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Introduccion

Ha sido demostrado”? que sepsis de origen en
cualquier lugar del organismo afectan gravemente
a la funcion respiratoria, asi como la frecuente
ocurrencia de insuficiencia respiratoria aguda en
pacientes de cirugia general rutinaria en los que se
desarrolld una infeccion intrabdominal y sep-
sis®.

Esta insuficiencia respiratoria aguda se produ-
ce en un namero significativo de pacientes con sep-
sis, es imposible de diferenciar tanto en sus mani-
festaciones clinicas como en su curso fisiopatolo-
gico del complejo «sindrome de insuficiencia res-
piratoria aguda» descrito tras traumatismos o he-
morragias importantes*®. Al mismo tiempo, las
alteraciones anatomopatoldgicas observadas al mi-
croscopio Optico a nivel pulmonar en casos de
septicemia grave o shock endotoxico son muy pa-
recidas a las encontradas en el pulmoén del shock
hemorragico o traumatismos graves®’, y en todo
similares a las descritas inicialmente por Moon®.
Esta altercion estructural, comenzando por dis-
creto edema septal y congestion celular intravas-
cular, asi como zonas de colapso alveolar alter-
nando con otras de enfisema, progresa hasta ede-
ma y hemorragias intersticiales e intralveolares ex-
tensas, junto con colapso alveolar difuso.

* Médico adjunto de Cirugia.
*+ Jefe de Seccion de Anatomia Patologica.
*** Catedratico de Patologia Quiruargica.
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Las alteraciones ultraestructurales pulmonares
han sido objeto de diversas publicaciones. En la
experimentacion animal, se han llevado a cabo
estudios ultraestructurales de los cambios morfo-
légicos en el pulmoén tras inyeccion-de endotoxina
o bacterias vivas y muertas en diferentes especies.
Asi, tras inyeccion de entodoxina en 1a rata o co-
nejo, se han observado aglutinaciones de plaque-
tas en los capilares pulmonares® 19, Igualmente, se
han observado acumulos intracapilares de leucoci-
tos polimorfonucleares con degranulacion’ y frag-
mentacion de los mismos®. Otros hallazgos han
consistido en trombos intravasculares y particulas
de grasa', ruptura de capilares'', y depositos de
fibrina® ', asi como lesiébn de neumocitos tipo I
y 11,

En otros experimentos con inyeccion de bacte-
rias vivas, Sthebens y cols."”? en el conejo, y Ha-
rrison y cols.” en el perro, hallaron actimulos
de plaquetas y leucocitos en los capilares pulmo-
nares, pero no bandas de fibrina.

La inyeccién de endotoxina en el Macaco Rhe-
sus, provocd coagulacion diseminada intravascu-
lar, aglutinacion plaquetaria y secuestracién y
destruccion de leucocitos polimorfonucleares'.
Coalson y cols.' tras administrar inyeccion de en-
dotoxina o bcterias E. coli vivas al Macaco
Rhesus, no observaron coagulacion intravascular,
aunque si aglutinacion, degranulacion fragmen—
tacion de leucocitos polimorfonucleares, edema
perivascular y discreta lesion de los neumocitos
tipo II.
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Fig. 1. Pulmén de rata normal. Se observan neumocitos tipo I y II,
asi como capilares (LV) conteniendo hematies (H), 'y linfocitos (L).
A ‘= Luz alveolar; E = Célula endotelial; MB = Membrana basal;
Iyl = neumocitos (A -: 3.0 x 1.000).

La mayor parte de estos estudios han sido lle-
vados a cabo, no obstante, en modelos experi-
mentales que no reproducian exactamente una si-
tuacion clinica de sepsis'®. Por lo tanto, el propo-
sito del presente trabajo ha sido el de ampliar la
investigacién previa al estudiar y evaluar las le-
siones ultraestructurales pulmonares en un mode-
lo séptico por peritonitis fecal, situacion clinica
grave y frecuente en la practica quirurgica diaria,
y probada causa de sepsis'’, que muchas veces da
origen a una neumonia bilateral grave' .

Material y métodos

El tipo, peso y otras caracteristicas de los animales, asi
como la técnica anestésica y operatoria han sido descritos en
detalles en otras publicaciones?® 2! En resumen, el estudio
consistid en la induccién de una peritonitis fecal por perfo-
racién de ciego en parejas de ratas anestesiadas mediante
Ketolar. Las parejas de animales fueron sacrificadas a 1, 2, 4,
6, 8, 10 y 12 horas a partir de la induccion de la peritonitis,
con animo de observar la evolucion de las lesiones pulmo-
nares. El grupo totalizé pues, catorce ratas.

El sacrificio de los animales fue por descerebracion, ex-
trayéndose inmediatamente los pulmones y la traquea en
bloque mediante una esternotomia media ampliada a ambos
lados siguiendo un espacio intercostal.

A fin de estudiar los pulmones de forma extensa, se obtu-
vieron muestras de la zona apical y basal derechas y central
izquierda en un animal, y apical y basal izquierdas y central
derecha en su pareja, como aconsejan Coalson y cols.!5.
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Se obtuvieron muestras para el microscopio oOptico y electré-
nico a los intervalos sefialados antes. Los hallazgos al microsco-
pio Optico han sido ya comunicados?*.

Para el estudio ultraestructural, las muestras obtenidas fue-
ron sumergidas inmediatamente en una solucién fijadora de
aldehido flutarico al 2,5 % en tampdn de cacodilato a 4° cen-
tigrados, troceando la muestra con cuchilla de acero inoxi-
dable en pequefos bloques cuyo volumen no rebasaba los
2 mm3, El tiempo de fijacion en esta solucion fue de dos
horas. A continuacién, las muestras fueron lavadas con tam-
poén de cacodilato durante 5 a 10 minutos y posteriormente
fijadas en tetroxido de osmio durante una hora. Para la in-
clusion del tejido hemos utilizado el mérodo SPURR (CEMS
Cope Laboratoires Ltd., London, England). Cortes gruesos de
control para el microscopio oOptico fueron tenidos con azul
de metileno, v posteriormente cortes ultrafinos (500-900 A)
contrastados en uranil y citrato de plomo para su observa-
cién al microscopio electronico Philips EM-201, en el Ser-
vicio de Anatomia Patologica de ta Facultad de Medicina
de Salamanca.

Resultados

Pulmon de rata normal: A efectos compara-
tivos, se muestra en la figura 1 un septo interal-
veolar de un puimon de rata normal. Una vas-
ta red capilar se inserta en una fina estructu-
ra conectiva, rodeada de espacio alveolar. Se
observa el epitelio alveolar constituido por los dos
tipos de células (neumocitos 1 v 1), v el endo-
telio capital (E) con una parie gruesa donde asien-
ta el nucleo y finas extensiones periféricas. Se-
parando ambos, la membrana basal es bien visi-
ble (MB).

La barrera alveolo-capilar, constituida por los
tres elementos descritos (epitelio, membrana basal
y endotelio) es extremadamente fina en su mayor
parte. La luz alveolar esta libre v no contiene
trasudados.

Pulmadn de rata peritonitica: Aunque a veces se
observaron, al igual que con el niicroscopio op-
tico, discretas variaciones de unas areas exami-
nadas a otras, en general la progresion de las
lesiones estructurales en las distintas horas fue
evidente. Las alteraciones apreciadas en los pul-
mones de los animales de la misma pareja fue-
ron, en esencia, similares. Su detalle se especi-
fica en la tabla 1.

Los cambios comenzaron a ser evidentes, ya
como discreta congestién v edema perivascular e
intersticial en las muestras a las dos horas de
inicio de la peritonitis.

A las cuatro horas, el parenquima pulmo-
nar mostraba ultraestructuralmente estasia vy
acuamulo de hematies en los capilares (fig. 2) apare-
ciendo éstos casi totalmente ocluidos. Algunos
hematies aparecian en fase de hemolisis.

Tanto el epitelio como el endotelio apare-
cian intactos, aunque ambos presentaban algu-
nas vacuolas citoplasmaticas, existiendo modera-
do edema en el espacio perivascular en ciertas
zonas. El espacio alveolar mostraba en algunos
bloques examinados un trasudado y cierta canti-
dad de material lamelar libre (figura 2).
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Fig. 2. Pulmon de rata peritonitica por perforacion de ciego, de cuatro
horas de duracion. Detalle de un septo interalveolar. Notese el intenso
acamulo de eritrocitos (H) en los capilares, algunos en fase temprana de
hemolisis (3¢). Las flechas finas indican vacuolas en endotelio y neumoci-
to tipo L. (k) = Trasudado'y material proteinaceo libre en la luz alveolar
(A): (A - : 3.0 X 1.000)

_ o
Fig. 3. Pulmén de rata peritonitica por perforacién de ciego, de
ocho horas de evolucién. Noétese la presencia de un leucocito polimor-
fonuclear degranulado (P), y la existencia de numerosos neumocitos
tipo I (II), asi como macréfagos (MA). H = hematie; A = luz al-
veolar, (A - : 4.5 x 1.000).
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Fig. 4. Pulmoén de rata peritonitica por perforacion de ciego de diez
horas de evolucién. Obsérvese el intenso colapso alveolar (A) con-
teniendo ‘defritus, el acimulo intracapilar de gran cantidad de hema-
ties (H) y leucocitos polimorfonucleares (P), que se encuentran de-
granulados y en una zona sufriendo fragmentacién (dobles flechas).
Se aprecia un neumocito tipo 11 (I1); protuyendo en la luz alveolar.
El endotelio capilar presenta numerosas v las (flechas gr ). La
flecha tinica senala rarefacion del endotelio en zona de contacto leu-
cocitario. (A - 7 3.0 x 1.000).

§ R - gy 2
Fig. 5. Pulmon de rata peritonitica por perforacion de ciego de diez ho-
ras de evolucion. Notense las grandes vacuolas citoplasmicas (flechas) en
un neumocito tipo I, ¢ do cuerpos | lares (k); que pueden ver-
se asimismo excretados en gran cantidad en el espacio alveolar (A) en ¢l
que igualmente se observan otros organelos y detritus (30).
Co = colageno. (A =: 4.5 X 1.000).

w
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TABLA I
Lesiones ultraestructurales pulmonares en las distintas horas post-peritonitis fecal.
Hora Luz capilar Intersticio Luz alveolar Endotelio Epitelio

2 Congestion Edema moderado Normal Intacto Intacto

4 Ectasia y acumulo de Edema moderado Material proteina- Intacto Intacto
hematies. Hemolisis ceo y lamelar es-

: caso

6 Ectasia y acumulo de Edema Material proteina- Intacto Intacto
hematies y leucocitos ceo. Cuerpos la-
polimorfonucleares lares.

8 Ectasia y acumulo de Edema Similar al estadio Intacto Proliferacion de
hematies y polimorfos. Edema anterior. neumocitos tipo [I
Degranulacién de po-
limorfos

10 Acumulo de leucoci- Extenso edema Colapso fecal. Intacto (salvo bo- Proliferacion neu-
tos polimorfonuclea- Material proteina- rrosidad en zona mogcitos II. Engro-
res con degranulacion ceo. Cuerpos la- de contacto de leu- samiento de pro-
y fragmentacion melares. Detritus cocitos y vacuoli- longaciones alares

celulares zacion) y microvellosida-
des prominentes
en neumocitos U-
po 1. Vacuoliza-
cidn neumocitos |

12 Similares al estadio Extenso edema Similar al estadio Similar al estadio Similar al estadio

anterior anterior. Algunos anterion anterior
hematies.

En las horas siguientes, las alteraciones se hi-
cieron progresivamente mas evidentes (figs. 3 a 7).

Muy llamativa fue la gran proliferacion de
neumocitos tipo Il (fig. 3), algunas veces pro-
tuyendo en el espacio alveolar (fig. 4), en contra
de su normal localizacion en nichos de la pared
(fig. 1). El citoplasma de estas células se habia va-
cuolizado, aunque sus inclusiones se mantenian
inalteradas. Estos cuerpos lamelares se observaron
igualmente exocitados en la luz alveolar (figs. 5
y 7).

En contraste con otros autores'”, no hemos en-
contrado zonas denudadas de epitelio, aunque las
prolongaciones alares de los nuemocitos tipo |
mostraban engrosamiento irregular, gran cantidad
de vacuolas, y microvellosidades, que eran muy
prominentes en algunas zonas (fig. 6).

Caracteristica fue la presencia en los capila-
res de numerosos leucocitos polimorfonucleares
en los que se observaron ciertos cambios degene-
rativos tales como degranulacién, rarefaccion de
citoplasma, y en ocasiones fragmentacion (figs. 3,
4 y 7). En algunas zonas, y especialmente hacia
las diez horas de evolucion de la peritonitis, estos
leucocitos aparecian fusionados al endotelio como
fase inicial de migracion. En estos lugares el en-
dotelio mostraba un borde borroso, no bien de-
finido (figs. 4 y 7).

El endotelio capilar permaneci6 intacto, no ha-
biendo evidenciado alteraciones salvo en las zonas
descritas donde los leucocitos aparecian como fu-
sionados al mismo. Si se observaron, en cam-
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bio, numerosas vesiculas y algunas vacuolas cito-
plasmicas mayores (figs. 4 y 6).

El colapso alveolar fue evidente en muchas zo-
nas hacia las diez horas de la peritonitis (fig. 4),
apareciendo la luz alveolar conteniendo gran
cantidad de exudado proteinaceo, cuerpos lame-
lares y detritus celulares. El espacio perivascular
aparecia en ciertas areas ensanchado por edema
que asimismo, separaba las fibras colagenas en
el intersticio (figs. 4 y 6).

Ciertos hallazgos negativos son de interés. En
contraste con la gran cantidad de leucocitos en los
capilares que, en las fases finales, casi aparecian
en numero igual a los hematies, muy raramente
se observaron trombocitos. No hemos encontrado
tampoco bacterias ni acamulos de fibrina.

Discusion

En este estudio se ha examinado el pulmén
durante el curso de una endotoxemia letal en la
rata, animal cuya anatomia ultraestructural pul-
monar ha sido ya bien descrita por Karrer®.

Uniformemente, ya desde los estadios iniciales,
el exudado proteinaceo intersticial y alveolar fue
caracteristico, edema que fue progresando gra-
dualmente. A este respecto, es importante sefialar
la ausencia de lesién endotelial en nuestro estu-
dio, lo que coincide con los hallazgos de ciertos
autores’® ™ ' aunque discrepa de otros como
Harrison y cols.", quienes encontraron evidencia
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de separacion endotelial en los lugares en los que
los leucocitos se adherian a la pared endotelial.
Nostros no lo hemos observado ni en dichas zo-
nas, aunque la borrosidad endotelial apreciada
pudiera ser indicativa de pérdida de integridad es-
tructural. Sin embargo, la extraordinaria plastici-
dad y capacidad reproductora de las células en-
doteliales puede hacer difigil el hallazgo de lesio-
nes transitorias.

Otros experimentos y observaciones morfo-
l6gicas®, indican que la alteracion del epitelio al-
veolar, mas que la del endotelio capilar seria la
determinante de la permeabilidad de la barrera
alveolo-capilar a grandes moléculas. Ciertos auto-
res'™ ! explican asi el edema alveolar, al haber
observado frecuentes areas de denudacion de la
membrana basal. Nosotros no hemos observado
lesion epitelial en las’ células tipo I, aunque si
cierto grado de edema y signos de actividad ta-
les como microvellosidades prominentes y vesicu-
las, que fueron también un hallazgo frecuente en
el endotelio. Es de notar que en estudios con el
microscopio electrénico se ha observado un au-
mento de la cantidad de vesiculas pinociticas
en el endotelio de zonas con un incremento de la
perfusion o la absorcién de fluido®.

La extensa proliferacion de células epiteliales
tipo II (neumocitos tipo II), con evidentes signos
de hiperactividad, fue muy llamativa. Esta reac-
cion se interpreta como el primer estadio de repara-
cion epitelial?”- 2 y posiblemente indique un acelera-
miento de la reposicion del surfactante destruido.

En contraste con previas publicaciones'™ "
no hemos encontrado evidencia de fibrina intra
o extravascular, y muy raramente trombocitos.
Estos hallazgos negativos coinciden, sin embargo,
con los de Coalson y cols.””. La razon de esta
discrepancia quiza se base en el diferente tipo de
experimentacion, o al hecho demostrado por mu-
chos investigadores de que las agregaciones pla-
quetarias y trombos de fibrina son reversibles y
pueden desaparecer sin dejar rastro o dejando
simplemente evidencia de dafio vascular® *.

Leucocitos polimorfonucleares: La secuestra-
cion, pérdida de su granulacion especifica, y en
algunos casos fragmentacién de leucocitos poli-
morfonucleares en los capilares pulmonares ha
sido un hallazgo evidente y constante en estadios
avanzados. Este hecho ha sido observado por di-
ferentes autores en situaciones de endotoxe-
mial 2% 1415192 Otros, han demostrado una de-
plecion importante de leucocitos en la sangre
venosa pulmonar tras la inyeccién intravenosa de
E. coli*5, fenomeno que ha sido igualmente ob-
servado en otros tipos de shock'®*" .

Ratliff y cols.’* %, han podido evitar algunas
de las alteraciones estructurales que se producen
en el shock experimental mediante el tratamiento
previo con esteroides, previniendo ademas la leu-

23,24
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Fig. 6. Pulmén de rata peritonitica por perforacién de ciego, de diez
horas de evolucién. Detalle de un septo en el que pueden apreciarse
numerosas vacuolas y microvellosidades prominentes en algunas zonas
(flecha fina) de las prolongaciones alares de un neumocito tipo I. Un
neumocito tipo II (II), contiene cuerpos lamelares (k) que igualmente
aparecen excretados en la luz alveolar, la cual, asimismo contiene
organelos, detritus y material proteinaceo (3k); El éndotelio presen-
ta numerosas vesiculas (flecha gruesa) y el espacio perivascular aparece
ensanchado poredema (% ). Co = colageno. (A - : 4.5 X 1.000).

cocitosis intravascular pulmonar. Brown y Wi-
Houghby'® protegieron igualmente de alteraciones
estructurales a los pulmones de ratas en la hemo-
rragia endotoxinémica, mediante la administracion
sistematica de un farmaco citotdéxico que depri-
mié el nimero de leucocitos circulantes.

Estos experimentos parecen por tanto apoyar el
posible papel de los leucocitos en las lesiones pul-
monares del shock y sepsis. Es muy posible que
los pulmones resulten lesionados como conse-
cuencia de una descarga lisosémica a partir de los

- polimorfonucleares. La degranulaciéon leucocita-

ria fue una alteracién destacada en nuestros ex-
perimentos, y se ha demostrado que los granulos
especificos de estas células son lisosomas, debido
a su composicion morfologica, contenido enzi-
matico y actividad funcional®.

Probablemente la endotoxina, bien directamen-
te3%, bien acidificando el medio intracelular3®, o
mediando alguna reaccién inmunoldgica, labilice
las membranas lisosomicas conduciendo asi a la
liberacion de enzimas proteoliticas no sélo lesi-
vas para el endotelio capilar, sino instauradoras
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Fig. 7. Pulmén de rata peritonitica per perforacion de ciego de diez
horas de evolucién. Un leucocito polimorfonuclear (P), se encuentra
en el limite de la membrana basal (MB). En dicha zona (flecha),

el endotelio muestra un borde borroso. I = neumocito tipo I. A = luz
alveolar. (A -: 10 X 1.000).

de circulos viciosos que potencian y propagan
sus efectos (activacion dle sistema de kininas,
coagulacion intravascular, etc.).

El conocido efecto estabilizador de las mem-
branas celulares y lisosomiales del acetilsalicilato y
de los corticoides® * seguramente es el responsa-
ble de la prevencidon de las lesiones estructurales
pulmonares observadas en los estudios cita-
dos**? al actuar sobre los polimorfonucleares,
evitando la liberacidén de sus enzimas. Nosotros,
en experimentos ya comunicados®', pudimos de-
mostrar un retraso en la aparicién de lesiones es-
tructurales pulmonares graves en ratas peritoni-
ticas previamente tratadas con corticoides y acetil-
salicilato de lisina.

Conclusion

Los resultados de la presente experimentacion
confirman que, en la peritonitis fecal grave, se
producen lesiones ultraestructurales en el pulmén
semejantes a las descritas en el shock hemorragico
o endotoxico'® - 14 15 e incluso cuando el agente
lesivo llega por via aérea® #!. Aparentemente, la
lesion celular y el patron de reparacion en el pul-
mon son inespecificos y uniformes, y no reflejan
el origen del agente lesivo.

Igualmente, los presentes hallazgos, sugieren
que en las alteraciones producidas intervienen los
leucocitos polimorfonucleares, y apoyan las im-
plicaciones terapéuticas ya comunicadas anterior-
mente™ .
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Resumen

Se provocd una peritonitis fecal por perfora-
cién del ciego en parejas de ratas anestesiadas
mediante inyeccion de Ketolar. Los animales fue-
ron sacrificados a distintas horas a partir de la in-
duccidn de la peritonitis, con objeto de estudiar
las lesiones al microscopio electronico.

En especial, los hallazgos sugieren que en las
alteraciones producidas intervienen los leucocitos
polimorfonucleares, lo que apoyaria el papel tera-
péutico de los corticoides y acetil-salicilato de lisi-
na en el pulmén de shock y spesis.

Summary

EXPERIMENTALLY INDUCED FECAL PERITONITIS
AND THE ULTRASTRUCTURE OF THE LUNG

Peritonitis was experimentally induced by per-
forating the cecum in rats previously anesthesized
by Ketolar injection.

The animals were sacrificed at different inter-
vals after induction of the peritonitis and the
lesions studied with electron microscope.

The findings suggested that polymorphonu-
clear leukocytes played a role in producing alte-
rations thus confirming the therapeutic value of
corticosteroids and lysine acetilsalycilate for the
treatment of pulmonary shock and sepsis.
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