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ARTICULO DE INVESTIGACION

LOBECTOMIiA EN RATAS. MODELO QUIRURGICO
EXPERIMENTAL. RESULTADOS EN LA DENSIDAD
ALVEOLAR¥*
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Andrés Navarrete H.?, Felipe Zaniga H.!, Pedro Zitko M.,
Cristian Garcia B.3, Sergio Gonzalez B.4, Sergio Zuiiiga R.

' Division de Cirugia, Departamento de Cirugia Pediatrica y Cirugia General, Hospital Clinico Universidad
Catolica de Chile.

2 Laboratorio de Neuroetologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Departamento de Rayos, Hospital Clinico Universidad Catdlica de Chile.

4 Departamento de Anatomia Patologica, Hospital Clinico Universidad Catélica de Chile.
Santiago, Chile.

Abstract

Development of a rat model of lung lobectomy

Background: Surgical lung resection is required for multiple pulmonary diseases. After these pro-
cedures, the lung experiences a compensatory growth, which can be studied in animal models such as rats.
Aim: To develop a surgical model of lung lobectomy in rats. Material and Methods: Forty seven rats of the
strain Rattus norvegicus were used. Animals were anesthetized with atropine, ketamine and xylacine. The
airway was managed with a facial mask to avoid intubation. An anesthetic evaluation protocol was followed
and animals were oxygenated using a cephalic veil. Forty rats were subjected to a right lobectomy and seven
animals were sham operated. Rats subjected to lobectomy were sacrificed at one, two, three and four weeks
after operation. Results: All operated rats survived. There were significant differences in the number of alveo-
lar intersections among rats subjected to lobectomy and sacrificed at three weeks compared to sham operated
animals, with a lower number of alveoli among the former. Conclusions: We were able to develop the model
of lobectomy, however we failed to demonstrate a compensatory growth among rats subjected to lobectomy.

Key words: Lobectomy, experimental surgery, rat.

Resumen

Introduccién: En la literatura estd documentado que diferentes mamiferos tienen la capacidad de creci-
miento compensatorio post reseccion pulmonar parcial. Objetivo: Crear un modelo quirurgico de lobectomia
en ratas, factible de desarrollar en nuestro medio, exponiendo algunas originalidades en relacion a procedi-
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mientos de ventilacion pulmonar, comunicando los resultados de la densidad alveolar obtenidos. Animales y
Métodos: Se utilizaron 47 ratas Rattus norvegicus. Se aplicd como anestesia Atropina, Quetamina y Xilacina.
Para el manejo de la via aérea se disefld: 1. Un sistema de ventilaciéon con mascara facial tipo ambu evitando
asi la intubacidn traqueal. 2. Un protocolo de evaluacion anestésica. 3. Un halo para oxigenar. 4. Se modifico
un estetoscopio para realizar auscultacion animal. Se practicd una lobectomia pulmonar derecha. Los sujetos
fueron separados en Grupo Control (n = 7) y Grupo Experimental (n = 40), estos ultimos, separados en cuatro
grupos (n = 10, cada grupo), que fueron sacrificados en las semana 1, 2, 3 y 4. Resultados: Se logré 100%
de sobrevida. El nimero de intersecciones alveolares mostr6é diferencias significativas entre el grupo control
y el grupo experimental sacrificado en la semana 3 (p = 0,0016), con un menor niimero de alvéolos en el
grupo experimental. Conclusién: Es factible realizar un modelo de cirugia pulmonar en ratas, con obtencion
de un 100% de sobrevida. Esto se logra por adecuaciones en el manejo pre e intra-operatorio. No se pudo
demostrar que exista aumento significativo en el numero de alvéolos, posiblementee por el bajo ntimero de

casos realizados.

Palabras clave: Lobectomia en ratas, neumonectomia en ratas, anestesia en ratas, crecimiento com-

pensatorio pulmonar en ratas.

Introduccion

El pulmoén es una estructura bastante singular,
ya que durante el nacimiento presenta un cambio
asombroso en su adaptacion al reemplazar liquido
por aire, lo que al parecer, no causaria efectos en el
tejido pulmonar. Ademads se nace con una fraccion
de los alvéolos del adulto, los que terminan de for-
marse mediante la maduracion microvascular y la
alveolizacion, ambos procesos, muy similares tanto
en humanos como animales, sobre todo, en ratas’.

La cirugia resectiva pulmonar, constituye el trata-
miento de multiples patologias benignas y malignas,
tanto en niflos como en adultos. Se ha visto que el
pulmon restablece su masa, estructura y funcion pos-
terior a estas cirugias, lo que llamamos, crecimiento
compensatorio. Este desarrollo compensatorio se ha
estudiado en diferentes animales, en los que la rata
es quien muestra una asombrosa similitud con los
humanos, tanto en la anatomia, como en el desa-
rrollo funcional pulmonar!, por tanto, dicho animal
es un buen modelo para estudiar la forma como
se produce este incremento, si existe simplemente
hipertrofia, hiperplasia alveolar o mezcla de ambos
mecanismos, después de una lobectomia pulmonar.

La mayoria de los modelos descritos de lobec-
tomia pulmonar en ratas son costosos y dificiles de
llevar a cabo. Por esto, nuestros objetivos fueron de-
sarrollar un modelo quirtrgico factible de realizar en
nuestro medio, practicar la experiencia y comunicar
los resultados obtenidos.

Material y Método

Se disefi6 un modelo quirtrgico de lobectomia en
ratas, con la particularidad anestésica de evitar la in-
tubacion, dado la dificultad, alto costo y mortalidad
de este ultimo procedimiento. Las cirugias fueron
realizadas por un cirujano pediatrico, con experien-
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cia en patologia pulmonar en nifos.

El protocolo de implementacion fue aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad, con los cinones
establecidos para ello.

Sujetos experimentales

Se utilizaron 47 ratas de la especie Rattus nor-
vegicus, cepa Sprague-Dawley, obtenidas en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Pontificia Universidad Catolica de Chile, de una
edad promedio de 1 mes, y un peso entre 150-250
g. Los animales fueron mantenidos en jaulas indivi-
duales con ciclo de luz y vigilia, y con alimentacion
y agua ad libitum.

Anestesia

Se aplicd Atropina 0,01 mg/kg intraperitoneal
como premedicacién anestésica, con el fin de ate-
nuar la bradicardia producida al abrir la cavidad
toracica de los animales. Para la cirugia, los sujetos
fueron anestesiados con Quetamina 0,5 mg/kg y
Xilacina 0,4 mg/kg intraperitoneal. Se realizd el
manejo de la via aérea utilizando un sistema de
ventilacion con mascara facial tipo ambu (Figuras
1y 2), con un tubo plastico (parte rigida de un go-
tario) y un matraz de suero vacio, conectados entre
si por bajadas de suero, y hacia la red de oxigeno
central, para aplicar presion positiva, evitando asi la
intubacion traqueal. Ademas, como anestesia local
se aplico Lidocaina 0,66% en la zona de la incision.

Se disefio un protocolo de evaluacién anestésica
y una hoja de evolucion, que se aplicaba durante la
cirugia y en el seguimiento diario del animal hasta
el dia de su sacrificio.

Ademéds, en el postoperatorio inmediato, para
proporcionar un ambiente “oxigenado”, se fabrico
un “halo cefélico” de plastico dentro del cual se
mantenia a la rata hasta que despertase y se moviera
(Figura 3).
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Figura 1. Ventilacion con mascara facial realizado con
plastico de gotario.

Figura 2. Matraz de suero utilizado como ambt, conec-
tando la via aérea de la rata a la red de oxigeno central.

Figura 3. “Halo” para proporcionar oxigeno.

Para lograr una adecuada auscultacion intra y
postoperatoria se cambi6 la campana del fonendos-
copio por otro tubo plastico (parte rigida de otro
gotario) (Figura 4).

La temperatura, ventilacion, oxigenoterapia,
estado de su pelaje y diuresis fueron controlados en
todos los sujetos operados hasta la recuperacion de
su movilidad habitual.

Cirugia

Una vez inmovilizada la rata, se rasuraba su pela-
je en la region tordcica, en la zona en la cual se rea-
lizaria la cirugia. Luego de la infiltracion anestésica
local, se realizaba una incision en la piel de la pared
toracica anterolateral derecha, con diseccion por
planos. La musculatura era separada, realizandose
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Figura 4. Fonendoscopio adaptado para una mejor aus-
cultacion.

ademas un bloqueo nervioso intercostal local con
Lidocaina 0,66% (Figura 5). Una vez abierto el torax
en un espacio intercostal, se identificaba el 16bulo
medio o inferior pulmonar, el cual era extirpado a
nivel del hilio pulmonar previa instalacion de un clip
pequefio (Figura 6). Una vez revisada la hemostasia,
se practicaba la sutura de la pared con vicryl 4/0, y
se aspiraba la cavidad toracica (aspiracion del neu-
motoérax), utilizando para ello un teflon niimero 22 y
una jeringa de 10 cc para hacer el vacio (Figura 7).
Al estar cerrada la piel se esperaba la recuperacion
con el “halo cefalico” instalado, que proveia a los
animales de un ambiente oxigenado. Se realizaba
auscultacion pulmonar y cardiaca de manera rutina-
ria. En esa etapa se empleaba también un calentador
ambiental. Una vez recuperada la diuresis y algunos
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Figura 5. Diseccion plano muscular e infiltracion con
lidocaina.
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Figura 6. Seccion del 16bulo luego de aplicar
clip.

movimientos corporales, las ratas eran devueltas a su
jaula y controladas hasta que se observaran activas
y alertas. El volumen pulmonar postoperatorio y la
ausencia de neumotorax, fue controlado mediante
una radiografia de torax en algunos individuos ope-
rados (Figura 8). Todas las ratas sobrevivieron al
procedimiento y se recuperaron satisfactoriamente.

Los sujetos fueron separados en Grupo Control
(n = 7) y Grupo Experimental (n = 40). El Grupo
Experimental a su vez fue separado en cuatro grupos
(n =10, cada grupo). Todas las ratas de este Gltimo
grupo fueron sometidas a una toracotomia derecha
anterolateral para la extirpacion del lobulo medio
o inferior del pulmon derecho. Las ratas del grupo
control fueron sometidas a una cirugia Sham que

Figura 8. Radiografias de torax en las
que no se evidencia neumotorax.
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consistié en la misma cirugia practicada a los indi-
viduos del grupo experimental pero sin extirpacion
de ningln l6bulo pulmonar. Los sujetos del grupo
experimental fueron sacrificados dentro de la sema-
na 1, 2, 3 y 4, seglin el grupo al cual pertenecieron.
Las ratas fueron sacrificadas utilizando Pentobarbital
50 mg/kg intraperitoneal.

Posterior al sacrificio, el pulmdn remanente en las
ratas del grupo experimental y el pulmén completo
en las ratas del Grupo Control fueron extirpados.
Los pulmones extirpados fueron fijados con for-
malina 10% para realizar los cortes histologicos
de esta estructura. Los cortes fueron montados en
portaobjetos embebidos en Albuimina y tefiidos
con Hematoxilina/Eosina y Tricromato de Masson.
Para estimar el nimero de alvéolos presentes en los
pulmones del grupo control y experimental segun
la semana de sacrificio postoperatorio, obtuvimos
micrografias de los cortes histoldgicos de (tamafio
micrografia: 10 x 15 cm; aumento: 100X) y elegi-
mos la micrografia central de uno de los l6bulos ex-
tirpados en cada individuo. Para estimar la densidad
alveolar en estas micrografias nosotros construimos
una gradilla del mismo tamafio que las fotografias,
consistente de una serie discontinua de lineas de 10
mm de largo separadas horizontalmente por 0,4 mm.
y verticalmente por 15 mm. Esta gradilla fue sobre-
puesta a cada una de las fotografias, realizandose un
conteo del numero de alvéolos que coincidieron con
las lineas de la gradilla. Este conteo fue realizado
por cinco experimentadores diferentes para los gru-
pos experimentales y cuatro para el grupo control,
que fueron ciegos al grupo de pertenencia del sujeto
experimental del cual provenia el corte de pulmén
analizado. A partir de estos datos, se eliminaron los
valores minimos y maximos registrados para cada
rata. Se calculd el promedio entre los valores de las
intersecciones alveolares que permanecieron en el
analisis.

Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados
usando el programa STATISTICA 8 para Microsoft
Windows, usando ANOVA y t de Student.

Resultados

Todas las ratas, ya fueran control o experimen-
tales, se recuperaron exitosamente después de la
intervencion quirtirgica a la cual fueron sometidas
(sham o lobectomia pulmonar, respectivamente),
siendo rigurosamente evaluadas. No hubo muertes
durante las semanas de observacion.

Después de eliminar los valores minimos y
maximos, los valores de las intersecciones alveo-
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lares no mostraron diferencias significativas entre
los experimentadores que midieron esta variable en
los grupos experimentales (p = 0,0722). La estima-
cion del nimero de alvéolos a través del conteo de
intersecciones alveolares con la gradilla sobre las
micrografias mostré diferencias significativas entre
los grupos experimentales (p = 0,0012). El nimero
de intersecciones alveolares mostrd diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo ex-
perimental sacrificado en la semana 3 postoperatoria
(p = 0,0016) y entre los grupos experimentales sa-
crificados en las semanas 1y 3 (p = 0,0064), siendo
el conteo de alvéolos en los grupos experimentales,
significativamente menor.

Dado que nosotros realizamos el conteo alveolar
en micrografias del mismo tamafio y aumento, el po-
sible efecto del tamafo del pulmén en los distintos
grupos experimentales es eliminado.

Discusion

El pulmén es un 6rgano que se termina de de-
sarrollar post nacimiento. Se estima que nace con
menos de 50 millones de alvéolos, llegando a conte-
ner mas de 300 millones en el adulto, por lo que la
alveolizacion es claramente un factor post natal'. Es
por eso que se estima que en los humanos, el 85% de
la neo alveolizacion ocurre después del nacimiento.

La lobectomia e incluso la neumonectomia, es
por lo general, el tratamiento de las malformaciones
broncopulmonares en nifios y es el tratamiento de-
finitivo para las patologias neoplasicas en el adulto.
Afortunadamente, los mamiferos tienen la capacidad
de compensar la pérdida de tejido pulmonar?, docu-
mentado este crecimiento pulmonar compensatorio
tras neumonectomia unilateral en perros, conejos,
hurones, ratas y ratones®, permitiendo la completa
restauracion del intercambio gaseoso. Ahora bien,
este crecimiento pulmonar compensatorio, juega un
papel importante, sobre todo en niflos menores de 5
afios, donde la normalizacion de la funcion ventila-
toria post lobectomias es total®.

Se ha publicado que en perros inmaduros se
logra una total restauracion del tejido perdido post
neumonectomia. En cambio, en perros adultos, es
necesario resecar sobre un 55% del tejido pulmonar,
para provocar el crecimiento pulmonar post neumo-
nectomia’.

El crecimiento pulmonar puede diferir segin
edad, sexo, estado hormonal o la calidad del teji-
do pulmonar’. Existen estudios que explican esta
compensacion a través de la creacion de nuevos
alvéolos en el pulmoén residual®, mientras que otros,
lo explican exclusivamente o en su mayoria, por
crecimiento de los alvéolos restantes’.
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Voswinckel et al, logra demostrar en su trabajo, que tras
una neumonectomia unilateral en ratas adultas, sigue un ra-
pido crecimiento compensatorio en el pulmoén remanente, el
cual incluye proliferacion celular (tanto de las células septales
como incluso de las células endoteliales, células epiteliales,
células de musculo liso y fibroblastos)®. Esto conduce a la
restauracion de una superficie alveolar de tamafio adecuado y
de los pardmetros de funcion respiratoria®.

Fernandez et al, demuestran en su trabajo, que el creci-
miento compensatorio puede ser reiniciado en los pulmones
que se han sometido previamente a crecimiento compensa-
torio post neumonectomia, sin embargo, este crecimiento es
mas hipertrofico y desarrollan hipertension pulmonar a pesar
del crecimiento compensatorio. Esto ultimo, principalmente
asociado a la remocion de mas del 50% del tejido pulmonar?®.

Tanto en humanos como en ratas, la formacion de alveolos
tienen en comun, que se forman inicialmente creciendo hacia
el interior de los tabiques o crestas secundarias de las paredes
de sus precursores mas grandes, los saculos'’, es por ello que
el modelo de cirugia pulmonar en ratas es un buen modelo
para el estudio de crecimiento compensatorio pulmonar.
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Figura 10. Intersecciones alveolares resumidos por semana.

En nuestro trabajo, no logramos demos-
trar que se produzca un crecimiento com-
pensatorio pulmonar, pues obtuvimos una
diferencia significativamente menor en el
conteo de alvéolos en las ratas experimen-
tales sacrificadas entre la primera y cuarta
semana, versus las ratas control (Figura
9). Ahora bien, al graficar el nimero de
alvéolos resumidos por semanas, logramos
ver que entre la tercera y cuarta semana, la
curva muestra un aumento no significativo
en el numero de alvéolos (Figura 10). Es
probable, que aumentando las semanas
de tiempo postoperatorio (mas alla de la
cuarta semana), podriamos encontrar un
aumento significativo del nimero de al-
véolos, que vemos insinuado en el grafico
anterior.

Por otro lado, consideramos que la
creacion de un sistema de ventilacion con
mascara facial tipo ambu, (que evita la in-
tubacion traqueal), es un aporte novedoso
para el manejo intra operatorio de las ratas,
en cualquier modelo quirtrgico en esta es-
pecie, al no tener muertes tanto intra como
post operatorias. Esto junto a la imple-
mentacion de un protocolo de evaluacion
anestésica continua durante la cirugia, el
“halo” para oxigenar y la modificacion del
estetoscopio para mejorar la auscultacion,
nos permitio tener un resultado exitoso en
la sobrevida de estos animales.

Estamos conscientes que este trabajo
tiene varios errores de metodologia, como
el haber inyectado formalina directamente
en la traquea y sacar la muestra en bloque,
no solo el tejido pulmonar, ademas de la
falta de comparacion con algun grupo con-
trol sacrificado en cada semana del grupo
experimental y el no haber observado mas
tiempo el grupo final experimental, todo
esto atribuible a la falta de experiencia en
investigacion en animales.

Este tipo de modelo, abre la puerta al
estudio de la fisiopatologia de la neo al-
veolizacion, para a futuro, lograr aplicar
esta técnica a enfermedades pulmonares
y lograr restablecer una funcién pulmonar
completa en pulmones dafiados, como
ocurre en patologias tan prevalentes como
el enfisema.

Conclusion

Creemos que el aporte esta en el haber
aplicado el manejo quirtrgico del recién
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nacido a los animales, como el calentamiento intra
y post operatorio, oxigenacion, aspiracion del neu-
motorax y mascara facial, entre otros.

A pesar de no encontrar la existencia de un creci-
miento compensatorio pulmonar en nuestro modelo,
dejamos la puerta abierta a nuevos experimentos,
mejorando los detalles técnicos que planteamos
anteriormente.

Este modelo intentd ademas acercar al residente
de cirugia al método experimental animal y al mane-
jo delicado de tejidos complejos, como es el pulmo-
nar, previo al inicio de esta disciplina en humanos.
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