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·INTRODUCCION. 

La fibrosis pulmonar intersticial difusa ( FPID ) , es el 

resultado final común de un conjunto heterogéneo de enfermed~ 

des agrupadas como neumopatías intersticiales crónicas, las -

cuales son habitualmente progresivas, irreversibles y letales 

y se caracterizan por presentar inflamación difusa y fibrosis 

en el parénquima pulmonar. A medida que el padecimiento avan­

za, los cambios morfológicos se acompañan de destrucción de -

la arquitectura pulmonar con ·pérdida progresiva de las unida­

des de intercambio gaseoso, hasta que el.paciente muere (1). 

' 
A pesar' de que se conocen múlti~les entidades capaces de 

llevar a FPID, en cerca del 60% de los pacientes es imposible 

identificar el agente causal; a esta forma se le dJnomina fi­

bro.sis pulmonar idiopática y constituye un problema, cada vez 

m§s frecuente en medicina (2). En este sentido, en los EEUU 

es responsable de m&s de 10,000 ingresos hospitalarios cada -

año y se calcula que tiene una prevalencia de 5 a 10 casos 

por 100,000 habitantes (3). En México no existen estadísti-­

cas confiables en relación a la morbimortalidad de este tipo 

de padecimientos, pero en el Instituto Nacional''del Enfermeda­

des·Respiratorias se han atendido m&s de 400 pacientes nuevos· 

en los últimos 5 años. 

En términos generales, la FPID muestra rasgos clínicos 

y de.laboratorio que permiten sospechar su diagnóstico (4). 

Los pacientes presentan disnea de esfuerzo progresiva que eVQ 

luciona hasta hacerse de reposo; en la radiografía de tórax 

aparecen imágenes reticulonodulares bilaterales con disminu-­

ción de los campos pulmonares y las pruebas respiratorias 

muestran alteraciones predominantemente restrictivas con dis­

minución de los volúmenes, capacidades y distensibilidad pul­

monar con aumento de la presión de retracción elástica. En 
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ventilación e intercambio gaseoso se observa hipoxemia de re­

poso que se exacerba con el ejercicio e hipo o normocapnia . 

. El diagnóstico de certeza.se obtiene mediante el estudio 

histol6gico realizado en muestras de biopsia. Básicamente se 

encuentran diferentes grados de inflamaci6n intersticial, con 

presencia de células inflamatorias, habitualmente rnacrófagos, 

en los espacios alveolares, cuboidizaci6n del epitelio alveo­

lar por reemplazo de neumocitos tipo I por neumocitos tipo II 

y/o células bronquiolares y fibrosis multifocal o difusa (5). 

En las etapas terminales, la FPID se caracteriza por pr~ 

sentar el llamado "pulmón en panal", donde de observan espa-· 

cios aéreos no funcionales de difer~ntes tamaños, separados 

entre sí por gruesas paredes de tejido fibroso y cantidades 

variables de músculo liso (6). Esto representa la forma más 

grave y avanzada de destrucción del parénquima y en estas con 

diciones el pron6stico del paciente es sombrío. 

En los últimos 10 años se han realizado numerosos estu-­

dios en humanos y modelos experimentales con el objeto de es 

clarecer los mecanismos patogénicos involucrados en el . des~ 

rrollo de la fibrosis pulmonar, pero los resultados han sido 

fragmentarios, contradictorios y poco concluyentes (7-15). 

En general, los hallazgos obtenidos sugieren que existen 

2 etapas durante el curso de la fibrosis. La primera poten-­

cialmente reversible, se caracteriza por la presencia de célu 

las inflamatorias en el intersticio y espacios alveolares ju!!_ 

to con bn profundo cambio en las poblaciones celulares del pa 

rénquima destacando una disminuci6n de neumocitos tipo I y de 

células endoteliales con proliferaci6n de neumocitos tipo II, 

células cebadas, células musculares lisas y fibroblastos (7). 
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La segunda etap~ consiste en alteraciones moleculares de 

la matriz intersticial, con desarreglo progresivo en la ubic~ 

ción, cantidad y tipos genéticos de colágena y destrucción 

concomitante de las unidades alveolo-capilares. Estos fenóme­

nos marcan el desarrollo de la lesión fibrosante y se consid~ 

ran irreversibles (7l. 

Sin embargo, los mecanismos íntimos que ocurren en el ml 

croambiente pulmonar, responsables de la desorganización de -

la arquitectura normal del parénquima siguen siendo desconoc1 

dos y hasta la fecha, por razones obvias, la secuencia de los 

eventos no ha podido ser estudiada en detalle en seres huma­

nos. En términos generales, la mayoría de los conceptos actu~ 

les sobre este padecimiento, se basan en observaciones aisla­

das de puntos estáticos de su progresión en humanos. Es por 

ésto que se ha planteado la necesidad de contar con un modelo 

experimental de FPID, que permita el estudio dinámico de los 

fenómen?s patogénicos. 

Un buen modelo permitiría un mejor conocimiento de·las -

formas de presentación y de las relaciones estructura-función 

pulmonar y facilitaría los esfuerzos para definir la secuen­

cia de su patogénesis y la búsqueda de medidas terapéuticas -

racionales. 

· ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE MODELOS EN GENERAL 

Y MODELOS DE FPID EN PARTICULAR 

·Los modelos son un ensayo de la realidad, una forma de 

aproximación al universo con el que se trata y se desea des­

cubrir. 

La premisa fundamental ,en el diseño de un modelo, es la 

exención de partes reales pero insignificantes del problema 
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en estudio, para concentrarse en las características relevan 

tes del universo modelado. De esta manera, un modelo es una 

substracción conciente y a menudo radical que debe contener 

solamente aquellos elementos de la realidad que son indispe~ 
sables para la resolució.n del problema. 

Es por ésto que en la construcción de un modelo es nec~ 

sario enfrentarse al problema de determinar explícitamente 

cuales atributos del fenómeno se desea investigar o que con.§_ 

tituyen la clave de éste y en consecuencia incorporar dichos 

caracteres al modelo. Esto siri embargo, puede·ser muy difí-­

cil ya que de un universo dado, puedep ... s~rgir varios arquetl:_ 
pos posibles. 

En términos generales, el diseño de un modelo presenta 

dos problemas importantes. Uno de ellos, lo constitluye para­

dójicamente, lo que es una de sus principales virtudes, la -

reducción selectiva que le es inherente. Como ésto ~mplica -
necesariamente una simplificación, puede suceder que se con­

funda la precisión del modelo simplificado con la compleja -
realidad de la que ha sido extraído. 

El otro problema se deriva de la exactitud.de, nuestro -

conocimiento de la realidad que se desea modelar. La realidad 
suele ser compleja y nuestra percepción de ella es subjetiva. 

Para conocer a la realidad hay que captar el fenómeno total 

·de un problema determinado, lo que significa indagar y des-­

cribir cómo se manifiesta el problema en dicho fenómeno. De 

esta manera, el éxito de un modelo radica finalmente en la 

precisi6n de nuestro conocimiento de la realidad del univer­

so modelado. 

Modelos Animales. 

Un modelo animal se puede definir como un organismo vi-
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viente con una enfermedad adquirida de' manera natural o .indu­

cida experimentalmente que semeja estrechamente al padecimieQ 
to que ocurre en el humano .. 

Modelos Naturales de FPID. 

Pirie y cols. (16), han descrito un modelo de FPID en bo 

vinos que presenta rasgos clínicos y morfológicos similares a 

la enfermedad humana; sin embargo, este hallazgo no ha sido -

corroborado por. otros autores. 

Modelos Inducidos de FPID. 

En 1968, Carrington (6) describió lo que a su juicio 

constituyen los criterios esenciales para un buen modelo de 
·FPID. No obstante, este enfoque es incompleto ya que sólo 

abarca alteraciones morfológicas y funcionales y no considera 

aspectos clínicos y bioquímicos. 

Con el objeto de desarrollar un modelo adecuado de este 

padecimiento, hemos seleccionado los preceptos que a la luz -

del conocimiento actual consideramos claves en la definición 

de dicho modelo. 

Estos son: 

1) Que sea un padecimiento crónico, progresivo y potencial­

mente letal. 

2) ·Que produzca alteraciones morfológicas, difusas o multi­

focales, 9imilares a las observadas en el humano. Esto 

es, inflamación intersticial e intraalveolar, prolifera­

ción epitelial, proliferación de fibroblastos y fibrosis. 

3) Que exista un aumento en el contenido total de colágena. 

pulmonñr. 
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4) Que los.animales presenten signos clínicos y funcionales 

de insuficiencia respiratoria. 

En general estos criterios son difíciles de cumplir y -

una extensa revisión de la literatura que se anexa en la bi-­

bliografía del primer artículo, sugiere que a pesar de los n~ 

merosos modelos intentados, la mayoría de éstos no cumplen· 

con estos requisitos. 

En nuestro laboratorio intentamos previamente reproducir 

un modelo de FPID (17), utilizando varios de los agentes sug~ 

ridos en la literatura, sin preocuparnos del problema del 

agente etiológico dado que mucho~ casos huma~os son idioplti­

cos y la enfermedad es muy similar independientemente de la -

causa que la provoca. 

Los modelos experimentales fueron dos tipos genéricos: 

a) Acción de un solo agente nocivo. 

b) Efecto de diversas combinaciones de dos agentes nocivos. 

Las substancias tóxicas que se exploraron fueron bleomi­

cina, ciclofosfamida, hidroxitolueno butilado, paraquat y oxí 

geno. En el caso de la combinación de dos agresores, uno de 

ellos fue siempre el oxígeno a concentraciones superiores a 

70%. Los animales utilizados fueron ratón y rata y la substaQ 

cia tóxica se administró por vía sistémica (intraperitoneal) 

o local (intratraqueal). Después de probar 30 modelos difereQ 

tes, comprobamos que la mayoría de ellos resultaron un fraca­

so, en términos de reproducir los criterios señalados. 

No obstante, la combinación de paraquat y oxígeno resul­

tó en extenso daño p~lmonar .con elevada mortalidad durante la 

primera semana. Los animales que sobrevivieron períodos más 

pr~longados mostraron alteraciones morfológicas y bioquímicas 
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sugestivas de fibrosis incipiente y estos experimentos inici~ 

les fueron la base de los trabajos que se presentan a con.ti­
nuaci6n. 

,. ,. 
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1 
! A New Model of Diffuse lnterstitial Pulmonary Fibrosis in 

the Rat 1 

MOISÉS SELMAN,2 MARTl11\ l\!ONTAÑO.~ htMGARD MONTFORT,3 AND 

RUY PEREZ-TAMAYCl3.4 

2/Jil'i.tidu de lm'<'.Ui;.:11chí11. lmtit11to Nudmwl clr Enfermcclmh•J UopirmmiaJ, tmd )U11idml clc• 
Mr,fid11t1 E.\pc•rimr11tt1/, Fornlracl cho 1\frclidm1 tlC' 111 U11irrr.\iclml 1\'ud01w/ r\111ú11011w cl<· Mt'.\ko, 

Apartado /'ost11I 70·6./ /, Mé.\'i<:cJ City, 0-1.HO, ,\/c1xico 

Rrrcfrcd J1111t> 11, 1985, mu/ i11 n•rfard fon11 Ju/y 29, /9S5 

\Ve lmvc producc<l experimenta\ lliffusc intcrstiti;il pulmonar)' fibro!ii~ in r;1ts with o com· 
him1tion oí low ami 1cpcntcd dosc!I uf para41rnl ph1!i continuous cxpo~urc 10 normoh:iric 
74% O~ in thc hrc;1thing air for !iCVcral wccks. Pulmuiwry fihro~is Wil"i cv:iluatcll hi~tolo~· 
icully and biochcmic<1lly, lluoul!h thc dclcrmination of tot;1I colh1gcn contcnt in thc lung. 
Our proccdurc is ch:1r.:1ctcrizc<l by luw initial mortalily, thc dc\'clupmcnt of cxtcnsivc dis· 
tortion of thc pulmorrnr>• un.·hi1cc1urc. and !he prc!icncc oí !ic,·c1c ami diffu!ic intcr!ilitial 
fibrosis. 'fhc mor.lcl \VilS comp;ucd with blcllmycin·imlucc<l pulmon:11y fihro!-Í!i in thc ~:une 
rnt !itrain, in which lhc proc..:ss is focal ;1nd lca\'cs most oí lhc lung un:1ífoctcd. Wc concludc 
tlml hmg danmgc pro<luccd by thc combim1tion oí low dm.!!s oí parnquat phi\ normobaric 
74% Q, conccntrnlion in thc brcathinp. nir is ;111 mlcqu:itc c:\pcrimcntal mmh:I oí diffusc 
intcrstiiial pul11101rnry fibrosb as it occurs in man>' oí th~ human c;1scs uf 1hi!i condi· 
tion. O 19~S Ac11Jcmic l'rrn, !ne. 

INTRODUCT!ON 

In rcccnt ycars thcrc has bccn rcnewcu in1crcst in diffusc in1crsti1ial pulmonar)' 
tibrosis (DIPF). A numbcr of studics havc bcen publishetl in man (Campbell e•/ 
11/., 1981; Crys1al et al .. 1976, 1978; Dill el al .. 1975; Fraire i•/ 11/ .. 1975; r:ulmcr 
and Crystal, 1979; Fulmer et lll., 1979, 1980; Grcenberg et al., 1974: Heard, 1976; 
Hinson, 1970; Liebow, 1975; Scatlding allll Hinson, 1967; 'li1rncr-\Varwick el al .. 
1980) ami severa! expcrimcntul modcls havc becn clcvelopcd in various animal 
species, using agcn1s such as oxygcn (Adamson e•/ a/., 1970b; Adamson and 
Bowdcn, 1974a; llalcntinc, 1%6; llcs1crgcrg ami Las1, 1981; Las! e•/ al., 1979, 
1981), bleomycin (Adamson ;111d llowtlen, 1974b; Aso el a/., 1976; Ciar!;<'/ al .. 
1982; Collins c•t al .. 1981; Fasskc anti Morgenroth, 1983; Giri <'/al., 1980; Hes· 

,terberg e•/ al., 1981; Laurcnt e•/ al .. 1981; ~lcCullough <'/al .. 1978: Phan c•/ 11/., 

1

1980; Thrall c•/ lll., 1979; Tr)'ka el al., 1983), paraquat (Butkr. 1975; Grecnbcrg 
et 11/., 197Ra; Greenbcrg et 11/., 1978b; Omaye ami Retluy. 1980; Smith <'/ al., 
1974), butylatcd hydroxytolucnc plus O! (Adamson cl 11/., 1977; llaschck <'/al., 
1981, 1982; Witschi <'/al., 1980), radia1ion (Atlamsoil et al., 1970a; Law <'/al., 

1 1976; Pickrcll et 11/., 1978; Ward el al., 1983), ami severa! o1hcrs (Haschck e•/ a/., 
i 1980; llurych <'/al., 1981; Kohrlc e1 al., 1982; ~lcCall ct a/., 1983; Niewohcncr 
anti \foidal, 1982; Saunicr. 1982; Yamaguchi et al., 197.'i, 1981). 

In both human allll cxpcrimcnwl studies of Dll'F a variety or morphologie ami 
biochcmical tcchniqucs havc bcen usetl by 1he pa1hogenetic mcchanisms rcspon­
sible far the massivc incrcasc in intcrs1itial conncctivc tissuc ami the ultimate 

1 Thi~ work wa' 1r1upportcll by CONAC'yT Or;mt l'CSABNA·llOl 123 
<4 To whom corrcspunllcncc shm1ld b-: ulldn:sSL'd. · 

l\Ot4 .. 1KIKl'K\ SJ.00 
C\111)11¡:hl r l'll\~ l>) i\~.,1Jrnuc l'1t\\, In\'. 
A11 ri~hl\ l•Í 1crH11.l11~111m man) hum ft\Cf\CJ. 
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distortion of thc normal lung architccturc remain unknown. To contribute to our 
understanding of this complcx prnblcm wc havc dcvclopcd a 11cw experimental 
modcl of DIPF in thc rnt. In this papcr wc rcport dctails of thc experimental 
proccdurc ami a comparison of thc lcsions prmluccd ll'ith thosc obtaincd in bleo­
mycin-imluccd pul111on;1ry librnsis i11 thc samc animal strain. 

MATERIALS ANO METllOD.S 

A11i111t1ls. In ali expcrimct11s malc Wistnr rnts wcrc u.,cd. wcighing 170-230 g 
(9-10 wecks old). 

E.~pcrimentul mod<'I. Yarious combinations of paraquat ( 1.1 '-dimcthyl-
4,4 'bipyridylium) anti c.\posurc to normobaric O~ al 7.JC;I conccntration wcrc cx­
plorcd rniblc 1). Parnquat was always ~ivcn as a 0.05% solution in s:1linc, frcshly 
prcpared befure each administration. 

In onlcr to achicvc ami preserve an atmospherc cnrichcd in O~ airtigh! clrnm­
bers with n volume of 160 litcrs wcrc built of shccts of transparent acrylic. Thcir 
sizc allmvcd thc aninmls suftlcicn! spacc to movc around, ami to cal ami drink 
ad libit11111. In cxpcrimcnts with conti1111ous cxposurc to O~ !he animals werc only 
removed from thc ch:m1bcr al thc time of thc ip injcction of paraquat (2-5 min). 
Air nnd O, wcrc combincd in an O, mixer with n !low of 8-9 litcrslmin ami 74'/c 
o, concc1{1rution; thc gas mixture ~vas humi<lilicd with a thcrmic ncb11li1.cr prior 
to dclivcry into thc chamher. Thc O~ conccntration was monitorcd pcriodically 
with a gnscous mixture analyzcr. 

/J/1.•0111yd11·i11d11ced p11/11101111r)' fibro.1is. Twcnty six 1mlc rats wcrc trcatcd ac­
cording to Thrnll et al. (1979) with a single intratrachcal administration of 3.5-
4.5 111g of blcomycin/rat. Eight of thcsc animals rcccil·cd no furthcr trcatmcnt, 

. whilc thc rcmaining 18 rats wcrc cxposcd to continuous normobnric 74'/é o, in 
thc brcathing air fnr pcriod of 5 days (6 rats}, 7 days (6 rats). ami 4 weck' (6 
rats). 

l'rep11mtio11 of /1111gs. ]'v\any' rats wcrc sacrificcd whcn moribund ami a frw 
: othcrs wcrc autopsicd i111mcdiatcly aftcr bcing found dcall. Rcsisting animals hcc 
Rcsults) wcrc sacrificcd al'tcr complction of thc 5-wcck pcriod of cxposurc to O:: 
in one cxpcrimcnt (T5l aftcr complction of thc 5-wcck cxposure to o, thc animals 
wcrc placed for onc more wcck in cnvironmcntal air, ami in anuthcr cxpcl'imcnt 
(T7). for one more month. bcforc thcy wcrc sacriliced. Thc lungs wcrc ¡wrfu,cd 

1 

intrntrachcally with buffcrcd 10~1: formaldchydc, prcscrvcd i11.1i111 for 10 min. a11d 
thcn removed en block with thc hcnrt ·ami placed in thc same formaldchydc 

: solution until furthcr study. 
Úis10/ogica/ st11dies. Thc pulmonary tissuc blocks wcrc cmbcdllcd in parartin. 

cut al 4 ¡im, ami staincd with HE ami !he Vcrhocff-Van Gicson stain for clastic 
libcrs; othcr scctions wcrc cut at -10 ¡im ami staincd with thc l'icmsirius Red 
tcchniquc acconling to .lunq11cira ('/ 11/. ( 1979). Whcn thc lattcr prcparation' are 
obscrvcd undcr polarizcd light thcy rcvcal a vcry crnnplctc picturc or collagcns 
typcs 1 ami lll in pleura, vascular, and parcnchymal arcas; in addition. wllagcn 
type ll .in bronchial cartilagc is also staincd. Carc was takcn to block thc lung 
tissuc as to includc !he ma.\imal amount ot' surfoce in thc scctions. Thu,, in 
practically ali histology slidcs cxamined n complete scction of an c111ire l1111g \\'as 
prcscnt, including plc11rn, hilar strncturcs, ami ali intcrvcning pulmonary paren­
chyma. In thosc fcw instanccs in which thc sampling was lcss than complete 
multiplc scctions of thc lung wcrc cxamincd. 
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E>:°PEltlMENTi\L l'ULMONAl\V FlllROSIS 

TAlll.EJ 
V:trintion~ in l>osc nnd Schedule of Pnrnqu;1t Admini,lr.Hion uml in Time of Expo~un: to 

Nurmobmic 7~t;.; O:: 

Numbcr oí Do\c of p11r.u1u:1t Numhcr of lntcr\'al hctwccn ~lwi;hmim time: of 
uni1m1ls· (m~lkg hlHly wll ip injccti~;n, injcctiun' cxpn,urc to 7~r;; ()! 

Acutc 
cxpcrimcni J2 5.0 48 hr :!-9 dny~ 

Chrnnic 
c>.pcriments 

T, 8 3.5 1 \\'CCk 5 wccks 
T, B 4.0 5 1 wcek :?-5 wcch 
T, 7 4.5 5 1 wcck 5 wccks 
T, 13 4.5 J :?-5 \\'L'l'k!!i 
... ~~ 9 4 .. o, 5.o. r..o 3 l wcck . 3 WL'Ck\ 

T,. 9 4.0, 7.5. 7.5 3 1 \\Cck. 3 wccks 
T, J2 4.0 JO 72 hr 3 wccks 
T, R 3.5 JO n hr !\ \\'Cl.'k~ 

T, 8 2.5 20 72hr 9-10 wcck 

Col/a¡¡1•11 11¡ea.rnm11e111. Ali thc lcft lung and thc remaining fragmcnls 
0

of thc 
right lung (aftcr rcmov:il of a thin block for histologic study) wcre dried lo con­

¡ stant wcight, ground, and 20- to 50-mg aliquo1s werc hydrolyzcd with 6 N HCI 
1for20 hr at 105ºC, liltcrcd. dricd. resuspcndcd in distillcd 1120. and lhe hydrnxy­

prolinc contcnt was measured in triplicates by thc techniquc or Rojkind anu 'Gun­
z¡ílcz (1974). 

RESULTS 

Cll11ica/ o/J.1·c·1n11i011s. The cntirc group of rab subjectccl lo thc varillllS com­
binations of parnquat :: Ü¡ ("111blc 1) was clcarly separable into twu subgroups 
according to thcir general response (or absence of it) to trcatmcnt. rcgardlcss of 
the close and/ur frequency of aumini~trnlion of paraqual or O~: lhc .111sn·¡nili/e 
animals showcd, during the llrst 24 tu 48 hr of trcatmcnt. \'arious signs a11tl 
symptoms of scvcrc ami progrcssive rcspiratory insuflicicncy. su ch as bradypnca, 
inlcrcostal ¡mil, nasal lwitching, anu cyanosis. Thcsc rats uniformly lost wcighl 
during !he cxperiment (10-30')( of their initial body wcighll a11tl thcir 111urlali1~ 

· was 100%. usually carly wilhin lhe firsl 10 days in 1hc cxpcrimcnts with the highcr 
doses of paraqual llhble 11). Occasioniilly lhcsc aninmls showcu intense psy­
chomotor dcprcssion or excilation with physical stimuli. bulh probably co11tli­
tioned by cerebral hypo.~ia. On 1hc 01hcr hand, in sorne of tlic groups 1hcrc 11we 
somc r1•sis111111 rals which failcd to show any one or thc si¡:ns and symptnms 
dcscribcu ahovc; they gaincu weight at thc cxpcctcd normal ralc ami appcarcd 
quite normal at thc time of sacrilicc. 

Animals trcatcd with in1ra1racheal blcumvcin failcd to revea! any clinical 
clmnges. They incre:1scd in weight al thc IKl

0

1'1l1al rntc, thcrc wcrc nu signs of 
rcspiratnry distress. ami therc was no morlality. 

Jli.1·1o¡w1/wlogic f1•at11res. Susceptible animals in the various groups trcated 
with ¡mraquat :t O¡ revcalcd gcncralizcd ami uiffusc pulnwnary lcsions, cqually 
scverc in subplcural, hilar, and intcrvening lung parcnchynm. In thc acule cx­
pcriments dcaths uccurrcd artcr 3 ami 8 days following th.: initiation oftrcalmcnl; 
thesc anima Is showcd irregular but ckarly noticcablc dilalatinn of distal air spaccs 
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TABLEll 
Time uf Survivul ami Lung Coll:igcn Contcnt ur Animal\ Givcn l~m1quat nnd. E.,po~cJ to 

Normnh:1ric 7-1'7c O~ 

Acule cxpcrimcnt 

Chrunic cxpcrimcnts 
T, 
T, ,.; 
T.1;a 

T., 
. T~.a ,.;, 
T, 
T,, 
T1i1 

'f11.1 
T,. 
Normal unilJ\als 

Timcnf 
~urviv<1I 

3 1la)'S 
S days 

5 wecks 
S wccks 
S wccks 

9-12 llays 
5 wccks 

9-IB days 
25 llays 

9-21 days 
15-20 <lays 

30 <ll.lys + 1 month 
3 wccks 

9-10 \\'CCks 

Numhcr of ~ur\'i\'ing 
nnim:i1..,· 

9112 
3112 

(JS 
4/S 
ol/7 
7113 
6113 
5119 
419 

1!112 
4/S 
4/K 
318 
518 

20 

• The diffcrcncc from thc normal is stathtica\ly ~ignific:mt :1t f < O.tH. 

Colla1~cn cnntcnl 
1mg1111111!l 

·13.5 :: 1.5 
•2s.o :.: o.9 

10.2 :t 3.2 
13.6 :!: 4.7 
15.<1 :!: (1,S 
20.2 : 9.9 
IS.o·:: !O.to 

•1s.1 :.: 3.:? 
16.0 :!: 4.! 

'17.8 :!: 2.9 
•22.9 = 6.9 
'28.6 :!: 7.4 

13.2 :!: 1.8 
'17.1 :!: 3.4 
11.l :!: 2.6 

with collapsc of thc intervening nlvcoli ami profuse intralvcolar hemorrhagc. In 
thc chronic cxpcrimcnts dcaths occurrrd as carly as 9 days and as late as JO 
wccks :1flcr thc initiation of treatmcnt: indcctl, in thr~c groups rT·l, T7, anJ T8) 
it was possiblc to consiuer thc animals as falling into two diffcrcnt subgroups, 
early ami late, in relation to their snrvival time. 13ecause of thc rnther uniform 
charactcr of thc histologic changcs obscrved, which secmed to depcnd more on 
thc time of survival than on thc diffcrcnt doses and administrntion schcdulcs of 
paraquat, anti in arder to avoid rcpctitions, the microscnpic lcsions in thc Jungs 
are brieíly dcscribcd in only \\\'O groups of animab: t•arly ami late sllr\'ivors. 

E11rl)' sunfrors. The h111gs appcarcd grossi}' irregular. with subpleural hcnlllr­
rhages ami focal nrcas ofincrcased consistcncy. Undcr thc microscopc therc \\'ere 
thrcc m:\ior altcrntions: (a) pronounccll, widesprcad. ami irregular llilatation of 
thc distal air spaces, sccn in many cases to be lincd at onc cnu by bronchial 
epithclium; (b) collapsc of the intcrvening alvcoli. \\'ith ctlcma ami infiltration by 
mononuclcar cclls, prcscnt both within thc alveolar sepia ami in the alveolar 
lumen; somc animals rcvealed more intrnlvcolar cellubr accumulation than othcrs 
(Fig. I); (e) with thc Picrosirius Red stain it was apprcciatcd that thc pulmonary 
collagcn nctwork was distortcd but did not appcar incrcascd. 

In athlition, two othcr features wcrc promincnt in thc histnlogical picturc of 
carly survivors: thcrc was peri vascular ami peribronchial edema. somctimcs quite 
pronounccd, with fcw mononuclcar cdls inliltra\ing the surrounding Jnosc con­
ncctivc tissuc, Thc largcr intrnpulmonar}' bronchi wcrc not dilatcd bu\, on thc 
contrary, lhcir normal aspect conlrastcll with the gcncralizctl dilatation or thc 
distal nir spaces. 

/.nr" s11n·i1•m·s. Pulmonar)' changcs in animals surviving longcr than J wccks 
!consistcd of the samc irregular dilatation of thc distal air spaces ami collarsc uf 
·1hc intcrvcning alvcoli tlcscribcd in cari}' survivors,. hut in mlditi<lll thcrc was 
furthcr condcnsation of thc collaps~d parcnch)•ma, increascd intcrstitial inliltra-

·-~; 



F10. l. J li!i.tulo~h; ;1\flL'Cl ~1fthc hm!! in l'arly !-.111"\'Í\'or~ of IJl'Hll!Wnl \\ilh p;11ac¡u<1l "" O~ª"' lk,nihcll 
in thc tcxl. (1\) l.uw·powcr microt:wph to ilhi~llilll' thc liifflt\\! natUTL' of pulmon;u~· llama¡:L', thc 
difal\\litll1 OÍ 1hc ICffllÜml ílil" thlL"h ;mt.f 1.'.{1!!;1¡'">~ tlf thc if\11!1 \'Cllill!! ;iln•nli. X f\). iU) :\ 'll't'IÍllO nf 
norm;1I rnt lung pholo!!r;iphcd ;11 low powl!r fnr l'Ulllpari ... on. :-:l'i~. ICI hi!:hl.'r ma~nifk.11it11t tif thc 
samc ?<ilitlc tt\ in (A) lo tkmnmlrntc lhc intc1~ti1ial inf1hrn1inn hy m<111onui.;kar (d\\ :md lhc i.·{1i1;1p ... l!d 
1tll'COJi. X 2 IJ. ' 
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l tion oí mononuclcar cclls, prcscncc of nmny clongatcd. spirullc·slmpctl. fibro­
blast-likc cclls in lmth thc lumen and thickcncd sepia of collapscd alvcoli (J'ig. 

¡ 2). ami thc l'icrosirius Red stain rcvcalcd a clcar ami dcfinitc incrcas!= in thc 
l mnount of intcrstitial collagcn fibcrs <fig. 3l. Jn addition. largcr pulmonary 
1 bronchi also appcarctl dilalcd and lhcrc was pcrihronchial librnsis. 

1 
Animals trcatcd with blcmnycin :ilonc. or with blcomycin + O:. rcvcalcd small 

multifocal :ircas oí pcrivascular. pcribronchial. ami subplcural inílam111atio11 ami 
! fibrosis. Thc univolvctl hmg tissuc .. which occupicd most of thc histologic scc-

tions, was complckly normal (Fig. 4). Thc Picrusirius Rctl srain rcvculcd in­
crcascd collagen fibcrs in thc focal arcas of fibrosis. 

L1111¡: colla11<'l1 co111<•111. ºfotal lung collagcn in :!O normal rats or the samc agc 
nnd sex as !hose uscd for thc cxpcrimcnls dcscribcd had an average conlcnt of 
11.1 mg ± 2.6 mg/lung. ln lhe acule cxpcrimcnh \nial lung collagcn was not 

! incrcascd nftcr 3 clays but it appearcd lo be dcfinitcly highcr·than normal aít.:r 8 
days: ncvcrthclcss. this figure is bascd only 011 lhrcc animals anU shnuld be 

¡ considered as prclirninary (1i1blc llJ. 111 !he more rhronic cxpcri111c111s a trcml 
was obscrvcd fnr late survivors lo ~how sig11ifica11tl)' highcr iota! l1111g collagcn 
contcnt !han normal rats. although again thc rcfaliwly small numhcr of :mimals 
in cach group ami, in somc instanccs, thc largc standard dcviatinn:> found, prcvcnt 
any futhcr nnalysis of the data. . 

In blcornycín-ind11ccd pulmonary fibrosis lhcrc was signílicanl incrcasc in total 
collagcn contcnt in thc hmgs only aflcr 13 wccks: in ali thc othcr aninmls ,thc 
differcnccs with the normal mis werc not significan! (Table 111). 

DJSCUSSION 

An aclequalc experimental mmlcl of human DJl'F should fulfill lhc following 
mínima! rcq11ircmcn1s: (a) be a chronic. progrcssil'c, ami polcnlially lclhal di'­
casc; (h) dcvclop clinical, rndiologic, and fum:lional data of pulmonar)' insufli­
cicncy; (e) rcsemblc lhc hislologic ami ul1rastruct11ral fcalurcs of lhc human dis· 
case, whích al diffcrc11t times are dcscribed as afl'C<1lar serta! fibrosis. all'colar 
"dcsquamalion," cuboidalization of alveolar lining cclls. i111crs1i1ial inll:1mma­
lion, smoolh musclc prolifcration. narrowed (or normal. or dila1cdl airwa~·s, ele. 
(Carringlon, 1968: Crystal el al .. 1976; Dill et al., 197.'i; Fraire et al .. 197J: Grccn­
bcrg C'I al., 1974; Heard. 1976: Scadding ami l linson. 1967): thcsc 1·ario11s patho­
logíc changcs may not ali occur simultancously in cl'cry human case ni' DI f'F. 
but thosc prcscnt in a givcn case should h<Íl'C at !casi a m11llifocal. ~111J prcl~rahly 
a gcncralizcd or diffusc distribulion lhroughmll !he pulmonary parL·11chyrna: (d) 
revea! an absolutc incrcasc in 11.ll' total amount nf lunt~ collagcn. 

In recen! )'cars severa! experimental modcls of human DI l'F ha\'c hccn re­
poned. Thcy ~houltl be cxarnincd agaim.t thc critcria proposcd ahm·c. in ordcr 
lo cstablish thcir adcc¡uacy as modcls ror thc bcttcr u11dcrs1andin¡,: of !he human 
discasc (Carrin¡;lon. 1%8). \\'e hclicvc lhat many of thc rccc111ly propLhcd ex­
perimental nwdcls nf Dll'F cilhcr J'ail lo fullill thc crilcria mcn1i,111ctl ahovc or 
are yet to be critically c.xamincd from that poinl of vicw. Onc or !he lll<\ior dif· 
ficultics is tlml human DIPF is for from being a ncat. tighl ami clu,cly tldincd 
clinicopalholligical cnlily (Lichow, 1975). On the othcr hand, although many of 
thc cxpcrimcnlal modds propnscd may not he applirnblc lo human Dll'F. lhcy 
may ~till co1mibufe vahrable insights inlo snmc of lhc mcchanisms probably in· 
volved in onc or more aspccts of !he human discasc. 
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TAIJLE 111 
Time of Survi\'ul nnd Lunl,! Collai;cn Conl~nl of 1\ninmls Trcntcd \\'Ílh lllcnnwcin anJ O: 

Time uf Numhcr of Cullagcn cuntcnt 
sur\'ivul sur\•iving iin!m:il~ lmg/lung) 

lllCOnt)'L'ill a\onc 7 w1:cks 2/2 34.4 :!: lí1.ll 
13 wccko; (1/6 2<1.2 :!: lll.O 

Ulcomycin + o, 5 "")'' 2/6 IR.O :!: 5 .. 1 
7 dil)'S 2/6 11.3 :!: 1.4 
4 wccks 21C1 16.2 :!: 4.5 

Oí lhc various cxpcrimcnlal modcls o!' Dll'r mcnlioncd in lhc lilcralurc only 
onc sccms lo approximalc thc hislologic and biochcmical ícaturcs oí lhc human 
condition, namcly thc bntylalcd hydroxylolucnc + 70% 0 2 modcl in IJALIJ/c 
micc of Haschck, Witschi et al. (1981, 1981, 1983). Thcsc aulhors i·casoncu lhat 
thc dcstruc1ion ot' pncumocytcs typc 1 would ex pose thc inlcrslilial cclls in 1hc 

·alveolar sepia, which could thcn be cxpcrimcntally slimulatcd to produce librous 
tissuc. Thcy accomplishcd 1hc tirsl parl of thcir schcmc with thc butylatcd hy­
droxylolucnc, which has bccn dcscribcd to be highly toxic far p11c11111ocy1cs 1ypc 
1 (i\damson "' al., 1977), and lhc sccond parl was hroughl aboul by c.xposurc lo 
70% 0 2, although X rndialion sccms to work cguall)• wcll (lla'>chck <'I al .. 1980). 
Thc modcl is probably spccics ami slrain spccilic, bccause 11·c havc lricd lo 
reproduce il bolh in CA mice and in Wistar rals wilhoul any succcss (Sclman, 
M .. Monlai\o, ~l .. ami l'ércz-'fomayo, R., unpublishcd obscrvations). 

Prcliminary cxpcrimcnts with lhc dc\'clopmcnl of acule pulmonary lcsions 
using paraquat in \Vi,tar rats lcd ns to try thc combinalion of diflcrl'nl doses of 
this toxic plus cxposure to nonnobaric 74'if 0 2 in thc brcalhing air íor various 

, pcriods, follo\\'Íllg lhc idea oí lhc double puJmonary injury of' Jlaschck <'I al. 
: (1981), as wcll as thc rcpcalcd obscr\'atinn that O, cnhanccs lhc pulmonary 
'damagc produccd by parnguat (Fishcr rt al .. 1973; -Kccling et al .. 1981). Our 
rcsulls indicatc lhat in \\'istar slrain rals rclativcly low doses o\' paraqual (~.5-

, 3.5 mg/kg body \\'l) rcpcatcd every 72 hr plus continuous cxposurc to normobaric 
: 7•1~¡. 0 2 for 5 lo JO wccks rcsults in rclnti\'cly low mortalily during thc carly parl 
; of lhc expcrimcnl ami in thc dcvclnpmcnl of widcsprcad hhlt>lngic pulmonary 

lcsions. 'fhcsc includc considerable dislortion o!' thc normal lung architccturc. 
, intcrstitial mononuckar ccll intillration. alveolar collapse. ami intcrslitial librosis. 

Neilhcr paraqual nor thc continuous cxposurc lo O,, uscd in the samc cxpcri-
i mc111al doses hut in isolalion, causcd any pulmonary ciiangc. In nlhcrcxpcrinwnts 
(Sclman <'I al .. 1985) \\'e havc dcmonstratcd that thc cnhancinc c!Tccl of 0, on 
thc pulmonary damage produccd by paraquat is rclalil'cly sh,",rt livctl. so -lhal 
mulliplc doses o\' paraguat should nol be scparatcd by more than n hr. 

Intratrachcal administration of blcomycin to malc rals of thc Wistar strain rc­
suhcd in the dcvclopmcnl of focal fibro,is, with most o!' lhc pulmonary parcn­
chymn rcmaining unalTeclcd. Allhough this peculiar rcsislancc of Wistar rats lo 
blcomycin has kcn previously rcportcd (Costa et al., 198\l) it rcmains uncx­
plaincd. \Vhcn Wistar rals are thc only strain availablc (as in our case), thc 
combinalion o\' lo\\' doses oí paraqual ami normobaric high o, conccntrations in 
thc hrcathing air rcsults in a bcllcr experimental modcl o!' human DlPF than thc 
inlrntrachcal administratiun of l'lcumycin. -

Thc pulmonary lcsions produccd by lhc combination oíparaqual + normobaric 
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high O: concentration are dilTuse aml involvc with cqual scvcrily !he perihron· 
chia!, subpleural, ami inlcrvcning lung parcnchyma. Tite salicnl fc<illlre is the 
dilatation of lhc dblal air spaces with collapse of the sorroumling alvcoli: terminal 
bronchioles are usually nol dilatcrJ ami may e,·cn appcar rartially •ollapscd. Thcre 
is considcrahlc peribronchial and peri vascular edema. ~lllnonuclcar cclls inlillrate 

· the loosc connectivc lissuc surrmtnding bronchi and blood vcssds. as wcll as thc 
collapsed parenchyma. ln animals surviving 5 \lccJ.;s or more. thcre i' prolifcra­
tion of spindlc cclls and tlcposil ora fine web oí ncoformcd collagcn ílbcrs. The 
deslrnclion nf uscíul exchange surfacc in the lung is so cxlcnsivc lhal many oí 
lhc rals nppcarcd lo survivc only bccausc oí !he incrcascd O: conccntralion 1hcy 

¡ were brcathing within !he plaslic chambcr. lt was not unusual for animals that 
t latcr wcrc shown to havc advanced pulmonary lcsions, lo devclop cli11ic:1lly ob­
vious respiratory insuniciency whcn 1hcy wcrc tinally removed from thc plaslic 
chambcr, al lhe cnd of the pcriotl of cxposurc. 

The similarily of experimental Dll'F proJu.:cJ in thc ral by onr combincd 
proccúure with thc lcsions dcscribctl by Churg el a/. f l'J83) in palicnts dying afler 
dcvcloping acule rcspii·a1ory rJislrc'' anJ 1rcat111cnl fo1 .. prolongcd pcriods on mc­
chanical vcntilation with high positivc cnd-expirntory prcssure ami O: com;cntra­
tion is slriking:. Thcsc aulhors suggcst that lhc proccss is similar to bronchopul­
monari• dysplasia as secn in thc nc11 born ami propo~c 1hii1 it is causetl by thc 
combinalion oí high rcspiralory prcssurc and high oxy¡:cn concentration in the 

¡ inspircd air. ¡ 
1 Reganllcss of lhc dosc oí paraqual antl lhe lcngth oí exposure to O~. in evcry 

experimental varialim1 of our modcl of human Dll'F thcrc wcrc always somc 
animals lhat füilcd lo dcvelop clinical signs or symploms of paraqual inlo.xication 
or oí rcspiratory insufficicncy; thc lungs of thosc animals wcre hislolo~ically :111d 
biochemically normal. Allhough wc havc no explanalion for litis phe1wmen<in. 

· wc belicvc 1hat such "'rcsistance" lo paraqual + O~ is not a pcrmancnt fcature 

1 

of !hose animals. sincc u pon rcpcat of thc sume.ore ven lcss aggrcso;i,·c "hctluks 
oí puhnonary damage, many of thcm succumbcd "ith lcsimh i<knlical to !hose 
prescnl in the inilially "susccplihlc" group <Sclman, /\l., ~lonlaiw. ~l .. and 
Pérez-'fomayo, R .. unpublished obscr\'alio11'). 

Acconling lo Keeling 1•1 al. ( 19~1). and Smith cr. al. (197~) lhc primary larµcl 
of para<Jllal is thc ah·colar cpithclium. which i' rapidly dcslroycd. !hith pneu· 
inoc)'tcs <ypes 1 ami 11 revea! scvcrc dcgcncralil'c changcs as carly ao; ·I l1r artcr 
lhc adminislralion or paraquat. and 2 or 3· Ua)'S lalcr lhcy appcar Je,quan1atcd in 
lhe alveolar lumen. whkh also shows edema. Thc alveolar l\'alls revea! congc,tion 
ami mild acule inllammalory reaction: cosinophilic hyaline membcrs are wmmon. 
Thesc changcs occur aflcr thc mhninistrntion of paraquat doses 4 lo cll times 
highcr lhan lhc oncs tiscd in our s!ll(ly: with 1hc lowcr do,cs of paraq11at no 
changcs are visible in the lung undcr !he light 111ic1'c>SL'llpc (Smith 1·1 al .. 19741. 

: Yct, we bclicve that thc alveolar cpi1hdium is damagcd and 1ha1 as a con,cqucnce 
1 the incrcascd O~ conccntration thal !he animal b brcathing in nur nwdcl of human 
1 DJPF can cause furthcr harmfül di,1urbanccs which affecl thc stabilil)' of !he 
\distal air spaccs ami bring about the dilalation of the rcspiralory ducts ami thc 

\

collapse or thc surrounding alvcoli. 
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EXl'UUMt:NTAl. A~l> Ml~UtCUl.Aff J1ATllOl.OOY 43, 000-000 ( 1985) 

The. Duration of the Pulmonary Paraquat Toxicity­
Enhancement Effect of 0 2 in the Rat1 

Mo1s1~s Si:tMAN.~ l\·IARTllA l\lmrrA:\'.o,2 IR~JG,\RD Mmnro1rr,J 
,\NI) RU\' 1'1~1u:z-'LIMAYCJ"4 

~/Jfri,(iúl/ ,¡.~ l1J1'(',\li.c.11dcitr, /11.ui111to Nado11al <h• E11fnmcdmh·.~ Nc.,¡iinJ111rim, m11J )LJniclod 1/t' 
Afrdidua t:.~prrim1•11111/. rm u/11111 «le Mrdid"" cfr lo U11frc1~\i1hJtf ,\'admwl J\ttlámmw 1/t• ,\fhfro. 

Apunwlo Pm111/ 70«'"11 ,\fé.l'fr11 Ci1y. fJ.l.iJU. Mé.rfro 

Rt•cdn•t! Julr 5, 1985, (//Uf in rt'\Í.ird 1-iirm Ju/y 16. J'l85 

Thc dura1íon of thc pulmnn;iry p:1raquat ln\icil}'·l.'nhanccmcnl cffccl of (), ha.., hccn 
cxmnincd in Wh.t<ir r:1ts. In onc t':\pc-rimcnl. 'ariou~ t:rnup~ oí nnrmal animal-. ~verc givcn 
n !,in!!IC dO'iC t5 mg1J.;t: hmly \\'I) of p:mu¡11;11 :1ml ttftrr diffcrenl l'l'rio(h wnc C'.\pmci.J 10 
conlinuous br~111hin.t:: of normobaric 74•·¡: O! in aillighl l'trnmhc1·s untíl dead or up w IO 
d:iys. 1n :1 r~YCf!>l' e'pcrim~nl, ;\ 1.irr.~ 1wmbcr of r:it' wNc fir~t expo-.::d for frll:i~\ 10 
continuou.., hrl';ithíng nf normobnric 74<·¡ º= :md wcrc th(.'ll \L'panitt.•d inhi variou\ ~rnup"i 
whicli rccdvcd a ~in1!k dosc of piirnquat {:' m.!,!il.l! h)dy wl) aflcr various pcriods of brcathinl! 
normal :1ir. rnngíng fmm O to 96 hr. 'I ht: l'\l(.'fll of pulmo:!a1y da01a!:!C in hoth t'."\f)l'fimcnt.., 
\\'íl'i C\'tilUntcd h}' hi..,tolo_g,i: .!\:Ullina!ion ami hy hiochcmiral lkkrminMit1n of lol:d C~,!1:1p1.:n 
conlcnt uf thc lung'i. }t wns. found 1h:11 tlt~ <furnlkin of !ht.• pulmon<11Y dam:igc imh1r..·cd h)' 
pal"il4Uat th;1t b cnfl,mccJ by continuntJ..; bit'alhing OÍ liigh 0~ C'ülll'Cíltratinn l¡¡.,h ~4 !O .JS 
hr. fl was aho nh~Cr\'cd tlmt 12 lo :!.i lir ahcr p:ir;.1qi1:it atlmini ... 1r;1tion and conlinuou'.:> 
brcathing oí high O~ conccntr;Hion pulrnon<iry k ... ion~ U\.' ~cvcrc :111d c~trn..,iw. :mll in 
nnimals smviving li or morl!' c.fay~ lhac wa<, nlso incipirnt intrr:.\i1inl fihro~i'>. Thc rni.:r\c 
scqucncc oflrcatml'nt (02 + par:u¡u;!I) ll''tultcd in no mn11<1lil)' mu! no p11lnwnarr fc..,ioo-.. 
Additional conlrols trcatcd wilh c;.1clt oí lhc ¡rnlmon;iry toxim. all'tlt: :iht> rc\'c;1kd no lunf! 
clmngt!s. 1: 11/S~ 1\c;u!tM1.: l'1c~,. lnt. 

JNTEODUCTION 

Severa! authors havc notcd ffishcr t'I al., 1973; Smith and l lcath, 1975: Do11zc 
ami van Hcijsl, 1977; Hcath and Smith. 1977: Kchrcr e/ al .. 1979; Kl'ding 1•1111 .. 

1981) that lhc toxic cffccl of parnquat ( 1, l '-dimc1hyl-..i,4'-bipiridyli111n1 on lhc n1t 
lung (Clark 1•1 al .. 1966: Smilh and Hcath, 1967: Vijcyaralnam ami Cnrrin. 19'/I; 
Smith el al., 197~: Smith and 1-lcalh, 19i'-I: Kimbrough, 197..i: Smilh ami lk:1th. 
1976) i~ markcdly cnhanccd b;• cxpl)St1rc lo high O, conccntration in lhc hrca1hing 
air. Sincc parnqual has bccn shown to tlamagc prcfcrcntially pncumocy1c, typc 
1and11 (Bcalh and Smilh. 1977; KcclinJ< 1•1111 .. 1981; Ciad; l'I al .. 1%h: lkath 
imd Smith, 1967: Vijcyaratnam ami Con:in. 1971: Smith 1•/ al .. 197-1: Smith and 
llcalh, 1974: Kimbrnllt!h, 1974: Smith ami Hcalh. 1976: Sykcsl'/ 111 .. 1'177: G1wn­
bcrg el al .. 1978) all(I oxygcn poisoning rcsulls primarily in capillary cndolhclial 
ccll lcsions (Schaffncr <'/al .. 1%7: Kisllcr ,., 111 .. 1%7: \Vdbcl 1971: Ciould 1•1111 .. 

19.72; Scvitt, 1974; Chvapil and Pcng. 1975). it ll'ould sccm lopirnl thal !he co111-
hination of bolh agcnts would rcsull in !he addition uf ihdr rcspcctil·c cffccts. 
This, howcvcr, docs no! sccm to be thc aclual cxpcri111cn1al rc,ull, sincc Kccling 
et al. {!981) hal'c found that bolh parnquat anti 85% O~ prcdominanlly damagc 

·1 pncumoc;•tcs t)'pc 11. 

. t Thi" work \\'a\ supponed in 11:1rt hr CO~ACrT prnnl l'CS1\BSA·OOl 123. 
1 4 To whom corrt!>tp~1nJcnce s.hould be nJdr1:~itcJ. 

(l014·48(Ml'N5 $.1.0ll 
l"1>Nti~hl I'• J'lri~ 1•1 ,.\(,1Jcnm; 1'1rn. In( 
All 11~h1' 1•l lq>11-..1u1ll~•n 111.in) C..rm 1.-~tf\c1I. 
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During thc dcvclopmcnt of an experimental modcl of human diffusc intcrstitial 
pulmmwry lihrosis in thc ral. various combinations of paraquat plus cxrosurc to 
normobaríc 7·1'11 O, conccntralion in thc brcathinc air wcrc tcstcd in our laho· 
ratory (Sel man <'/ ,;¡., 1984 }. Lo11· but rcpcatcd do~cs (11' paraqu:11 givcn si multa· 
ncously with continuous brcathing ol'high O~ conccntration !'or pcriods of 5 \\'ccks 
or longer yicldcd nmny aninmls with scvcrc distonion of thc pulmonary architcc· 
turc ami intcrstitial lihrosis. Othcr ¡:roups of rats l_rcalcú with thc samc times of 
parnt¡ual hui cxposcd only lo almosphcric air. or givcn no paraquat allll cxposcd 
to lhc samc high 0 1 conccnlrntion for cqual pcriods, revcabl no pulnmnary 
lcsions. finally, whcn thc samc low doses of paraqu:11 wcrc gh·cn ami thc ex· 
posurc lo high 0 1 conccnlration wa~ dclaycd for J wcck aflcr thc Ja,1 paraquat 
injcction, ag:1in no pulmonary Jc,io11s dcvclopcd. 11 11·as lhcn con,idcrcd of in· 
tcrcst lo systcmaticallr examine lhc duration of thc paraquat cffcct that is rn· 
hanccd by brcalhing higll O: conccntr:11ions. in ordcr to funhcr charnclcrizc its 
nalurc. In lhis papcr wc repon thc rc'.'tdts of such slmly. whkh show 1ha1 thc 
paraqual lung danmgc cnhanccd by brcathing high O~ conccntration Ja,ts 2~ to 
48 l10urs. In mldition, wc also sJ1011• thal thc rcl'crsc combina1ío11, namcl)"pro· 
longcd continuous cxposurc lo high o, concc111rn1inn i111hc brcathing'air, followcd 
aftcr various pcriods by administration l1fthc samc low doses ofpantquat, rcsults 
in no pulmonary d:unagc al ali. 

METJJOOS 

A11i111a/s. l\lale rals of Wislar si rain. \\'éÍghing 170-230g(9-10 wccks old} wcrc 
uscd in al! thc cxpcrímcnls. 

1'11mqu111 //l/111i11i.11rmio11. Paraq11a1 dichloridc 1\'as dissolvcd in salinc al O.OS~( 
conccnlration frcshly bcforc cach injcction, ami gil'cn intrapcritnncally once al 
!he dosc ol' s m¡z/kg or body \\'l. 

11:.'.rpo.Hll'l' to 0 1 . Co111i11uous· cxposurc of :mima Is lo nonnobaric 7~~¡ O~ cnn­
ccntrations in thc brcathing air ll'as carricd out in airliµhl chamhcrs conslructcd 
with 1ransparc111 shccts of acrylic. with a capacity of 160 litcr,, Thc diamhcrs 
are quite spatious ami thc animals can free!)' muvc around ami fccd ad lihi111111. 
Air :111d O, 11·crc comhincd in an O, mixer with a ílow of 8-9 litcrslmin ami a 
74% 0 1 co;1ccntration. Thc gas 111ixt;1rc ll'ltS humidilicd 11·ith a thcrmíc 11cbu!Í1<'r 
prior lo dclivcry into lhc chambcr. Thc 0, concclllration \\'as monitorctl rcrind· 
ically with a gascous mixture analyzcr. · · 

Exp1•riml'11ta/ i/,·sig11. Tll'o majnr c.\pcrimcnls 11·crc pcrformcd: 
(1) Fivc groups of 6 lo 23 :mimals each wcrc givcn a si11gk intra¡wri101i.:al 

injcction of paraqual flhc dosc was mcntioncd ;,lmw} ami wcrc thcn phKt'd in 
thc airtighl chambcr alkr O, 6. 12, 2,1, ami 48 hr of brcalhing al111Llsphcrk air. 
rcspcctil'ci)'. Two othcr groups of r, :mimals cach wc1·c trcakd rc,pcc1ivdy "ith 
only onc of thc pulmonar)' toxic agcnts. namcly paraquat or high O! co1Kt·111ra­
tion. Ali anim:ds cxposcd to high O~ conccntralion wcrc kcpl in thc ainight 
chambcr until dcad or for lO da\'s. 

(2) 'i\vcnty livc :111i111ah ll'Cl'C 
0

1irst C>.poscd to contin11011s brcathi11g or 7~':i O: 
concc111ra1io11 l'or 6 days, and aftcr lhat thcy 11·crc scparatcd into 5 group' o!' 5 
animals, cach onc rccciving a single dosc or paraquat (5 rnglkg ol' body wll ll. 2·1, 
48, 72, anti % hr aflcr brcathin!! a¡:ain normal air. They 11-crc all sacrilíccd 10 
days aftcr rclcasc from thc ;iirtight chambcr. 

l'rt'/1lll'lllio11 <f /1mgs. Animals wcr~ sacrificcd whcn morihund or at lhc cm! of 
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10 days. Autopsics wcrc pcrformcd on ali dc:id animals. including thosc found 
dcml in lhc morning. Unfortunalcl)'. hccausc uf poor prcscr\'nlíon. ít was nol 
possíhlc to prepare histologic scctions ami lo pcrform biochcmical studics on thc 
lungs of ali aninrnls found dcad. Thc ltrngs of ali sacril1ccd ami :1111np~icd rab 

wcrc pcrfuscd inlratrachcally with buffcrctl JO';( formaldd1ydc. prcscrwd in .1it11 
for 10 mín, ami lhcn 1\:mm·ctl 011 hlock with thc hcart anu placed in thc samc 
formaldchydc solution u111il li1rthcr sllltly. 

!lísto/ogirnl s111tlies. lllocks of lung lissuc wcrc. cmlwddctl in parafliu. cut at 4 
11m, ami slaincd with HE ami thc Vcrlwcff·· Van Gicson slain for cla\IÍc libcrs: 
othcr scc1io11s wcrc cut at 10 1un ami staincd with thc Picrosirius Red tcdiniquc 
uccording to Junqucira 1•1 11/. ( 1979). \\'hcn thc lattcr prcparati,111s are ob,crl'cd 
undcr polarizcd light lhcy rc\'cal a vcry comrlc1c piclun:: of collagcns typc l anti 

1 
IlJ in pleura, \'ascular ami parcnchymal arcas: in additínn. nill:igcn lypc Ji in 

¡ bronchial cartilagc is also staincd. Carc was takcn lo block thc lun¡: tissuc ª' 10 

1 

inclmlc thc maximal amo11nt oi' surfacc in thc scclion. Thus. in practically ali 
hi,tology slidcs cxamincd a scction of an cutir.: lung was prcscni. ind11di11g 

1 
pleura, hilar struclurcs, and intcrvcninµ pulmonar)'· parcnc!iyma. !11 tl111sc fcll' 
instanccs in which thc sampling was lcss than complete mul1iplc scc1ions 11crc 

i ex ami ncd. . ' 

1 

Col/age11 1JJ('a.111rcm1•111. Ali thc Jcfl lung anti thc rcmaining fragmcnh of thc 
, ríght lung (aftcr rcmo\•al of a thin block for histologic· s1udyJ wcrc dricd 10 con­

stan! wci¡:hl. ground. ami ~O to 50-mg aliquots wcrc hydrolyzcd with (1 .\' l!Cl 
for 20 hr at 105ºC, filtcrcd. dricd. rcsuspcndrd in distilkd l!p. ami thc hydrt)xy­
prnlinc contcnl ll'as mcasurcd in triplkatcs by thc tcchnic¡uc of Rojkind ami Gon­
z¡\lcz (197·1). 

RESULTS 

Alortalily. ~lortality of thc' animals includcd in lhc 7 group, of thc Jir,¡ .::xpcr­
imcnl appcars in 'Jiiblc l. ll should be notcd that in grnup 1 13 animals dicd 11i1hin 
thc Jirst 36 hr ami only 7 Slll'l'i\'Cd for 7 to 10 Uil)'S, whcrca' Íll group' 5. (,_ allli 
7 thcrc was no mortality. Groups 2, 3. and -1 displayctl in1crmcdia1c na>rtalit) 
ratcs. 

TclllLE 1 
Mo11nli1y of !he V;1riou':i Group!! of H.;11s E:1;po~cd Fir~t 10 l\1rnq11¡¡t ;111d aftcr \'ali,,u, Pl·1i1d .. h' 

Continuoll':'i. Br~alhing of lli)!h O~ Cünccntrntion for JO D.1~ s 

Jlour!> ;1flcr Timcof ~ltl!l,dll~ 

Group N(1. paraqual \Uí\'i\'al Idead hll~tl C\fllh~'d' 

o 36 hr u ~o 
7-IOda)» 7 ~u 

(, ~-J days lllcO 
JO<lars IO ~o 

12 2-6 dars 1~·cJ 

to d.1)» 9·~.' 

24 3-5 day• l!l'cO 
to ú.iys !O'!O 

48 to d;iys 06 
l>;.lra<¡Uill 10 ilays o·r, 

Hfonc: 
lli¡th o, to d;iys (l,(, 

uJ~nl! 
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Nonc of thc animals includcd ín thc livc díffcrcnl ¡?roups of !he sccoml cxrcr­
imcnl dícd during thc JO days of ohscrvalíon i1flcr rclcasc frnm lhc ainíghl 
chamhcr, so lhcy wcrc all sacriliccd al !he cnd of lhat pcrírn.I. 

llfato/o¡:ica/ clu111gi•s in t'1c /1111¡:.1·. l listologíc changcs in thc lung\ of lhc ani­
mnls in lhc lirst cxpcrimcnl wcrc quite variable and rangcd from minimal congcs­
lion lo diffusc :iml dramalic dislortio.n of lhc architcc!llrc of lhc rcspiratory pa­
rcnchyma. massivc hcmorrhagc, alveolar ccll dcsqua111a1ion, inllamillo1y inliltra· 
lion, ami somc dcgrcc ofintcrslitial fibrosis. Con¡:cslion. edema, and hcmorrlwgc 
wcrc more frcqucnt a11<l scvcrc in thc animals of group 1. which had thc shortcsl 
avcrngc survival, and wcrc mínima! or abscnt in groups 5, 6. allll 7. In addition 
to lhc changcs mcnlioncd, intcrslilial iullammation was also prcscnl in bnth 
groups l und 2. bt!I il was local ami primarily pcribrondiial ami peri vascular ( Fig. 
!). Tlw infillntling cdls wcrc prcdominantly mononuclcar Oymphocylcs. plasma 
cclls, anú macrophai:cs) wíth fcw tn· no polynwrphonuclcar lcukocytcs prcscnt. 
ln groups 2 m1d 3, lo lhc changcs dcscribcd :m c.\lcnsi1·c rcvision of thc normal 
slructurc of lhc lung was addcd, clwraclcrizcd by witk dilatalinn uf lhc respira· 
lory bronchiolcs (bolh air ducts anti atrial wilh collar"' ni' lhc inlcr\'cning alvcoli 
(Fig. 2), dcsquamalion of alvcular cclls, cxlcnsion of .lhc peri vascular allll pcr· 
iobronchial inllammatory infiltralc lo thc alveolar 11·alls ami cvcn incipicnt i111cr­
slitial librosis, as cvidcnccd by thc prcscncc of spindk llbrohlasl-likc cdls ami 
aprarcnl collagcn incrcasc in man y liclds of collapsé iilvcoli (Fig. 3). 

-.; 

.,. 1 
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Fin. 2. Low-powcr phowmit:rnr.1;1ph ur thc IUJI!! uf :tll <inim:il 11f r.rnup} 1h:11 \llr\'iH'd (1 d.J>"') i.IÍlc..'r 

p<1rnqua1 :ulmini~ln1tion mili contimu111~ c\pO!<.Uf'c lo hír.h (}~ 1,;01Kc111nitiun. Thi: witlc~p1c;1d \lil1d;llíon 
J oí brnm:hiolcs ami ;1ir ducts wílh co!lapsc uf tlu: in1cr,·<.."ni11g :1lvcoli :m: a¡lp¡¡rent. 

In groups 6 anti 7, which wcrc con!rols lrcatcd.with cach pulmonar)' aggr'''"'r 
nlonc. thc lungs ll'Crc complctcly normal. Thc "1111c thing occuncd with thc lung' 
of al! thc animals includcd in thc sccond cxpcrimcnt. in which c.\J'("lll'<' 10 hi¡.d1 
0 1 conccn1ra1ion in thc hrcmhin¡! air was fllllowcd ut diffcrcnt rcrio(b h)' a single 
dosc of par:iquat. 

Tota/ /1111¡: l'Ollogen. 'foblc JI µivcs 1i1c time of survival urnl m·cn1f?c tntal lung 
collagcn (mg of collaµcn/lung) for cuch grnup of aninwls in thc first c.xrcrimrnl. 
No sta!is!ically signilicant difli::rcnccs wcrc apparcnt al a /' lcv<:l bdn\\' 0.0~5. 
Hlltl !ha! only in thc animals surviving for 10 days in grour, 2 and 4. Similar 
rcsults wcrc obtaincd in ali !he animals indudcd in thc ~ccond cxpcrimcnt. 

DISCUSSION 

Our rcsul!s imlic:i!c thal !he duraliun of thc pulmonary paraqnal toxicit)'-cn­
hancrmcnt cffccl of O: i11 \Vislar rals lasts appru.~imalcly 2-1 lo 48 hr. Durin¡; this 
pcriod. cxposurc 10 normobaric 74% 0 2 conccnlration rcsult> in carly tlcalh ami 
!he dc1•cfnpmcnl or scvcrc pulmonary lcsio11s. consislin¡; of intense con~cstí<Hl, 
massil'c hcmorrhagc. pcrivascular and pcrihrnnchial or ¡!cncralizcd edema, ami 
mold inll:unmalor)' inlillratc with mononuclcar cclb. Whcn thc animals survivc 
a fcw more <lays, in addílion !hcn: is dr:unatic dila!ation of thc air duc!s wilh 

/ 
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collapsc of thc intcrvcning alvculia and incipil'nl fibrosis. which ¡, ,uggc.skd both 
morphologically ami biochcmic;illy. T11'l1 days aflcr paraqnat admini,trati,111 C<lll­

tinunus cxpnsurc to thc samc high OJ conccntratio.n in thc hrcathing air l"•r \O 
clays has no rffcct at ;111 on thc survil'al a!lll on thc normal his1,1!og) ami collagcn 
contrnt of thc lungs. On thc othcr hand. thc reverse cxpcrimcnt. namcly !'ir,1 
continuous cxposurc of auinials to high Oi conccntration l'ur a pn1l,1ngcd p,-riod 
and thcn mhninistration nf a singk dosc ni' paraquat, al'tcr ditfcrcnt pcriod.s ot' 
brcathing normal air. pll•duccd no mortalit)' ami no pulmonary hi,tu!ogic or bio­
chcmical L'iiangcs in thc foll<lll illL! 10 days. 

Thc ahscncc of cnhanccmcnt of thc pulmonary O~ \o\icity by paraquat rnntra­
dicts thc opinion of Fishcr c111/. (1973), 11hilc thc oppositc obscrl'ali<1n. namcly 
that il is thc paraquat bion thal is cnhanccd by hil:h O~ in thc brcathing air. 
supports thc conclusion of Kccling "' 11/. (! 981 ). Thcsc author' bawd thcir 'ug­
gcstion on thc ul1raqructural finding of dama!!cd all'c·olar cpithclium 1ypc 11 ami 
intact ca pillar)' cndot hclial cclls. Ncvcrthdcss. thcir animab did tllll >llrl'il'c 2·1 

1 hr and thcir final dccision \\'as madc on a S<'miquantitativc appraisal of dcgrcc of 
· ccll damagc, comparing typc 11 pncumocytcs with capillar)' cndothdial cclh. \\'ith 

a diffcrcnt experimental set up. such as thc onc dcscribcd in thi> papcr, thc rcsults 
could he al variancc ll'ith thosc dcscribcd. . 

Thc micrnscopk study of thc pulmona1y parcnchyma damagcd by tlw rnmbi-



l>URATlON OF l'AR/\QUAT TOXlClTY
0 

TABLE ll 
A\'Cl'ill?I! 'IOlul Lunl! Culla1,!en in 1fal., E~ro"cd First to J>;.mu¡ual nnJ •1flcr Vttrious l'criu\f~ 10 

('ontínuou\ Brc:11hing o!' 1 ligh· O~ Cvnccnlrntion for IO fJ;1ys 

llours aftcr 
Gnmp No. p:tn1qu:11 

o 

2· 

12 

2·1 

4S 
6 Paraqua1 

nlonc 
llí~h o, 

nlonc 
C<mlrol.,, 

Time of 
~l.lr\'ÍVaJ 

J6 hr 
7-IO dit)'S 
2-3 duys 
10 da)'• 
2-6 days 
IO days 
3-5 dap 
IO day' 
10 <lay' 
IO dar!. 

JU da)'S 

Numticr of 
unimttl~ 

!llllllicd 

6 
(1 

6 
6 

ro 

¡\\•c:r.ii;c lolal 

lung coll:i,t:i:-n 
lml!llunµt 

IJ.O :!: 1.1 
21.9 :!: (1.(1 

13.:? :: ~.4 
lí1.5 :!; 4.3 
lU ::J.7 
f.1.8, i 5.~ 
13.4 :: l.N 
1(1.2 :: 1.'J 
(.!.~ :!: 3.4 
i°J.9" 1.0 

ll.7;:1.1 

10.9 = 1.2 

nation of paraqual + O~ givcs no d11e as lo !he na!lirc of lhc ksions induccd by 
paraqual. \Vilh highcr doses (.i lo 20 limes highc~r) paraqual h to.\Íl' fo;- thc alwolar 
cpilhclittm (Kccling <'I al., 1981; Clark l'I 11/., 1%6: Smith ami lkalh. 1%7: Vi· 
jcynralnam ami Corrin, 1971: Smilh <'/ 11/., 197,1; Kimbrnugh, 1974: Smith a11d 
Hcalh, 1976; Sykcs 1•1 al., 1977: Grccnbcrg el o/ .. 1978) ll'hil:h ,¡10.,•:s (Jc1cc1ahk 
lcsions as carly as 4 hr aflcr paraq11at injcclion, am! bccomcs sloughcd ami des· 
q11a111:11cd in 48 lo 72 hr (Smilh mid llcath. 1975, 1976). \\'i¡h lhc s:11nc hi);l1 ""''" 
of paraqual, a f'cw days Jatcr an inlralvcnlar fibrosi:; dcvdops 11 hich cvc11l11:1lly 
produces pulmonary insufficicncy allll l;ills thc c\pcrimcntal animal (l lcalh ami 
Smith, 1977; Kccling l'l 11/., 1981: Grccnbcrg 1·111/., 1978). Similar bion' h;11·c 
bccn dcscribcd in human cases of intoxication wilh paniq11at 11\ l:<lhc\\ et al .. 
1%8; 'foncr <'/al .. 1970; Editnrial. 1971: ~Jalone 1·1 al., 1971: Copland et al .. 
Thttrlbcck anú Thurlhcck, 1976). The ultrastrudur:d ,,111dy ni' 1hc flm1:' ,,f lhc 
animals uscd in nur first cxpcrinwnt. which is currcntly undcrll'ay. 'hnuld perha¡'> 
revea! !he damagc prmluccd hy low doses or p:1raqual. 

Rc¡;anllcss of wlwl is cvcnt11ally found al thc ultrastrucrnral krcl. il ¡, 1·<·1)' 

inlcrcsling tlmt th,· sum of a single low do;c of paraquat plus l.'.(1111i11m11" C.\P<"11rc 
Jo high O¡ conccntrntion in thc brcathing nir. ll'hích by thc1mc1'·cs prod11cc· 110 

p11lmom1ry lcsions \'isiblc wilh thc light 111icroscop'" slwuld rc~1111 in >11d1 hil,!h 
mortality und such drnmalic dblortion uf thc normal an:hilc'W11·c "r thc 11111¡:. lt 
is wcll cstablishcd thal O, is tn:-;ic for !he ;ill'colar cclls nf human allll animal 
lungs (Schaff11cr t'/ ol., 1967: Kistkr er ol., 1%7; \Vcibcl, 1971; Gould 1·1 al .. 1972; 
Scvill, 197·1; Chl'apil ami Pcng, 1975; Dcnckc allll Fanburg. 19~WJ. hui 1cr)' hi[!h 
O¡ conccntratiuns and prolongcd cxposurco; are nccdcd bcforc pulnwn:1r)' changcs 
hccomc appurcnt. :111d lhcn thcy are of a diffcrcnt typc lhan tho;c dcscrihcd in 
this papcr ami clscwhcrc (Sd111an l'I 11/:, 1985). 

Thc factors conlrihuting lo thc structural stability or lhc di-;tal rc>piratory unit> 
íncludc lhc pr,•scncc of mlcquatc a111011111s or surractanl. hcalthy al\'cnlar cdb 
(pncumoc)'lcs lypcs 1 arnl ll), normal rnpillar)' pcrfusiun, anti llll adcquatc mix· 
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ture of gases in the brcalhing uir. By allcring onc or more of thcsc faclors. ami 
perlmps by inlcrlcring with somc olhcr as ycl unknown clcmcnl(s) ncccssar)' lo 
prcsen·c lhc normal reciproca! rclalions of lhc varinus comparlmcnts of lhc distal 
uir spaccs in lhc normal luug. lhc changcs hcrcin dcscribcd are produccd. 
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Conclusiones y Perspectivas 

La FPID se-caracteriza por la acumulación excesiva de CQ 

lágena en la matriz extracelular, con la consecuente destruc­

ción de la arquitectura. tisu1ar. 

Como ln mayoría de lbs estudios que se realizan en hum~ 

mas sólo abarcan momentos puntuales y estñticos de la enferm.2_ 

dad, existe la necesidad de contar con un modelo experimental 

que semeje estrechamente al padecimiento y que permita anali­

zar dinámicamente los fen6menos que ocurren en el pulmón . 

• 1.- .... 

Nuestros estudios demuestran que la administración pro­

longada de paraquat a dosis bajas, sumada a la exposición a 

concentraciones elevadas ele o 2 , ya sea simultúneamente a la 

inyección del herbicida, o diferida algunas horas, 'induce en 

ratas una enfermedad pulmonar mny semejante a la observada en 

la FPID humana; las lesiones son difusas y comprometen desde 

el v6rtice hasta la base y del hilio a la pleura, provocando 

en los animales gravo insuficiencia respiratoria. Despu6s de 

algunas semanas, se observa proliferación de fibroblastos, -

con aumento de colágena que se puede detectar morfológica y 

bioquímicamente. El modelo ha demostrado ser reproducible, 

aún.cuando su eficiencia podría ser optimizada, dado que ind~ 

pendientemente ·de las dosis u'tili.zadas, alrededor del 50'1. de 

los animales fallecen en los primeros 10 días. 

Como sc
1 

ha mencionado previan1ente, este modelo sr;'!rá utl:_ 

lizado para estudiar de manera secuencial los eventos celula­

res y las alteraciones de la matriz intersticial que ocurren 

durante el desarrollo de la FPID. 

En esto contexto, y como un acercamiento preliminar, he 

mos examinado recientemente los cambios ultraestructurales 

pulmonares que ocurren en el modelo agudo. En este experime_!! 



to, los animales se distribuyeron en tres grupos: El grupo 

problema recibió una dosis única de 5 mg/kg de paraquat y 12 

horas después se colocó en la c&mara de o2 a una concentra-­

ci6n constante de 75% y se fueron sacrificando a las 12, 24, 

72 horas, así como 7 días .después. Un grupo control recibió 

solamente o2 por 7 días, al cabo de· los cuales se sacrific6. 

El otro grupo recibió solamente paraquat, a la dosis mencio­

nada y los animales se sacrificaron a las 4 y 12 horas y a 

los 7 días. Los pulmones se fijaron in situ por vía intra-­

traqueal y por perfusi6n circulatoria con glutaraldehidci al 

2.5% en buffer de cacodilatos y se obtuvieron múltiples blo­

ques de cada uno, los que se incluyeron por las técnicas ha­

bituales. Los cortes se examinaron en un microscopio Hitachi 

llU-IIA. 

Tanto el paraquat como el oxrgcno solos, produjeron una 

lesión moderada en las células endoteliales de los capilares 

pulmonares, caracterizada por la separación de la membrana -

basal y la presencia de áreas focales de tumofacci6n (Fig.l). 

La combinación de los do~ agresores produjo lesiones endote­

liales más intensas, con microtrombos y edema intersticial -

(Fig. 2). Posteriormente aumentan el número de fibroblastos 

y de células inflamatorias en el espesor de los tabiques al­

veolares (Fig. 3). A los 7 días, se aprecio un aumento apare~ 

te de la colágena intersticial (Fig. 4). 

Este mismo estudio se realizará en el modelo crónico, -

intentando identificar y separar en el tiempo, si es posible, 

las etapas de leeión inicial, inflamación intersticial, prol! 

feració~ de fibroblastos y fibrosis. 

Por otro lado, estamos muy interesados en analizar los 

cambios en el metabolismo de la colágena que llevan finalmen­

te al desarrollo de la fibrosis; ésto es, alteraciones en la 

bioslntesis y/o degradación de esta proteína. 



En nuestro laboratorio, hemos analizado recientemente e~ 

te problema en un grupo de pacientes y a continuación se exp2 

ne la metodologia y los resultados. 

Se estudiaron 11 pacientes con fibrosis pulmonar idiop&­

tica (FPI). En el momento de la biopsia, el tiem~o promedio -

de evolución del padecimiento era de 12.4 + 3.1 meses. Todos 

los pacientes llenaron los criterios clínicos y de laborato-­

rio aceptados para hacer el diagnóstico de FPI (1,2) y en el 

estudio morfológico del tejido pulmonar se encontró evidencia 

de fibrosis intersticial difusa e inflamación septul e \ntra­

alveolar. En todos los casos predominnron las lesiones fibró­

ticas sobre las inflamatorias. En ninguna de· las muestras ex~ 

minadas hubo vasculitis, granulomas ni presencia de material 

inorgánico a la luz polarizada. En el estudio bacteriológico 

no se cultivaron bacterias, rnycobacterias 11i hongos. 

El. grupo control, estuvo constituido por G pacientes a 

los que se les practicó resección de tejido pulmonar para ex­

tirpar algfin tipo de tumoración, pero que no presentaban da­

tos clinicos, radiológicos o fisiológicos de enfermedad in-­

tersticial fibrosante del pulmón. En ninguna de las muestras 

seleccionadas para el estudio bioquímico se encontraron alte­

raciones en microscopia de luz. 

Metabolismo de la col_~-9:222~:-

Todos los anilisis bioquimicos se realizaron en alicuo-­

tas del mismo tejido pulmonar utilizado para el estudio morfo 

lógico. · 

a) Cuantificación de l<:t co_~,~gena. 

Fragmentos de tejido pulmonar de 100-150 mgs de peso 



, .. 

húmedo fueron secados a peso constante e hidrolizados con HCl 

6N por 24 horas a lOOºC. Posteriormente, fueron filtrados, s~ 

cados, resuspendidos en agua bidestilada y se midió el conte­

nido de hidroxiprolina a través de un método colorimétrico 

(3). La concentración de col&gena en las alícuotas se calculó, 

multiplicando la cantidad de hidroxiprolina por 7, 41, sup:inic_J]_ 

do·que este residuo constituye alrededor del 13% del total de 

amino&cidos de la cadena alfa (4). 

a) Síntesis de la col~gcna, 

J,as muestras pulmonarcf.; fuero_n clivididas en porciones 

que pesaban entra 100-200 mgs de peso hfimedo. Estas alícuotas 

se incubaron'. en 3 ml de medio de cultivo Dulbecco modificado 

por Eagle que contenía 101 de suero tetal de ternera, 50pg/ml 

de &cido nscórbico, 70 µg/ml de sulfato ferroso, 200 U/ml de 

penicilina y 200 ~g/ml de estreptomicina. Los cultivos se 

equilibraron con una mezcla gaseosa de 95% de o2 y si de co 2 
y se incubaron a 37ºC en un bafio metabólico de agitación cons 

tante. Después de 1 hora, el medio fue reemplazado con 3 ml -

de medio fresco al que se agregó 30 ¡iCi de prolina tritiada, 

manteniéndose el explante tisular en cultivo durante 4 horas. 

Al término del período de incubación, las muestras de tejido 

se homogenizaron y las proteínas marcadas se precipitaron con 

leido tricloro ·acético (TCA) ~l 10% y 3. lavados sucesivos con 

TCA al 5%. Para medir la síntesis de col&gena (hidroxiprolina 

[H3 ]) y la síntesis de proteínas totales (inc~rporación de 

prolina [H3], el material precipitado con TCA se hidroliz6 

por 24 horas en HCl 6N a lOOºC, se filtró, evaporó y resuspe_!:! 

dió en 2 ml de agua bidestilada. Ambos residuos fueron separ~ 

dos por el método de Rojkind y cols. (3). Los resultados se 

expresaron como porcentaje de síntesis después de corregirlos 

por el bajo contenido de prolina en proteínas no colag6nicas 

(5). 



e) ·Actividad colagenolítica, 

Para este análisis, ·se utilizó el m~todo de Ryan y 

Woessner modificado (6) • Muestras de tejido de 450-500 mg 

(peso húmedo) fueron homogeneizadas y divididas en 6 aH.cuo­

tas. Tres de ellas se incubaron en un bafio metabólico por 

24 hora~ a 33°C en presencia de c1 2ca 0.005M, NaCl 0.15M y 

Tris buffer 0.04M, pH 7.4; las 3 restantes se incubaron en 

idénticas condiciones pero con ED'rll (inhibidor de colagenasa). 

Con el objeto de que los fragmentos obtenidos fueran más pe­

quefios que una cadena alfa de la proteína, los homogeneizados 

se centrifugaron a 4ºC y el sobrenadantc se filtró a trav6s 

de una membrana con límite de excl1rn:i6n de 100. 000 dnl.tones. 

La digestión enzimática se detectó ~or la liberación de poli­

péptidns que conteníun hidroxip:rnl.ina soluble, la r.ual se mi­

dió por el método de nojkind y Gonz~lcz (3). La nctividad co­

l.age11olíU.ca se expre,;6 en /lg ele colilgcna degradada por me¡ de 

colégena incubada en 24 horns, 

Concentración de ·1a cclfiqena. 
-----~- .... ------.-..,~------·-·-

La meelici6n ele hidroxiprolinn es el método mfis ncepta­

do para conocer la cantidad de colágena de un tejido, ya que 

este imino&cido es cnsi exclusi~o de la colágena y constituye 

alrededor del 13% de los residuos de esta proteína, mientras 

que se encuentra en porcentajes insignificantes en unas pocas 

proteínas no col.agGnicas (7). 

En las tablas 1 y 2 se muestran los resultados obteni­

dos sobre la concentraci6n de la colagenn, Como habíamos de-
' . 

mostrado previamente (8) 1 hubo un aumento significativo de ln 

cantidad de esta proteina en el tejido pulmonar de los pacientes 

con FPI en relaci6n a los control.es, con una media de 327± 76 vs, 

... ; 



185j: µg/mg de.tejido seco ( p,0;001 ). 

ESTA TESIS Nn DEIE 
SAUR '.DE lA JIBUllBI 

Síntesis ele col~na en .los ~ultivos de e>:plante pulm9_­
·nar. 

J,os tejidos pulmonnres de ambos grupos, incorporai:on ac 

tivamente prolina [U3] a colSgena reci~n sintetizada. Los re 

sultaclos obtenidos se muestxan en las tablas 1 y 2. Como pu~ 

de observarse la colSgena representó del 1.2.al 3.45~ de to 

das las proteínas sintetizadas por las muestras de biopsia -

de los pacientes con FPI y clel 1,45 al 2.75~ en los contra-­

les. En el an6lisis estadístico no hubo diferencias signif_:i_ 

·cativas entre ambos grupos ( 2.2+0.8% vs. 2.08±0.5% ) . 

Actividad colaqcnolítica. 

La degradaci6n endógena de colágena, medida a trav6s de 

la solubilizaci6n de fragmentos polipeptídicos mSs poqucRos 

que una cadena alfa, estuvo notablemente t1isminuída en los ho 

ri10geneizados de pulmón de los pacientes con FPI. Los valores 

mostraron una media de 1.719±1.03 vs. 5.416±0.925 pg de colfi 

gena degradada/mg de colfigena incubada/24 horas (p~ 0.001) -

(tablas 1 y 2) • Aunque en todos los pacientes se observó un 

incremento en la concentración de colfigena y disminución de 

la actividad colagenolítica, no hubo relación aparente entre 

estos dos par&metros, 



,·· 

Como puede observarse, el hallazgo más importante en e.§_ 

te trabajo, fue la disminuci6n de la degradaci6n enzimática 

de esta proteína, lo que no había sido descrito previamente 

en FPID, aunque estudios realizados en hígados cirróticos de 

humano y animales experimentales han demostrado una situa--­

ción similar (9,10). 

Sin embargo, llamó la atención el que no existiera un -

aumento en la biosíntesis en los pulnITTnes fibióticos, lo que 

podría deberse al avanzado estadío de-la .enfeDnedad, 

Nnest:r.a 'impresión en este sentid.o, es que en el depósi, 

to anormal de coHigena en los pnlmones con FPID, pnrticipan 

modificaciones en la biosíntesis y degrudaci6n de e~ta pro-­

teína, que probablemente ocurren en diferentes fases de la -

progresión de la enfermedad. Este serfi otro de los estudios 

para los que se utilizarfi nuestro modelo, ya que la identifi 

cación de esta posible secuencio permitirfi entender mejor la 

dinámica del anabolismo y catubolismo·de la colfigena en el -

curso del proceso fibrosante y eventualmente intentar su nor 

malizaciún con diferentes recursos terap6uticos~· 



TABLA 1 

CONCENTRACION, BIOSINTESrs y DEGRADACION DE COLAGENA EN 

FIBROSIS PULMONAR IDIOPATICA 

PACIENTE CONCENTRACIÓN DE SÍNTESIS DE DEGRADACIÓN DE 
COLÁGENA COLAGENA** COLAGENA*** 

1 3311 3.28 0 ,2LI 
2 255 3, Ll5 1.776 
3 293 2.55 l, 33LI 
L¡ 504 "1. 76 1.536 
5 358 l. 45 2.736 
6 1107 1.115 3 .2.4 
7 329 2.10 l. 944 
8 252 1. 115 Q,118 
9 2113 1.20 3.336 

10 317 3.10 1.128 
11 305 2.55 1.152 

MEDIA_:!:.DS 327±.76# 2. 212._0' 8 1. 719.!_l .. 03 ti 

* ~G DE COLÁGENA/MG PESO SECO 

** % CORREGIDO (VÉASE MATERIAL Y MÉTODO) 

*** pG DE COLÁGENA DEGRADADA/MG DE COLÁGENA !NCUBADA/24 

HCiRAS. 

# P< 0,001 (COMPARADO CON LOS CONTROLES, VÉASE TABLA 2), 

Los RESULTADOS INDIVIDUALES CORRESPONDEN AL PROMEDIO DE 
3 A 6 ENSAYOS POR MUESTRA, 
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TABLA 2 

CONCENTRACION, BIOSINTESIS Y DEGRADACION DE COLAGENA EN 
SUJETOS CONTROL 

CONTROL CONCENTRACIÓN DE SÍNTESIS DE 
COLÁGENA* COLÁGENA"* 

1 178 2.75 

2 167 1.70 

3 202 1, '~5 

4 180 2.30 

5 212 1. 80 

6 171 2,50 

MEDIA:!:_DS 185_~18 2.08:!:_0,5 

* _µG DE COLÁGENA/MG PESO SECO, 

**%CORREGIDO (V~ASE MATERIAL Y M~TODO), 

DEGRADACIÓN DE 
COLÁGENA"*" 

4.512 

5.184 

7.175 

5.304 

5.616 

4 .704 

5'1116:!:_0, 952 

*** ~G DE COLÁGENA DEGRADADA/MG DE COLÁGENA INCUBADA/24 HORAS. 

Los RESULTADOS INDIVIDUALES CORRESPONDEN AL PROMEDIO DE 

~A 6 SENSAYOS POR MUESTRA, 
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FIGURA 1 TRASTORNOS CITOLOGICOS INCIPIENTES 
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FIGURA 2 FORMACION DE TROMBOS EN LA MICROCIRCULACION 
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FIGURA 3 INFILTRACION INFLAMATORIA INTERSTICIAL 
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FIGURA 4 AUMENTO DE LA COLAGENA INTERSTICIAL 
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