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MACROFAGOS ALVEOLARES EN BOVINOS SOMETIDOS A
HIPOXIA CRONICA

Maria E. Vasquez C.!, Milder Ayén S.1, Gilberto Santillin A.?, Rail Rosadio A.} y
Sergio Cueva M.!

The impact of chronic hypoxia on alveolar macrophages in cattle

Alveolar macrophages (AM) play an important role in the regulation of local immune
activity in the lung through production of bioactive factors in response to inflammatory
processes and hypoxia. In the present study, the impact of hypoxia was examined by
determining pulmonary AM and leucocyte numbers in lung lavage samples from 10 male
Holsteins (aged 18-30 months) reared at high altitude and 9 reared at sea level. While
total leukocyte counts for the high altitude (216.62+106.22/ul) and sea level (117.09+15.71/
pl) animals were not statistically different, mean AM values were (p<0.02) with greater
values for the former 202.37+91.53/ul (95.5+2.5%) than for the latter group 75.75+17.84/ul
(65.11+11.62). Conversely, the number of lymphocytes was significantly higher (p<0.0004)
atsea level 10.92+4.19/p1 (8.83+2.63%) than at altitude (0.62+0.35%), as were the values
for polymorphonuclear cells (PMN) (p<0.0008) at 25.42+10.83% for sea level and
3.67+2.28% at high altitude. No differences in the frequency of basophils and eosinophils
were found (p>0.05) at the two elevations. The increased numbers of alveolar AM at
high elevation may possibly be a source of cytokines responsible for changes associated
with chronic hypoxia at pulmonary level.
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Los macréfagos alveolares (MA) juegan un rol importante en la regulaci6én de la
actividad inmune local en el pulmén, a través de la produccién de factores bioactivos
que son indispensables durante el dafio pulmonar y la respuesta a procesos inflamatorios
e hipoxia. El presente trabajo tuvo por objetivo determinar el mimero de MA y la
cuenta leucocitaria. Para tal efecto se utilizaron 19 bovinos Holstein, machos, de 18 a
30 meses de edad, 10 nacidos y criados a 3320 m de altitud y 9 nacidos y criados a nivel
del mar. El liquido recolectado del lavado broncoalveolar de pulmones extraidos des-
pués del sacrificio se utiliz para determinar la cuenta leucocitaria total en la cAmara de
Neubauer y para los frotices que fueron coloreados con May-Griinwald Giemsa, en los
que se realizé la cuenta diferencial incluyendo MA. El nimero de los diferentes tipos
de leucocitos por microlitro se obtuvo mediante un proceso matemético. El nGmero de
leucocitos totales de 216.62+106.22/ml en el grupo de altura fue mayor que
117.09+15.71/ml en el grupo de nivel del mar, sin embargo esta diferencia no fue

_significativa (p>0.05). El valor promedio de MA en la altura de 202.37+91.53/ml
(95.5£2.50%) fue significativamente mayor (p<0.02) que 75.75+17.84/ml
(65.11x11.62%) a nivel del mar. El niimero de linfocitos de 10.92+4.19/ml (8.83+2.63%)
en el grupo de nivel del mar fue significativamente mayor (p<0.0004) que 1.52+1.20/ml
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en el grupo de nivel del mar fue significativamente mayor (p<0.0004) que 1.52+1.20/ml
(0.62+0.35%) del grupo de altura. El valor de polimorfonucleares en el grupo de nivel del
mar de 25.42+10.83% fue significativamente mayor (p<0.0008) que 3.67+2.28% en el
grupo de altura. Los valores para baséfilos y eosinéfilos no fueron diferentes entre
ambos grupos. Los resultados encontrados sugieren que la hipoxia podria estar activan-
do a MA para la liberacién de sustancias involucradas en el complejo proceso de
muscularizacién vascular y desencadenando la hipertensién arterial pulmonar.
Palabras clave: Macréfago alveolar, hipoxia, bovinos, altura.

La falta de adaptacién de las especies
domésticas a las grandes alturas, lleva a la
presentacién de la enfermedad conocida
como mal de altura, que es frecuente en bo-
vinos y aves trasladados y criados en alti-
tudes mayores a los 2150 msnm (Pefia et al.,
1992). Bovinos transportados a grandes al-
turas desarrollan la enfermedad en un rango
de 10 a 40% (Will y Alexander, 1970). Mu-
chos factores como prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos y citoquinas tie-
nen accién en el desarrollo de la respuesta a
hipoxia. En esta respuesta los macréfagos
alveolares (MA), aparte de tener una activi-
dad secretora de moléculas amplificadoras
de la respuesta inmune, sintetizan y secretan
sustancias como el factor de necrosis tumoral
(TNF), interleuquina-1 (IL-1) y citoquinas
quimiotdcticas (Hempel et al., 1996).
Hipoxia activa la produccién del factor in-
ductor de hipoxia-1 (HIF-1) (Yu et al., 1998)
y respuesta de crecimiento temprano-1 (Egr-
1) en MA, endotelio vascular, miisculo liso
vascular y epitelio alveolar; teniendo éstos
la capacidad de modular la expresién de
genes que estdn involucrados en la remo-
delaci6n de 1a matriz extracelular y del mus-
culo liso en la respuesta pulmonar a hipoxia
y enel desencadenamiento de la hipertensién
arterial pulmonar (Yan et al., 2000), siendo
mediadores esenciales en el mantenimiento
de la homeostasis y del transporte de oxige-
no celular (Semenza, 2000).

MA sometidos a hipoxia incrementan
el bandeo de RNAm para TNF, IL-1 e IL-
Ira (Leeper-Woodford y Detmer, 1999),
incrementandose la liberacion de TNFa, e
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IL-1B (Ndengele et al., 2000). La activacién
del factor nuclear de IL-6 (NF-IL-6) resulta
en un incremento de la expresién de IL-6,
que es una citoquina con propiedades
antiinflamatorias (Maeda et al., 1994), y éste
puede ser el mecanismo limitante de la in-
flamacién en casos de isquemia e hipoxia
(Yan et al., 1995).

Se sabe que TNFq. inicia la cascada
de secrecién de citoquinas regulando la ex-
presién de genes importantes en la respues-
ta inflamatoria, también estimula la libera-
cién de IL-1P que actia como quimioatra-
yente causando adherencia leucocitaria y
proliferacién de células endoteliales
(Gordon, 1995). Otro mecanismo que es ac-
tivado por hipoxia es el incremento de la in-
duccién del 6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS) (Li et al., 1999), el cual es impor-
tante en la produccidn de 6xido nitrico (ON),
quién tiene funciones multifacéticas como
activacién de macréfagos, vasodilatacion y
neurotransmisién (NHLBI, 1999); y la pro-
duccién de éste en las vias aéreas, es depen-
diente del nivel de oxigeno inspirado (Ide et
al., 1999). La produccién de citoquinas como
IL-18, TNFa y proteina inflamatoria de
macréfagos 1o (MIP-1¢), decrecen la pro-
duccién de ON en MA (Raychaudhuri et al.,
1999). Estos cambios en la expresion del
NOS han sido correlacionados con el proce-
so de remodelacién vascular pulmonar en
hipertensién inducida por hipoxia (Li et al,,
1999).

Por tal motivo se planted el presente
trabajo con el fin de determinar el mimero
de macrofagos alveolares en bovinos Hols-
tein machos nacidos y criados en altura com-
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parados con bovinos de nivel del mar con la
finalidad de entender la patogenia de la en-
fermedad conocida como mal de altura.

Lugar de ejecucién

El presente trabajo se llevé a cabo en
el Camal del distrito de Jauja, C.L.-IVITA-
El Mantaro, Junin, y en el Camal Frigorifi-
co José Olaya (Lima) y los Laboratorios de
Fisiologia y Anatomia Animal e Histopato-
logia de la FMV-UNMSM-Lima.

Animales

Para el presente trabajo se utilizaron
19 bovinos machos de la raza Holstein con
edades comprendidas entre 18 a 30 meses
(10 nacidos y criados en altura y 9 a nivel
del mar).

Método Experimental

Los animales fueron divididos en dos
grupos: 10 animales de altura (Camal del dis-
trito de Jauja) y 9 animales a nivel del mar
(Camal José Olaya- Lima), en los cuales se
realizé el lavado broncoalveolar segin las
técnicas descritas por Larson y Busch (1985)
y Sweeney et al. (1992). Se realizé un corte
a unos 7 cm de la bifurcacién de la triquea,
por el cual se introdujo un catéter de 0.8 cm
de diametro por 50 cm de largo, se dirigié
por el bronquio primario hasta la porcién
terminal, primero del lado izquierdo. Se
deposit6 30 ml de cloruro de sodio al 0.09%,
para luego retirarse por succién suave, el li-
quido recolectado se depositd en tubos gra-
duados heparinizados. Lo mismo se repitié
con el lado derecho. Las muestras se trans-
portaron al laboratorio en un envase térmi-
co con hielo para su procesamiento. En el
laboratorio se midi6 la cantidad de liquido
recolectado de cada pulmén, determindndo-
se el porcentaje del mismo. Luego se reali-
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z6 la cuenta leucocitaria en la cdmara de
Neubauer, segin la técnica descrita por
Benjamin (1991).

Para encontrar el numero de
leucocitos por microlitro se utilizd la siguien-
te férmula:

(Vaer XNCCyo) + (Vipg x NCCyp)

No. Cel/ul=
Vit Vizg)
Vder ¢ Volumen recolectado del
pulmén derecho
Vizq :  Volumen recolectado del

pulmén izquierdo

NCCyer: Nimero de células contadas
del lado derecho

NCCizq :  Numero de células contadas
del lado izquierdo

Las muestras fueron centrifugadas a
900 revoluciones por minuto, durante 5 mi-
nutos, del precipitado se hicieron extensio-
nes en dos ldminas por muestra. Las mues-
tras fueron fijadas en alcohol de 96° y colo-
readas con la tincién de May-Griinwald-
Giemsa. Se hizo una cuenta diferencial con
200 células por ldmina, obteniéndose los
porcentajes de MA, polimorfonucleares,
linfocitos, basofilos y eosinéfilos. Luego por
proceso matematico se obtuvo el nimero de
los diferentes tipos celulares por microlitro.

Después del lavado broncoalveolar,
se tomaron muestras del parénquima
pulmonar para histopatologia. Las cuales
fueron procesadas segiin las técnicas de pre-
paracién de ldminas histolégicas y fueron
coloreadas con Hematoxilina-Eosina. En
estas ldminas se buscé alteraciones patol6-
gicas.

Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados me-
diante andlisis de varianza de una sola via,

con un 95% de nivel de confianza, a fin de
hallar las diferencias entre ambos grupos.
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El liquido recolectado fue similar en
ambos grupos (p>0.05) (Cuadro 1). Se ob-
servé mayor nimero de leucocitos/ml en
bovinos de altura 216.62 + 106.22/ul que
en bovinos a nivel del mar 117.09 + 15.71/
ul, no siendo diferentes (p>0.05). Se obtuvo
un mayor nimero de MA (p<0.02) en bovi-
nos de altura 202.37 + 91.53/pul que a nivel
del mar 75.75 + 17.84/pl. Los linfocitos fue-
ron mayores (p<0.0004) en bovinos a nivel
de mar 10.92 + 4.19/pl que en el grupo de
altura 1.52 + 1.20/ul. Polimorfonucleares,
eosindfilos y baséfilos no fueron diferentes
(p>0.05) entre ambos grupos (Cuadro 2).

La cuenta diferencial mostré un ma-
yor (p<0.0001) porcentaje de MA 95.5 +
2.50% en bovinos de altura, que en bovinos
a nivel del mar 65.11 + 11.62%.
Polimorfonucleares y linfocitos fueron ma-
yores en animales a nivel del mar
(p<0.0000), que en animales de altura.
Eosinofilos y baséfilos no fueron diferentes
(p>0.05) (Cuadro 3).

Descripcion de laminas de histopatologia:

Las ldminas de las muestras de ani-
males de altura presentan ligero engrosa-
miento de los septos interalveolares, engro-
samiento moderado de las capas musculares
de los vasos sanguineos. - En algunos de ellos
hay ligero engrosamiento de la pleura, asi
como infiltracién de tejido conectivo cerca
de los vasos sanguineos; observandose en
algunos animales infiltracién focal de
mononucleares. Las laminas de los anima-
les de nivel de mar, presentan de ligero a
moderado engrosamiento de los septos
interalveolares, algunos animales presenta-
ron de ligero a moderado engrosamiento de
la pleura, moderada infiltracion focal de
mononucleares y focos de infiltracién
leucocitaria mixta.
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Como se observa en el Cuadro 2, el
nimero de leucocitos totales fue ligeramen-
te mayor en altura que a nivel del mar, no
llegando a tener diferencias estadisticas; pero
el porcentaje de macréfagos alveolares (MA)
asi como el nimero de los mismos por pl
fue mayor (p<0.02) en el grupo de bovinos
de altura, estos resultados coinciden con lo
encontrado por Sulkowska (1997), quienes
sefialan que hay un dincremento de MA en
animales sometidos a condiciones de hipoxia
hipobdrica experimental de extrema altura
(5500 m de altitud). Karakurum et al. (1994)
y Doerschuk et al. (1990) sefialan que hay
quimiotaxis leucocitaria y leucostasis tisular,
y esto se ve incrementado por un alto se-
cuestro de monocitos circulantes debido a
la baja presion en los capilares pulmonares.
Si bien en el presente trabajo los animales
no fueron sometidos a condiciones
hipobdricas de extrema altura, ellos han te-
nido una respuesta similar a los resultados
obtenidos por estos investigadores.

En animales a nivel del mar el niime-
ro de MA/ul fue de 75.75 + 17.84, similar a
lo encontrado por Weissbecker et al. (1969)
y Arend y Mannik (1973), de 44 y 90 MA/
pl respectivamente. En animales de altura
los MA/ul fue de 202.37 + 91.53 mayor a lo
reportado por estos investigadores. En el
presente trabajo, en animales a nivel del mar
los MA/ul 75.75 = 17.84, fue menor a lo en-
contrado por Lay et al. (1986), quienes re-
portaron 85.7 + 8.7% en animales normales,
cabe destacar que este porcentaje fue menor
a los animales de altura, 95.5 + 2.5%, del
presente trabajo. Los valores en porcentajes
mencionados varian dependiendo de las con-
diciones en que se encuentran los animales,
edad de los mismos y las técnicas usadas para
la recoleccién de muestras. Se postula que
por la edad de los animales, ambos grupos
fueron sometidos alguna vez a condiciones
medioambientales y de manejo adversas, lo
cual podrian estar influenciando a algunos
de los resultados.
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Cuadro 1. Volumen suministrado (VS) y volumen recolectado (VR) en lavado broncoalveolar
de bovinos Holstein machos de altura y a nivel del mar.

VS VR (ml) %
NIVEL N (ml]) X + NC X + NC
Altura 10 60.0 23.61%x4.63 39.34+11.72
Nivel del mar 9 60.0 20.3313.31 33.89+5.51
I Nimero de animales
X Promedio

NC: Nivel de confianza

Cuadro2. Niimero de células por microlitro (No./ul) en lavado
broncoalveolar de bovinos Holstein machos de altura y a
nivel del mar.

ALTURA NIVEL DEL MAR
TIPO CELULAR X + NC X = NC

Niimero de animales 10 9
Leucocitos totales 216.62+106.22 117.09+15.71
MA 202.37+91.53 75.75+17.84%
Polimorfonucleares 12.44%+15.17 29.72+14.26
Linfocitos 1.52+1.20 10.92+4.19*
Eosinéfilos 0.25+0.30 0.59+0.32
Baséfilos 0.0410.07 0.11+0.21

X Promedio

NC: Nivel de confianza

* Diferencia significativa

Cuadro 3. Cuentadiferencial (%) de leucocitos en lavado broncoalveolar de bovinos Holstein
“machos en altura y a nivel del mar.

ALTURA NIVEL DEL MAR
TIPO CELULAR X £ NC X = NC

Nimero de animales 10 9

MA 95.50+2.50 65.11+11.62*
Polimorfonucleares 3.671+2.28 25.42+10.83*
Linfocitos 0.6210.35 8.83+2.63*
Eosindfilos 0.18%0.20 0.5610.30
Basoéfilos 0.031£0.05 0.08%0.16
X Promedio

NC: Nivel de confianza

.x Diferencia significativa
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Los animales nacidos y criados a ni-
vel del mar, son mds susceptibles a contraer
enfermedades bacterianas determinado por
las condiciones medioambientales en las
cuales fueron criados. La respuesta al
medioambiente se pudo observar y ha sido
descrito al leer las 1dminas de histopatologia.
Los resultados encontrados con respecto a
polimorfonucleares y linfocitos se puede
entender como una respuesta normal de los
individuos a su medio ambiente ya que am-
bos tipos celulares, son los primeros en res-
ponder y llegar al lugar de la inflamacién
(Tizard, 1998); alli ejercen las funciones de
fagocitosis, destruyen sustancias exdgenas
y producen sustancias vasoactivas y
quimiotacticas (Strom y Thomsen, 1990).

Los MA son la fuente primaria de pro-
duccién de citoquinas inflamatorias en el pul-
~mén y éstos pueden ser activados por una
serie de condiciones (Czermak et al., 1999).
En enfermedades pulmonares se incrementa
la induccién y produccién de IL-1b, IL-6 y
TNFa por la via de NF-kappa f§ (Drumm et
al., 1998; Hulte et al., 1998), sucediendo lo
mismo en casos de hipoxia (Leeper-
Woodford y Detmer, 1999; Ndengele et al.,
2000). TNFq inicia la cascada de secrecién
de citoquinas regulando la expresién de
genes (Gordon, 1995; Gordon et al., 1995),
ademds TNFa actia como activador
autocrino para la generacién de quimiocinas
CXCy CC (Czermak et al. 1999)

Ademas la activacién de MA para la
produccién de ON en casos de hipoxia es
otro de los mecanismos involucrados en
hipoxia y al mismo tiempo TNFa, IL-1p y
MIP-1a secretado por MA disminuyen la
produccién de ON (Raychaudhuri et al.,
1999; NHLBI, 1999; Raychaudhuri et al.,
1999; Ide et al., 1999).

La hipoxia induce en los MA respues-
tas adaptativas complejas como la genera-
cion de Egr-1, HIF-1, que intervienen como
mecanismos esenciales en la modulacién de
la homeostasis pulmonar en hipoxia (Semen-
za, 2000; Yan et al., 2000). Estos mecanis-

76

mos de respuesta podrian estar involucrados
en el aumento del nimero de macréfagos
alveolares en bovinos sometidos a hipoxia
ambiental crénica observado en el presente
experimento.

Bovinos Holstein machos nacidos y
criados en altura presentan un mayor por-
centaje y niimero de macréfagos alveolares/
pl determinado por lavado broncoalveolar
que bovinos nacidos y criados a nivel del

mar.

No se encontré variacién en el nime-
ro de leucocitos totales entre los grupos de
altura y nivel del mar.

Se encontré mayor nimero y porcen-
taje de linfocitos en el grupo de nivel del
mar que en el grupo de altura, polimor-
fonucleares s6lo fue mayor en porcentaje en
el grupo de nivel del mar; mientras que basé-
filos y eosinéfilos no presentaron variacién
entre ambos grupos.

El mayor nimero de macréfagos
alveolares encontrados en altura, sugiere que
hipoxia podria estar activando a macréfagos
alveolares para la liberacién de sustancias
involucradas en el complejo proceso de
muscularizaciéon vascular y desencadenar
hipertensi6n arterial pulmonar.
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