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Reclutamiento alveolar por insuflacion transpulmonar
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Se presenta un estudio experimental en el que se cuestio-
nan, utilizando técnicas morfométricas, los conceptos tradicio-
nales sobre el comportamiento del alveolo ante los cambios de
presion.

El incremento de la presion de insuflacién pulmonar produ-
ce reclutamiento alveolar (aumento en el niimero de los espa-
cios aéreos distales) por desplegamiento de sus paredes.

Para demostrar la hipétesis se han perfundido pulmones de
rata a 25 y 35 cm de presion de agua. Los perfundidos a mayor
presién deberan presentar: disminucion del tamaiio de los
alveolos, con adelgazamiento de sus paredes, aumento del
perimetro alveolar interno, sin que varie la cantidad de tejido.
El estudio ha sido morfométrico, realizado en un sistema
informatico. Los resultados se han contrastado con tests esta-
disticos.

Se han utilizado 10 ratas Wistar. Sus pulmones se procesa-
ron para microscopia de luz. Se cuantificaron las siguientes
variables: indice de interseccion lineal media (Lm), cuerda
alveolar, grosor de pared, perimetro alveolar interno y porcen-
taje de tejido.

La disminucion del Lm en los pulmones perfundides a 35
cm de presion de agua, nos hace considerar que el niimero de
alveolos aumentd; la disminucion del Lm y de la cuerda alveo-
lar indican reduccion del tamaiio de los alveolos; la pared
alveolar disminuyé de grosor; el perimetro alveolar interno
aumento. Todas estas diferencias fueron estadisticamente sig-
nificativas (p < 0,001), siendo el porcentaje de tejido la vinica
variable que no sufrié variacion significativa.

Todos estos resultados nos hacen considerar que ¢l aumento
de la presion de insuflacién pulmonar produce reclutamiento
alveolar por desplegamiento de sus paredes.
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Alveolar recruitment during inflation at high
transpulmonary pressure: An experimental
morphometric study

We describe an experimental study in which morphometric
techniques are used to question traditional conceptions about
the behavior of the alveolus under changes in pressure.

An increase in inflation pressure in the lung results in
alveolar recruitment (an increase in distal air spaces) due to
stretching of its walls.

To test this hypothesis, the lungs of rats were filled to 25 to
35 cm water pressure. Lungs filled to a higher pressure were
expected to present a decrease in alveolar size along with
thinning of its walls, and an increase of internal perimeter of
the alveolus with no change in amount of tissue. Morphome-
tric data were processed by computer and results were analy-
zed by statistical tests.

The lungs of 10 Wistar rats were examined under light
microscope. The following variables were recorded: mean li-
near intersection (Lm), alveolar cord, wall thickness, internal
alveolar perimeter and tissue percentage.

Lower Lm in lungs filled to 35 cm water pressure allows us
to consider that the number of alveoli increased; lower Lm and
alveolar cord indicate that alveolar size is smaller; alveolar
wall thickness decreased; internal alveolar perimeter increa-
sed. All these differences were statistically significant (p <
0.001), tissue percentage being the only variable that did not
change significantly.

All results lead us to consider that an increase in lung
inflation pressure leads to alveolar recruitment and stretching
of its walls.

Introduccion

El pulmoén es una viscera eldstica que varia su for-
ma continuamente con los movimientos respiratorios.
Estas variaciones de la forma son producidas por
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cambios de presidn intratordcica. Se asume intuitiva-
mente que en la inspiracion y espiracién los alveolos
se comportan como un balén durante el inflado y
desinflado. Lum et al' insuflaron por via traqueal
pulmones de gerbo a 30 cm de presién de agua duran-
te 10 minutos, y se observaron que los alveolos eran
mas pequeiios que los de los pulmones fijados a 25 cm
de presién. Estos resultados aparentemente contradic-
torios con lo aceptado hasta ahora, concuerdan con
los obtenidos 7 afios antes por Smaldone et al® quie-
nes, tras insuflar pulmones de perro con un aerosol
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Cuerda alveolar

Alveolo insuflado a 35 cm
de presion

Alveolo insuflado a 25 cm
de presion

I Pared alveolar desplegada a 25 cm de presion
de agua

1 Pared alveolar desplegada a 35 cm de presion
de agua

1 Perimetro alveolar interno

Fig. 1. Representacién esquemitica de la hipétesis de trabajo. Se muestra
un modelo de cavidad aérea distal en dos momentos diferentes: 4) con
insuflacién a 25 cm de presion de agua, en el que una pared central estd
plegada sobre otra lateral. B) Con insuflacién a 35 ¢m de presion, en el que
la pared central se despliega, disminuyendo entonces el tamafio de la
cuerda alveolar y del grosor de pared y aumentando el perimetro alveolar
interno, sin que la cantidad de tejido experimente modificacién.

monodisperso, concluyeron que el aumento de la pre-
sion de insuflacion incrementa el niimero de alveolos,
esto es, se produce un reclutamiento alveolar. Lum et
al' proponen que el reclutamiento alveolar producido
por el aumento de presion de insuflaciéon es conse-
cuencia de un desplegamiento de paredes que con
menores presiones permanecerian cerradas.

La propuesta de Lum et al' considera que un pul-
mon insuflado con presidn superior de 25 cm de agua
debera presentar: reclutamiento alveolar y menor ta-
maiio de los espacios aéreos distales, como consecuen-
cia del desplegamiento de paredes. Para demostrar
esta hipdtesis nosotros proponemos que el desplega-
miento de paredes condicionard un menor grosor de
las mismas, con aumento del perimetro alveolar inter-
no; todas estas modificaciones se produciran sin que
varie la cantidad de tejido alveolointersticial del pul-
mon (fig. 1). El presente estudio tiene como objetivos:
1) confirmar los hallazgos de Lum et al' y Smaldone et
al?, y 2) demostrar morfométricamente la hipdtesis de
Lum, el reclutamiento alveolar se produce por desple-
gamiento de paredes alveolares.

Material y métodos

Se han utilizado 10 ratas blancas, de 4 meses de edad,
pertenecientes todas a la misma camada, hembras y machos
indistintamente, libres de enfermedad.

Sacrificio

Los animales fueron anestesiados con pentotal sédico por
via intraperitoneal (0,01 mg/100 g peso). Mediante dos inci-
siones de toracotomia medioclaviculares, se retir6 el peto
costal. Al quedar al descubierto el contenido de la caja
tordcica, s¢ pudo realizar el lavado de sangre de los pulmo-
nes perfundiendo por el ventriculo derecho suero fisiolégico.
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Fig. 2. Representacién esquemdtica de la zona de eleccién del corte histolé-
gico estudiado.

Fig. 3. Representacién esquematica de las 13 zonas en las que se dividié el
corte; se estudiaron las siete numeradas.

Procesado histologico

Los pulmones fueron extraidos de la cavidad tordcica y se
fijaron con formalina al 10% durante 48 horas; la posfija-
cion se realizé en el mismo fijador durante 20 dias. El
protocolo de fijacién dividié a los animales en 2 grupos:

1. Grupo de referencia, 5 animales cuyos pulmones se
fijaron a 25 ¢cm de presién de agua.

2. Cinco animales cuyos pulmones se fijaron a una presion
de 35 cm de agua.

Se calculd el volumen pulmonar mediante desplazamiento
de volumen de agua.

El bloque de tejido elegido para el estudio era perpendicu-
lar al eje mayor del pulmoén izquierdo, inmediatamente infe-
rior al bronquio principal cuando se hace intraparenquima-
toso (fig. 2). Los bloques, deshidratados por pases sucesivos
en alcoholes de grado creciente, se¢ incluyeron en parafina y
se pudieron realizar cortes de 5 mp de grosor, que se con-
trastaron con azul de metileno.

203



ARCHIVOS DE BRONCONEUMOLOGIA. VOL. 30, NUM. 4, 1994

16 tonos de grises.

Estudio morfométrico

Consta de tres fases, captura, tratamiento y cuantifica-
cién.

Captura. Segin metodologia ya descrita3, los cortes se
dividieron en 13 zonas de las que se eligieron siempre sie-
te, sobre cada una de las cuales se tomé un campo al azar

A

C

(fig. 3), que no tuviera vaso ni via aérea importante. Me-
diante una camara de video (Hitachi KP-110®) adaptada a
un microscopio (Nikon®), la imagen histoldgica (x 100) fue
capturada (Digi-View®) por un ordenador (Amiga 500®) con
2 megas de memoria RAM y un disco duro de 40 megas), en
16 tonos de grises (fig. 4).

Tratamiento. Se utilizd un programa desarrollado por
nuestro grupo de investigacién, y el mismo ordenador que
en la fase de captura. Mediante la opcién “umbral”, la
imagen capturada fue transformada en otra de dos colores?
(fig. 5, blanco-aire, negro-tejido). El filtro de la “mediana”
suprimia el ruido de fondo* (fig. 5). Las células aisladas en la
luz alveolar, asi como los posibles defectos del tejido eran
eliminados con un filtro de “manchas”, que suprimia las
imagenes menores de 200 myu rodeadas completamente por
el color opuesto? (fig. 5).

Cuantificacion. En la imagen resultante se cuantiticaron
las siguientes variables:

1. Porcentaje de tejido: porcentaje de color negro respecto
al total de la imagen (fig. 5).

2. Perimetro alveolar interno: longitud en my de la inter-
fase color negro color blanco (figs. 1 y 5).

3. Cuerda alveolar (Ca): longitud en mp de la distancia,
existente entre 2 paredes de un mismo alveolo (fig. 1).

4. Grosor de la pared en mu (Gp).

Para la determinacién de estas dos ultimas variables el
ordenador trazaba aleatoriamente 30 rectas paralelas equi-

Fig. 5. Secuencia de transformacién de la figura 4. 4) Transformacién en dos colores, opcion umbral. B) Supresion del ruido de fondo, opcién filtro de
mediana. C) Supresién de células en la luz alveolar y otros defectos, por la opcién filtro de manchas; la linea recta de la figura representa la forma en la que se
cuantificaron la cuerda alveolar y el grosor de pared. D) Medicién del perimetro alveolar interno.
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distantes, realizando las medidas segin el criterio de Lum et
all,

Indice de interseccion lineal media (Lm) se obtuvo de-
sarrollando la férmula inicial® segun el siguiente razona-
miento:

Lm=ZXL/n; Lm=(ZCa+ ZGp)/n; Lm=XCa+ XGp;
donde ZL es la longitud total de las lineas medidas y n, el
nimero de mediciones.

El programa utilizado para la cuantificacion fue disefiado
por nosotros.

Estudio estadistico

Se presentan las medias * una desviacion normal. Se
realiz6 estudio de morfologia de la curva de dispersion,
indices de Kurtosis y Skewness. Cuando los valores obteni-
dos se acercaban a la distribucién normal se compararon
con el test de la t de Student y si no, se compararon con el
test de la U de Mann-Whitney. Se consideraron diferencias
significativas un valor de p < 0,05. El estudio estadistico se
realiz6 en un ordenador Macintosh II ¢x® con un programa
StatView®,

Resultados

No se apreciaron diferencias significativas entre los
tamafios de los pulmones de los 2 grupos utilizados.

La cuantificacién de los resultados de las variables
morfométricas (tabla I) mostrd, con excepcion del
porcentaje de tejido, diferencias significativas al com-
parar los 2 grupos de animales utilizados. En el grupo
de animales cuyos pulmones fueron perfundidos a 35
cm de presidn, el Lm, la cuerda alveolar y el grosor de
pared disminuyeron (Lm: 46,46 + 6,32; Ca:
36,95 + 6,94; Gp: 9,50 £ 1,79) en relacién con el
grupo de referencia (Lm: 55,86 £ 11,78; Ca:
44,11 + 11,94; Gp: 11,76 + 3,09). El perimetro al-
veolar aumentd en los pulmones fijados a 35 cm
(25.021 % 5.594) al compararlo con los fijados a me-
nor presion (22.580  4.140).

Discusion

Se acepta que el Lm es una variable que estd en
relacion con el tamaiio del alveolo®, lo que nos permi-
te considerar que los alveolos fijados a 35 cm de
presién de agua presentan los alveolos mds pequeiios.
Por otro lado, partiendo de la férmula inicial
(Lm = XL/n) se puede deducir que el Lm es inversa-
mente proporcional al numero de mediciones (ZL es
igual en todos los casos, 18 mm por campo). Al ser XL
constante, los pulmones perfundidos con mayor pre-
sién presentan mayor numero de mediciones (n: ni-
mero de mediciones) ya que su Lm es menor. Esto nos
hace proponer que muy probablemente estos animales
tengan aumentado el nuimero de alveolos. De este
razonamiento se deduce que nuestros resultados estdn
a favor de los trabajos de Lum et al' y de Smaldone et
al?, en los que tras aumentar la presiéon de insuflacion
se describe un reclutamiento alveolar.

Lum et al! proponen como causa del reclutamiento
alveolar el desplegamiento de paredes alveolares. Para
comprobar esa hip6tesis hay que demostrar alveolos
pequefios con paredes mds delgadas. La disminucién
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Fig. 6. Modelo teérico de alveolo, basado en un dodecaedro regular, en el
que una hiperinsuflacién transformaria el poliedro en una esfera.

TABLA 1
Resultados de las variables morfométricas
Variable/grupo Grupo 25 cm Grupo 35 cm
Porcentaje 21,678 + 8,962 20,212 + 6.098
de tejido
Cuerda 44,107 + 11,944 36,953 +6,944
alveolar*
Grosor de 11,757 + 3,091 9,505 + 1,792
pared*
Perimetro
alveolar  22.579,809 + 4.139,727 25.021,423 + 5.593,988
interno* :
Lm* 55.863 £ 11.779 46.458 + 06,32

Resultados obtenidos de las variables morfométricas. Se expresa en su media
+ una desviacion normal. *p < 0,001 al comparar los dos grupos de animales.

de la longitud de la cuerda alveolar y del Lm en los
animales perfundidos a 35 cm de presion de agua nos
hace considerar que el tamafio de los alveolos en estos
animales es menor'" 3% Podria haber ocurrido que el
espacio aéreo distal de los pulmones perfundidos a
35 cm de presidon hubiera disminuido por haber au-
mentado el grosor de las paredes alveolares. Creemos
que esto no ha sido asi, ya que el grosor de la pared
alveolar ha disminuido en los pulmones perfundidos
con mayor presion, y el porcentaje de tejido no ha
variado; luego las modificaciones registradas se han
producido sobre la misma cantidad de tejido, por lo
que la unica explicacion posible de la disminucion del
grosor de las paredes alveolares es el desplegamiento
de las mismas. La ultima variable cuantificada ha sido
el perimetro alveolar interno, que nosotros asimila-
mos a la superficie alveolar interna’. En nuestro caso

205



ARCHIVOS DE BRONCONEUMOLOGIA. VOL. 30, NUM. 4, 1994

el perimetro alveolar interno ha aumentado, lo que
también relacionamos con el desplegamiento de pare-
des.

El conjunto de todas las variables estudiadas en este
trabajo puede parecer redundante para demostrar la
hipétesis de Lum et al'; sin embargo, hemos creido
conveniente realizar todas estas mediciones para des-
cartar posibles interferencias externas, ya que la hipo-
tesis enunciada puede parecer paraddjica. Efectiva-
mente, se han propuesto diferentes modelos geométri-
cos para definir la forma del alveolo. Por su sencillez
destacamos ¢l modelo de dodecaedro regular; este
poliedro se convertiria en una esfera tras la hiperinsu-
flacién®. Sin embargo, la préctica se aleja un poco de
ese modelo tedrico; reconstrucciones tridimensionales
de alveolos insuflados a diferentes presiones dan
como resultado que con presiones maximas de 25 cm
de presién de agua, el alveolo adopta una forma esfe-
roidal compatible con ¢l dodecaedro, pero se hace
caliciforme si la presién aumenta®. La distribucién
anular de las fibras de elastina en la boca del alveolo,
podria ser la responsable de estas modificaciones es-
tructurales®. En este sentido se ha de tener en cuenta
que el alveolo tiene una arquitectura definida por su
forma y por los elementos que la constituyen y todo
ello, en nuestra consideracién, ha de estar dirigido
hacia un mejor funcionamiento. Oldmixon et al'‘, en
un modelo de comportamiento alveolar, proponen
que las paredes alveolares pueden plegarse y desple-
garse durante los cambios de presion que se producen
con la respiracidn; estos autores consideran!® que la
mayor proporcion de paredes alveolares desplegadas
se corresponde con un rango de presion determinado
que se aproxima al concepto de presiones criticas de
apertura y de cierre. Nosotros proponemos que una
hiperinsuflacién pulmonar, en el caso del modelo al-
veolar de dodecaedro regular, obligaria a éste a adop-
tar una forma esférica; por tanto, la relacion “superfi-
cie alveolar interna/volumen de aire” disminuiria.
Como se ha demostrado en nuestro estudio, la presiéon
de insuflacién puede aumentar considerablemente
este cociente (aproximadamente 1,9 veces) en vez de
disminuirlo, 1o que muy posiblemente favorecerd el
intercambio gaseoso.
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Concluyendo, 1a hipétesis de trabajo ha sido demos-
trada, y nuestros resultados nos hacen proponer: en
los modelos en los que el aumento de volumen aéreo
alveolar estd en relacion directa con la presién de
insuflacidn, unicamente se favorece la entrada de aire;
sin embargo, el reclutamiento alveolar por aumento
de presion de insuflacién, ademds de introducir aire,
facilita el intercambio gaseoso al incrementar la su-
perficie alveolar interna. Esta ultima hipétesis se ha
deducido de observaciones morfolégicas realizadas a
partir de imdgenes bidimensionales. Somos conscien-
tes de las limitaciones que existen al extrapolar una
imagen plana a otra espacial'!. Este estudio ha de ser
completado con otros tridimensionales, que permitan
precisar qué paredes alveolares podran desplegarse y
los posibles mecanismos que influyen en ello.
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