Efecto antiinflamatorio del liquido amniético
en el pulmén de ratas inoculadas
intratraquealmente con silice

Verénica Carvajal de la Fuente*
Alfonso Lépez Mayagoitia**
Julio Martinez Burnes*

Carlos Barr6n Vargas*

J. Concepcion Loredo Osti*

Abstract

“Meconium aspiration syndrome” is an important clinic-pathologic condition in human medicine, but
its significance in veterinary medicine remains unknown. A recent study in calves with aspiration of
keratin and amniotic fluid showed that inflammation in the lungs was only mild, in spite of the fact, that
keratin is.a highly pro-inflammatory substance. Based on the results of this study, the authors speculated
that an anti-inflammatory substance may be present in the amniotic fluid. The purpose of this study was
to determine whether the amniotic fluid has an anti-inflammatory effect in lungs of rats. Thirty eight
Wistar rats with a mean weight of 177 g were divided into five groups. The rats were intratracheally
inoculated with a constant volume of 0.5 ml of fluid containing 2.5 mg of silica, but with variable
concentrations of amniotic fluid and saline solutions (0, 0.125, 0.25, 0.375 or 0.5 ml). Rats were euthanised
at 72 hours postinoculation under halothane anesthesia. The number of bronchoalveolar cells per ml
and percentage of neutrophils and alveolar macrophages determined by bronchoalveolar lavage was
used as a measurable indicator of pulmonary inflammation. Inoculation with amniotic fluid and silica
induced a significant influx of nucleated cells and neutrophils (P<0.01) in bronchoalveolar lavage fluid
of inoculated animals versus the control. The increase of nucleated cells and neutrophils was related with
the volume of amniotic fluid inoculated. It was concluded that the amniotic fluid did not induce any
antiinflammatory effect in the lungs of rats inoculated with silica. :
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Resumen

El sindrome de aspiracién de meconio representa un estado patolégico de gran importancia para la
medicina humana; sin embargo, es poco conocido en medicina veterinaria. En los tltimos afios se han
realizado varias investigaciones con el fin de esclarecer la importancia y patogénesis de este sindrome en
los animales domésticos. Estudios recientes han sugerido un posible efecto antiinflamatorio del liquido
amni6tico debido a que la aspiracién de este liquido contaminado con queratina, la cual es un factor
proinflamatorio, sélo induce una respuesta inflamatoria leve en el pulmén de becerros. El objetivo de
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esta investigaci6n fue determinar si el liquido amniético produce un efecto antiinflamatorio en los pulmones
de ratas inoculadas intratraquealmente con silice. Treinta y ocho ratas Wistar de 177 g en promedio se
dividieron en cinco grupos. Cada grupo recibi6 via intratraqueal diferentes dosis de liquido amniético'y
solucién salina fisiolégica (0, 0.125, 0.250, 0.375 y 0.5 ml, respectivamente) y cantidades constantes de
silice (5 mg/ml). Los animales inoculados se sacrificaron a las 72 horas posinoculacién y se realizaron
lavados broncoalveolares. Se realizé la cuenta total de células nucleadas por ml de lavado, asf como el
porcentaje y cuenta absoluta de neutréfilos y macréfagos. La inoculacién con silice y liquido amnidtico
indujo un marcado incremento en la cuenta total de células nucleadas y en el nimero de neutréfilos (P <
0.01) en los grupos tratados respecto del testigo. El incremento se mostré como una funcién directa del
volumen de liquido amniético inoculado. Sin embargo, se concluyé que el liquido amniético no tuvo un
efecto antiinflamatorio en el pulmén de ratas inoculadas intratraquealmente con silice.
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Introduccion

El sindrome de aspiracién de meconio (SAM) consti-
tuye un importante estado clinico patoldgico, causa
“disfuncién respiratoria” y ocasionalmente muerte en
nifios recién nacidos. Informes de hospitales en Estados
Unidos indican que en 10% a 15% de los partos norma-
les, el liquido amniético se contamina con meconio y,
por lo menos, 3% de los infantes nacidos vivos presen-
tan meconio en las vias aéreas. Sin una intervencién
obstétrica adecuada, 28% de los nifios nacidos con SAM
mueren en las primeras horas de vida."*3*

En los animales domésticos, las enfermedades perina-
tales son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad, éstas representan importantes pérdidas
econémicas para la ganaderia en todo el mundo.
Informes recientes indican que la aspiracién intraute-
rina de meconio y queratina al momento del parto
parece ser un factor que contribuye en la aparicién de
enfermedades en becerros recién nacidos.’ Los becerros
nacidos con meconio y queratina en las vias aéreas
muestran lesiones pulmonares similares a las descritas
en nifos recién nacidos con SAM. La importancia del
SAM en los animales domésticos es todavia desconocida.

La mayoria de los investigadores concuerdan que en
casos de abortos, la aspiracién de meconio y liquido
amnidtico es un evento terminal asociado con hipoxia
intrauterina severay prolongada.® En el SAM la aspira-
cién de meconio tiene una patogénesis similar a la
aspiracién que ocurre en abortos, en la cual la hipoxia
y la relajacién del esfinter anal permiten la salida de
meconio al liquido amniético. En este sindrome, el
meconio acompaiiado generalmente por células epite-
liales escamosas de la piel, boca o faringe, entran a las
vias aéreas bajas mediante dos posibles mecanismos.
En el primero, la hipoxia induce inspiracién prenatal
conlaglotis abierta. En el segundo, el meconioy células
epiteliales se localizan en la hipofaringe, la aspiracién
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hacia los pulmones ocurre cuando el neonato inspira
aire por primeravez.*”8 El liquido amnidtico actia como
vehiculo para que el meconioy célulaslleguen al pulmén
causando neumonia por cuerpo extrafio. Inyecciones
intratraqueales de células escamosas, queratinay meco-
nio suspendidas en liquido amniético provocan una
neumonia similar en animales de laboratorio a la
encontrada en humanos con SAM."78?

Recientemente se llevé a cabo un estudio retrospectivo
en 52 becerros enviados a un laboratorio de diagnéstico
para su examen post mortem.” Los animales habian muerto
de enfermedades infecciosasy no infecciosas dentro de
las dos primeras semanas de vida. El examen histolégico
de los pulmones revel6 que 42.5% de los becerros tenian
evidencias de aspiracién de meconio, caracterizado por
la presencia de células epiteliales escamosas o queratina
en los espacios broncoalveolares. Estoscambios enlos
pulmones se asociaban a una alveolitis difusa leve con
exudacién de macréfagos, neutréfilosy ocasionalmente
células gigantes. Con base en esos hallazgos se concluy6
que los cambios morfolégicos en los pulmones de los
becerros eran compatibles con los descritos en bebés
con SAM.* Dicho estudio también revel6 que la proba-
bilidad de encontrar inflamacién pulmonar era aproxi-
madamente 1.5 veces mayor en animales con aspiracién
de meconio que en becerros sin aspiracién.

Otros investigadores han realizado estudios para
determinar si la aspiracién de liquido amniético se asocia
con efectos negativos en la absorcién de las inmuno-
globulinas del calostro o sobre los gases sanguineos y
equilibrio 4cido-base de los becerros sanos recién
nacidos.!®!! Se desarrollé un estudio con 14 becerros
inmediatamente después de que nacierony se alimen-
taron con calostro con concentraciones conocidas de
inmunoglobulinas. Once de los becerros presentaban
evidencia de broncoaspiracién de liquido amniético,
meconio, células epiteliales escamosas o queratina en
cortes de pulmén o en anélisis citolégico en liquido de



lavados broncoalveolares. La aspiracién de liquido
amniético no pudo ser relacionada con cambios
especificos en la tensién de gases sanguineos de la
condicién acido base, o en la absorcién de inmu-
noglobulinas del calostro. La presencia de queratina
y meconio en el pulmén frecuentemente se acompafié
con una alveolitis exudativa leve y atelectasia focal.
Con base en los hallazgos se concluyé que la aspiracién
de pequeias cantidades de liquido amniético con o
sin meconio, es comun en becerrosy no se asocia con
hipoxemia, acidosis respiratoria o falla en la trans-
ferencia pasiva. Este estudio también indicé que el
liquido amniético aspirado se asocié con alveolitis
leve con exudacién de neutréfilos en el lumen alveo-
lar.!’ Sin embargo, la magnitud de la respuesta
inflamatoria de los becerros con aspiracién de liquido
amniético erarelativamente leve, comparada con otros
estudios con animales de laboratorio inoculados
intratraquealmente con queratina y meconio, a pesar
de que esbien sabido que la queratina es una sustancia
altamente proinflamatoria. Con base en lo anterior,
se especulé la presencia de un factor desconocido en
el liquido amniético que sirve como vehiculo para
llevar ala queratinay el meconio a los pulmones que
pudiera regular la intensidad de la respuesta infla-
matoria del pulmén.'!

En los 1ultimos afios se han desarrollado diferentes
modelos experimentales que permiten estudiar la
respuesta inflamatoria del pulmén en animales de
laboratorio.'?!*!%1516 Uno de aquellos modelos es el de
inoculaciones intratraqueales de silice enratas. En este
modelo es posible determinar la magnitud de la res-
puesta inflamatoria mediante el uso de lavados bron-
coalveolares a diferentes tiempos después de la
inoculacién con silice. Estos lavados permiten cuanti-
ficar la magnitud de la respuesta inflamatoria a partir
de los cambios que se llevan a cabo en el tipo y ntimero
de células inflamatorias en el pulmén; es decir, altera-
ciones en el nimero y proporcién de neutréfilos y
macréfagos alveolares.'?!?

Los objetivos de este trabajo fueron investigar si la
presencia de liquido amniético en los pulmones tiene
un efecto inhibitorio en la respuesta inflamatoria
causada por la inoculacién intratraqueal de silice en
ratas.

Material y métodos

Estudio piloto

Inicialmente se realizé un estudio piloto con el
fin de probar y estandarizar las técnicas de ino-
culacién, anestesia, sacrificio y lavados bron-
coalveolares (LBA).

Animales

Se utilizaron 38 ratas Wistar hembras, con un peso
promedio de 177.2 g + 16.3 g obtenidas de un bioterio
de la ciudad de Monterrey, Nuevo Leén, México, y se
alojaron en jaulas individuales en un local con una
temperatura promedio de 27°Cy una humedad relativa
del 50%; se les proporcioné alimento sin antibiético ad
libitum. Los animales se sometieron a un periodo de
observacién y adaptacién de cinco dfas antes del inicio
del experimento.

Liquido amniético

El liquido amniético se obtuvo en condiciones asép-
ticas mediante la puncién del saco amniético de un
bovino en el tercer tercio de gestacién. Este liquido se
mantuvo en refrigeracién auna temperatura de 4 a 6°C
antes de la preparacién del inéculo.

Inoculacion

Lasratas se dividieron en 5 grupos asignando en forma
aleatoria de 7 a 8 animales por grupo. Cada grupo recibié
cantidades constantes de silice (5 mg/ml) y diferentes
dosis de liquido amniético y solucién salina, como lo
muestra el Cuadro 1.

Para la inoculacién intratraqueal, se anestesi6 a las
ratas con 5% de halotano y oxigeno utilizando una
camara de acrilico. Con la ayuda de un laringoscopio
especialmente disefiado para ratas, se abrié la boca, se
localizé lalaringe y se introdujo en la traquea un catéter
de plastico conectado a una jeringa insulinica con el
inéculo.'®

Cuadro 1
DISENO EXPERIMENTAL
Grupos SSF +Silice Liquido amniético
(5 mg/ml) + Silice (5 mg/ml)
1 (Testigo) 0.5ml 0
2 0.375ml 0.125 ml
3 0.25 ml 0.25 ml
4 0.25ml 0.375 ml
5 0 0.5ml
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Sacrificio y lavados broncoalveolares
(LBA)

Alas 72 horas posinoculacién, las ratas fueron sacri-
ficadas mediante desangrado bajo anestesia general
siguiendo métodos previamente descritos.!* En resumen,
se anestesié a las ratas a un plano quirirgico profundo
con halotano al 5%y se fijaron en dectbito dorsal sobre
una superficie con los cuatro miembros distendidos, se
utilizaron pinzas de cangrejo con retractores elasticos.
Se hizo una incisién por la linea media cortando piel y
musculos hasta exponer la cavidad abdominal. Se
secciond la arteria aorta posterior con tijeras para obtener
unbuen desangradoy disminuir el ntimero de eritrocitos
en los LBA. Mediante cistotomia bilateral se abri6 la

cavidad toracicay se cortaron los miisculos cervicalesy

glandulas salivales para exponer la traquea.

Unavez que se expuso la tradquea, se hizo una incisién
transversal en los primeros anillos traqueales. A través
de la incisién se pasé un catéter de plastico (ndmero
17) conectado a una jeringa desechable de 10 ml. Se
inyectaron lentamente 5 ml de solucién salina fisiolégica
(SSF) al 0.9%, y posteriormente se dio un ligero masaje
al pulmén para facilitar el desprendimiento de las
células broncoalveolares. La aspiracién del volumen
inyectado se hizo lentamente. Los pulmones se lavaron
tres veces consecutivas con un volumen total de 15 ml.
El liquido del LBA se deposité en tubos de plastico de
15 ml con anticoagulante (EDTA)y se homogeneiz6 con
un agitador de tubos durante 3 minutos. La suspensién
celular se mantuvo en refrigeracién (4°C a 5°C) mientras
se colectaban los LBA de las demads ratas. El conteo
diferencial de células broncoalveolares se determiné
directamente en 0.5 ml del LBA; de manera simultanea
el remanente del liquido se centrifugé a 300 g durante
10 minutos a una temperatura de 5°C. El sobrenadante
fue decantado y se restituy6 el sedimento en 1 ml del
mismo lavado, posteriormente se homogeneizé. Utili-
zando un tubo capilar se tomaron 0.05 ml parala cuenta
de células nucleadas en cimara.

Cuenta de células nucleadas

Para la cuenta de células nucleadas se utilizé una
cdmara de Neubauer* y la tincién de azul de Cresilo
brillante.** Las células fueron teflidas en el mismo
capilar con el que se tomé la muestray se deposit6 0.01
ml dela suspensién homogeneizada dentro de la cdmara.
El ndimero de células nucleadas se determiné con un

* Boeckel, Co. Scient. Equip. B. Hamburg, Germany.
** Sigma Diagnostics, St. Louis Mo.
*** Cytospin, Shandon Inc. Pittsburgh, PA.
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microscopio y una cimara de Neubauer siguiendo la
metodologia descrita en trabajos anteriores.!

Cuenta diferencial de macréfagos y
neutréfilos

De la suspensién celular se tomaron 0.5 ml para
centrifugarse a 300 g durante 10 minutos utilizandouna
citocentrifuga.*** El paquete celular fue concentrado
en un portaobjetos secindolo al medio ambiente para
después tefiirlo con Wright; se montaron con cubreob-
jetosy se identificaron.

Alos frotis se les asigné por una tercera persona, un
numero al azar para evitar una observacién prejui-
ciosa.?* Con el propésito de determinar el porcentaje
de macréfagos y neutréfilos de las CBA, se observaron
200 células nucleadas (no epiteliales) por gota.

Cuenta absoluta de macréfagos y
neutréfilos

A partir de las cuentas de células nucleadas en la
camara de Neubauer y de las cuentas diferenciales, se
determinaron las cuentas absolutas de macréfagos y
neutréfilos utilizando la metodologia descrita en
estudios previos.!®

Los resultados se analizaron utilizando técnicas de
modelos lineales generalizados.?' El analisis se realizé
de dos maneras: como un disefio completamente al azar
para comparar tratamientos versus testigos y el modelo
de regresién con liquido amniético como variable
explicativa. Se utilizaron transformaciones logaritmicas
y raiz cuadrada. Adicionalmente se utilizé para cuenta
total de células nucleadas la prueba condicional para
comparar dos variables Poissony su extensién a mas de
dosvariables Poisson via la desigualdad de Bonferroni.?

Resultados

Elvolumen de liquido recuperado en los LBA, consi-
derdndolo como la diferencia entre el volumen inocu-
lado contra el recuperado en los 3 lavados, fue en
promedio de 91.1% * 5.71%.

Elntiimero de células nucleadas por ml de loslavados
broncoalveolares de ratas inoculadas mostré una eleva-
cién progresiva en los diferentes grupos tratadosrespecto
al testigo (P < 0.01) (Cuadro 2, Figura 1). En conjunto,
el analisis estadistico indicé que hubo diferencia
significativa (P < 0.01) de los grupos de ratas tratadas
con respecto al testigo. El incremento de células
nucleadas se mostré como una funcién directa del
volumen de liquido amniético inoculado.
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Cuadro 2
RELACION DE CELULAS NUCLEADAS TOTALES EN
LOS LAVADOS BRONCOALVEOLARES EN RATAS
INOCULADAS CON SILICE Y LIQUIDO AMNIOTICO A
LAS 72 HORAS POSINOCULACION

Niimero de Promedio D.E.
Grupo animales cel /ml
1 8 480 000 + 396 375
2 7 557619 + 428760
3 7 722 857 +456218
4 7 738 095 + 483410
5 8 782 500 + 693 447

La proporcién promedio de neutréfilos encontrada
enlos diferentes grupos de animales inoculados fue de
67.5% *+ 16.5%. La proporcién promedio de macré-
fagos fue de 33.09% =+ 17.1% (Cuadro 3). No se detec-
taron diferencias significativas en la proporcién de
neutréfilos y macréfagos en los grupos inoculados
respecto al testigo (P > 0.05).

Se observaron diferencias significativas (P < 0.01) en
el ntimero de neutréfilos por ml de LBA en los grupos
inoculados respecto al testigo a las 72 horas posino-
culacién (Cuadro 4).

Enla cuenta absoluta de macréfagos no se observaron
diferencias significativas (P > 0.05) de los grupos
tratados respecto al testigo (Cuadro 5).

Cuadro 3

PROPORCION DE NEUTROFILOS Y MACROFAGOS
ALVEOLARES, OBTENIDOS DE LBA DE RATAS INOCU-
LADAS INTRATRAQUEALMENTE CON SfLICEY
LIQUIDO AMNIOTICO A LAS 72 HORAS

POSINOCULACION
Grupo Proporcién de neutréfilos  Proporcién de macréfagos
1 0.64+0.18 0.35 £ 0.18
2 0.56 £ 0.16 043 +0.16
3 0.68 = 0.10 0.35+0.15
4 0.75 £ 0.11 0.24 = 0.11
5 0.68 = 0.14 0.31 £0.14
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Figura 1. Células totales, neutréfilos y macréfagos en los lavados
broncoalveolares de ratas inoculadas con silice y liquido amniético
alas 72 horas posinoculacién.

Se hace notar que una rata del grupo 3 (tratamiento
con amniético 0.250 ml) fue excluida del analisis debido
a que sus valores registrados fueron completamente
atipicosalosvalores obtenidos en las restantes unidades
experimentales (ratas). Una posible explicacién para
estos valores es la presencia de una enfermedad
subclinica.

Discusion

La técnica de inoculacién intratraqueal utilizando un
laringoscopio mostré ser inofensiva, rapida y ficil de
realizarse. A pesar de que podria suponerse que el uso
de anestésicos inhalados pudiera tener un efecto
adverso en los pulmones, estudios experimentales han
demostrado que el halotano produce menos altera-
ciones bioquimicasy celulares que los barbitdricos.??
El desangrado de las ratas durante el sacrificio reduce
notablemente la contaminacién accidental de los
pulmones y LBA con eritrocitos.!® Al igual que lo
notificado enla literatura, la utilizacién de tres lavados
pulmonares fue suficiente para recolectar un buen
paquete de células broncoalveolares.?®

Enloslavadosbroncoalveolares (LBA) se recuperé en
promedio 91.1% del volumen del liquido inicialmente
inoculado, estos valores son similares a los descritos para
ratas por otros investigadores.?* El volumen recuperado
de LBA en ratas es alto en comparacién con los
volimenes descritos en otros animales de laboratorio;
por ejemplo, 78% en ratones, 88% en gerbiles, hamsters
y cobayos y 73% en conejos.®

La inoculacién intratraqueal de liquido amniético y
silice indujo un marcado flujo de células nucleadas,
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Cuadro 4
CUENTA ABSOLUTA DE NEUTROFILOS EN LOS
LAVADOS BRONGOAILVEOLARES EN RATAS
INOCULADAS CON SILICE Y LIQUIDO AMNIOTICO
A LAS 72 HORAS POSINOCULACION
Nimero Promedio

Grupo de animales cel / ml D.E.
1 8 353 916 + 382 896
2 7 323 373 + 247 792
3 7 530 914 + 373 329
4 7 579 887 + 417 168
5 8 581 433 + 667 330

especificamente neutréfilos a los espacios broncoal-
veolares en forma similar a lo informado en la litera-
tura.'** Aunque el aumento de neutréfilos es un
indicador delarespuesta inflamatoria temprana provo-
cada por el silice en los pulmones,* esta respuesta no
debe considerarse especifica ya que otras particulas
neumotéxicas inducen una exudacién similar de neu-
tréfilos en los espacios broncoalveolares, como ocurrié
en este caso con el liquido amniético.'*?”2 Una de las
ventajas de utilizar silice como inductor experimental
de inflamacién es que el tamarfio de las particulas es
conocida y éstas no son digeridas facilmente por las
células fagociticas.”® Otra ventaja es que las particulas
de silice son facilmente visibles al microscopio, en
especial bajo luz polarizada. Como era de esperarse,
los macréfagos alveolaresy neutréfilos recolectados de
los pulmones de las ratas inoculadas con silice mostra-
ron numerosas particulas en su citoplasma. Esto de-
muestra que la inoculacién se hizo correctamente a los
pulmonesy no al eséfago como ocurre accidentalmente
en algunas ocasiones.

La disminucién en el nimero de macréfagos colec-
tados por LBA en ratas inoculadas con silice respecto
al namero de neutrdéfilos coincidié con lo descrito en
otros trabajos.'*?* Sin embargo, es importante mencio-
nar que esta reduccién paradéjica de macréfagos se
debe a una disminucién en su recuperacién y no auna
disminucién real en el nimero de células en el pulmén.'*
Esta bajarecuperacién de macréfagos alveolares se debe
aun aumento en la citoadherencia de estos fagocitos a
las membranas del aparato respiratorio.?*

Lasvariaciones en el niimero de macréfagosy neutré-
filos dentro de algunos grupos de ratas fueron mas altas
alas esperadas.' Estas variaciones pudieran deberse a
enfermedades subclinicas ya que las ratas utilizadas en
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Cuadro 5 )
CUENTA ABSOLUTA DE MACROFAGOS EN LOS
LAVADOS BRONQOALVEOI;ARES DE RAT.@S
INOCULADAS CON SILICE Y LIQUIDO AMNIOTICO
A LAS 72 HORAS POSINOCULACION
Niimero de Promedio
Grupo animales cel /ml D.E.
1 8 126 083 + 54 256
2 7 234 245 + 198 608
3 7 191 942 + 119401
4 7 158 207 + 102 352
5 8 201 066 +194 196

este trabajo se obtuvieron de un bioterio convencional
no libre de patégenos. Otro factor que pudo influir en
el andlisis estadistico fue el nimero reducido de ratas
que se utilizaron en cada grupo experimental.

Al comparar los resultados de esta investigacién con
otros publicados en la literatura es necesario considerar
que existen factores de variabilidad que pueden influir
en los conteos celulares de lavados broncoalveolares,
como velocidad de centrifugacién,® anestésicos utiliza-
dos,? volumen de LBA recuperado,* edad y peso de
las ratas,? o factores que afectan la cinética de recupe-
racién celular de vias aéreas.*

Con base en los resultados obtenidos, se concluyé que
elliquido amniético no tuvo un efecto antiinflamatorio
en el pulmén de ratas inoculadas intratraquealmente
consilice. Esrecomendable en estudios futuros utilizar
ratas libres de patégenos para reducir variaciones
biolégicas ademas de desarrollar este modelo en otras
especies animales.
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