
TECNICA DE LAVADO .I5RONQUIOALVEOLAR EN BORREGOSANESTESIADOS 

PARA COLECCION DE CELULAS PULMONARES 


Con et desarrollo de las teenicas de 
lavado bronquioalveolar (LBA) en los 
ultimos aiios, se ha impulaado en 
forma intensiva el estudio de las 
caracteristicas Inmunol6gicas y biol6­
gicas de los macr6fagos alveolares 
(MA) del pulm6n, (Hocking, Golde, 
1979a; Hocking, Golde, 1979b; Hu­
nninghake, Gadek y Kawanami, 1979). 
Este tipo de LBA se desarroll6 en un 
principio en animales de laboratorio 
'por Myrvik, Leake y Fariss (1961) con 
la utilizaci6n de conejos como fuente 
de MA. La teenica consistia en sacri­
flcar al animal por medio de embolla 
de aire, ya con el animal muerto, se 
extraian los 6rganos de la cavidad 
toraclca, para despues lIenar los pul­
mones a traves de. la traquea y 
bronquios con soluci6n salina balan­
ceada de Hartman (SSB). Con los 
pulmones distendidos con· SSB, se 
aplicaba a est os un masaje IIgero y se 
recolectaba la soluci6n de tavado, 
esta maniobra se repetia una vez y se 
mezclaban las dos muestras de fluido 
colectado que contenia a las celulas 
bronquioalveolares (CBA). 
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A partir del primer informe de esta 
teenica en la literatura, se han publi­
cado un gran numero de modiflcaclo­

.	nes al procedimiento. Sehan emptea­
do diversos aditamentos como cate­
teres y tubos para canular la traquea' 
(Goremberg y Daniele, 1976; Sone y 
,Fidler, 1980), tambien se ha usado 
una gran variedad de soluciones de 
lavado (Brain y Frank, 1973; Holt, 
1979} , y se han efectuado lavados 
multiples (Brain y Frank, 1968; Brain, 
1970). Ademas se han aplicado teeni­
cas de lavado in situ (Maxwell, Dietz 
y Marcus, 1976; Medin, Osebold y 
Zee, 1976). En la actualidad Maulderly 
(1977) describe la utiliz8ci6n de ani­
males vivos, tales como animates 
pequeiios de laboratorio para realizar 
LBA. Este tipo de tecnicas ant.mor­
tem de LBA ofrece la ventaja de que a 
traves de elias se puede obtener una 
informaci6n secuencial por medio de 
lavados seriados en el mismo indivi­
duo. 

EI empleo de teenicas similares a 
la descrita por Mauderly (1977) en 
animales de mayor tamaiio es mas 
seguro aun cuando se utilizan volu­
menes mayores de fluido para realizar 
el lavado (Carlens, 1949; Wasserman, 
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Blank y Fletcher" 1968 y Klystra, 
Rausch y Hall, 1971). Dentro de las 
techicas ante-mortem, se han desarro­
lIado metodos que Incluyen el uso de 
cateteres de lumen doble 0 sencillo y 
de bronquioscopios de fibras 6pticas. 
Con los cateteres de lumen doble se 
produce una separaci6n funcional de 
las zonas pulmonares lIenas de gas y 
de soluci6n de lavado. EI lavadode 
un segmento ocurre a Haves de un 
canal, mientras que la ventilaci6n 
ocurre a traves del otro (Carl ens, 
1949) . 

Dyer, Liqqitt y Leid (1983), descri­
ben tambien el uso de un cateter de 
lumen' doble para obtener CBA por 
medio de LBA en equinos. 

Finley, Swenson y Curran (1967), 
Harris, Swenson y Johnson (1970), 
utilizaron un cateter perforado el cual 
pasaron hasta la zona de bronquios 
segmentales para hacer LBA en hu­
manos, mientras que Kaltreider, Tur­
ner y Salmon (1975), introdujeron un 
cateter similar al arriba mencionado, a 
traves de un, tubo endotraqueal para, 
depositar la punta de aquelen un 
bronquio segmental de un perro. 
Harmsen, Birmingham y Engen (1979) 
-adaptaron esta tecnica en cerdos. 
Otra pequena modificaci6n es la des­
crita p~r ,Muggenburg y Mauderly 
(1975), en la que utilizaron un tubo 
endotraqueal para anestesiar, ventilar 
y lavar pulmones de perros. La sepa­
raci6n del pulm6n lavado y el pulm6n 
ventilado se lIev6 a cabo por medio' 
de posici6n y g ravedad . EI perro fue 
colocado en decubito lateral y el 
pulm6n inferior fue I avado, mientras 
que el pulm6n superior fue ventilado. ' 
Esta misma tecnica es descrita en 
primates no humanos p~r Kastello, 
Emmert y Denson (1979). 

Corstvet, Rummage y Homer (1982) 
utilizaron un tubo simple de plastico 
que introdujeron a traves de lacavi­
dad oral de becerros para recolectar 
CBA. Trigo y col., (1984a) presentan 

una modlficaci6n a esta tecnica en 
ganado bovino adulto, con la intro­
ducci6n de un tubo simple de polipro­
pileno p~r la cavidad nasal hasta 
depositar la punta de este tubo en el 
pulm6n. 

Con la aparici6n de bronquiosco­
pios de fibras 6pticas flexibles, el 
LBA en humanos en la actualidad se 
practica en fornia rutinaria (Reynolds 
y Newball, 1974; Reynolds, Atkinson 
y Newball, 1975; Whitcomb, 1979; 
Daniele, Altose y Rowlands,1975; y 
Haslem, Turton y Lukosek, 1980). Los 
paclentes son tranquilizados y un 
agente anestesico es aplicado en la 
laringe. La punta del bronquioscoplo 
es introducido en forma intranasal 
hasta que esta se coloca en un 
bronquiolo subsegmental del pulm6n. 
Celulas bronquioalveolares de prima­
tes no human9s (Kazmierowski, Fauci 
y Reynolds, 1976) y becerros (Mark­
ham y Wilkie, 1980), 'han sido obteni­
das bajo tecnicas similares. 

EI prop6slto del presente estudio 
es el de descrlbir una tecnlca para 
reaJizar LBA en ganado ovlno ya que 
de los informes existentes sobre CBA 
en ovinos, las celulas utilizadas fue­
ron recolectadas en forma pos-mor­
tem. (Davies y Penwarden, 1981; 
Sutherland, Gray y Wells, 1983; Trigo, 
1984b) . 

EI objetivo de este estudlo fue el 
de desarrollar un procedimiento que 
se pudiera lIevar a cabo en borregos 
vivos para obtener muestras de la 
poblaci6n de CBA en una forma 
seriada sin producir dano a los anima­
les a quienes se les practica el lavado 
bronquioalveolar. 

Se utJlizaron cuatro borregos Ta­
basco adultos,sanos al examen clinico, 
de dos a tres anos de edad, los cuales 
tuvieron libre acceso a agua y ali men­
to. Estosanimales fueron mantenidos 
en corrales techados y con piso de 
concreto. 



Para la recoleecion de CBA, a cada 
borrego se Ie administro anestesia 
disociativa, con la utilizacion de hidro­
cloruro de xilazina* como preanestesi­
co a una dosis de 0.6 mg/kg de peso, 
aplicado por via intramuscular. Bajo 
el efeeto del tranquilizante, se admi­
flistro ketamina** por via intravenosa 
a una dosis de 5.0 mg/kg de peso 
(Cendejas, 197~. Va anestesiado, el 
animal se coloco en deeubito dorsal y 
fue intubado atraves del esofago con 
una sonda de polivinil de 1.5 em de 
diametro y 100 cm de longitud. Con la 
ayuda de un abrebocas de metal y un 
larinC'Jscopio con hoja de numero 
tres se retrajo la glotis para introducir 
a la traquea un tubo de Polipropileno 
con un -diametro externo de 0.6 cm y 
0.3 cm de diam~tro interno y con una 
longitud de 60 cm. (Figura 1). AI 
extremo libre del tubo se coneeto una' 
jeringa de plastico de 20 ml, para 
introducir alicuotas de ese volumen 
de una solucion salina suplementada 
con glucosa al 1% Y a temperatura 
ambiente. Con la misma jeringa ensa­
guida se reeolecto la solucion que 
contenia las CBA. Este procedimiento 
se repltio cinco 0 seis veees, en total se 
introdujeron de 100 a 120 ml de la 
solucion del lavado. 

La solucion con las CBA fue 
depositada en tubos de centrifuga de 
pollvinil y fueron colocados en bano 
de agua con hielo. Despues de la 
obtencion de la solucion de' lavado se 
procedio a retlrar la sonda endotra­
queal. Para contrarrestar el efecto de 
la anestesia se administro efedrina*** 
a una dosis de 35 mg/kg de peso por 
via subcutanea. 

EI numero total de celulas/ml fue 
. determinado 	 por conteo direeto en 
una camara cuenta globulos de New­
baver. La viabilidad de las celulas fue 
determinada por medio de la tecnica 
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de exclusion de azul de Tripan al 2%. 
EI tiempo que permaneeieron los 

animales bajo el efecto de la aneste­
sia, con una dosis (mica de Xilazina­
Ketamina, fue de 10 a 15 min, 
despues de la aplicacion de efedrina 
los ani males se recuperaron en un 
lapso menor a 45 min. En uno de los 
animales hubo la necesidad de admi­
nistrar una dosis adicional de ketaml­
na (150 mg) para lograr un efecto 
anestesico. 

Se realizaron 19 LBA en los que 
fue introducida una medida de 1071:15 
ml .de solucion de Iavado, de la 
que se recupero cerca del 60%. 
La media de la viabilidad de la CBA 
coleetadas fue de 87.1 % ±9.3% y el 

. numero de celulas coleetadas por ml 
tuvo una media de 10.2:'7.45/10'" CEt­
lulas. 

EI recuento diferenclal de las celu­
las recoleetadas efeetuado en 10 
ani males fue de 73.5 1: 7.8% de 
niacrofagos; 20.6!6.8% de linfocltos, 
5.8!2.8% de polimorfonucleares y 0.1 
:to.3% de eoslnofllos. 

EI tlempo que permaneeleron los 
ani males bajo el efeeto de la aneste­
sia concuerda con los Informes en la 
literatura (Cendejas, 1979). La tecnica 
utiJlzada en este trabajo, para reeolec­
tar CBA es mas 0 menos sencilla, ya 
que el tlempo y manejo a que fueron 
sometldos los anlmales fue minlmo y 
tlene la ventaja de no utilizar aparatos 
tan soflsticados como en los trabajos 
realizados por Mauderly (1977) y Re­
bar, De Nicola y Muggenburg (1980). 

La sonda esofagica fue empleada 
con el fin de evitar la timpanizaclon 
del animal, asi como el regurgita­
miento y mantener la cavidad oral 
libre de alimento. EI tubo para realizar 
el LBA fue flrme, a su vez de textura 
con suavidad suficiente y con punta 
roma para permitlr una reeoleccion 
eflciente sin producir dana en el 
animal al ser este introducido en las 
vias aereas. Se considero que no 
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FIGURA 1. INTUBACION ENDOTRAQUEAL PARA LA OBTENCION DE MACROFAGOS ALVEOLARES DE 
OVINOS. 

B 
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A, ABREBOCAS; B, LARINGOSCOPIO; C, SONDA ESOFAGICA; 0, SONDA ENDOTRAQUEAL; 
E. JERINGA; F, EPIGLOTIS. 



produjo dano a los tejidos pulmona­
res al no observarse evidencia clinica 
de neumonia en un periodo de 30 dias 
posterlores al lavado. 

Se utilizo solucionsalina como 
fluido de lavado debido a que la 
coleccion de celulas ha sido mayor 
cuando las soluciones de lavado son 
Hbres de ea++y Mg......(Brain y Frank, 
1973; Huber, Edmunds y Finley, 1971). 
EI volumen recuperado de la solucion 
de lavado fue menor que el obtenido 
por Kastello, Emmert y Denson (1979), 
Mauderly (1977), Rebar, De Nicola y 
Muggenburg(198O), y Trigo (1984a), 
quienes describieron valores superio­
res al 60%; sin embargo, el volumen 
recuperado en este trabajo fue sufi­
ciente parala determinacion de la 
poblacion celular y la evaluacion de 
macrofagos alveolares In vitro (datos 
no mostrados) , asi como para la 
evaluacion de la viabilidad de estas 
celulas. Estos datos fueron similares 
a los presentados en la literatura 
(Kastello, Emmert y Denson, 1979; 
Mauderly, 1977; Rebar, DeNicola y 
Muggenburg, 1980; Dyer, Liqqitt y 
Leid. 1983) ~ 

En el presente estudio,los LBA 
fueron practicados cada tercer dia 
sin observarse evidencia clinica de 
enfermeclad en los animales. Los 
cambios morfologicos y cardiovas­
culares que produce la solucion sa­
lina son por 10 general agudos -y pa­
sajeros. Enseguid~ del lavado 0 

durante el mismo, se describen cam­
bios conslstentes en hipoxia, desba­
lance de la ventilacion-perfusion, ta­
quipnea, hipotension, disminucion de 
la salida cardiaca y bradicardia (Sil­
baugh, Muggenburg y Mauderly, 1977; 
Francois, Konopka y Sgroi, 1978; 
Muggenburg, Mauderly y Pickerell, 
1972; Huber, Edmunds y Finley, 1971; 
Muggenburg, Mauderly y Halliwell, 
1980). 

Desde el punto de vista histol6gi­
co, se puede producir edema peribroo 

quial y perivascular, dilatacion capilar 
y atelectasia focal (Brightwell, Ellan­
der y Newman, 1979; Muggenburg, 
Mauderly y Pickerell, 1972; Huber, 
Edmunds y Finley, 1971). Sin embar­
go, se informa que estos efectos son 
pasajerps debido a que a las 48 horas 
despues del lavado, el tejido pulmo­
nar recupera su estructura y funcion 
normal (Muggenburg, Mauderly y Pi­
ckerell, 1972; Huber, Edmunds y 
Finley, 1971 y MuggenDurg, Mauderly 
y Halliwell, 1980). 

Consideramos que el metodo de 
LBA desarrollado en este trabajo es 
sencillo, rapido y por no producir 
complicaciones despues del lavado 
este metodo tendra aplicaciones prac­
ticas dentro del area de investigacion 
que involucra evaluacion y funcionali­
dad de las celulas asociadas a la 
defensa del pulmon yel esclarecimieo 
to de sus mecanismos. La mayor 
ventaja de este sistema es que se 
puede obtener un numero considera­
ble de celulas sin producir dano 
alguno al animal. 

Agradecimlento 

Los autores agradecen al Sr. Gui­
llermo Barreto Mejia del Proyecto 
Sistema de Referencia en Diagnostico 
Veterinario del INIFAP su colaboracion 
en el tenido de las celulas para su 
conteo diferencial. 
SUMMARY 

A technique for bronchio-alveolar lava 
ge in anesthetized sheep is described. 
The sheep were anesthetized with 
xilazine followed by the administra­
tion of ketamine (0.6 mg/kg of body 
weight and 5 mg/kg of body weight). 
With the help of a laringoscope, a 
polypropilene tube was introduced 
through the oral cavity into the tra­
chea. One hundred to one hundred 
twenty milliliters of saline solution 
with 1 % of glucose were introduced 
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and' recovered in small aliquots of 20 
ml. The quantity of cells per milliliter 
was 10.2:t7.4/1i:f. From the collected 
cells, 73.St7.8% were alveolar macro­
phages. Thirthy days after the bron­
chio-alveolar lavage, there was not 
clinical evidence of lung damage. 
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