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Las plaquetas han sido involucradas en la patogenia del
daño pulmonar agudo en diferentes modelos experimenta-
les. El objetivo de este estudio fue evaluar su papel en el
daño pulmonar inducido por la instilación intratraqueal de
HC1 0,1 N (2 ml/kg).

Se instiló HC1 o bien NaCÍ 0,9 % en ratas con plaquetas
normales o con dos niveles de plaquetopenia: a) menos de
100.000 plaquetas/mm3 y b) entre 100.000 y 200.000
plaquetas/mm3 en sangre periférica.

La trombodtopenia se indujo inyectando a las ratas in-
traperitonealmente con suero antiplaquetario previamente
preparado en el conejo. A las 4 horas post instilación se
efectuó estudio histológico pulmonar y se determinó pro-
teínas y surfactante alveolar (fosfolípidos totales y fosfati-
dilcolina disaturada) en el lavado broncoalveolar (LBA);
pre y post instilación de HC1 se practicó gasometría arte-
rial.

La instilación de HC1 produjo hipoxemia, hiperventila-
ción, edema pulmonar, reacción inflamatoria y aumento
de protemas en el LBA en las ratas con y sin trombodto-
penia. El surfactante aumentó significativamente en las ra-
tas con mayor trombocitopenia instiladas con HC1.

De acuerdo a este resultado, las plaquetas no jugarían
un papel relevante en el daño pulmonar inducido por
HC1; sin embargo ellas o alguno de sus componentes pod-
rían tener algún papel en el control del nivel de surfac-
tante alveolar.
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Role of platelets in the pulmonary damage
induced by the intratracheal instillation of
hydrochioric acid in rats

Platelets have been implicated in the pathogenesis of
acute pulmonary damage in several experimental models.
The aim of the present study was to assess their role iii the
pulmonary damage induced by the intratracheal instilla-
tion of HC1 0,1 N (2 ml/kg).

HC1 or NaCÍ 0,9 % were instillated to rats with normal
platelets or with two levéis of thrombopenia: a) less
than 100.000 platelets/mm3, and b) between 100,000 and
200.000 platelets/mm3 in peripheral blood.

Thrombocytopenia was induced by the intraperitoneal
injection of antiplatelet serum previously prepared in rab-
bits. Four hours after the instillation, histologic lung study
was perfonned, and proteins and alveolar surfactant (total
phospholipid and disaturated phosphatidylchoHne) were
measured in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid. Ar-
terial blood gases were measured before and after HC1 in-
stillation.

HC1 instillation resulted in hypoxemia, hyperventílation,
pulmonary edema, inflammatory reaction and increased
protein level m the BAL fluid in the rats with and without
thrombocytopenia. Surfactant was significanfly increased
in rats with more severe thrombocytopenia and HC1 instil-
lation.

According to these results, platelets wouid not play a
relevant role in the HC1 induced pulmonary damage; how-
ever, platelets themselves or some of their eomponents
might play some part in the control of the level of alveolar
surfactant.

Introducción

La instilación intratraqueal de ácido clorhídrico
provoca en la rata al cabo de cuatro horas edema pul-
monar por aumento de la permeabilidad vascular, re-
acción inflamatoria y fallo respiratorio agudo'.
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Estos cambios son similares a aquellos encontrados
en otros modelos animales de daño pulmonar agudo y
en el síndrome de distrés respiratorio del adulto
(SDRA) asociado a la aspiración de contenido gás-
trico observado en humanos2.

Los mecanismos patogénicos que participan en el
daño pulmonar agudo no están claramente dilucida-
dos. Últimamente se ha sugerido que diferentes célu-
las y substancias vasoactivas pueden participar como
posibles mecanismos mediadores del daño pulmonar.
Entre estos están las plaquetas y sus mediadores3.

En diferentes modelos de SDRA se ha encontrado
una disminución del número de plaquetas circulantes
y un secuestro de éstas en el parénquima pulmonar,
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lo que ha hecho pensar a algunos investigadores que
las plaquetas, o algunos de sus mediadores, pueden
jugar algún papel en la patogénesis de la insuficiencia
respiratoria provocada por el aumento de la permea-
bilidad vascular pulmonar4. Sin embargo hasta hoy,
esta hipótesis permanece en controversia5.

El objetivo de este trabajo fue determinar si las pla-
quetas juegan algún papel patogénico en el daño pul-
monar agudo inducido por la instilación intratraqueal
de HC1 en la rata.

Material y métodos

Se utilizó ratas Wistar de un peso promedio de 342,5 g ± 3,8 DS.
Una vez anestesiados los animales con pentobarbital sódico (40 mg/
kg de peso corporal) administrado por vía intraperitoneal, se proce-
dió a realizar una traqueostomía para colocar un tubo de polietileno
y a canillar la arteria carótida para extraer sangre arterial al co-
mienzo y al final del experimento con el fin determinar Pa0¡,
Paco;y pH.

A través de la cánula traqueal se instiló 2 ml/kg de peso corporal
de HC1 (0,1 N) o bien solución salina 0,9 % en ratas con niveles
normales de plaquetas circulantes o con dos niveles de plaquetope-
nia:

a) menos de 100.000 plaquetas/mm3 de sangre circulante
b) entre 100.000 y 200.000 plaquetas/mm3 de sangre circulante.
La disminución del número de plaquetas circulantes en la sangre

de las ratas se logró mediante la inyección intraperitoneal de diferen-
tes dosis de suero antiplaquetario previamente preparado en conejos
mediante la técnica de Castellan y Steiner".

Se formaron así las siguientes series experimentales:
1. Serie HC1: constituida por ocho animales que recibieron la ins-

tilación intratraqueal de 2 ml/kg de peso corporal de HC1 0,1 N y
con un recuento de plaquetas circulantes normales
[764.000 ± 265,000 (DS)/mm5].

2. Serie solución salina: constituida por nueve animales con
número de plaquetas circulante» normales (618.570 ± 158.970/
mm3) que fueron instiladas con 2 ml/kg de solución salina.

3. Serie solución salina en ratas plaquetopénieas. Bita serte es-
tuvo constituida por ocho animales con niveles de plaquetas circu-
lantes de promedio 78,500 ± 23,707/mm3 que recibieron la instila-
ción de solución «aliña 0,9 % a través de la tráquea,

4. Serie HC1 en ratas plaquetopénieas; < 100,000 plaquetas/
mms (SAP1). Esta ferie estuvo constituida por nueve ratas plaque-
topénicas (31.777 ± 20.000/mm') que recibieron la instilación in-
tratraqueal de 2 ml/kg de HC10,1 N.

5. Serie HC1 en rata» plaquetopénieas; entre 100.000 y 200.000
plaquetas/min3 (SAP2), Esta serie estuvo constituida por nueve ra-
ta» plaquetopénieas (142,888 ± 42,120/mm') que recibieron 2 mi/
kg de HC10,1 N por vía intratraqueal.

Cuatro horas después de la Instilación intratraqueal de HC1 o solu-
ción salina se procedió a la extracción de sangre arterial para deter-
minar PaOg y pH e inmediatamente después se sacrificaron los ani-
males mediante exsanguinación.

Los pulmones y el corazón fueron extraídos y pesados para obte-
ner la relación peso pulmón/peso corporal, peso pulmón/peso cora-
zón y par» realizar un lavado broneoalveolar (LBA).

Las relaciones peso pulmón/peso corporal y peso pulmón/peso
corazón se usaron como Índice del contenido acuoso del pulmón. En
el LBA se determinó; a) contenido de testolípidos totales (PLT) me-
diante el método de Bligh y Dyer7, seguido por el método de Bart-
lett*. b) fosfatidilcolina disaturada (PCDS) usando tetróxido de os-
mio ' y e) contenido de proteínas usando el método de Lawry et al10.

En dos pulmones de cada serie experimental se realizó un estudio
histológico para evaluar el daflo inducido por HC1. §e fijaron los
pulmones mediante la inyeccióo de los bronquios con termalina al
5 % hasta la capacidad pulmonar total y luego se sumergieron en
termalina al 20 %, Se usó la tinción de hematexilina-eosina y »e es-
tudió la histología al microscopio óptico,

II análisis estadístico de los resultados se realizó usando test pa-
reado de Student, análisis de varianza y test de Newman-Keulsn,
según el caso. Un valor de p menor de 0,05 se consideró signifi-
cativo,

Reiultadoi

Los pulmones de las ratas que recibieron la instila-
ción intratraqueal de 2 ml/kg de HC10,1 N presenta-
ron macroscópicamente al cabo de 4 horas edema y
zonas de hemorragia pulmonar (fig. 1). La histología
de estos pulmones mostró edema intraalveolar, inters-
ticial, perivascular y peribronquial así como la presen-
cia de células inflamatorias en estas mismas regiones
pulmonares (fig. 2). La inducción de plaquetopenia
por suero antiplaquetario no modificó las alteraciones
pulmonares provocadas por HC1.

Los índices peso pulmón/peso corporal y peso pul-
món/peso corazón de las ratas que recibieron la insti-
lación intratraqueal de HC1 fueron significativamente
más altas que los controles. Lo mismo ocurrió con el
contenido de proteínas en el lavado broneoalveolar
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de las ratas que recibieron HCL, puesto que presenta-
ron un aumento significativo de éstas en comparación
con el grupo control (fig. 3). Los cambios descritos se
observaron en todas las series de ratas que recibieron
HC1, ya sea que tuvieran recuentos de plaquetas en
sangre periférica normal o los dos niveles de plaque-
topenia ya señalados (fig. 3).

En relación al comportamiento de los gases en san-
gre arterial se observó que la instilación intratraqueal
de HC1 provocó una caída significativa de la Pa0¡ sin
modificar el pH. Esta hipoxemia e hiperventilación
inducida por el HC1 se detectó tanto en los animales
con plaquetas circulantes normales como en aquellos
a los cuales previamente se les indujo una plaqueto-
penia mediante la inyección intraperitoneal de suero
antiplaquetario (tabla I).

Al estudiar el contenido de surfactante alveolar en
el lavado broncoalveolar mediante el análisis de los
PLT y la PCDS encontramos que la instilación intra-
traqueal de HCL en animales con recuentos plaqueta-
rios normales en sangre circulante no produjo cam-
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Fig. S. Contenido de proteínas en el lavado broncoalveolar e índice» peso
pulmón/pelo coraion, pelo pulmón/pew corporal en ralas Instiladas con
HC1 0,1 N o NaCÍ 0,9 % y con diferente» nivele» de plaquetas en «angre cir-
culante. SAP 1: < 100.000 plaquelBS/mm1. SAP 2-entre 100.000 y
200.000 plaquelaf/mm •'. p calculada por análisis de varlanza y leal de New-
man-Keuls, •p < 0,05 cuando son comparadas con loo grupos con solución
salina. La línea vertical sobre cada columna repreicnla el error estándar.

bios significativos de estos índices al cabo de 4 horas
en comparación con los controles que recibieron so-
lución salina. En cambio hubo aumento significativo
de los PLT y la PCDS en el lavado broncolveolar de
las ratas plaquetopénicas sea que hubieran recibido
solución salina o HC1.

Los animales con menos de 100.000 plaquetas/
mm3 en sangre periférica que recibieron la solución
salina a través de la cánula traqueal presentaron un
aumento de un 41 % en los PLT y de un 50 % en la
PCDS, con respecto a los animales que recibieron so-
lución salina y tenían recuentos plaquetarios norma-
les. Las otras series experimentales de ratas plaqueto-
pénicas (con menos de 200.000 plaquetas/mm3 de
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sangre circulante) y que recibieron la instilación intra-
traqueal de HC1 presentaron al cabo de 4 horas un
aumento significativo tanto de los PLT como de la
PCDS en comparación a las ratas que recibieron HC1
o solución salina pero que tenían recuentos plaqueta-
rios normales (fig. 4).

Discusión

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren
que las plaquetas no jugarían un papel iniciador o
amplificador del daño pulmonar inducido por la insti-
lación íntratraqueal de HC1 en la rata. La serie de ani-
males con recuentos plaquetarios normales antes de
la instilación de 2 ml/kg de HC1 0,1 N presentó al
cabo de cuatro horas una caída de las plaquetas del
30 % además de hipoxemia, hiperventilación, edema
e inflamación pulmonar. Esta caída de las plaquetas
observada en nuestro modelo experimental no fue
significativa, como tampoco lo fue en otro trabajo
realizado en nuestro laboratorio12 mediante la infu-
sión iv de ácido oléico (10 mg X kg~1 X min~1).

Estos resultados son diferentes a los de otros inves-
tigadores, en los cuales se encuentra caída significa-
tiva de las plaquetas circulantes con secuestro de ellas
en la circulación pulmonar. Spragg por su parte4, en-
contró en conejos que recibieron una infusión de
ácido oléico una caída significativa de las plaquetas
marcadas con Indio-134 en el plasma, en tanto que la
marca aumentó a nivel pulmonar, por lo que sugirió
que las plaquetas o algunos de sus marcadores po-
drían participar en el daño vascular por aumento de
la permeabilidad pulmonar. En nuestro trabajo obser-
vamos que en los animales que presentaban un re-
cuento plaquetario menor de lOO.OOÜ/mm3 en la san-
gre circulante (promedio 40.000 para la serie SAP 1)
previo a la instilación de HC1 también existía daño
pulmonar semejante a la serie que recibió HC1 y tenía
recuentos plaquetarios normales. Por la posibilidad
de que muy bajos recuentos plaquetarios en vez de
proteger al pulmón de la instilación de HC1 fueran fa-
cilitadores del daño especialmente de hemorragias, es
por lo que trabajamos con un segundo grupo de ratas
plaquetopénicas (SAP 2) que tenían un recuento en-

r¡g. 4. Contenido de loxfolfpidos totales (PLT) y dipalmiloil (osiatidilcolina
(PCDS) en el lavado broncoalveolar en ratas instiladas con HC1 0,1 N o
NaCÍ 0,9% y con diferentes niveles de plaquetas circulantes; SAP 1:
< 100.000 plaquetas/mm1; SAP 1 + 2: < 200.000 plaquetas X mm'. p cal-
culada por análisis de varianza y test de Newman Keulsj ' ~ p < O.OS cu-
ando los grupos con suero antiplaquetario (SAP) son comparados con los sin
SAP. La línea vertical sobre cada columna representa el error estándar de la
media.

tre 100.000 y 200.000 plaquetas/mm3 en sangre pe-
riférica. En este grupo tampoco observamos protec-
ción pulmonar, por lo que suponemos que
probablemente la caída de las plaquetas circulantes
con el secuestro a nivel pulmonar encontrado en mu-
chas series experimentales de SDRA, como también
se ha observado en humanos, corresponda a un epife-
nómeno secundario al daño pulmonar y no sea un
evento iniciador. Posiblemente las plaquetas pueden
intervenir en la génesis de la hipertensión pulmonar
como se ha señalado en distintas investigaciones13.
Nuestro diseño experimental no contemplaba la me-
dición de presiones del circuito pulmonar, ni del dé-
bito cardíaco, de modo que desconocemos la partici-

TABLA I1 AHLA 1
Gases en sangre arterial y pHa de ratas tratadas con HC1 y con distintos niveles de plaquetas en sangre periférica

NaCÍ 0,9 % 67
(n - 7) (8,9)

NaCÍ 0,9 % + SAP 1 70
(n - 7) (9,5)

HC10,1N 82,8
(n-6) (10)

HC10.1N+SAP1 68,5
(n-9) (7,8)

HC1 0,1 N+SAP 2 62
(n-9) (8,2)

Pa0¡mmHg

Basal Post instilación

67,4 4,0
(13,5) (4,5)
67,6 41,4
(8,8) (4,2)
55,8 •'' 38
(3,5) (4,7)
45,9a 39,4
(10) (3,7)

44,5 ' ' 39,1
(13,7) (2,6)

PaCO;

Basal

mmHg

Post instilación

33,5a 7,36
(5) (0,01)

34,6a 7,34
(4,6) (0,025)
34* 7,41
(3,6) (0,02)
34,5 7,35
(8,8) (0,024)
37,9 7,36
(10) (0,024)

pHa

Basal Post instilación

7,41
(0,02)
7,41

(0,03)
7,41

(0,02)
7,34

(0,14)
7,35

(0,11)

Cada valor representa la media, entre paréntesis su desviación estándar; n: número de ratas. SAP 1—100.000 plaquetas/mm3. SAP 2 — entre 100.000 y
200.000 plaquetas/mm3. & — p< 0,05 (test pareado de Student).
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pación de alteraciones hemodinámicas en la génesis
de las alteraciones estudiadas.

Lo sorprendente de este trabajo fue que encontra-
mos un aumento del surfactante alveolar medido a
través de los PLT y de la PCDS en el lavado bron-
coalveolar en las series experimentales de ratas pla-
quetopénicas, ya hubieran recibido Hd, o solución
salina a través de la cánula traqueal. A las 4 horas de
la instilación de HC1 no encontramos una modifica-
ción significativa de los índices de surfactante, como
ya lo habíamos comunicado en un trabajo previo'.
Sin embargo, este aumento ocurrió a las 48 horas
post-instilación. El grupo de ratas plaquetopénicas y
que recibió HC1, presentó a las 4 horas un aumento
significativo de ambos índices de surfactante, en tanto
que las ratas plaquetopénicas que recibieron solución
salina presentaron aumento significativo de los PLT y
del 50 % de la PCDS, que no alcanzó a ser significa-
tivo posiblemente por la dispersión de los datos. Es-
tos resultados sugieren que las plaquetas o algunos de
sus mediadores posiblemente jueguen algún papel en
el control del surfactante alveolar en el daño pulmo-
nar agudo. King et al, comunicaron que el factor acti-
vador de plaquetas (PAF) que es sintetizado y secre-
tado por las propias plaquetas además de otras
células, es capaz de inducir la síntesis y secreción de
surfactante por neumodtos tipo II cultivados in vi-
tro

u
. Este mismo investigador encontró que la insti-

lación intratraqueal o la inyección por vía intravenosa
de PAF en ratas vivas también aumentaba el surfac-
tante en el lavado broncoalveolar ". Es posible que
en nuestro modelo experimental, el PAF sea el factor
que media este aumento del surfactante alveolar en-
contrado en las ratas plaquetopénicas. Esto podría
ocurrir por efecto del suero antiplaquetario que,
como lo pudimos comprobar en nuestro laboratorio,
produce lisis de las plaquetas con liberación de su
contenido al medio sanguíneo. Algunas de las sustan-
cias liberadas por las plaquetas, entre ellas el PAF o
el tromboxano A2, podrían haber sido inductores de
una mayor secreción de surfactante. En un trabajo
previo, Oyarzún et al sugieren que el aumento de sur-
factante observado en el daño pulmonar agudo indu-
cido por la infusión e.v. de ácido oleico en el conejo
seria mediado por tromboxano A2lb. De modo que
las plaquetas que poseen la capacidad de sintetizar,
almacenar y liberar estos poderosos mediadores pod-
rían participar en el control de surfactante en el daño
pulmonar a través de PAF y/o Tx A¡.
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