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ARTICULO ORIGINAL
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Ante la aparicion espontédnea de bronquiectasias en ratas macho eSS diabéticas, se examinaron
los pulmones de ratas eSS de 3 a 6 meses de edad y los de ratas eumetabdlicas de tres lineas:
eSS endocriada con diabetes espontanea tipo 2 derivada de la cepa IIM; lineas e, my a
endocriadas, y Wistar eumetabdlica y exocriada, agrupadas segun sexo y edad. Se obtuvieron
moldes de acrilico del arbol bronquial después de la inyeccién de una sustancia plastica. Los
moldes se recortaron y se concentrd la observacion en las primeras cuatro ramificaciones
bronquiales; se determinaron el diametro y el volumen con una lente binocular de aumento.
Ademas, se obtuvieron cortes histolégicos. Aunque en todas las lineas se observaron
bronquiectasias multiples, principalmente fusiformes, la dilatacién bronquial y la respuesta
inflamatoria con los infiltrados linfociticos fueron mucho mas graves en los machos eSS de 180
dias de edad. En el 70% de los casos (n=32) se aislaron bacterias en los pulmones, excepto en
las ratas eSS. Se detectaron Pseudomona spp. (38%) y cocos Gram positivos en forma de
Staphylococcus spp. coagulasa negativos (20%). No se encontraron hongos patégenos ni
saprofiticos. Si bien todas las lineas aparecen afectadas, la diabetes de eSS seria un factor
agravante.

Palabras clave: rata, bronquiectasias, diabetes, pulmones.
Chronic bronchial dilatations in different colonies of laboratory rats

Bronchiectasis occurred naturally in 12-month-old spontaneously diabetic eSS male rats. The
lungs of 3 and 6-month-old eSS rats were compared in eumetabolic eSS rats from three inbred
lines consisting of inbred spontaneously diabetic eSS derived from IIM strain; these were
compared with eumetabolic, outbred Wistar rats, paired by sex and age. Acrylic casts of bronchial
tree were obtained after injection of a plastic substance. The casts were pruned to focus on the
first four bronchial branchings. Diameter and volume of the conductive bronchial tree were
determined using a binocular magnifier. Histological sections were obtained. All lines showed
multiple bronchiectasis, mostly fusiform, bronchial dilatation and inflammatory response with
lymphocytic infiltrates. These symptoms were much more severe in 180-day-old eSS males.
Bacteria were isolated from the lungs in 70% of cases (n=32), except in eSS rats. Pseudomona
spp. (38%) and Gram-positive cocci as coagulase-negative Staphylococcus spp. (20%) were
detected. Neither pathogenic bacteria nor saprophyte fungi were found. Although all lines were
affected, diabetes in eSS appears to be an aggravating factor.

Key words: rat, bronchiectasis, diabetes, lung.

Correspondencia: El diagndéstico de bronquiectasias ha disminuido

Stella Maris Martinez "
Facultad de Ciencias Médicas de Rosario, UNR. Santa Fe en los palses desarrollados aunque se

3100, Rosario, Argentina. Tel.: 54-341-480 4558, interno ~ d€SCONOCe suincidencia real (1). La prevalencia

224/268; fax: 54-341-480 4577. suele ser mayor entre la segunda y la sexta
stellamartinez@mcg.org.ar década de la vida, aunque los antecedentes
Recibido: 18/01/02; aceptado: 12/04/02 suelen remontarse a la primera infancia (1).

110



Se les considera el resultado de procesos
inflamatorios crénicos frecuentemente asociados
con enfermedades infecciosas de las vias aéreas
pese a que su patogenia no se comprende aun
del todo (2). Aproximadamente en la mitad de los
casos se detectan factores predisponentes
asociados, como anomalias congénitas y
obstrucciones de la via aérea de naturaleza
estructural o inmunoldgica que contribuyen directa
o indirectamente a su desarrollo (1).

Es sabido que las ratas de laboratorio pueden
presentar bronquiectasias asociadas con
fendmenos diversos tales como la enfermedad
pulmonar crénica (3,4), diferentes tipos de
contaminacién ambiental (5,6) o como parte del
fenémeno de rechazo cronico al trasplante de
pulmon (7).

Durante estudios de necropsias efectuados en
nuestro laboratorio, se observaron
bronquiectasias en ratas eSS macho de mas de
un afio de edad. La eSS es una linea endocriada
de ratas albinas, originada y mantenida en el
bioterio de la Cétedra de Biologia de la Facultad
de Ciencias Médicas de Rosario y derivada de la
cepa IIM (8). Presenta una diabetes tipo 2,
espontanea, sin obesidad, predominante en los
machos, que desarrollan intolerancia a la glucosa
desde la pubertad y progresiva con la edad,
hiperglucemia e hiperinsulinemia compensadora
hasta los 12 meses y, a continuacion,
hipoinsulinemia con graves alteraciones en la
estructura del islote de Langerhans y de la célula
beta, nefropatia diabética florida y cataratas
bilaterales totales (9,10).

En este trabajo se informa sobre las dilataciones
bronquiales verificadas en ratas eSS de ambos
sexos y los resultados obtenidos en otras lineas
de ratas eumetabdlicas, endocriadas y
exocriadas, procedentes de bioterios de las
Facultades de Ciencias Médicas y de Ciencias
Bioquimicas de la Universidad Nacional de
Rosario.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas de 90 y de 180 dias de los
siguientes grupos:

» eSS endocriaday con diabetes espontanea tipo
2, del bioterio de cria y experimentacion de la

Cétedra de Biologia de la Facultad de Ciencias
Médicas de Rosario. Se emplearon 16 machos
de cada edad.

e e, myaq,lineas endocriadas eumetabdlicas del
bioterio de cria de la Facultad de Ciencias
Médicas de Rosario. Al igual que eSS, son
lineas desarrolladas en Argentina a partir de
la cepa original IIM y registradas en Rat News
Letter (11). Se emplearon 8 machos de cada
edad y de cada linea.

» Wistar, eumetabdlica y exocriada, pertene-
ciente al bioterio de cria de la Facultad de
Ciencias Bioquimicas. Se emplearon 8 machos
de cada edad.

Los animales pertenecen a colonias con estatus
microbioldgico convencional, es decir, estatus no
especificado. En los bioterios citados se
mantienen regulados la temperatura, los ciclos
luz-oscuridad y el recambio de aire. En todos los
casos permanecieron alojados en jaulas
colectivas suspendidas sin lecho desde los 21
dias de edad. Los animales recibieron agua y
alimento balanceado ad libitum. Este Gltimo en
forma de pellets secos (Cargill rata-ratén O, Cargill
Co., Buenos Aires), de los cuales cada 100 g
contenian: proteinas, 25,1%; grasa, 3,5%;
glicidos (almidén), 43%; fibra, 6%; minerales, 8%,
y vitaminas, 1,9% con una humedad de 12,5%.
La densidad cal6rica fue de 304 Kcal/100 g.

Los animales permanecieron en sus respectivos
bioterios hasta el momento de su traslado al
laboratorio de la Céatedra de Biologia donde se
los sacrificé de inmediato con halotano. Se abrid
el peto condroesternal, se liber6 la traquea por
debajo de lalaringe y se canulé. A continuacion,
previa ligadura del pediculo lobar, se practicé
lobectomia rotatoria horaria sucesiva para obtener
muestras destinadas a los estudios
microbiolégicos e histoldgicos. El procedimiento
consistié en extraer el l6bulo superior del pulmén
izquierdo al especimen uno, el lI6bulo inferior al
especimen dos, el I6bulo inferior del pulmén
derecho al tres, el I6bulo medio al cuatro, el l6bulo
superior al cinco y asi sucesivamente. La
asignacion de la secuencia descrita se hizo al azar
en cada linea genética.
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El resto de los arboles broncopulmonares se
sometié a la técnica de inyeccidn-corrosion para
obtener moldes bronquiales. Como material de
inyeccién se utilizé un acrilico sintético (Vaicel O,
Vaidril S.A., Buenos Aires, Argentina) inyectado
por la canula traqueal mediante jeringa. La
presion se aplicé en forma manual y lenta
(alrededor de 10 cm de H,O) hasta la
visualizacion de los primeros alvéolos
superficiales. Esta maniobra se realiz6é con los
pulmones in situ, a fin de conservar la forma
espacial del arbol bronquial. Luego del periodo
de polimerizacion, los pulmones se retiraron de
la cajatoracicay se sumergieron en una solucién
acuosa de CIH al 50% a temperatura ambiente.
Se empled CIH comercial diluido en agua
destilada. Los moldes se obtuvieron al tercer o
cuarto dia. Finalmente, se los lavo rociandolos
con agua.

El estudio de los moldes se efectu6 en forma
directa 'y con una lupa estereoscopica (Wild M-
3) de 6 a 40 aumentos. Se midio la longitud de
las dilataciones mediante compases de doble
punta y los diametros, con calibres. Las grillas
oculares se utilizaron para los elementos mas
pequefios. Las dilataciones de las primeras cuatro
generaciones bronquiales se registraron
sistematicamente mediante fotografia directa y
estereoscopica.Las generaciones siguientes se
describieron en forma general.

Respecto de las dilataciones se consigno:

* ubicacion, segun el orden de generacion
bronquial;

« cantidad, discriminandola en escasa (de una
atres) y multiple (mas de tres en cada pulmén);

» forma, diferenciandola en cilindrica, sacular,
varicosa y forma mixta;

» diametro mayor de la dilatacion (D1) y diametro
original del bronquio (D2). Se consideré
‘didmetro mayor de la dilatacion' al didmetro
maximo de la misma y 'diametro original del
bronquio' al previo a la dilatacién;

 longitud de la dilatacion (L1) y longitud total
del bronquio (L2).

En cada caso se calcularon los cocientes D1/D2
y L1/L2. El tamafio de la dilatacién se estimé a
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través de la proporcion de D1 respecto a D2. Se
consideraron 'dilataciones pequefias' los
ensanchamientos de 25%; 'medianas’, entre 25
y 50%, y 'grandes’, las superiores a 50%.

Para efectuar la microscopia Optica de las
paredes bronquiales, se obtuvieron cortes de 5
Um de espesor a partir de tacos incluidos en
parafina. Las secciones se colorearon con
hematoxilina-eosina y hematoxilina-PAS.

Para el estudio microbioldgico, se extrajeron
muestras siguiendo las normas de asepsia y se
trasladaron en medio de Stuart para su
procesamiento. Se investigaron bacterias
aerobias, anaerobias y microaerdfilas empleando
medios de aislamiento, agar-sangre, cisteina
lactosa deficiente en electrolitos, tioglicolato y
medios selectivos diferenciales para su
clasificacién. Para el aislamiento de agentes
micoldgicos, se usdé medio de Sabouraud. No se
investigaron virus ni parasitos y no se emplearon
medios especificos diferenciales para la
busqueda de Mycoplasma.

El estudio se efectud siguiendo los principios
éticos recomendados internacionalmente para
evitar el sufrimiento innecesario de los animales
(12). Todos los procedimientos realizados fueron
examinados y aprobados por la Comision de
Bioética de la Facultad de Ciencias Médicas de
Rosario con el objeto de garantizar un trato
adecuado de los animales.

Las comparaciones entre lineas de los diametros
y las longitudes de dilataciones bronquiales y de
bronquios se realizaron mediante analisis de la
varianza. Para los analisis de porcentajes se
empled la prueba de ji cuadrado (x?). El software
utilizado fue SYSTAT (13).

Resultados

La morfologia tridimensional mostro dilataciones
bronquiales multiples en todos los moldes
examinados, si bien el grupo mas afectado fue el
de los animales eSS de 180 dias. Pese a ser
generalizadas, predominaron en los I6bulos
medio e inferior del pulmon derecho. Se ubicaban
a partir de los bronquios de segunda generacién
inmediatamente posteriores a las bifurcaciones
bronquiales. Prevalecieron netamente las
dilataciones bronquiales cilindricas o cilindrico



saculares con apariencia fusiforme (figuras 1y
2).

El cuadro 1 resume los datos correspondientes
a los diametros y longitudes de dilataciones y
bronquios de todos los grupos. No se
comprobaron diferencias significativas por
edades por lo que los datos fueron agrupados
por linea. Los ANOVA indican que, respecto de
las otras lineas, las ratas eSS tienen bronquios
de menor diametro (P<0,05), dilataciones
bronquiales de mayor diametro (P<0,05) y un
valor superior del cociente D1/D2 (P<0,01). eSS
tuvo, ademas, menor porcentaje de dilataciones
chicas (10%) respecto de las lineas no diabéticas
(40%) y mayor porcentaje de dilataciones
medianas y grandes (83%) respecto del resto
(57%) (x?= 6,98, P<0,001).

La microscopia Optica mostré en los animales
eSS de 90 dias zonas de dilataciéon bronquial
junto con areas de atelectasia y moderados focos
de infiltrados mononucleares peribronquiales, asi
como focos bronconeumdénicos dispersos o
confluentes. Los de 180 dias presentaron en
forma constante extensas areas de
bronquiectasias de gran tamafio y zonas de
atelectasia alternando con a&reas de
hiperinsuflacion (figura 3).

En los Wistar se observaron discretas
dilataciones fusiformes con leves infiltrados

linfocitarios peribronquiales y perivasculares y
pequefias zonas de atelectasia. Las lineas e, m
y a exhibieron, en general, imagenes semejantes
a las de Wistar si bien se observaron algunas
bronquiectasias de gran tamafo. No fue posible
visualizar diferencias por edad.

Respecto de la investigacién microbiolégica, los
cultivos efectuados fueron negativos en las ratas
eSS. Por el contrario, se aislaron gérmenes en
el 70% de las muestras de los animales de 180
dias de las demas lineas. Los gérmenes mas
frecuentes fueron Pseudomonas sp. (38%) y
Staphylococcus coagulasa negativos (20%). No
se realiz6 estudio diferencial entre
Staphylococcus saprofiticus y Staphylococcus
epidermidis. No se hallaron hongos saprofitos ni
patégenos. Se comprobé un efecto agravante de
la edad respecto de la presencia de gérmenes
(90 dias: 39% vs. 180 dias: 70%; P<0,01).
Discusion

Se ha sefialado que los pacientes diabéticos tipo
1 presentan ocasionalmente anomalias
pulmonares por envejecimiento acelerado del
colageno (14). Si bien el sindrome diabético de
la rata €SS es de tipo 2, se ha verificado en los
machos engrosamiento del colageno de la piel
en relacion con laintensidad de la hiperglucemia
y el

Figura 1. Molde exfoliado que
muestra dilataciones cilindrico-
fusiformes en bronquios de
segunda y tercera generacion; rata
eSS de 180 dias; fotografia tomada
con lupa estereoscopica a 6,4
aumentos e iluminacioén directa.
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Cuadro 1. Diametro mayor de la dilatacion bronquial (D1), diametro original del bronquio (D2), cociente (D1/D2), longitud
de la dilatacion (L1), longitud total del bronquio (L2) y cociente (L1/L2) en ratas diabéticas eSS, en ratas de las lineas

eumetabdlicas e, m, a y en Wistar exocriadas.

Linea D1 D2 D1/D2 L1 L2 L1/L2
eSS 3,97+0,51 1,61+0,39 2,49+0,37 6,59+1,67 4.98+1.45 0.75+0.08
e,ma 2.61+0,43 1,92+0,23 1,39+0,40 6,45+1,34 4,93+0,95 0,76+0,08
Wistar 2,45+0,37 2,00+0,26 1,21+0,33 6,37+1,90 5,09+1,56 0,74+0,73
P <0,01 <0,05 <0,001 NS NS NS

Los datos corresponden a la media + una desviacion estandar y se expresan en mm.

Figura 2. Molde exfoliado que muestra dilataciones
cilindrico- fusiformes en bronquios de segunda, tercera,
cuarta y quinta generacion; rata eSS de 180 dias; fotografia
tomada con lupa estereoscéOpica a 6,4 aumentos e
iluminacion directa.

Figura 3. Gran bronquiectasia fusiforme en un corte
longitudinal; el parénquima vecino presenta areas de
atelectasia en parches; rata eSS de 180 dias: HE 40X.

tiempo de exposicion a la misma (15). De existir
este tipo de alteracidn en los bronquios de eSS,
podria contribuir a explicar la mayor gravedad
de las lesiones en los animales de mas edad, en
los que se sabe que la hiperglucemia es mas
intensa (8). Debe destacarse que el menor

114

diametro de los bronquios de eSS actuaria
facilitando la instalacion de procesos obstructivos.

En los animales Wistar, los Unicos exocriados,
las dilataciones bronquiales fueron menos
llamativas que en todos los demas casos. Sin
embargo, no se pueden atribuir a un mero
proceso de envejecimiento, ya que no hubo
mayores diferencias entre los 90 y los 180 dias.
Por otra parte, se traté de dilataciones bronquiales
con presencia de infiltrados linfocitarios
peribronquiales y desarrollo de gérmenes, cuadro
bien diferente al proceso de aumento del espacio
aéreo observado en animales Wistar de 56
semanas y atribuido a modificaciones de la pared
alveolar debidas a la edad (16).

Respecto de los gérmenes aislados en las
muestras de tejido, Pseudomonas sp. fueron los
mas frecuentes. Es interesante sefialar que Kon
y colaboradores, trabajando sobre un modelo de
cavidad aérea subcutidnea en la rata,
demostraron que la elastasa producida por
Pseudomonas aeruginosa, un patdégeno
oportunista frecuente en pacientes con
enfermedades pulmonares subyacentes del tipo
de las bronquiectasias, actuaria como un factor
inmunoprovocador reforzando el proceso
inflamatorio (17).

Resulta llamativa la falta de desarrollo de
gérmenes en las muestras provenientes de eSS,
maxime tratandose de una linea diabética.
Conviene destacar, ademas, que si bien eSS se
cria en un bioterio convencional, se han
extremado los esfuerzos de control sanitario
debido a su patologia metabdlica. Asimismo, no
puede descartarse la existencia de gérmenes
cuyo diagnéstico requiere medios de cultivo
diferentes a los empleados en este estudio, por



ejemplo, cultivos celulares. Por otra parte, las
metaplasia pavimentosa del epitelio bronquial y
la existencia de densos infiltrados mononuclares
presentes en eSS son semejantes a los hallazgos
efectuados en ratas no diabéticas por Lapa e Silva
y colaboradores, quienes atribuyeron un rol
importante a la respuesta inmune en el desarrollo
de la bronquiectasia (18).

En conclusién, este trabajo destaca el hallazgo
de dilataciones bronquiales mdltiples, muchas
veces infectadas en ratas diabéticas y
eumetabdlicas, genéticamente emparentadas o
no, endocriadas o exocriadas, provenientes de
tres bioterios convencionales. Si bien pueden
representar un serio inconveniente en
experimentos que involucran la histofisiologia
pulmonar (3), se podrian llegar a utilizar como
modelo experimental de las bronquiectasias
humanas, una patologia aln insuficientemente
comprendida.
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