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Se administré suero anti-MBG con diferentes pautas, a
cinco grupos de ratas, y se sacrificaron en distintos perio-
dos de tiempo (4 horas, 2 dias, 14 dias, 2 meses y 3 me-
ses). Los pulmones de estos animales se procesaron para
microscopia de luz y electrénica.

Los pulmones de las ratas de primer grupo, presenta-
ron macréfagos cargados de hemosiderina, a la par que
fagocitaban las paredes alveolares préximas a los capila-
res. Kl segundo grupo se caracterizé por la presencia de
leucocitos polimorfonucleares pegados a las paredes vas-
culares. En el tercer grupo habia proliferacién de las célu-
las intersticiales. El quinto grupo presenté aumento de las
fibras de coldgena. El cuarto grupo, fue un eslabén inter-
medio entre el tercer y quinto grupo. En los pulmones de
todos los animales se demostré el suero anti-MBG admi-
nistrado.

Todo esto se ha podido sistematizar como un proceso
evolutivo de cuatro fases: 1.%) alveolitis aguda, 2.*) infla-
macién vascular, 3.%) neumonitis, y 4.?) fibrosis.
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Experimental pulmonary fibrosis in the rat

Five groups of rats were given different schedules of
anti-MBG serum and sacrified at varying intervals
(4 hours, 2 days, 14 days, 3 months). The lungs were pro-
cessed for light and electron microscopic examination.

The lungs from the first group presented hemosiderin
loaded macrophages which phagocytized the alveolar
walls near the capilaries. The second was characterized
by the presence of polymorphonuclear leukocytes adhe-
red to the vascular walls. Group theee showed a prolife-
ration of interstitial cells. In Group five the collagen fi-
bres were increased. Group 4 was at a stage intermediate
between groups 3 and 5. The administered anti-MBG se-
rum was found in the lungs of all animals.

These findings were ordered as the four phases of a
progressive disorder: 1.° acute course; 2.° vascular in-
flammation, 3.° pneumonitis and 4.° fibrosis.

Introducciéon

Dentro de las miltiples causas de fibrosis pulmo-
nar, los inmunocomplejos ocupan un lugar muy im-
portante'2. En las enfermedades por inmunocom-
plejos, una variedad es la producida por anticuerpos
antimembrana basal (anti-MB)®. Fue Lindeman en
1900 el primero en estudiar esta enfermedad, lla-
mando al suero heterélogo antimembrana basal glo-
merular (MBG) empleado «veneno renal»; Masugi
en 1934* sistematiz6 esta enfermedad, estable-
ciendo el término de «suero anti-rindén»; en 1957,
Krakowe y Greenspon® demostraron que este suero
se dirigfa principalmente contra la MBG, por lo que
desde entonces se acepta la denominacién de suero
anti-MBG.

A = luz alveolar; C = coldgena; E = endotelio; M = monocito, macréfago;
MBA = membrana basal alveolar; P = polimorfonuclear; V = luz vascular;
II = neumocito tipo II.

Recibido el 14-5-1985 y aceptado el 6-11-85.
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Producir una afectacién pulmonar con suero anti-
MBG es muy dificil®, aunque hay autores que lo han
descrito’. El objetivo de este estudio es producir en
la rata una fibrosis pulmonar por inmunocomplejos,
utilizando suero anti-MBG.

Material y métodos

Se han utilizado 38 ratas blancas tipo Wister. A 19 de ellas se les
administré suero de conejo anti-MBG?, segiin las siguientes pau-
tas:

Grupo I, 4 ratas: una administracién de 0,5 cc.

Grupo 11, 4 ratas: dos administraciones de 0,5 cc, con dos dias de
intervalo.

Grupo 111, 4 ratas: siete administraciones de 0,5 cc con dos dias
de intervalo entre cada dosis.

Grupo IV, 3 ratas: ocho administraciones de 0,5 cc con siete dias
de intervalo entre cada dosis.

Grupo V, 4 ratas: doce administraciones de 0,5 cc con siete dias
de intervalo entre cada dosis.

En todos los casos, la via de administracién fue la sublingual. El
sacrificio de estos animales se realizé a las cuatro horas de la dltima
administracién de suero.

12



J. DE D. ESCOLAR CASTELLON ET AL.—FIBROSIS PULMONAR EXPERIMENTAL

EN LA RATA (DESENCADENADA POR SUERO ANTI-MBG)

Fig. 1. Septum de pulmén de rata tratada con suero anti-MBG, contras-
tado con PAP. Se pueden advertir los contornos de los capilares contras-
tados (flechas) y los niicleos celul en diferentes pl de enfoq
(X 1.200).

Todos estos grupos tenian otro grupo control paralelo, que fue
tratado con suero inespecifico de conejo.

Previa anestesia con éter, se realizé una esternotomia media,
para acceder al interior del térax y extraer el pulmén izquierdo, que
fue fijado por inmersién en formalina al 10 % tamponadaa pH 7,4.
El pulmén derecho fue perfundido por ventriculo derecho con glu-
taraldehido al 1 % y paraformaldehido al 1 % en tamp6n fosfato
0,1 M, pH 7,4 para procesado de microscopia electrénica. El mate-
rial fijado en formalina se proces6 para microscopia de luz, reali-
zdndose las tinciones de tricémico de Martins, azul de Prusia (para
la deteccién de hemosiderina).

Para la localizacién de los anticuerpos de conejo anti-MBG, se
utilizé el método inmunohistoquimico de la peroxidasa-anti-
peroxidasa (PAP) de Burns®, segin el siguiente protocolo:

1. Bloqueo de la peroxidasa endégena con H,0, al 0,3 % en
tampdn triss salino 0,04 M y pH 7,4.

2(.83 Bloqueo de las inmunogiobulinas con suero de cabra (Ope-
ron®).

3. ) Suero de cabra anticonejo 1/100 (Operon®).

4. PAP de conejo 1/100 (Dako®).

5. Diaminobencidina al 0,05 % en triss salino con 0,5 % de
H,0,.

6. Tincién nuclear con hematoxilina.

Los cortes teitidos con PAP fueron dibujados en una ciamara
clara, con el fin de facilitar el estudio de la morfologia y distribucién
de los dep6sitos de IgG de conejo. El tejido fijado con glutaral-
dehido y paraformaldehido se incluyé en araldita. Los cortes semi-
finos de control, se desaralditizaron y se tifieron con tricrémico de
Martins, y los ultrafinos se contrastaron con acetato de uranilo y
plomo.

Resultados

En primer lugar, se quiere destacar que en todos
los casos tratados con suero anti-MBG, la PAP ha
sido positiva en el pulmoén. Esto se expresa como una
linea mas o menos continua de color marrén, que
perfila los vasos (figs. 1 y 2, flechas), sobre todo
cuando coincide con el alveolo. En los casos mas
prolongados, la morfologia es predominantemente
grumosa.

Grupo I: destaca la presencia de abundantes
macrofagos cargados de hemosiderina (contrasta-
da con azul de Prusia), adheridos a los septum
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Fig. 2. Dibujo del septum de la figura 1, realizado en cdmara clara. Se han
perfilado exclusivamente la IgG de conejo contrastada con la PAP y los
niicleos celulares.

Fig. 3. Pulmén de rata del grupo L Tincién: azul de Prusia. Macrofagos
alveolares pegados a las paredes (flechas grandes) e intersticiales en el inte-
rior (flechas pequeias), Hay algin macréfago alveolar desprendido en la
luz del alveolo (X 400).
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Fig. 4. Rata del grupo L. Macréfago alveolar (M), contactando con el en-
dotelio capilar (E). Ha d ido el epitelio alveolar y la MBA entre
ambos (X 4.500).
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Fig. 5. Pulmén de rata del grupo II, con abundantes leucocitos (PM) den-
tro del capilar (corte semifino) (X 1.200).

Fig. 6.
nucleares emitiendo prolongaciones hacia la célula endotelial (X 15.000).

Capilar pulmonar de rata del grupo I, que contiene dos polimorfo-

|

Fig.7. Pulmén de ratadel grupo IIl. Engrosamiento de las paredes alveo-
lares a expensas de células septales (corte semifino) (X 1.100).

(fig. 3, flechas). En la microscopia electrénica, se
puede apreciar como algunos macréfagos estan pe-
gados a las «paredes capilares», pues ha desapare-
cido la célula epitelial y la membrana basal alveolar

108

(MBA) subyacente, por lo que contactan directa-
mente con el epitelio vascular (fig. 4).

Grupo II: en la microscopia de luz, se observan
leucocitos polimorfonucleares y monocitos dentro
delos capilares, asi como los niicleos tuberosos de las
células endoteliales (fig. 5). Hay una proliferacion
de los neumocitos tipo II. Con la microscopia elec-
tronica, se han podido confirmar estasobservaciones,
ya que ha demostrado abundantes leucocitos poli-
morfonucleares dentro de los capilares alveolares,
emitiendo prolongaciones hacia las células epitelia-
les y rellenando toda la luz (fig. 6).

Grupo III: los pulmones de estas ratas muestran
engrosados sus septum alveolares, a expensas de un
aumento en el nimero de sus células (fig. 7). Dentro
de sus capilares se han advertido abundantes leuco-
citos.

Grupo IV: los hallazgos en este grupo, son super-
ponibles a los de los grupos Il 'y V.

Grupo V: hay una desestructuracién del pulmon,
habiendo perdido éste su caracteristica arquitectura
(fig. 8). Los septa, unas veces estif engrosados a ex-
pensas sobre todo de material acelular, y otras exce-
sivamente delgados. Con el microscopio electrénico
(fig. 9), se pueden apreciar fibras de coldgena muy
mal contrastadas, junto con un aumento de los peri-
citos entre el endotelio capilar y el epitelio alveolar.

Discusion

Con la PAP se han detectado, de forma neta, los
anticuerpos de conejo anti-MBG, en el tejido pul-
monar. La inmunofluorescencia, aunque es un buen
método, sobradamente experimentado, para su re-
alizacién requiere ciertas servidumbres, como tejido
fresco, criotomo para obtener cortes por congela-
cién, microscopio de fluorescencia, realizar el estu-
dio de las preparaciones en un corto espacio de
tiempo, etc. Sin embargo, 1a PAP, que ya ha sido uti-
lizada en el pulm6n??, ofrece muchas ventajas. El te-
jido a utilizar se puede incluir en parafina y cortar a
siete micras; el procesado en parafina es muy intere-
sante para los trabajos experimentales, ya que los
cortes no son perecederos, y se pueden guardar para
contrastarlos todos juntos, con lo que se consigue un
mejor control de los falsos positivos y negativos. En
este método, se pueden teiiir los nicleos celulares,
por lo que hay una mejor relacién con el tejido. To-
das estas razones, junto a la gran sensibilidad del mé-
todo (la inmunofluorescencia s6lo opone una molé-
cula de fluorocromo al antigeno frente a las tres de
cromégeno que presenta la PAP), hacen que se esté
extendiendo su uso a todos los laboratorios de ana-
tomia patoldgica y de investigacién.

Los detractores de la PAP, le achacan que la pre-
sencia de peroxidasa endégena pueda dar falsos po-
sitivos, hecho que se ha solucionado, introduciendo
los cortes, en un primer paso, en una solucién que
contenga H,O,, y realizando los controles que co-
rresponden a una técnica tan sofisticada.
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La sistematizacion de los hallazgos descritos (ta-
blaI), puede servir para plantear los pasos de un pro-
ceso evolutivo de cuatro fases:

1.% fase: (corresponde al grupo I), hay una prolife-
racién de neumocitos tipo I1, lo que indica una res-
puesta inespecifica del alveolo!!; hay también una
alteracion de la permeabilidad de la barrera alveolo-
capilar, que se manifiesta por la presencia de macré-
fagos cargados de hemosiderina, procedente ésta, de
la hemoglobina que ha tenido que pasar el filtro «en-
dotelio-alveolar». Estos macréfagos, contrastados
tan selectivamente, estdn pegados a los septa y en su
intersticio, por lo que se pueden catalogar de macro6-
fagos alveolares e intersticiales. Los macrdfagos al-

veolares se encuentran adosados a las paredes alveo-

lares, hasta que cumplen su funcién, entonces o se
desprenden a la luz alveolar para ser expulsados al
exterior o, bien, se introducen en el intersticio!?.

La causa de este aumento de la permeabilidad,
estd en los depdsitos de IgG de conejo en torno a los
vasos'?, demostrados con la PAP, y de los macrdfa-
gos alveolares apoyados en la pared del vaso, que
han digerido el epitelio y provocado una solucién de
continuidad en la MBA. Dentro de la clasificacién
que hicieron Crystal et al'*!> sobre la respuesta in-
munitaria del pulmon, se podria incluir también en la
primera fase, ya que en ella describen una activacion
de macréfagos para reconocimiento del antigeno. Se
ha producido una alveolitis.

2.9 fase: (corresponde al grupo II), se caracteriza
por una inflamacién de los vasos, aunque no se ha
comprobado necrosis perivascular. Sobre la presen-
cia de leucocitos dentro de los capilares pulmonares,
se ha de precisar que el material procesado para cor-
tes semifinos (fig. 5) y microscopia electrénica, fue
perfundido, con lo que la sangre, junto con la ma-
yoria de sus elementos formes, fue empujada de la
circulacién pulmonar, pudiendo quedar sélo algin
hematie en los capilares; los leucocitos estan adheri-
dos a la pared de los vasos, como muy bien ha de-
mostrado 1a microscopia electrénica. En sintesis, el
aumento de tamaiio de los niicleos de las células en-
doteliales, la presencia de leucocitos en el interior de
los vasos, adheridos a sus paredes, y la demostracién
de IgG de conejo en el capilar alveolar, es indicio de
un proceso vasculftico, que caeria dentro de la enfer-

Fig. 8. Pulmén de rata del grupo V. Zona de enfisema junto con zona de
engrosamiento septal (X 100).

Fig. 9. Detalle de la pared alveolar de rata del grupo V. Hay un aumento
de la coldgena (C) entre el endotelio capilar y el epitelio alveolar, junto con
proliferacién de pericitos (flechas) (X 4.500).

medad del suero?3, Crystal et al'41> no pudieron des-
cribir esta fase porque sus estudios fueron realizados
fundamentalmente en cultivos celulares.

3. fase: (corresponde al grupo III), hay prolifera-
cién celular. Eskenasy et al'é-1¥ estudiaron la reacti-

TABLA 1
Sistematizacién de los hallazgos
PAP macrofagos heotares | los capres septles Sbross
GRUPO1 + + - - -
GRUPO 11 + - + - -
GRUPO 11 + - + + -
GRUPO IV + - + + -
GRUPO V + - + - +
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vidad del mesénquima pulmonar, tras la administra-
ci6bn de un antigeno potenciado con adyuvante
completo, y demostraron como los animales previa-
mente sensibilizados, presentaban un aumento de
células pironindfilas (ricas en dcidos nucleicos), que
tienen gran poder mitético y secretor. Crystal et
al'*!5 identifican en ellas macréfagos y fibroblastos.

4.2 fase: corresponderia a la 3.2 fase descrita por
Crystal et al'4!5. El tejido pulmonar fagocitado por
los macréfagos, es reemplazado por tejido fibroso,
perdiendo su arquitectura y elasticidad caracteristi-
cas. Esta fase corresponde principalmente a los ani-
males del dltimo grupo, en los que junto a zonas de
engrosamiento de las paredes alveolares, aparecen
otras enfisematosas. Para algunos autores!”, el au-
mento del componente fibrilar del pulmén es sufi-
ciente para catalogarlo de fibrosis; sin embargo, los
mds exigentes consideran que es el aumento de la co-
lagena tipo III (dificil de contrastar al microscopio
electronico) sobre la tipo I, 1o que define a la fibrosis
pulmonar'®. En nuestros casos, la coldgena demos-
trada en los septa, se ha contrastado peor que la peri-
bronquial, lo que puede inducir a pensar que sea de
tipo III, ya que la Ginica manera de demostrar los di-
ferentes tipos de coldgena en el tejido, es la inmuno-
histoquimia especifica para estas fibras, que no se ha
realizado.
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