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Se ha realizado un modelo experimental de fumador pa-
sivo exponiendo a ratas al humo de 10 cigarrillos al dia/
dos meses. Paralelamente se establecié un grupo control.
El estudio ha sido fundamentalmente morfolégico, di-
vidiendo los hallazgos en: a) citolégicos del lavado bron-
coalveolar (LBA) (linfocitos, macréfagos y polimorfonu-
cleares); b) morfométricos (hiperinsuflacién pulmonar,
engrosamiento septal, hemosiderina, drea linfitica, epite-
lio en contacto (Ep C), epitelio plano (Ep P) y alveolos
ocupados y ¢) isotépicos (captacion de Ga® por el pul-
mén y cociente pulmén/higado). El LBA presenté un au-
mento significativo de linfocitos (x = 27,1 %) y polimorfo-
nucleares (x=5,6%) (p<<0,001). El estudio
morfométrico mostré un aumento de todas las variables,
que fue significativo (p < 0,01) a excepcién del engrosa-
miento septal. La captacién de Ga*®’ fue menor en los pul-
mones de los animales expuestos a humo de tabaco, ha-
biendo diferencias significativas en el cociente P/H. Se
concluye que la exposicién de forma pasiva a humo de ta-
baco produce alteraciones alveolo-intersticiales similares a
las descritas en los modelos experimentales en rata de fu-
mador activo.
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Alveolo-interstitial alterations in passive
smoking. Morphometric experimental model

A passive smoking experimental model was designed by
exposing rats to the smoke of 10 cigarettes/day for 2
months. A control group was established parallel to the
former. This study consisted chiefly of measurement of
morphologic parameters which were divided into: a) cyto-
logic parameters at bronchoalveolar lavage (lymphocytes,
macrophages and polymorphonuclears); b) morphometric
parameters (hyperinflation of the lung, septal thickening,
deposition of hemosiderin, lymphatic area, epithelium in
contact, flat epithelium, and occupied alveoli); and c) iso-
topic parameters (pulmonary uptake of * Gallium and
lung/liver ratio). Bronchoalveolar lavage revealed a signi-
ficant increase in the number of lymphocytes (x = 27.1 %)
and polymorphonuclears (x =5.6 %) (p < 0.001). The
morphometric study disclosed an increase in all variables
which was significant (p < 0.01) except for septal thicke-
ning. The % Gallium uptake was lower in the lungs of the
animals exposed to tobacco smoke and there were signifi-
cant differences in liver/lung ratio. It is concluded that
passive exposure to tobacco smoke produces alveolo-in-
terstitial alterations which are similar to those reported in
experimental models of active smoking in rats.

Introduccién

La literatura médica ha tratado el tema del tabaco desde
el punto de vista experimental, desarrollando modelos de
fumadores activos en diferentes animales. Sneider et al !, en
1986 realizaron una revisién bibliogréfica en la que se con-
cluia con la existencia de una relacidon causa efecto entre
humo de tabaco y enfisema pulmonar, en los animales de
mediano y gran tamafio. En los roedores sin embargo, sélo
se ha podido demostrar una alteracién intersticial inespeci-
fica. Toda la literatura experimental revisada plantea mode-
los estandarizados en los que se quiere normalizar diferentes
factores que puedan influir sobre el resultado final del expe-
rimento como:

— El tipo de tabaco: el mas utilizado es el proporcionado
por el instituto de Tabaco y Salud de Kentucky>*. Otros
emplean cigarrillos comerciales sin filtro, no existiendo una-
nimidad entre ellos en relacién al contenido de alquitran ni
de nicotina **.
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— La dosis esta referida en «fumaradas» (puffs): cada fu-
marada dura 2 segundos y tiene un volumen determinado
para cada animal en funcion del peso: 35 ml para la rata *4©
y 10-35 ml para los ratones y hamsters?’. El nimero de
ellas e intervalo esta en relacion con el objetivo del trabajo.

— La fumarada obliga a un tipo especial de administra-
cion, que se realiza con maquinas mas o menos complejas,
de las que hemos podido diferenciar en la literatura cuatro
modelos diferentes 238, Esta técnica convierte al animal
en un fumador activo de forma involuntaria, ya que se le
obliga a permanecer inmévil, con el rostro dirigido hacia la
fuente de humo.

— Aunque no se le haya dado mucha importancia, conside-
ramos muy interesante la longitud y calibre de la via aérea
de cada animal, ya que esto puede condicionar la permanen-
cia del humo de tabaco en el pulmon. ’

Paralelo a esto, la experiencia clinica estd poniendo de
manifiesto la importancia de la patologia pulmonar por la
inhalacién de humo*'“. En nuestra opinién personal, consi-
deramos prioritario el estudio de las consecuencias del humo
de tabaco en el fumador pasivo, ya que el activo se admi-
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Fig. 1. Tincién de orceina. Animal expuesto a humo de tabaco. Hiper-
insuflacién alveolar. Conservacién de las fibras eldsticas (flechas). (x 100).

nistra el humo de tabaco voluntariamente, por lo que ante
una precariedad de medios y conocimientos ha de ser obje-
tivo primario el fumador pasivo.

En la revision bibliografica realizada no se ha podido en-
contrar ningin modelo experimental de fumador pasivo y la
clinica referente a esta patologia resulta un tanto ambigua.
En este trabajo se propone un modelo morfolégico de fuma-
dor pasivo, realizado de forma experimental en pulmén de
rata, introduciendo a los animales en una atmdsfera produ-
cida por la combustion de cigarrillos comerciales. Para el
analisis objetivo de los resultados, todas las variables se
cuantificaron, dividiéndose en: a) variables de lavado bron-
coalveolar (LBA), b) morfométricas (alveolointersticiales y
brongquiales) y c) isotopicas (Ga®7).

Material y métodos

Se han utilizado 60 ratas Wistar, machos y hembras, en las que no
se observé ningiin tipo de patologia, de edades comprendidas entre
4 y 8 meses, divididas en dos grupos:

1. Grupo control: 30 animales a los que no se les realizé ningiin
tipo de tratamiento.

2. Grupo expuesto a humo de tabaco: 30 animales que fueron so-
metidos de forma pasiva a una atmésfera producida por la combus-
tién de 10 cigarrillos al dia / durante 8 horas / 5 dias a la semana /
dos meses. La exposicién a humo de tabaco se realizé introduciendo
a los animales en las jaulas de medidas interiores 25 X 35 X 57 ¢cm, con
dos orificios, conectados uno con el exterior, y otro a un cigarrillo
unido a una fuente de aire continuo. El sacrificié se realizé a conti-
nuacién de la exposicién al ultimo cigarrillo.

Durante el experimento, todos los animales permanecieron a una
temperatura continua de 20°, descansando en viruta de madera pre-
viamente tamizada y fueron alimentados con piensos comerciales y
agua «ad libitum»; 48 horas antes del sacrificio, se les inyecté una
dosis de 25 microcurios de citrato de Ga®' por via intraperitoneal.
Previa anestesia con nembutal, se practicé un orificio de traqueo-
tomia por el que se introdujo un catéter (venocat del n.° 18) hasta el
pulmédn derecho. A la cavidad tordcica se accedié a través de dos in-
cisiones medioclaviculares y se extrajo el pulmén izquierdo previa li-
gadura de su pediculo, para el procesado en microscopia 6ptica. En
el pulmén derecho se efectué el lavado broncoalveolar (LBA) intro-
duciendo 1 ml de suero fisiolgico, que se extrajo a continuacion.
Esta maniobra se repitié 4 veces. El liquido obtenido (84 % del per-
fundido) se centrifugd y el sedimento se tifié con Giemsa para el
contaje porcentual de linfocitos (L), macréfagos alveolares (MA) y
polimorfonucleares (PMN).
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Fig. 2. Tincién de orceina. Animal expuesto a humo de tabaco. Engrosa-
miento septal con disminucién de fibras eldsticas (flechas) y pérdida de la
arquitectura normal puimonar. (x 200).

Fig. 3. Azul de Prusia. Animal expuesto a humo de tabaco. Macréfagos con
hemosiderina en su interior (flechas). (x 400).

Un gramo de pulmén derecho y un gramo de higado se introduje-
ron en una cdmara de pozo para el contaje de captacion de Ga®'.
Con el propoésito de eliminar las influencias debidas al LBA reali-
zado con anterioridad, se hizo contaje de Ga*®’ en el liquido del
LBA, no detectando emision de radiacién con la camara de pozo.
Tampoco se obtuvo correlacién estadistica entre el liquido del LBA
recuperado y la captacién de Ga*®’ en el pulmén.

El pulmén izquierdo, previa fijacion por perfusién intratraqueal
(25 cm de H,0 de presién) en formalina tamponada al 10 % du-
rante 48 horas, se deshidraté por pases sucesivos en alcoholes de
grado creciente. se incluyeron los bloques de parafina, que se corta-
ron a 5 micras y se contrastaron con tricémico de Martins, PAS, or-
ceina y azul de Prusia de Pearl.

Cuantificacion de las variables: Para una mejor sistematizacion
las variables a estudiar se han dividido en:

a) Citolégicas del LBA.

b) Morfométricas: una vez contrastados los cortes, se dibujaron con
ayuda de una cdmara clara, localizando en el tejido las siguientes va-
riables:

1. Hiperinsuflacion pulmonar: cuando la superficie de las cavida-
des aéreas alveolares estaba aumentada, sin que ello implique una
pérdida de elastina (fig. 1).

2. Engrosamiento septal: aumento del grosor de los septos alveo-
lares a expensas de células y material extracelular con desestructura-
cién pulmonar (fig. 2).

3. Hemosiderina: superficie pulmonar con células positivas a la
reaccién de azul de Prusia (fig. 3).
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Fig. 4. Tincion de PAS. Animal expuesto a humo de tabaco. Imagen de un
tejido linfitico asociado al bronquic (TLAB) que compromete casi todo el
epitelio bronquial. Epitelio en contacto (Ep C). (x 50).

Fig. 5. Tincién de Martins. Animal expuesto a humo de tabaco. Epitelio
plano (Ep P) de un tejido linfdtico asociado al bronquio (TLAB) con ausen-
cia de células mucosas y cilios en su polo luminal. Muscular bronquial (Mc).
(x 200).

4. ‘Area linfatica: superficie pulmonar ocupada por linfocitos per-
tenecientes al «tejido linfitico asociado a los bronquios» (TLAB)
(fig. 4).

Tod)as estas variables se expresaron en fraccién porcentual de la
superficie de tejido pulmonar estudiado.

5. Epitelio en contacto (EpC): longitud de epitelio bronquial en
contacto con el drea linfatica (A. Linf.) del TLAB (fig. 4).

6. Epitelio plano (EpP): longitud de epitelio bronquial relacio-
nado con el TLAB, que presenta células planas con ausencia de se-
creciones y cilios (fig. 5).

Estas dos ultimas variables se expresaron en valores absolutos y en
mm y junto con el area linfitica constituyen las variables bronquia-
les. Para la cuantificacion de estas 6 primeras viariables, los dibujos se
introdujeron en un ordenador Macintosh, utilizando los programas
Mac Draft® y Mac Space®.

7. Alveolos ocupados: ocupacion total o parcial de la luz alveolar
por sustancias poco afines a los colorantes. No hay desestructuracién
de la arquitectura normal pulmonar (fig. 6). El contaje de alveolos
fue porcentual con respecto al total.

c) Isot6picas: Se estudié la captacién de Ga*’ en el pulmén dere-
cho y la relacién Pulmén/Higado, con el fin de poder descartar po-
sibles influencias no controladas.

Estudio estadistico: Todos los valores obtenidos, al no presentar
en su mayorfa una distribucién normal, se compararon estadistica-
mente con el test no paramétrico de la U de Mann Withney '°. Se
consideraron valores estadisticamente significativos cuando la p era
menor de 0,05.
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Fig. 6. Tincién de orcefna, Animal epues 0 a humo de tabace. Alveolos ocu-
pados (AQ). Conservaciéon de la estructora normal pulmonar. (x 300).
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Fig. 7. Resultado procentual del lavado broncoalveolar (media + desviacién
tipica) y significacién estadistica entre los dos grupes. MA = macréfagos
alveolares, L = linfocitos, PMN = polimorfonucleares.

Resultados

Desde el comienzo de la manipulacién hasta el momento
del sacrificio, los animales expuestos a humo de tabaco pre-
sentaron una pérdida media de peso de 22 g, que fue signi-
ficativa (p < 0,001).
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Fig. 8. Superficie pulmonar afectada por las diferentes alteraciones estudia-
das (media + desviacién tipica) y su sngmflcacnon estadistica. ES = Engrosa-
miento seplal HIP = Hiperinsuflacién pul , HEM = h iderina,
ALINF = drea linfdtica de los TLAB.

Estudio citologico (fig. 7): Estos dos grupos mostraron di-
ferencias significativas en el contaje porcentual de las células
de LBA (p < 0,001), ya que en los animales expuestos a
humo de tabaco habia aumento de linfocitos (x = 27,1 %
18,3 %) y PMN (x = 5,6 + 9,7 %), junto a disminucién de
MA (x=67,8 £ 17,1 %).

Estudio morfométrico (figs. 8-10): todas las variables his-
tologicas estaban aumentadas en los animales expuestos a
humo de tabaco, presentando diferencias estadisticamente
significativas (p << 0,01) excepto el engrosamiento septal
(fig. 8), que si bien estaba aumentado, su diferencia con el
grupo control no fue significativa. Sobre estas variables ob-
jetivas es conveniente precisar algunas observaciones como
en el caso de la hiperinsuflacién pulmonar, que con la téc-
nica de la orceina no se demostré una falta de elastina en
ninguno de los dos grupos (fig. 1). En el caso del engrosa-
miento septal, en nuestra consideracion, la elastina estaba
disminuida (fig. 2).

Estudio isotépico (fig. 11): La media de captacién de
Ga® en los pulmones del segundo grupo (x = 0,128 *
0,04 %), y su cociente de captaciéon Pulmén/Higado (x =
144 * 4,4) fue inferior al grupo control (x = 0,139 *
0,01 % y x = 21,5 = 3,5 respectivamente), presentando
solo diferencias significativas el cociente P/H (p < 0,001).
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Fig. 9. Longitudes en milimetros (media + desviacién tipica) y significacién
estadistica de los epitelios en contacto (Ep C) y epitelios planos (Ep P) del
TLAB.
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Fig. 10. Porcentaje (media + desviacién tipica) de alveolos ocupados (AQ)
respecto al total de los mismos, con su significacion estadistica.

Discusion

El LBA puede servir de introduccién en la discusién de
los resultados, ya que si al aumento de linfocitos se le consi-
dera como expresion de una patologia alveolointersticial '*!'7,
en este caso hay que sumar una proliferacion de PMN. Esta
descrito el aumento de PMN en los individuos fumadores,
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Fig. 11. Porcentaje de captacién de Ga* respecto al administrado (media +
desviacién tipica) y grado de significacién. Galio P = captacién del pulmén,
Galio P/H = cociente de captacion.

aunque no en cifras muy altas'®. En este experimento, el
gran aumento de PMN encontrado podria relacionarse con
una fibrosis pulmonar %% o bien con una alveolitis aguda ?'.
El humo de tabaco estimula la proliferacion de MA %, y
éstos a su vez segregan dos potentes factores quimiotécticos
de los PMN 224 En contra de esto no se puede aducir la
disminucién porcentual de MA en el LBA, ya que se ha
demostrado experimentalmente en procesos inflamatorios
un incremento porcentual y absoluto de PMN, mientras que
los MA sélo aumentan en valores absolutos?'. También la
interleukina-1 puede aumentar la adherencia de los PMN al
endotelio capilar 2%, En la migracién de PMN al pulmoén,
intervienen otros factores; la nicotina y otros productos de-
rivados del humo de tabaco activan al complemento %, y
en particular al C,, siendo éste un potente factor quimiotac-
tico de los PMN 28.3031,

Aunque el enfisema ha sido repetidamente relacionado
con el humo de tabaco 3234, no puede considerarse como tal
el aumento de las cavidades aéreas en los animales expues-
tos a humo de tabaco, ya que con la tincién de orceina no
se ha apreciado pérdida de fibras elasticas. Huber et al>’,
tras exponer a humo de tabaco durante seis meses a 300 ra-
tas, no pudieron demostrar que existiera un auténtico enfi-
sema. Estos autores concluyeron que «se habia producido
una reduccion relativa de parénquima pulmonar, y que estos
cambios estructurales se caracterizaban por una pérdida de
las propiedades eldsticas». Estos cambios morfolégicos simi-
lares al enfisema pueden relacionarse con la pérdida de
peso encontrada en nuestros animales y en los del trabajo de
Huber et al*, ya que se han producido modelos experimen-
tales en pulmones de ratas desnutridas que morfoldgica,
morfométrica y funcionalmente podrian ser considerados
como enfisematosos *. Morfométricamente, basindose en
los principios de Weibel*” se ha demostrado que tras la ad-
ministraciéon conjunta de humo de tabaco y elastasas se
puetge llegar a un modelo experimental de enfisema en la
rata°’. )
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Las variables engrosamiento septal y alveolos ocupados,
pueden err6neamente en un principio considerarse la
misma, sin embargo en la primera, junto al aumento del ta-
bique alveolar, hay una desestructuracién pulmonar a la par
que la elastina se encuentra, a nuestro parecer disminuida;
esto se puede relacionar con un proceso inflamatorio de des-
truccién y reposicion del tejido pulmonar, ya que la carencia
de elastina se asocia con un nimero de PMN 3. Los alveolos
ocupados por el contrario, se caracterizan por conservar la
estructura pulmonar, junto a una falta de afinidad por el co-
lorante en estas zonas, pudiendo ser esto un signo de edema
intersticial debido al aumento de la permeabilidad alveolo-
capilar que produce el humo de tabaco %74,

Mishkin ! sistematiza el aumento de la permeabilidad al-
veolocapilar en tres grados; en el primero s6lo se permite el
paso a sustancias de bajo peso molecular (agua, sales y pe-
queiias proteinas), en el segundo pasan moléculas de mayor
tamafio, y en el tercero, células. Estos tres grados se corres-
ponden con sendas alteraciones morfoldgicas, de los que en
el primero no se demuestra lesién. En los animales expues-
tos a humo de tabaco, en una parte significativa de sus pul-
mones ha habido“una gran alteracién de la permeabilidad
puesto que ha pasado hemoglobina, aunque se ha de consi-
derar que ésta solo comprometid a una media de
7,6 + 19,1 % del total de la superficie pulmonar estudiada,
y nosotros consideramos que los alveolos ocupados son ex-
presion de una afectacién de mayor superficie pero de me-
nor intensidad, no interfiriendo esto en el funcionamiento
normal del pulmén.

Las variables bronquiales estudiadas constituyen lo que se
conoce como «tejido linfitico asociado al bronquio»
(TLAB), que es una pieza clave en la respuesta inmunol6-
gica del pulmén ya que prolifera tras la exposicién a antige-
nos  y consta de una parte linfatica con células Ty B y otra
epitelial. En los roedores participa muy activamente en el
aclaramiento alveolar ya que moviliza sustancias y células
desde el intersticio a la luz bronquial, atravesando el epitelio
del TLAB*.

Los tdnicos autores de los consultados que plantean el
TLAB en los animales expuestos a humo de tabaco, encon-
traron disminuida la parte linfatica®®, al contrario que en
nuestro experimento, aunque coincidimos con ellos en el au-
mento del epitelio plano (Ep P), que lo consideraron como
metaplasia. Sin embargo, esta descrito como parte integrante
del TLAB y es por donde son expulsadas las células hacia la
luz bronquial; por lo que seria logico que aumentara tras la
exposicién a humo de tabaco. Al igual que los colorantes
utilizados para marcar experimentalmente el transito del
aclaramiento alveolar*, el carb6n y otras particulas del ta-
baco podrian utilizar esta misma via de aclaramiento. La
disminucién de la parte linfitica encontrada por éstos,
puede ser interpretado en el sentido de un agotamiento de la
respuesta ya que nosotros hemos encontrado imagenes simi-
lares tras exponer largo tiempo a los animales a seroal-
bumina bovina %.

Lo acontecido con el Ga®’ sorprende ante las referencias
descritas hace 8 anos por distintos grupos de trabajo*>*’ que
relacionaban intimamente el aumento de la captaciéon del
Ga*® con las alteraciones alveolointersticiales en las que hay
un aumento del metabolismo celular. Otros autores, inten-
tando precisar mas, han relacionado el Ga®’ con las células
monociticas, linfocitos T, etc*®3!, En este experimento sin
embargo, no se han podido relacionar las alteraciones pul-
monares encontradas con un aumento de la captacioén de
este is6topo, por lo que habria que valorarlo cuando en en-
fermos con patologia alveolointersticial no se obtengan los
resultados esperados en esta prueba.
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No se midi6 la proporcién de alquitranes y nicotina del ci-
garrillo, ni carboxihemoglobina en los animales como otros
autores, ya que estas variables no aportaron datos utiles en
las conclusiones finales de sus experimentos.

Concluyendo, en este estudio de exposiciébn pasiva a
humo de tabaco, se ha obtenido un patr6n morfolégico simi-
lar al de los que hemos llamado fumadores activos involun-
tarios. Nos hubiera gustado compararlo con otros modelos
de fumador pasivo que hubieran seguido diferentes pautas,
pero insistimos que no hemos encontrado ninguna referen-
cia bibliografica. Nuestros resultados se han obtenido tras
seguir un protocolo de exposicién mds intenso y breve que
el de Huber et al*, que administraron humo de tabaco a
300 ratas con una maquina automatica durante 3 meses y
sélo encontraron en el pulmoén alteraciones inespecificas.
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