
ORIGINAL

Daño pulmonar difuso en la rata por la administración
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El factor activador plaquetario (PAF) ha sido propuesto
como un posible intermediario en la patogénesis del síndrome
de distrés respiratorio del adulto (SDRA).

Nuestro objetivo fue evaluar el papel del PAF como media-
dor de daño pulmonar y su efecto sobre el contenido de
surfactante alveolar de ratas al ser administrado por vía endo-
venosa.

Se administró 8 (ig de PAF/kg de peso corporal a 21 ratas
Wistar de peso promedio 254 ± 55 g (DS), sacrificadas al
cabo de 1-4 y 24 horas. Como controles se utilizaron ratas
sacrificadas en iguales tiempos, pero tratadas con NaCÍ 0,9 %
ev. En el lavado broncoalveolar (LBA) se determinó contenido
de proteínas, fosfolípidos totales (PLT), fostatidilcolina disa-
turada (DSPC), recuento celular y actividad de las enzimas
fosfatasa alcalina (F.Alc) y gama-glutamiltranspeptidasa
(GGT). En cada serie se efectuó un estudio histológico y
determinación de gases en sangre arterial antes y después de
la administración de PAF.

La administración de PAF provocó una disminución del
contenido de PLT y de DSPC que fue significativa (p < 0,05)
al cabo de 1 y 4 horas. A las 4 horas hubo aumento del
recuento celular del LBA, hiperventilación y lesiones histoló-
gicas leves. No se observaron cambios en el contenido de
proteínas, ni en la actividad enzimática en ninguna de las
series tratadas con PAF.

El PAF administrado por vía endovenosa en la rata, produ-
ce una disminución del contenido de surfactante alveolar,
hecho que se acompaña de lesiones pulmonares leves aunque
difusas.
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Diffuse pulmonary damage by intravenous
administration of the platelet activator factor
to the raí

The platelet activator factor (PAF) has been postulated as a
likely mediator in the pathogenesis of adult respiratory dis-
tress syndrome (ARDS).

The aim of the present study was to assess the role of PAF
as a mediator of pulmonary damage and its effect on alveolar
surfactant content.

The effect of intravenous perfusión of PAF (8 ug/kg of body
weight) was studied in 21 Wistar rats, with an average weight
of 254 ± 55 g (SD). This serie was compared with control
rats injected with NaCÍ 0.9 % solution, at the end of 1-4 and
24 hours respectively. Total proteins, total phospholipid
(TPL), disaturated phosphatidylcholine (DSPC), cell coun-
ting and enzymatic activity: alkaline phosphatase (P.alc) and
gammaglutamyitranspeptidase (GGT) were analyzed in the
bronchoalveolar lavage (BAL). In each experimental series an
histologic study and determinations of arterial blood gases
before and after the intravenous administration of PAF were
carried out.

The administration of PAF caused a decrease of TPL and
DSPC contents at the end of 1 and 4 hours (p < 0.05). An
increase in cell counting, hyperventilation and slight histolo-
gic lesions of the lung 4 hours after administering PAF were
aiso observed. However, none significant changes were found
in these experiments in total proteins ñor in enzymatic acti-
vity from bronchoalveolar lavage.

It is concluded that the intravenous administration of PAF
in rats produced a decrease in the alveolar surfactant contení
which was associated to slight but diffuse pulmonary lesions.

Introducción

El factor activador plaquetario (PAF) pertenece a
una familia de fosfolípidos estructuralmente relacio-
nados y con un amplia actividad biológica. El compo-
nente más activo de esta familia es el l-O-hexadecil-2-
acetil-sn-glicero-3-fosfocolina. Este mediador insolu-
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ble en fase acuosa, es liberado por una variedad de
tipos celulares entre los cuales se encuentran las pla-
quetas, los macrófagos y los polimorfonucleares'.

Numerosos estudios han proporcionado evidencias
.indirectas que este fosfolípido probablemente juega
un rol en la fisiopatología pulmonar provocando en el
pulmón bronco y vasoconstricción, aumento de per-
meabilidad vascular y acumulación de células infla-
matorias2' 3. Además se ha encontrado que los macró-
fagos alveolares sintetizan PAF después de su estimu-
lación in vitro por el agente ionosforo A-231874 o in
vivo por la inhalación de endotoxinas o por la hipo-
xia5'6. El PAF puede ser recuperado en el lavado
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broncoalveolar (LBA) y es metabolizado por las célu-
las epiteliales tipo II del alveolo.

Por otra parte, estudios previos sugieren que el PAF
puede aumentar la secreción de surfactante en células
alveolares aisladas7 y también puede aumentar el con-
tenido de surfactante en el lavado broncoalveolar al
ser instilado en las vías aéreas8.

El propósito de este trabajo ha sido analizar el
efecto del PAF endovenoso como mediador de daño
pulmonar difuso y su efecto sobre el contenido alveo-
lar de surfactante.

Material y métodos

Se utilizó ratas Wistar de un peso promedio de 254 ± 55 g
DS. Una vez anestesiados los animales con pentobarbital
sódico (40 mg/kg de peso corporal) administrado por vía
intraperitoneal, se practicó una traqueostomía para colocar
un tubo de polietileno y se canuló la arteria carótida para
extraer muestras de sangre arterial al comienzo y al final del
experimento para determinar PaO^, PaCO¡ y pHa en un
equipo Astrup (Radiometer, Dinamarca, semi-automático,
modelo B-6 A-3).

También se canuló la vena yugular utilizando un tubo de
polietileno heparinizado, el que fue conectado al equipo de
perfusión (Perfusor VI, B. Braun, Alemania). Se utilizó una
velocidad de infusión de 12 ml/h, por un tiempo aproxima-
do de 20 min, para perfundir ya sea una solución de NaCÍ al
0,9 % o bien 8 u.g de PAF/kg de peso corporal suspendidos
en NaCÍ al 0,9 %. El tiempo de observación del efecto del
PAF (Sigma Chemical Co. St Louis, Missouri, USA) se
realizó al cabo de 1-4 y 24 horas.

Cumplido el tiempo de observación, cada rata fue sacrifi-
cada por exanguinación y los pulmones y el corazón fueron
extraídos y pesados para obtener la relación peso pulmón/
peso corazón y peso pulmón/peso corporal. Estas relaciones
se usaron como índice del contenido acuoso del pulmón. Los
pulmones fueron desgasificados y se efectuó lavado bron-
coalveolar (LBA) utilizando NaCÍ al 0,9 % a 4 °C a capaci-
dad pulmonar total; la operación se repitió 3 veces instilan-
do la solución salina mediante una jeringa conectada a una
cánula traqueal. La recuperación del líquido de los lavados
broncoalveolares fue 81,2 ± 3,5% del volumen inicial sin
que se observaran diferencias en el volumen del LBA recu-
perado entre las series con PAF y los controles. En alícuotas
de la mezcla de los LBA se determinó: a) contenido de
fosfolípidos totales (PLT) mediante el método de Bligh y
Dyer9, seguido por el método de Bartiett10; b) fosfatidilcoli-
na disaturada (DSPC) usando tetróxido de osmiou; c) con-
tenido de proteínas usando el método de Lowry et al12; d)
actividad de gamma-glutamiltranspeptidasa'3; e) actividad
de fosfatasa alcalina por el método de Bessey et al14; y f)
recuento celular utilizando una cámara de Neubauer y viole-
ta de genciana.

Se efectuó recuento plaquetario antes y después de la
infusión ya sea de NaCÍ 0,9 % (vehículo) o del PAF en sus-
pensión.

En cada serie experimental de 1-4 y 24 horas se realizó un
estudio histológico en los pulmones para evaluar el posible
daño producido por la administración de PAF. Como se
observaron lesiones al cabo de 4 horas del PAF ev se exami-
nó la histología pulmonar en cuatro ratas de esta serie expe-
rimental. Los pulmones se fijaron mediante la inyección de
formalina al 5 % en las vías aéreas hasta alcanzar la capaci-
dad pulmonar total y luego los pulmones se sumergieron en
formalina al 20 %. Se usó la tinción de hematoxilina-eosina

Fig. 1. Recuento de plaquetas en sangre periférica de ratas inyectadas con
8 ug de PAF/kg ev. Serie control: ratas inyectadas con NaCÍ 0,9 % ev. En
cada punto se representa la media aritmética y su error estándar.

y se estudió la morfología al microscopio óptico, utilizando
un puntaje preestablecido15 para la evaluación de las lesio-
nes.

El análisis estadístico de los resultados se realizó usando
las pruebas pareada o no pareada de Student, análisis de
varianza y la prueba de Newman-Keuls según el casoró. Un
valor de p menor de 0,05 se consideró significativo.

La actividad biológica del PAF endovenoso se evidenció
en cada serie experimental a través del recuento plaquetario.
Se encontró una caída en el recuento de plaquetas en sangre
periférica mayor que en los controles. En las series sacrifica-
das a 1 y 4 horas la plaquetopenia fue más del doble de su
respectivo valor control (fig. 1).

Resultados

En las ratas controles, la gasometría mostró un au-
mento significativo de la PaO; y una disminución
significativa de la PaCC>2 sólo al cabo de 24 horas en
relación a su valor inicial (tabla I). En las ratas trata-
das con 8 ug de PAF/kg ev se observó un aumento
significativo de la PaC>2 a las 4 y 24 horas comparadas
con su valor basal. La PaCO¡ disminuyó significativa-
mente al cabo de 1-4 y 24 horas de la administración
de PAF (tabla I). También se observó un aumento
significativo del pH 4 horas después de la administra-
ción de PAF o su vehículo.

Los índices peso pulmón/peso corazón y peso pul-
món/peso corporal no mostaron variaciones significa-
tivas en las series tratadas con PAF respecto a sus
controles en ninguno de los casos estudiados. Tampo-
co hubo diferencias significativas en el contenido de
proteínas en el LBA en las diversas series tratadas con
PAF ev en relación a su respectiva serie control
(fig. 2).

La administración endovenosa de PAF en las ratas
sacrificadas a la primera y cuarta hora produjo una
disminución significativa del contenido de PLT
(p < 0,001 y p < 0,02 respectivamente, t no pareado)
y de DSPC (p < 0,005 y p < 0,05 respectivamente, t
no pareado). En cambio, en la serie de ratas sacrifica-
das a las 24 horas no hubo cambio significativo en los
PLT ni en la DSPC en relación a su respectiva serie
control (fig. 3).
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TABLA I
Gasometría arterial en ratas tratadas con PAF ev (8 p-g/kg)

Control 80,2
.,, (n=6) (9,4)
1 " PAF 98,8

(n=7) (10,7)

Control 91,6
4 h ("=6) (10,1)
4 n PAF 83,2

(n=6) (6,6)

Control 97,8
241, (n=7) (12,3)
— " PAF 96,3

(n=5) (7,5)

PaO, (mmHg)

Inicial Final

82,0 40,4
(13,6) (10,7)
101,8 40,4
(17,4) (6,5)

81,7 48,9
(12,5) (8,9)
92,0* 35,8
(4,2) (8,6)

106,3* 33,8
(9,3) (9,9)

109,0* 35,0
(4,2) (6,0)

PaCO, (mmHg)

Inicial Final

28,3 7,4
(5,5) (0,08)
28,5* 7,4
(6,6) (0,06)

33,5 7,3
(7,9) (0,11)
21,2* 7,4
(8,9) (0,08)

26,9* 7,4
(7,5) (0,07)
24,8* 7,5
(3,3) (0,07)

PH

Inicial Final

7,4
(0,06)
7,4

(0,14)

7,4*
(0,07
7,5*

(0,12)

7,5
(0,08)

7,5
(0,04)

Cada valor representa la media, entre paréntesis error estándar de la media; n: número de ratas. Inicial: previo a la administración de PAF.
Final: al término del experimento.
* p < 0,05 (prueba pareada de Student comparando el valor inicial vs final).

El recuento celular total en el LBA aumentó signifi-
cativamente sólo en la serie tratada con PAF y sacrifi-
cada a las 4 horas (fig. 4).

El estudio histológico del pulmón de las ratas trata-
das con PAF endovenoso reveló que este mediador no
provocó daños apreciables al cabo de 1 o 24 horas. Sin
embargo, en la serie tratada con PAF y sacrificada a
las 4 horas se observó un aumento de polimorfonu-
cleares (PMN) intravasculares e intrapleurales, ade-
más de edema perivascular (tabla II y fig. 5).

La actividad de las enzimas P.alc. y GGT en el LBA
no mostró variaciones significativas en ninguna de
las series tratadas con PAF respecto a sus controles
(tabla III).

al cabo de 1 y 4 horas de su administración (fig. 3).
Este hecho difiere de otros estudios que demuestran
aumento del surfactante pulmonar por el PAF. Esta
discrepancia podría estar relacionada con las diferen-
tes vías de administración del PAF, ya que se han
observado diferencias en las respuestas fisiológicas
analizadas, según la vía de administración utilizada',
en los estudios de King et al8, el PAF fue administra-
do directamente en las vías aéreas por medio de un
catéter en la bifurcación del bronquio principal. En
estas condiciones se encontró un aumento de DSPC
de 1,5 a 6 veces en su contenido en el LBA, en tanto
que en nuestro estudio la administración de PAF se
efectuó por vía endovenosa a través de la vena yugu-

Discusión

El hallazgo más relevante de este estudio es que la
administración de PAF endovenoso en la rata provo-
có una disminución del contenido de PLT y de DSPC
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Fig. 2. Contenido de proteínas en el lavado broncoalveolar de ratas inyecta-
das con 8 ug de PAF/kg ev. Serie control: ratas inyectadas con NaCÍ 0,9 %

ev. En cada columna se representa la media aritmética y su error estándar.
Las diferencias observadas no fueron estadísticamente significativas.

Fig. 3. Contenido de fosfolipidos totales (PLT) y de fosfatidilcolina disatu-
rada (DSPC) en el lavado broncoalveolar (LBA) de ratas inyectadas con
8 ug de PAF/kg ev. Serie control: ratas inyectadas con NaCÍ 0,9 % ev. Se
observa una disminución significativa del contenido de PLT y de DSPC al
cabo de 1 y 4 h del PAF ev.
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TABLA II
Histopatología pulmonar de ratas a las 4 h de la

administración de 8 |ig de PAF/kg ev o solución salina

Histopatología

Edema alveolar
Hemorragia
PMN alveolares
Macrófagos alveolares
PMN intravasculares
Edema perivascular
Atelectasia
PMN pleurales

% (a) 0 0
% (a) 0 0

(b) 1 1
(b) 2 1
(c) 1 2
(b) 1 2

% (a) O 0
(b) 0 1

NaCÍ 0,9 %
n = 4

PAF 8 ug/kg
n=4

Fig. 4. Recuento celular del lavado broncoalveolar (LBA) de ratas inyecta-
das con 8 (ig de PAF/kg ev. Serie control: ratas inyectadas con NaCÍ 0,9 %
ev. Se observo un aumento significativo de células en el LBA al cabo de 4 h
de la administración de PAF.

(a): 0-100%, según la extensión de la lesión en el parénquima. (b): 0-4;
(0: ausentes; 1 : escasos; 2: infiltrados pequeños; 3: moderados; 4: intensos), (c);
Polimorfonucleares intravasculares (O - ausentes, 1 - 1-5; 2 - 5-10; 3 ~ 10-20;
4 > 20).

TABLA III
Actividad de fosfatas» alcalina y de gamma-glutamil-

transpeptidasa en el LBA de ratas inyectadas
con PAF ev (8 ug/kg) o con solución salina

Fig. 5. Pulmón de rata sacrificada luego de 4 horas después de la inyección
ev de PAF (8 ug/kg). Se observan tabiques alveolares engrosados e infiltra-
dos inflamatorios focales intersticiales y perivasculares. Se aprecia también
la presencia intraalveolar de macrófagos de citoplasma espumoso
(HE20X).

Tiempo

Control 1,5 2,5
l h (n-6) (O.6) (°.5)
1 " PAF 1,9 2,9

(n-6) (0,7) (1,1)

Control 1,6 3,0

^ ^ W
(n-8) (1,8) (1,5)

Series Fosfatasa
alcalina*

GGT*

* Actividad enzimática expresada en mmoles/min/ml de LBA; n: número de
ratas; cada valor representa la media y entre paréntesis su error estándar.'

lar por infusión continua. Es importante señalar que
la dosis utilizada por King et al8 fue de 0,003 ag de
PAF por rata directamente instilada en las vías aereas
in vivo, en tanto que nosotros usamos 8 (ig/kg de PAF
por vía endovenosa. Por lo tanto, la dosis utilizada en
este estudio fue considerablemente mayor que la em-
pleada por King et al y estaba en el rango subletal para
la rata17. En nuestras condiciones experimentales no
nos es posible estimar la concentración que alcanzó el
PAF a nivel de las células alveolares tipo II.

En nuestro estudio la dosis de 8 u.g de PAF/kg se
escogió realizando experimentos pilotos con dosis cre-
cientes ev de este mediador. De los 32 animales trata-
dos con infusión endovenosa de PAF, 11 ratas murie-
ron con dosis que fluctuaron entre 10 y 33 ug/kg de
peso corporal. Aún cuando el mecanismo por el cual
el PAF provoca la muerte de animales de experimen-
tación no está claramente dilucidado17, creemos que
en nuestros animales con PAF ev la muerte probable-
mente se debió a una broncoconstricción e hiperten-
sión arterial agudas.

Sin embargo, no creemos que la disminución de
PLT y de DSPC en el LBA de las ratas inyectadas con

PAF sea explicable por una menor recuperación del
LBA por broncoconstricción ya que no observamos
diferencias en el volumen de LBA recuperado al com-
parar las series controles con las tratadas con PAF.

King et al7'8 encontraron que el PAF producía un
aumento de la secreción de DSPC, tanto en células
alveolares tipo II en cultivo (5 a 6 veces su nivel
basal), como en el animal entero, aplicado intratra-
quealmente, en niveles de 1,5 a 6 veces su valor
inicial. En ambas condiciones es posible que la dosis
alcanzada en el efector haya sido mucho mayor que en
nuestros experimentos, en los cuales al aumentar la
dosis aumentaba proporcionalmente la mortalidad.
En nuestro estudio, la dosis de PAF no llegó en forma
directa o local al pulmón, por lo cual es factible que
este mediador sea metabolizado parcialmente por sis-
temas enzimáticos, tales como hidrolasas18 y/o fosfoli-
pasas del tipo C y DI9, lo cual también incidiría en su
concentración final en el tejido pulmonar.

Otros factores que podrían contribuir a explicar en
menor grado las diferencias en el efecto del PAF sobre
el pulmón podrían ser: a) la diversidad de especies
utilizadas (conejo, cobayo, rata y ratón); b) el tipo de
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modelo usado en los estudios del efecto del PAF in
vitro e in vitro en tejidos u órganos aislados que no
necesariamente reflejan la respuesta en el animal in-
tacto; y c) la composición del PAF que varía conside-
rablemente en su cadena hidrocarbonada por lo que
podría influir en su actividad.

En nuestros experimentos, la disminución del sur-
factante alveolar producido por el PAF podría deberse
a vasoconstricción pulmonar, la cual podría afectar su
síntesis de modo tal que la cantidad de material ten-
soactivo sintetizado por las células tipo II decayera
notoriamente. Otra causa podría ser la obstrucción
mecánica de la circulación pulmonar debida a la for-
mación de trombos, situación que no se observó en el
examen visual de los pulmones (no se observó pete-
quias subpleurales) como tampoco en el estudio mor-
fológico efectuado (tabla II). Estudios previos han
demostrado que en el infarto pulmonar se produce
una disminución del contenido de material tensoacti-
vo20, también se ha visto que la obstrucción unilateral
de la circulación pulmonar, con un balón inflado en
una arteria pulmonar21, provoca una respuesta bifási-
ca, un aumento seguido de una disminución del conte-
nido de surfactante.

Otra posibilidad es que se produzca liberación de
otros mediadores que a su vez pudiesen causar la
disminución del surfactante. Por ejemplo, el PAF po-
dría inducir un aumento de los niveles de las enzimas
destinadas a su metabolización, tales como hidrolasas
o fosfolipasas C y D principalmente que eventualmen-
te pudiesen afectar el contenido de material tensoacti-
vo metabolizándolo parcialmente y ocasionando, por
lo tanto, la disminución de su contenido en el LBA.

Es interesante destacar que el período post PAF en
que se encontró la mayor disminución del surfactante
(4 h), coincidió con el hallazgo de daño histológico y
de aumento del recuento de células en el LBA. El daño
pulmonar, aunque difuso fue leve, ya que no estuvo
acompañado de un aumento de proteínas ni de la
actividad de fosfatasa alcalina o de GGT en el LBA.

La actividad biológica del PAF se evidenció por
una disminución importante (a más del doble), en las
series de 1 y 4 horas de las plaquetas circulantes en
relación a sus respectivos controles (fig. 1). Este resul-
tado también difiere del de otros estudios que sugie-
ren que las plaquetas de ratas no son sensibles a la
acción del PAF debido a que no poseen o pierden sus
receptores específicos para PAF22. Nuestros resulta-
dos sugieren que este efecto sería dependiente de la
cepa de rata utilizada.

En nuestros experimentos se observa cierto grado
de hiperventilación que es especialmente significativo
en las ratas tratadas con PAF (tabla I). Esta hiperven-
tilación fue evidenciada por un aumento de la Pa0¡ y
una disminución de la PaCO^, con una alcalinización
del pH arterial, hecho especialmente evidente al cabo
de 4 horas de la administración de PAF ev. En nues-
tros experimentos esta hiperventilación parece deber-
se en parte a la manipulación de los animales, lo que
provoca estrés y a la disminución del nivel anestésico
y también en parte al PAF ev ya que la serie tratada

con PAF y sacrificada 4 horas después es la que
presenta los cambios más significativos.

Otro hallazgo que llama la atención es el mayor
contenido de PLT en el LBA tanto en las ratas contro-
les como en las tratadas con PAF a las 24 horas de
observación con un p < 0,052 utilizando análisis de
varianza y la prueba de Newman-Keuls. Este hecho
permite especular que en esta serie se agregó al menos
un factor que provocó el aumento de PLT, este factor
pudiera estar relacionado con el estrés más prolonga-
do que sufrieron estos animales, el cual podría provo-
car liberación de sustancias biológicamente activas,
entre ellas catecolaminas y corticoides, que son me-
diadores que aumentan el contenido de surfactante23.
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