizacion intracelular mediada por la kinasa

p70S6K que estimularia la supervivencia de la célula®™. (Fig. 11}
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Fig. 11. Ruta de senalizacién mTOR inducida por hipcmxiazm.

Se observd que la exposicién a hiperoxia durante 24 horas de neumocitos tipo
II no parece interferir de forma importante en su crecimiento y viabilidad incluso en
algin caso aumenta {Tablas 3 y 4} (Fig 5 y 6). A partir de las 48 horas de exposicion
y hasta las 96 horas se¢ produce un descenso significative en la viabilidad v
crecimiento de estas células™ °*'. Este hecho podria deberse a que los niveles de
oxldantes producidos tras 24 horas de exposicidn a hiperoxia son compensados por
los sistemas antioxidantes enddgenos ya que se ha demostrade que los niveles de
glutation y la actividad de las enzimas asociadas con la proteccidn antioxidante en el
pulmén, aumentan en respuesta a la hiperoxia®™®. Efectivamente en homogenados de
pulmén ¥y en neumocitos tipo II aislados de rata expuestos a elevadas
concentraciones de oxigeno aumentan los niveles de moléculas y agentes oxidantes,
y a su vez, dicho aumento conlleva un incremento de la actividad de los enzimas

antioxidante. Para combatir el dano oxidative producido por la hiperoxia, la célula
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pulmonar esti preparada con todo un arsenal de enzimas antioxidantes, algunos de
los mas importantes son la superoxide dismutasa y la catalasa encargados de la
eliminacidon de las especies reactivas de oxigeno tales como €l anidn superdxido y ¢l
perdxido de hidrdgeno. Pero estas c€lulas ademas cuentan con la NADH
deshidrogenasa mitocondrial, con la citocrome ¢ reductasa de NADPH derivada del
reticulo endoplasmatico y con la oxido xantina reductasa citosdlica®™,. No podemos
olvidar mencionar la glutation {(GSH) come enzima antioxidante que en las dltimas
décadas cobra cada vez mas importancia como responsable de una mayor tolerancia
al oxigeno en bebes recién nacidos y por tanto de ser la responsable en gran parte de
compensar el exceso de sustancias oxldantes en el organismos ocasionadas por la

: - 218, 211
hiperoxia

. 5S¢ infiere que bajo condiciones de altos niveles de hiperoxia (80%)
la concentracion de GSH en ratas es capaz de descender a valores bajos pero que, sin
embargo, también es capaz de recuperarse y alcanzar niveles mas altos gque los
normales, posiblemente como un mecanisme de defensa o un proceso adaptativo del
organismo y probablemente ocurran efectos a otro nivel metabdlico’’?. Clahsen
demostrd en bebés recién nacidos que los erntrocitos de estos ninos eran capaces de
restablecer las concentraciones del GSH durante el estrés oxidativo in Vitro
utilizando H;(. Estos investigadores encontraron un agotamiento rapido del GSH

con acumulacidén concomitante de GSSG, seguido por una recuperacion de GSH v la

caida de la concentracion de GSSG al valor inicial.
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Figura 5. Curva de crecimiento de un cultivo de neumocitos tipo Il en condiciones
hiperdxicas segin €l ensayo del MTT.
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Figura 6. Curva de crecimiento celular a 12530, 2300 y 5000 células/pocillo en
condiciones normales frente a condiciones hiperdxicas. (*) P < 0,05 frente al
correspondiente control.

Se observo que a partir de las 48 horas de exposicion la concentracion de
especies reactivas de oxigeno celulares es tan alta que los sistemas antioxidantes no

son capaces de eliminarlos produciendo un descenso importante en la viabilidad ¥

crecimiento del neumocito tipo .
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La disminucién de la viabilidad del neumocite podria estar también
relacionada con el aumento de la muerte celular observada durante la exposicién a
hiperoxla ya que s¢ ha demostrade que la concentracion de ATP disminuye junto con
una mhibicion de la senal mTOR a partir de las 48 h de exposicion. Por lo que se
puede hablar de otra importante ruta de senalizacion dependiente de ATP™.

La capacidad de la lactato deshidrogenasa (LDH) de ser excretada al medio
extracelular en caso de muerte celular v de transformar el lactato en una sustancia
coloreada capaz de ser medida, es lo que hace que sea posible relacionarla con ¢l
porcentaje de muerte. En los cultivos en los gue determinamos dicho fendémeno, el
porcentaje de muerte celular en condiciones hiperdxicas aumenta significativamente
en todos los casos en comparacidn con los cultivos realizados en condiciones

normales aungque el aumento es considerablemente mayor a partir de las 48 horas de

exposicion® %, (Tabla 5) (Fig 7)

% Muerte Celular control vs hiperoxia
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Oh 24h 48h 72h 96h
Tiempo

Figura 7. Porcentaje de muerte celular del grupo control frente al del grupo
hiperéxico segin el ensayo de LDH. {*) P <{,05 frente a su correspondiente control.
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Estos resultados parecen indicar que entre 24 y 48 horas de cultivo, las
c€lulas son capaces de mantener ¢l balance entre el porcentaje de muerte celular v la
capacidad pmlifaralivaz}j. En un trabajo reciente se demuestra que tras 24 horas y
hasta las 48 horas de exposicion a la hiperoxia se activa el gen Akt produciendo en la
célula un efecto protector frente al dano hiperdxico, al menos en parte, por mantener
la integridad mitocondrial®’®, A partir de las 48 horas de exposicion las células
comienzan a perder la alta capacidad de divisidn, ¢l porcentaje de muerte celular se
acentda y la densidad celular disminuye drasticamente. Estos resultados estan de
acuerdo con otros trabajos realizados sobre hiperoxia en neumocitos y otros tipos
celulareg?! 218 219,220

Con el fin de poder aclarar la causa de la muerte celular que se produce en
condiciones hiperdxicas y pensando que pedia atribuirse al dano oxidativo se midio
las variaciones en la produccion de radicales libre {(ROS), alas 0, 24 y 48 horas la
produccion de ROS en las células hiperoxicas fue similar sin ninguna diferencia
significativa. Es a partir de las 48 horas hasta las 56 cuando aumenta de forma
significativa la produccion de especies reactivas de oxigeno con respecto a los
neumecitos que crecieron en condiciones normales {Tabla 6) {Fig &), probablemente
porque comienzan a acumularse de forma masiva en la célula ya gque los sistemas
antiox1dantes de la misma que hasta las 48 horas han sido capaces de compensar el
aumento del estado oxidante ya no muestran dicha eficacia como el caso de la

P . Copers s SRS b
sintesis de la glutation que es inhibida en condiciones hiperdxicas™ .
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Produccion de ROS en el grupo control vs al
grupo hiperoxico
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Figura 8. Representacion grafica de la produccion de ROS en ¢l grupe control frente
al grupo hiperdxico. (*) P < (.05 frente a su comrespondiente control.

Parece que el aumento de muerte celular que se producen en las c€lulas que
crecen en oxigeno 100% (Tabla 5, 12 y [3) {Fig 7) se debe a un Incremento de la

221,222,223 "B nivel de

muerte celular programada de los neumocitos tipo II In Vitro
apoptosis que sufren los cultivos celulares es dependiente y proporcional al tiempo
de exposicion. A las 24 y 48 horas €l nivel de apoptosis es detectable pero no
significative ya que no consigue alterar la densidad celular del cultivo. Hecho que si
tiene lugar a partir de las 48 y hasta las 76 horas {Tabla 7, 16-18) {(Fig 9 ¥ 10). Se
podria decir que a las 24 y 48 horas las células son capaces de mantener el balance
entre ¢l porcentaje de muerte celular y la capacidad proliferativa®™. Se ha
demostrado gue altas concentraciones de oxigeno produce la detencion de la fase-S
del ciclo celular ¥ un aumento en la expresion de los genes p23 y p2l. La activacion

de estos genes podria inhibir la replicacidn celular sin inducir un grade de apoptosis

i]’npartzml«\a224 y a partir de las 48 horas €l equilibric entre 1a capacidad proliferativa y
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el porcentaje de muerte celular desaparece®’ " *'® 21 2% No obstante y a pesar de los
estudios que adn son necesarios realizar, parece que la apoptosis generada por ¢l
fendmeno de la hiperoxia se podria ver reducida por una incorporacidn extra al
organismo de determinados sistemas antioxidantes tales como la superdxido
dismutasa {SOD) y/o por la eliminacién de TNFalfa y su receptor TNFR1 ya que

dichos factores permiten la activacion de la apoptosis por medio de las caspasas 8 y

225,226
3

Figura 5. Secuencia de imagenes al microscoplo optice {X10) de neumocitos tipo 11
crecidos en oxigeno 21 % mostrando 2] nivel de apoptosis alas 24, 48, 72 vy 96 horas.

Figura 10. Secuencla de imagenes al microscoplo optico (X 10) de neumocitos tipo 11
tratados con oxigeno purc mostrando el nivel de apoptosis a las 24, 48, 72 y 96
horas.
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2. Sobre la agresion del oxigeno “In Vivo”

2.1. Sobre la agresion del oxigeno en ratas

Para tratar de conocer con mayor precision los factores que modulan en
mayor o menor grado la toxicidad del oxigeno tanto en el buceo profesional como en
las personas sometidas a oxigenoterapla hiperbarica {OHB) hemos realizado una
serie de experimentos en ratas.

Se partio de unos niveles de presion parcial de oxigeno normobarice cercanos
al 100% vy se pretendia objetivar la supervivencia de animales de experimentacidn
estableciendo controles sobre aquellos factores no determinantes, por un lado los
Invariables comoe la edad, sexo y factores individuales y por otro los variables como
el estrés, la dieta, la temperatura ambiental y la humedad relativa. Se ha establecido
que la edad influye en la toxicidad por oxigeno®”’, pero no ha sido hasta ¢l afo 2002
en ¢l que se ha profundizado en los 1imites de edad v las causas de €stas diferencias,
segiin Gomi, las ratas de mas edad son menos tolerantes al oxigeno ya que presentan
unos niveles de dano oxidative mas elevados que las ratas de menor edad. Este
fendmeno se debe a que la eficacia en la actividad de los enzimas oxidantes de las
ratas ancianas es menor-". Aunque segin ¢l trabajo de Servais, en condiciones de
elevadas concentraciones de oxigeno aumenta tanto la superéxido dismutasa (SOD)
como la glutation peroxldasa {GPx) en ratas adultas pero dicho Incremento no es lo
suficientemente significative como para poder 1gualar 1a actuacion de los sistemas
antioxidantes de las ratas mas jévancsug_ Sin embarge, parece que asegurar la
supervivencia en ratas fetales frente a la hiperoxia es mas importante ya que en este
estadio parece existir potentes mecanismos antioxildantes en los neumocitos tipo 1l de

dichas ratas que mejoran su supervivencia y que las hace mas tolerantes a la
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toxicidad del oxigeno que las adultas™.

Ademas de los potentes mecanismos
antioxidantes, las ratas neonatas presentan una respuesta inflamatoria pulmonar
frente a la hiperoxia mas baja que la de ratas adultas. Este hecho parece deberse a las
diferencias que existen en la expresion del gen de la L-selectina que podria
contribuir, en parte, al aumento de la tolerancia a la toxicidad por oxigeno en ratas
recién nacidas™’. Todos los animales con los gue se experimentd fueron de la misma
edad, entre 7 y & semanas. De esta forma se Intentd que no afectase el factor de la
edad en nuestro experimento.

Se ha demostrado que tras diversos tratamientos recompresivos a
accidentados de buceo las mujeres son 2.8 wveces mas susceptibles de presentar
toxicidad por oxigeno que los hombres poniéndose de manifiesto 1a influencia del
sexc en la toxicidad por DxigenDM. Los diversos autores consultados no expresan
€stas diferencias en el reino animal.

Existen distintas respuestas individuales o interindividuales a presiones de
oxigeno y tiempo de exposiclon similares, en intima relacidn con la capacidad
mdividual de activar mecanismos antioxidantes' . Este hecho estaria mtimamente
relacionado con la edad del individuo como ya se ha demostrade anteriormente ya
gue la rapidez v la eficacia con la que se activan los mecanismos antioxidantes son
mayores cuanto mas Joven se es.

(tro factor que puede influir en el riesgo de sufrir toxicidad por oxigeno son

los gases inertes. Se ha demostrado que un aumento en las presiones parclales de

nitrogenc supone una disminucion de la tolerancia al oxigeno. De modo que se
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podria tomar de referencia la sensibilidad de sufrir una narcosis como indicative para
poder evitar la toxicidad por oxigeno’™. Pero la investigacién ha dado un paso
adelante y se ha centrado en buceadores que respiran mezclas de oxigeno
enriquecidas con nitrégeno (NITROX) centrandose en la oxido nitrico sintasa,
enzima productora del 6xido nitrico del organismo. Tras numerosas investigaciones
se ha comprobado que ciertos inhibidores de dicha enzima aumentan €] periodo de
latencia previa a la intoxicacién por oxigeno® ™.

El estrés juega un papel fundamental porgue las situaciones de panico y de
gjercicio fisico favorecen la aparicion de la toxicidad cerebral directa y pulmonar
indirecta. Eynan sugiere que una exposicion prolongada a hiperoxia induce una
reduccidn en la eficacia energética®™. Por este motivo y para evitar en lo posible el
estrés o para minimizarlo, los animales se mantuvieron en situacion de repose y en el
lugar del experimento de forma previa a su Iniclo.

Todos los animales ingirieron el mismo tpo de dieta ¥y con la misma
composicion que la utilizada en el criadero de animales de la Universidad de Murcia
antes de nuestro experimento. Aungue esta dieta contiene vitamina E y C, que como
antioxidantes previenen la toxicidad por oxigeno, sin embargo no contiene
determinadas sustancias como las antocianinas presentes en verduras que inhiben las
enzimas protecliticas que a su vez degradan ¢l coligeno y elementos de la matriz
extracelular™. En el 5.5% de minerales que contiene la dieta se encuentra el selenio,
elemento iImportante en la intoxicacién por oxigeno ya que se ha demostrado que un
suplemento con este elemento supone un beneficlo contra los efectos de la

. . 236
hiperoxia
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Algunos autores establecen una temperatura entre 20 vy 25°C como la 1deal
para obtener la maxima tolerancia al gas™ y otros consideran que la aclimatacién al
calor retrasa la toxicidad®. Lo cierto es gue la hiperoxia no afecta a las respuestas de
sudoracion perc si puede suponer un factor inhibitorio en la termormregulacion del
flujo sanguineo de la pia]zj?.

Por todo ello, se optd por mantener una temperatura constante entre 20 vy
25°C.

Desde antiguc la humedad ha tenido clerta importancia en la toxicidad por
oxigeno ya que la bibliografia habla de que la magnitud de 1a pérdida de calor que se
produce en el tracto respiratorio durante el ejercicio, importante en la patologia del
asma, estd relacionada inversamente con ¢l contenido de agua del gas inspirado™™,

La humedad ambiental a nivel cerebral no presenta influencia mientras que a
nivel pulmonar si existe pero no esta bien determinada™, estos datos son confirmados
por otros estudios que anaden que las exposiciones a baja humedad estan asociadas
con un engrosamiento epitelial importante™, sin embargo otras publicaciones
establecen gue una humedad relativa del 62% presenta mayor tolerancia a la
Intoxicacion por oxigeno bajo condiciones normobaricas que una humedad cercana
al 30%°.

Sin embargo nuestros experimentos indican que los animales que respiraron
oxigeno seco en condiciones normobaricas tienen una mayor probabilidad de
sobrevivir que los que respiran oxigeno himedo (p<0.001).

En relacién con los hallazgos anatomopatologicos se observd que las lesiones

. .. .. . . o .
Intersticiales, tipicas en este tipo de alteraciones’ solo aparecen en los animales de

mas supervivencia luego estan relacionados con la edad y en el grupo control {(que
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son los que mas supervivencia presentan). Si aparecen edemas intraalveolares,
lesiones por otro lado frecuentes en este tipo de afectaciones {Tabla 20).

Nuestros resultados coinciden con los experimentos hiperbaricos de otros
autores que observan un mayor dano pulmonar en ratas que respiran gas hamedo,
asumiendo que un bajo nivel de humedad actia como factor de proteccion frente a la
Intoxicacion por oxigen 0", La clinica que presentan los animales es la tipica de la
Intoxicacion por oxigeno hiperbarico. La dnica diferencla es que aparece mas tarde.

s el s 50, 235,239, 240, 241
Numerosos autores nos avalan con sus hipotesis

ya que ¢l gas himedo
en condiciones normobaricas es mas accesible al sistema circulatorio como resultado
de diferencias en la difusion de las membranas alveolares o a otros cambios en la
dinamica de perfusién considerando ademas una posible adaptacién del sistema
respiratorio al ambiente hiperoxico.

Los resultados obtenidos demuestran que humedades relativas comprendidas

entre 30%-60% son las optimas para disminuir €l riesgo de presentar un cuadro de

Intoxicacién por oxigeno bajo condiciones de hiperoxia normobarica.

2.2. Sobre la agresion del oxigeno en buceadores

Algunos de los parametros sanguineos estudiados en el hemograma de
buceadores profesionales sufren varlaciones Importantes con la exposicidén a
hiperoxia. Segin la bibliografia con las modificaciones en la presion parcial de
oxigeno tienen lugar alteraciones en la concentracion de la eritropoyetina y en la
actividad eritropoyética. 5e encontrd variacion en el volumen corpuscular medio
{VCM) y ademas lo hace paralelamente a la frecuencia de exposicién a hiperoxia, es
decir, a mayor frecuencia de exposicion mayor es el YCM. Lo mismo ocurre en

estudios de la microcirculacidn cerebral de rata, en donde situaciones de hiperoxia

146
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produce un aumento en la cantidad de hemoglobina vy con ella un incremento del
VCM*™,

También se ha visto que en determinadas intoxicaciones distintas a las
ocasionadas por el oxigeno, dicho parametro también aumenta’”. Este mismo
fendmeno podria estar ocurriendo en los buceadores en los estadios mas tempranos
de la intoxicaci on por oxigeno.

Al producirse alteraciones en el VUM cabe esperar con una alta probabilidad,
modificaciones en el indice corpuscular eritrocitario (RDW) de los buceadores va
que este otro parametro mide ¢l rango de dispersién del VCM. Segin aumenta la
exposicion a oxigeno puro, el RDW sufre también un incremento simultaneo y lineal,
es decir, cuanto mayor es la exposiclion a hiperoxla mas alta es la dispersién o
diferencias en el tamanc de los eritrocitos entre si. Por lo que se demuestra que la
exposicion que sufren los buceadores en el programa de entrenamiento ocasiona
alteraciones no uniformes en el volumen de los hematies®™. Podemos decir gue las
altas concentraciones de oxIgeno producen alteraciones de importancia en el nimero
de plaguetas, en el volumen plaguetario medio (VPM) ¥ en el plaguetocrito. Por lo
gque s¢ modifica tanto el ndmero, €l volumen como el porcentaje plaguetario en
sangre. El comportamiento de los tres parametros responde a una campana de (Gauss
aumentando cuando lo hace la exposicion al oxigene pure y disminuyendo cuando
dicha exposicion también lo hace. La explicacion al aumento que experimentan
podria ser la aparicion de clerto grado de inflamacion que tiene lugar durante las
primeras fases del dano pulmonar por intoxicacion de oxigeno y el descenso que se
produce después coincide con una fase mas tardia de la intoxicacion, en la que se

produce una reduccion de los parametros plaguetarios quiza por la poca eficacia que
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presenta el pulmén de retener y fragmentar los megacariocitos para liberar
plaquetas™,

Tanto el porcentaje como del valor absolute de linfocitos aumentan y €s que
esta demostrado gque exposiciones prolongadas a hiperoxia normobarica estan
asocladas con una activacién de la migracion y secuestro de linfocltos por el
pulménMﬁ.

(Mros parametros gque encontramos que Incrementan su valor de forma
significativa son ¢l porcentaje y valor absoluto de neutrdfilos. La exposicién a
hiperoxla ocasiona acumulacion de neutrdfilos y aparicién de edema en el pulmon
expuesto. Son  estos neutrdfilos los gque producirian un dane oxidative y
desencadenarian la respuesta inflamatoria en el pulmén de continuar la exposicién®®
“® Una vez que cesa la exposicion a oxigeno puro los niveles de linfocitos, los de
neutrofilos, €l volumen corpuscular medio, el recuento de plaguetas, ¢l volumen
plaguetaric medio vy el plaguetocrito regresan a sus valores normales, por lo que
podriamos  estar ante un fendmeno de adaptacion de algunos parimetros
hematelSgicos de manera que intentarian asi amortiguar las consecuencias toxicas de
una exposiclon de este tipo.

La capacidad antioxidante total del plasma en humanos es parte de un
mecanismo homeostatico finamente regulado. Este mecanismo actda como un
eficiente sistema antioxidante importante en el control del danc oxidative causado

45

por 1a hiperoxia que puede verse alterado por determinados factores®”, uno de ellos

es la disminucion en el plasma del acido ascobico™.
El estado antioxidante total {TAS) plasmatico basal en buceadores que

respiran oxigeno purc en equipos de circulte cerrade es normal y similar a otros

: 251, 252 . _— . ny
estudios en atletas . Se observd un descenso significative en la concentracion
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del TAS plasmatico entre la primera y la sexta semana del programa de
entrenamiento, perc dicha concentracion en la décime segunda semana fue muy
similar a 1a de la primera semana {Tablas 31 y 62). Se sugiere que la hiperoxia que
generan los equipes de circulto cerrado en los buceadores puede comprometer el
mecanismo de defensa antioxidante al principio del programa de entrenamiente, lo
cual puede ser resuelto por un proceso adaptativo a la exposicion a hiperoxia. La
adaptacién a la hiperoxia, segin la bibliografia puede ocurrir dependiendo de la
duracion de la exposicion ¥ de los tipos de lesiones que se produzcan en el pulmon.
Durante dicha exposicidn se ha observade que se producen modificaciones a nivel de
la secrecion del liguido surfactante junto con un aumento progresive del contenido
en fosfolipidos del acideo araquiddnico alveolar. Pero a pesar de estas alteraciones la
composicion y sintesis del liquido surfactante tiende a recuperarsczjj, Ademas, en el
proceso de adaptacion a la hiperoxia se produce una fuerte estabilizacion de las
membranas en el corazon, cerebro e higado. Dicha adaptacion suele aparecer 15 dias
después de la exposicién®™. Esto es 1o que puede estar pasando en los buceadores de
combate.

Los buceadores entrenados con equipos de oxigeno de circuito cerrado sufren
toxicidad por oxigeno mostrando sintomas a las pocas inmersiones, heche que
desaparece con las sucesivas inmersiones’™. De esta forma, al final del programa sus
niveles de TAS plasmatico estan practicamente recobrados®® (Tabla 51 y 620

La Glutation peroxidasa (GPx) juega un importante papel en el mecanismo
enzimatico endogeno y protector reduciendo los efectos perjudiciales de la ox1dacion
en las células™’, concretamente es el glutation intracelular el responsable de
estimular la tolerancia o proteccion de las células epiteliales pulmonares frente al

o sy 258
dafo oxidativo™".
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Aungue los niveles de glutation peroxidasa tienden a aumentar en la
adaptacion a una exposicion continua al oxigeno hiperbarico en numerosos

. 259, 260
animales

,» €n humanos se aprecid un descenso significativo en la concentracidn
en la GPx al final del estudie (Tabla 31 y 63), similar a la encontrada por otros
autores’” . Este descenso en la GPx durante exposiclones Intermitentes a elevadas
concentraciones de oxigeno, podria estar relacionade con una reduccion del dano
oxldative debido a la aclimatacion a la hiperoxia siendo necesarios niveles mas bajos
de GPx. En los dltimos anos se ha demostrade que la glutation-S-transferasa del
higade desempena un importante papel en la eliminacidn de los productos de la
peroxidacion lipidica acumulados durante una exposicion hiljnarﬁ}(ica262

Los isoprostanos urinarios son unos importantes indicadores de la
peroxidacion lipidica y ésta a su vez se relaciona con severas lesiones ocasionadas
por el dafio oxidative™.
Se observd una disminucion en los isoprostanos urinarios {Tabla 31 y 64) pero con el
tiempo de exposicion se estabilizan. Estos datos estin de acuerdeo con estudios
previos 2 255’ sugiriendo que la peroxidacion lipidica producida en buceadores que
respiraron oxigeno purc con equipos de circulto cerrado, no es Importante tal vez
porque tendria lugar un proceso adaptativo a las condiciones hiperdxicas descartando
asi la aparicion de severas lesiones pulmonares en los buceadores.

Se apreclaron unos niveles basales de NO (49.61 + 19.86 pM) {Tablas 51 y
613 que coincidieron con otros trabajos”®™ en jugadores de fiatbol (58.03 + 15.20 pM).
Segin  estudios previnszm' EEE, una exposiclon hiperdxica de 30 minutos,

frecuentemente desarrollada por buceadores no profesionales, podria inducir un dano

oxidative que cursaria con inflamacion de las vias respiratorias. Ademas, en
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buceadores que respiraron oxigeno 100% con equipos de circulto cerrado, tiene lugar
un comprobado incremento de ROS {D’z), debido a la exposicion a condiclones
hiperdxicas.

Existe una fuerte tendencia a creer que el NO aumenta con la hipﬁmxiam' 269,
produciendo anormalidades en la estructura pulmonar, disminucion en el crecimiento
vascular y lesiones en la alveolizacién®.

Nuestras observaciones ponen de manifiesto una disminucidn inicial a las 6
semanas en la concentracion de NO, pero segin trascurre €l tiempo de exposicion los
niveles de NO tienden a estabilizarse y por dltimo a disminuir significativamente en
la semana 12, 1o cual no excluye que en los primeros 30 minutos no se pudiera haber
producido un incremento de los niveles de 6x1do nitrico encontrade por otros autores.
Este hecho podria estar relacionade con un descenso en la expresion de la enzima
Gxido nitrico sintasa endotelial {(eNOS) durante el programa de entrenamiento.
Existen evidenclas directas de que la hiperoxia reduce la liberacion basal de NO en

271

arterlas coronarias de porcinos precisamente por este mismo hecho® . Tampoco se

aprecia un aumento del N} exhalado a pesar de apreciarse una induccion de la
expresion de la INOS pulmonar en estudios en animales de experimentacion e,

Sin embarge cada vez mas autores piensan que el aumento de las sustancias
reactivas de oxigeno que tiene lugar cuando se respiran concentraciones elevadas de
oxigeno tales como el anién superdxido (0%} reaccionen con el NO formando
peroxinitritos (ONOO™) que son potencialmente mis téxicos™ . Es precisamente esto

- 274
lo que cree Nelin

. 5e ha demostrado que en terapias de vasodilatacion pulmonar de
inhalacién de NO se produce el fendmeno anterior de combinacidn de 0" conel NO

aumentando considerablemente los ONOOF. Esto es lo que podria estar pasando en el
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sistema pulmonar de nuestros buceadores sdlo gque el incremento de NO no lo
produce la inhalacidn de €ste, sine las condiciones hiperdxicas. Tengamos en cuenta
que este proceso ya ha sido comprobado en el sistema nervioso de ratas recién
nacidas bajo condiciones hiperox icas®”

Segin la bibliografia, en ocasiones el aumente Inducido por elevadas
concentraciones de oxigeno de los ON({HY iria acompanado de la activacion de una
cascada de respuestas que terminaria en Gltima Instancia en una muerte celular
programada y en alteraciones en los componentes del liquido surfactante®® %72,

La &xldo nitrico sintasa {NOS) parece cobrar cada vez mas Importancia en
esta area ya que en un estudie reciente propone gue dicho enzima media en la
cardioproteccion  del sistema  coronarie  dependiende  directamente de la

disponibilidad de Dxigcnoz?ﬁ

El papel protector del N se traslada también al
sistema respiratorio en ratas neonatas. La inhalacion de NO mejora la patologia
pulmonar ademas de prolongar la supervivencia por una reduccion del grosor del
septum, inhibicidn de la inflamacién y disminucién de los depositos de fibrina

alveolar’ . Bste efecto protector del NO parece estar asociado a un aumento en la

. _ . c . .- . . 278
capacidad antioxidante que experimenta la c€lula bajo condiciones hiperoxicas™ .









VI CONCLUSIONES

CONCLUSION 1°

La hiperoxia produce un aumento de determinados sistemas antioxidantes como
la catalasa, glutation peroxidasa, superdxido dismutasa y NADH deshidrogenada que
permiten mantener €] balance entre el porcentaje de muerte celular v la capacidad

proliferativa desde las 24 hasta las 4% horas de exposicion.

CONCLUSION 22

A partir de 48 horas de exposicion de los neumocitos tipo II a un ambiente
hiperoxico los sistemas antioxidantes de la c€lula no son capaces de neutralizar y
eliminar ¢l considerable aumento en la concentracion de especies libres de oxigeno
{ROS) que se ha generade v por ello se produce un descenso importante en la

viabilidad y crecimiento de los neumocitos tipe IL

CONCLUSION 3

El cultive de los neumocitos tipo II en hiperoxia por mas de 48 horas
desencadena un aumento de 1a muerte celular programada de los neumocitos que ya
no puede ser compensada por la capacidad antioxidante celular debido a un aumento

muy Importante en la produccidn de especies reactivas de oxigeno {ROS).

CONCLUSION 4°
La humedad modifica la toxicidad del oxigeno respirade en condiciones
normobaricas, de tal manera que humedades relativas comprendidas entre el 30% vy

el 60% son las Optimas para disminuir €l riesgo de presentar un cuadro de



Intoxicacidon pro oxigeno In vivo, bajo condiciones de hiperoxia normobdirica.
Humedades por encima del 60% son perjudiciales y produce mayor danc que

humedades por debajo del 30% o con oxigeno seco.

CONCLUSION 5°
La hiperoxia produce tanto un aumento del ndmero de plaguetas, del volumen
plaguetario medio come del plaguetocrito y disminuye cuando la exposicidn cesa o

disminuye.

CONCLUSION 6
La hiperoxia produce un aumento en el volumen corpuscular medic {VCM),

en ¢l indice de dispersion eritrocitaria (RDW).

CONCLUSION 72

La exposicidn a hiperoxia produce tanto un aumento en el porcentaje de

linfocitos como en su valor absoluto que disminuyen cuando la exposicion cesa.

CONCLUSION 8
La hiperoxia produce tanto un aumento en el porcentaje de neutrdfilos como

en su valor absoluto que disminuye cuando la exposicion cesa.

CONCLUSION &
La capacidad antioxidante plasmatica (TAS) al principio disminuye

aproximadamente durante las & primeras semanas de entrenamiento pero a las 12



semanas se recupera la capacidad antioxidante inicial debido a un proceso

adaptativo.

CONCLUSION 1¢#

La utilizacién de equipos de inmersidn con oxigeno en circuito cerrado no
llega a producir alteraciones peroxidativas severas en los buceadores ya que los
1soprostanos urinarios disminuyen durante el pericdo de entrenamiento, debido a los
procesos adaptativos gque se reflejan en el mantenimiento de la capacidad

antiox 1dante total del plasma ya descrito.

CONCLUSION 11°

Los cambios en los niveles plasmaticos de Sxide nitrico que podrian indicar
un efecto positivo no son claros ya que su disminucidn puede ser consecuencia de
diferentes procesos como la transformacion en peroxinitritos, radical muy agresive o
por la disminucidn en la actividad de la 6xido nitrico sintasa que darfa el mismo

resultade pero en este case el resultado seria positive, menor nivel de agresion.
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