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INTRODUCCION: En la actualidad se acepta que la fijacion
pulmonar con liquido fijador por via traqueal a 25 cm de
presion de H,O es la mas idénea. Sin embargo, hay estudios
que aparentemente no lo confirman.

MATERIAL Y METODOS: Se ha utilizado ratas Fischer cuyos
pulmones fueron insuflados con liquido fijador a cuatro di-
ferentes presiones: 20, 25, 30 y 35 cmH,0O. Los pulmones fi-
jados se procesaron para microscopia de luz y se estudiaron
morfométricamente. Se cuantificaron las siguientes varia-
bles: volumen pulmonar, volumen de tejido, volumen aéreo,
superficie alveolar interna (SAI), cuerda alveolar, para me-
dir el tamaiio del espacio aéreo distal y niimero de alvéolos.
Los resultados se compararon estadisticamente.

RESULTADOS: El volumen pulmonar aument6 con la pre-
sién de insuflacion, siendo significativo al elevar la presion
20 a 25 cm y de 30 a 35 cmH,0. El volumen de aire no se
modifico, pero si el del tejido al incrementar la presion de 20
a 30 cmH,0 y de 30 a 35 cmH,O. El aumento del volumen
de tejido lo relacionamos con extravasacion de liquido fija-
dor al intersticio. El nimero de alvéolos aumento6 con la pre-
sién siendo significativo al incrementar de 20 a 30 cm y de
30 a 35 cmH,0. La SAI aumenté con la presion siendo signi-
ficativo entre 20 cm y el resto de los grupos. La cuerda alve-
olar, que esta en relacion con el tamaiio de los alvéolos, dis-
minuy6 de tamaifio con la presion siendo significativo al
pasar de 20 a 25 cm.

CONCLUSION: La presién de 25 cmH,O es la ideal para fi-
jar los pulmones con liquido. Presiones inferiores distienden
parcialmente el pulmén y presiones superiores pueden pro-
ducir el paso de liquido al espacio intersticial.

Palabras clave: Rata, fijacion pulmonar. Capacidad pulmonar
total. Presion transpulmonar. Distensibilidad pulmonar. Morfo-
metria.

(Arch Bronconeumol 2000; 36: 450-454)

The morphometric study of rat lungs after
liquid-fixing to different pressures near total
lung capacity

INTRODUCTION: Liquid lung fixing through the trachea to a
pressure of 25 cmH,O is currently accepted to be ideal. Ho-
wever, some studies do not seem to confirm that assumption.

MATERIAL AND METHODS: The lungs of Fischer rats were
filled with fixing liquid to four different pressures: 20 cm,
25 cm, 30 cm and 35 cmH,0. The fixed lungs were proces-
sed for inspection under a light microscope for morphome-
tric study. The following variables were recorded: lung vo-
lume, tissue volume, air volume, internal alveolar surface
(IAS), alveolar chord to measure the size of the distal air
space, and the number of alveoli. Statistical comparisons
were performed.

REesuLTS: Lung volume increased with insufflation pressure,
with significant differences related to pressure increases from
20 cm to 25 cm and from 30 ¢m to 35 emH,O. Air volume did
not change, although tissue volume changed when pressure
increased from 20 cm to 30 cmH,0 and from 30 cm to
35 emH,0. The increase of tissue volume was related to extra-
vasation of interstitial fixer. The number of alveoli increased
with pressure from 20 to 30 cm and from 30 to 35 cmH, 0. IAS
increased with pressure from 20 cm and all the other pressu-
res. Alveolar chord, which is related to size of alveoli, decrea-
sed significantly as pressure increased from 20 cm to 25 cm.

CoNCLUSION: A pressure of 25 cmH,0 is ideal for liquid
fixing of lung volumes. With lower pressures the lung is par-
tially distended and with higher pressures the fluid can pass
into the interstitial space.

Key words: Rats. Lung fixing. Total lung capacity. Transpulmo-
nary pressure. Pulmonary distensibility. Morphometry.
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Introduccion

Las técnicas de fijacién en morfologia van dirigidas a
conservar la arquitectura tisular y los elementos del teji-
do, sin que aparezcan elementos extrafios que distorsio-
nen los resultados del estudio. Hay un consenso en la
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Fig. 1. Campo histolégico de un pulmén digitalizado en 256 tonos de gri-
ses. Tincion azul de metileno, x100.

mayoria de los autores de fijar los pulmones introdu-
ciendo fijador liquido por la traquea a 25 cm de presion
de H,O. Para algunos autores esta presién transpulmo-
nar (Ptp) se corresponde con capacidad pulmonar total
(TLC)'. Se considera que un pulmén ha alcanzado TLC
cuando la curva presién-volumen (P-V) ha llegado a la
inflexi6n de la fase de meseta'”.

Bachofen et al® y Gil et al? insuflaron pulmones con
suero salino y concluyeron que son necesarios 10 cm de
presion de H,O para alcanzar TLC. Forrest y Weibel?,
Forrest® y Pinkerton et al® insuflan los pulmones para el
estudio morfolégico con fijador a 20 cmH,O. Stanley et
al” en un estudio morfolégico experimental demostraron
enfisema en los pulmones manipulados, cuando se fija-
ban a 30 cm de Ptp, pero no lo pudieron demostrar si
los fijaban 20 cmH,0.

A una propuesta mayoritaria de fijar los pulmones
con liquido por la trdquea a 25 cm de presién de H,O,
se oponen otras minoritarias, que no deben desecharse a
no ser que existan datos objetivos para ello. Estas expe-
riencias nos llevan a replantearse el método de fijacién
del pulmén, con el objetivo de valorar cudl es la Ptp
idénea para el estudio morfoldgico del pulmén, consi-
derando a priori que la fijacidn idénea puede ser inde-
pendiente de TLC. Para ello se propone en este estudio
comparar pulmones de rata fijados por via traqueal a di-
ferentes Ptp de 20, 25, 30 y 35 cmH,0.

Material y métodos

Se han utilizado 40 ratas Fischer 344 de 5 meses de edad.
Los animales dispusieron de comida y bebida ad libitum.

Para el sacrificio, los animales fueron anestesiados con pen-
total intraperitoneal (0,1 mg/kg de peso corporal). Una vez
dormidos se realizé una toracotomia, abriendo el pericardio,
para acceder al ventriculo derecho, por donde se introdujo so-
lucién salina para lavar el lecho vascular pulmonar. A conti-
nuacién los pulmones fueron escindidos de la caja tordcica y
fijados por via traqueal, con formalina al 10%, durante 48 h a
cuatro diferentes presiones: 20, 25, 30 y 35 cmH,O. Una vez
fijado se calculé el volumen pulmonar por inmersién, expre-
sado en cm®. Los pulmones se procesaron para microscopia de

Fig. 2. Imagen anterior binarizada. Sobre esta imagen se cuantificaron
las variables estudiadas.

luz, para lo que fueron deshidratados incluidos en parafina y
cortados a 7 um. El estudio morfométrico se sistematizé en
tres fases®:

1. Captura. Se utilizaron un microscopio Nikon®, una cé-
mara de video Hitachi®, una tarjeta de captura Quick-image
capture®, un ordenador Macintosh Ilcx®, y un programa NIH
Image®. Las imdgenes se capturaron en 256 tonos de grises y
a 100 aumentos (fig. 1); se capturaron al azar 42 campos por
animal.

2. Tratamiento de las imdgenes. Se utiliz6 un programa
NIH Image®. Las imédgenes capturadas a 256 tonos de grises,
se convirtieron en otras de dos colores, negro tejido, blanco
resto (fig. 2).

3. Cuantificacion. Sobre las imdgenes de dos colores se
cuantificaron las siguientes variables, con el programa NIH
Image® y otro desarrollado por nosotros:

— Densidad de tejido. Es la proporcion porcentual del color
negro en una imagen.

— Perimetro alveolar interno. Es la longitud de la interlinea,
color negro/color blanco. Se cuantificé en pixels.

— Cuerda alveolar. Es la distancia tomada al azar entre dos
paredes de un mismo alvéolo. Es directamente proporcional al
tamafio del espacio aéreo distal. Se expresa en um (fig. 1).

Calculadas estas variables y conocido el volumen pulmonar
se hallaron las siguientes variables volumétricas:

— Volumen de tejido. Se obtuvo a partir del volumen pul-
monar y la densidad de tejido. Es el volumen de tejido pulmo-
nar distal. Se expresa en cm’.

— Volumen de aire. Se calcul6 restando al volumen pulmo-
nar el volumen de tejido. Es el volumen de todos los espacios
aéreos distales. Se expresa en cm’.

— Numero de alvéolos. Es el nimero de alvéolos que hay en
los dos pulmones de un mismo animal; el resultado se dividié
por 1077, Para ello se asumi6 que el alvéolo tiene forma esféri-
ca y su didmetro medio es la cuerda alveolar.

— La superficie alveolar interna (SAI) se calcul6 a partir
del volumen pulmonar y del perimetro alveolar interno, y se
expresa en m>,

Estudio estadistico

Se presentan los valores medios y una desviacién estdndar.
Cuando la distribucién de los resultados se acercaban a la
distribucién normal se compararon con el test de ANOVA, si
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Fig. 3. Grifica de los valores obtenidos en las variables: volumen pulmo-
nar (cuadros blancos), volumen de aire (circulos negros), volumen de teji-
do (circulos blancos). Se presentan los valores medios y una desviacion es-
tandar. °p < 0,05 en relacion con los pulmones fijados a 20 cm de presion
de H,0. p < 0,05 en relacién con los pulmones fijados a 25 cm de presién
de H,0. °p < 0,05 en relacién con los pulmones fijados a 30 cm de pre-
sién de H,0.

N.O
alveol. 1077 SAI m2
10 a a
— a
] —4+—t—1 [
8 -
77 - 12
6 . a,b,c N 10
5 a - 8
4 7 - 6
3] L
] -4
2 ] -
14 " 2
0 T T T T 0
20cm 25cm 30cm 35¢cm
Grupos

Fig. 4. Grafica de los valores obtenidos en las variables: niimero de alvéo-
los (circulos negros), superficie alveolar interna (circulos blancos). Se
presentan los valores medios y una desviacién estandar. *p < 0,05 en rela-
cién con los pulmones fijados a 20 cm de presién de H,0. p < 0,05 en re-
lacién con los pulmones fijados a 25 cm de presién de H,O. °p < 0,05 en
relacién con los pulmones fijados a 30 cm de presién de H,O.

se alejaba se comparaban con el test no paramétrico de Krus-
kall-Wallis. Se consideraron valores significativos cuando
p < 0,05. Se realiz6 andlisis de la varianza (ANCOVA) de la
variable volumen pulmonar introduciendo como covariables
el volumen de tejido y el volumen de aire. El andlisis de la va-
rianza se realizé en el conjunto de todos los animales y en
cada grupo de Ptp. Se utiliz6 el programa estadistico Star-
View® 5.0.

Resultados

Los resultados de comparar los grupos entre si se
presentan en las figuras 3-5. De ellos destacamos: al as-
cender la Ptp el volumen pulmonar aumentd, siendo
significativo el incremento de los pulmones fijados a
25, 30 y 35 cm respecto los fijados a 20 cm. También
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Fig. 5. Grafica de los valores obtenidos en la variable cuerda alveolar. Se
presentan los valores medios y una desviaciéon estandar. *p < 0,05 en rela-
cién con los pulmones fijados a 20 cm de presion de H,O.

fue significativo el incremento del volumen de los pul-
mones fijados a 35 cm con respecto a los otros tres gru-
pos (fig. 3). El aumento del volumen pulmonar fue a ex-
pensas del incremento del volumen aéreo distal y del
aumento del tejido; al incrementar la Ptp el volumen
aéreo aumentd pero sélo fue significativo al pasar de 20
a 25 cm (fig. 3), mientras que el tejido pulmonar au-
menté de 25 a 30 cm y de 30 a 35 cm (fig. 3). La SAI
aument6 con la Ptp siendo significativo al incrementar-
se de 20 a 25 cm (fig. 4). El aumento de la SAI coinci-
dié con una disminucién de la cuerda alveolar que fue
significativa, igualmente, al pasar de 20 a 25 cmH,O
(fig. 5). El nimero de espacios aéreos distales aumentd
con la Ptp, siendo significativo al ascender de 20 a 30
cm y de 30 a 35 cmH,O (fig. 4).

El analisis de la variancia evidencié siempre valores
positivos (tabla I). De las dos covariables, el volumen
de tejido obtuvo siempre valores mds bajos que la cova-
riable volumen de aire. El menor valor se mostr6 en los
pulmones fijados a 20 cmH,0.

TABLA I
Resultados del analisis de la varianza (ANCOVA)
de la variable comiin pulmonar en el que se han utilizado
como covariables el volumen de tejido y el volumen de aire.
Se presentan los resultados en los cuatro grupos de Ptp
y en el conjunto de todos los pulmones

Grupo Covarianza Covariable
20 cmH,0 0,073 Tejido
0,554 Aire
25 cmH,0 0,678 Tejido
2,31 Aire
30 cmH,0 0,23 Tejido
0,681 Aire
35 cmH,0 1,015 Tejido
3,418 Aire
Todos los pulmones 1,149 Tejido
3,109 Aire
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Discusion

En este experimento se ha podido demostrar que al
incrementar la Ptp se ha producido un aumento de volu-
men pulmonar y una modificacién de la arquitectura
pulmonar, lo que nos obliga a entrar a discutir cudl es la
Ptp idénea para fijar el pulmoén.

Efectivamente, existen discrepancias de criterios so-
bre cudl es la mejor Ptp para fijar los pulmones escindi-
dos y llenos de liquido: Gil et al*> y Bachofen et al® pro-
pusieron que los pulmones llenos de suero salino
alcanzaban TLC por debajo de 10 cmH,O. Assimaco-
poulos et al’ consideran que, cuando se administra el
fijador liquido a través de la trdquea por encima de 15
cm H,O, el pulmén no se distiende. Forrest y Weibel*
y Forrest® fijan los pulmones a 20 cmH,O. La mayoria
de los estudios morfométricos se han hecho con los pul-
mones fijados a 25 ¢cmH,O. Por ultimo, Stanley et al’
propone 30 cmH,O para distender pulmones enfisema-
tosos. En nuestro caso, al haber demostrado un aumento
significativo del volumen pulmonar entre 20 y 25 cmH,O
y no haber significacién entre 25 y 30 cm, nos lleva a
considerar la posibilidad que en 25 cmH,O de Ptp puede
estar la inflexién de la fase de meseta de la curva P-V'2,
Hemos encontrado otra inflexién al incrementar a 35
cmH,0O de presion, pero ésta se debe a un aumento del
tejido, ya que el volumen de aire no evidencié diferen-
cias significativas a partir de 25 cmH,0. Por tanto, pro-
ponemos que 25 cmH,O es la menor Ptp necesaria para
que el pulmén alcance TLC.

Cuando el pulmén se distiende, su arquitectura mi-
croscopica sufre modificaciones. Efectivamente, en un
principio se relacionaba la insuflacién pulmonar con un
simple aumento de volumen de los espacios aéreos dis-
tales'®!". Actualmente, el aumento del volumen pulmo-
nar se asocia con el reclutamiento alveolar®!>!3. Este es
un proceso complejo en el que el aumento del volumen
pulmonar se relaciona con la apertura de nuevas unida-
des aéreas distales; para que eso se produzca es necesa-
rio que las paredes alveolares, que estaban previamente
plegadas, se desplieguen. El resultado es mayor nimero
de alvéolos, siendo éstos mds pequefios'®. El desplega-
miento de las paredes alveolares produce un mayor in-
cremento que el que produciria el simple aumento del
volumen de los espacios aéreos distales. El aumento de
la SAIT ha sido descrito siempre asociado con la insufla-
cién pulmonar®!!. En este experimento hemos podido
evidenciar, al incrementar la Ptp de 20 a 25 cm, acorta-
miento de la cuerda alveolar, lo que relacionamos con
disminucién del tamafio de los espacios aéreos distales,
y aumento de la SAI. Esto nos hace proponer que al su-
bir la Ptp de 20 a 25 cmH, 0O se ha producido un aumento
del volumen pulmonar y un desplegamiento de paredes
alveolares, aunque si bien el nimero de alvedlos no evi-
denci6 aumento significativo. Para nosotros, los pulmo-
nes fijados a 20 cm no ha desplegado correctamente sus
paredes.

Al incrementar la Ptp de 25 a 30 cm sélo se aprecid
aumento significativo del tejido que también se obser-
v6 al incrementar la presion a 35 cm. El volumen pul-
monar ha sido calculado a partir del volumen de aire y

el volumen de tejido, por lo que estas variables estdn
en colinealidad. Al relacionar las dos primeras variables
con el volumen pulmonar, mediante el test de ANCO-
VA, hemos obtenido siempre valores positivos, siendo
los mds bajos los del volumen de tejido, sobre todo en
los pulmones fijados a 20 cmH,O. El resultado del
ANCOVA sugiere que el volumen del pulmén depende
del volumen de tejido y del volumen de aire, siendo el
volumen de aire el que tiene mds peso sobre el volu-
men de aire. La influencia del volumen de tejido sobre
el volumen pulmonar aumenta cuando se sobrepasa
TLC. Por todo esto, en el modelo de fijacién propues-
to en este experimento, el volumen de tejido puede
modificarse con la Ptp, lo que puede influir en el volu-
men de tejido pulmonar. Proponemos que el aumento
del tejido obtenido en los animales fijados a 30 y 35
cmH,0O es un artefacto, consecuencia de un traspaso
de liquido desde el espacio aéreo al tejido. Debe recor-
darse que la membrana que separa al tejido del alvéolo
es semipermeable, lo que permite el traspaso de agua a
su través. Efectivamente, ha sido descrito que se puede
producir edema pulmonar de dos formas: al aumentar
la presion de fijacién o bien al utilizar fijadores con
diferentes presiones osmdticas'>'%. En nuestro caso
postulamos que al introducir liquido con Ptp alta se
ha producido edema intersticial, hecho que lo hemos
podido medir morfométricamente como aumento del
volumen de tejido. El reclutamiento observado en los
pulmones fijados a 35 cm puede ser consecuencia de
la pequefia distensién pulmonar producida por el au-
mento de la Ptp.

Proponemos que la Ptp idénea para la fijacion con li-
quido por via traqueal es de 25 cmH,0O, aduciendo dos
razones: a) a 20 cmH,O de Ptp las paredes alveolares
estan plegadas, y b) presiones iguales o superiores a 30
cmH,O producen aumento del volumen de tejido, lo
que consideramos un efecto indeseable que nos condi-
ciona a proponer como artefacto el incremento de tejido
producido por el aumento de la Ptp por encima de
25 cmH,0.

El modelo de pulmén escindido de térax y perfundi-
do con fijador por la trdquea, que se utiliza para el
estudio morfoldgico, no se acerca mucho a un estado
fisiol6gico ideal. Efectivamente, la distensibilidad pul-
monar depende de muchos factores como son: el tipo
de fijador utilizado, el flujo inicial de fijacidn, si se re-
aliza la fijacién con los pulmones in situ o escindidos,
la presién pulmonar, la presién sanguinea pulmonar al
comienzo de la fijacién'’, la temperatura'®, la osmola-
ridad del fijador', etc. Por no complicar en exceso el
experimento, se han procurado mantener constantes
todas esas posibles variables siendo la presién de ad-
ministracién del fijador la tnica variable modificada,
por ser el tnico dato que se describe en todos los tra-
bajos. Realizar un modelo que se acerque mds a un
“estado fisiol6gico” requeriria una tecnologia mads
complicada. Consideramos que teniendo como refe-
rencia los resultados obtenidos a 25 cmH,0, seria con-
veniente continuar los estudios para conseguir un mo-
delo morfoldgico del pulmén, que se aproxime mds a
una situacion fisioldgica.
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