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Resumen

Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente etioldgico de la pleuroneumonia
porcina, enfermedad exclusiva de cerdos, altamente contagiosa presente en todo
el mundo y de consecuencias letales. La enfermedad se caracteriza por pleuritis
fibrosa y neumonia necrotizante hemorragica con trombosis vascular pulmonar
focal. En las etapas iniciales de la infeccion, la bacteria se adhiere y coloniza los
tejidos del hospedero garantizando su supervivencia y proliferacion. La interaccion
de A. pleuropneumoniae con células del tracto respiratorio porcino ha sido
ampliamente estudiada y, aunque se ha detectado la presencia de la bacteria en
sitios extrapulmonares, su fase hemética y la posible afectacién del endotelio
vascular no ha sido explorada. En el presente estudio se caracteriz0 la interaccion
in vitro de A. pleuropneumoniae serotipo 1 con una linea primaria de células
endoteliales aisladas de aorta de cerdo asi como el efecto citotoxico del
sobrenadante de cultivo bacteriano sobre las células endoteliales. La adherencia
de A. pleuropneumoniae a las células endoteliales se incrementd con la densidad
de in6culo asi como con el tiempo de incubacion; la observacion microscopica
reveld la presencia de bacterias adheridas a la célula en forma dispersa; se
demostr6 mediante un ensayo de proteccibn por antibidticos que A.
pleuropneumoniae puede internalizarse en las células endoteliales. El
sobrenadante de cultivo provoco la muerte de células endoteliales por apoptosis y
por necrosis. Los resultados obtenidos son similares al tipo de lesiones que se
presentan en la enfermedad tales como denudacion endotelial, trombohemodlisis,

necrosis y edema.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus pleuropneumoniae es el agente etiolégico de la pleuroneumonia
porcina, enfermedad altamente contagiosa para la cual no existe una vacuna
efectiva (Shope, 1964). Dicha enfermedad se caracteriza por la presencia de
lesiones hemorragicas en pulmones, ocasionadas por proteinas hemoliticas y
citotoxicas producidas por la bacteria. La infeccion por A. pleuropneumoniae esta
distribuida por todo el mundo con graves repercusiones economicas para la
industria porcicola (Bosse y cols., 2002).

A. pleuropneumoniae es un cocobacilo Gram negativo, motil, no esporulado,
formador de capsula y perteneciente a la familia Pasteurellaceae (Inzana, 1990;
Jessing y cols. 2008; Negrete-Abascal y cols., 2003); se organiza en colonias
generalmente aisladas, en pares o en cadenas cortas. Inicialmente fue clasificado
como Haemophilus pleuropneumoniae (Shope,1964) posteriormente, la especie
fue transferida al género Actinobacillus dadas sus caracteristicas fenotipicas y a
su alta homologia con Actinobacillus lignieresii a nivel del ADN (Pohl y cols. 1983).
Recientemente, mediante analisis de polimorfismos de longitud de fragmentos
amplificados de ADN (AFLP) se demostré que las cepas de A. pleuropneumoniae
y A. lignieresii representan dos especies genéticas distintas (Kokotovic y Angen,

2007).



Existen dos biotipos de A. pleuropneumoniae: el biotipo 1 y el biotipo 2, los cuales
se diferencian entre si por su dependencia de NAD (dinucleétido de adenina y
nicotinamida) para su crecimiento. El biotipo 1, el cual incluye 12 serotipos, es
NAD dependiente mientras que el biotipo 2, con tres serotipos, no lo es. La
diferencia entre los distintos serotipos se basa en su contenido de lipopolisacarido
(LPS) de superficie y en su diversidad antigénica (Blackall y cols., 2002; Schaller y
cols., 2001). Todos los serotipos son hemoliticos (Tarigan y cols., 1996), ureasa
positivos (Bosse y Maclnnes 2000) causan la misma enfermedad y la muerte en
cerdos. Sin embargo, existen evidencias de que algunos serotipos son mas
virulentos que otros, esto debido en parte, a la produccion toxinas denominadas
Apx (Kamp y cols, 1994). Los animales enfermos y aquellos que se han
recuperado de la enfermedad son portadores de la bacteria y se cree que pueden
transmitirla dentro y entre piaras (Chiers y cols., 2002). Al parecer, la ruta de
infeccion es la transmisién directa por secreciones respiratorias entre cerdos, ya
que la bacteria no puede sobrevivir sola por mucho tiempo en el medio ambiente
(Velthuis y cols., 2002).

La prevalencia de la pleuroneumonia porcina varia de acuerdo a la situacion
geografica y a los diferentes serotipos, por ejemplo, en Europa y en Japon el
serotipo mas comunmente encontrado es el 2, en Norteaméricasonel 1,5y 7; en
Latinoamérica son el 1, 3, 5y 8. En México, se han detectado los serotipos 1, 2, 3,
4,5, 6,7, 8,y 9. Sin embargo, los serotipos dominantes son el 1 y el 8 (Dubreuil y

cols., 2000).



La patologia de la pleuroneumonia se caracteriza por una pleuritis fibrosa y una
neumonia necrotizante hemorragica con trombosis vascular pulmonar focal (Bosse
y cols., 2002). Las lesiones pulmonares se caracterizan por edema severo,
inflamacién, hemorragia y necrosis (Ajito y cols. 1996; Bertram, 1985; Liggett y
cols. 1987). La infeccion de cerdos con A. pleuropneumoniae provoca una rapida
produccién local a nivel pulmonar de citocinas pro-inflamatorias tales como factor
de necrosis tumoral-a (TNFa), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-8 (IL-8) (Baarsch y cols., 1995); mientras que a nivel sistémico solo se
ha detectado una elevacion de IL-6 (Myers y cols., 2004). EI TNFa y las
interleucinas IL-1 e IL-6 son las responsables del desarrollo de inflamacion
pulmonar y de infiltracion celular, mientras que la IL-8, que tiene fuerte poder
quimiotactico sobre leucocitos polimorfonucleares (PMN), induce el reclutamiento
y la activacion de los mismos dando lugar a la liberacion de radicales libres de
oxigeno y de enzimas proteoliticas con consecuencias graves sobre los tejidos del
hospedero (Baarsch y cols., 2000; Huang y cols., 1999; Dom y cols., 1992). El
dafo tisular y la activacion de neutréfilos y macrofagos han sido atribuidos a las
toxinas Apx producidas por la bacteria (Dom y cols., 1994; Kamp y cols., 1994).
Actinobacillus pleuropneumoniae se puede encontrar en el fluido alveolar y dentro
de macroéfagos alveolares asi como en PMN pero no en células epiteliales (Min y
Chae, 1998).

Aunque las vias respiratorias son el blanco predilecto para la infeccién por A.
pleuropneumoniae, estudios de hibridizacion in situ han revelado presencia de la

bacteria en tejido 6éseo de articulaciones de cerdos jovenes asociada con lesiones



caracteristicas de osteomielitis necrotizante lo cual implica necesariamente una
fase de distribuciéon hematégena de la enfermedad con posible afectacion del

endotelio vascular (Jensen y cols., 1999).

1.1.1. Factores de virulencia

Algunos conceptos importantes relacionados con el efecto de patdgenos en un
hospedero incluyen: virulencia, que se define como la relativa capacidad de un
microorganismo de inducir dafio en el hospedero; Factor de virulencia, que es
cualquier componente proveniente de un patdogeno que provoca dafio en el
hospedero. Dentro de los factores de virulencia se incluyen aquellos componentes
esenciales para la supervivencia del patégeno asi como modulinas las cuales son
factores que provocan dafio al hospedero a través de estimular la liberacion de
citocinas (Casadevall y Pirofski 1999, Casadevall y Pirofski 2000). Entre los
factores de virulencia de A. pleuropneumoniae descritos a la fecha, se encuentran
factores no secretados por la bacteria, asi como factores secretados al medio
extracelular o espacios intersticiales tales como: capsula, el lipopolisacarido (LPS),
proteinas de membrana externa (OMPSs), factores de adquisicion de hierro y
toxinas, los cuales contribuyen a la colonizacion del hospedero, a la adquisicion de
nutrientes esenciales para la bacteria como el hierro, a evadir la respuesta

defensiva del hospedero y al dafio tisular.

1.1.1.1. Capsula. Todas las bacterias patdgenas poseen cépsula, la cual consiste

de una capa de carbohidratos que cubre completamente al microorganismo.



Todos los serotipos de A. pleuropneumoniae producen capsula con algunas
variantes en su composicion y en su estructura; tales variaciones determinan la
diferencia entre los diversos serotipos, y han sido utilizados para su
serotipificacion. La regiéon de ADN que codifica para la sintesis y organizacion de
la cipsula de los serotipos 1, 5, 6, 7, 8 y 12 ha sido identificada y su homologia
genética ha sido establecida (Jessing y cols., 2008). ElI material capsular de A.
pleuropneumoniae serotipo 1 se compone de polisacéaridos tipo acido teicoico con
unidades repetitivas de disacarido compuesto por 2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa
y D-galactosa altamente hidratados (Altman y cols., 1986). La capsula protege a la
bacteria contra la respuesta inmunoldgica del hospedero mediada por anticuerpos
y complemento asi como contra la fagocitosis. Las cepas mutantes no capsuladas
de A. pleuropneumoniae son menos virulentas. El tipo y la cantidad de
polisacaridos presentes en la capsula al parecer también influyen en el grado de
virulencia (Aloka y cols., 2003). Sin embargo, se ha encontrado que la capsula
afecta la adherencia in situ de A. pleuropneumoniae a las células del hospedero ya
que cepas no encapsuladas muestran mayor adherencia a cortes congelados de

traquea porcina que la cepa normal capsulada (Rioux y cols., 2000).

1.1.1.2. Lipopolisacarido (LPS, endotoxina). El lipopolisacarido bacteriano
(LPS), también conocido como endotoxina, es un componente natural de la
membrana externa de las bacterias Gram negativas. Esta involucrado en la
adherencia de la bacteria a las células del hospedero (Jacques, 1996) y constituye

un poderoso estimulante de las células del sistema inmunitario. El lipopolisacéarido



esta formado por moléculas complejas compuestas de tres regiones bien
definidas: a) lipido A: esqueleto Unico de lipido consistente de diglucosamina
ligado a é&cido graso mediante enlace éster, amido o diéster; b) centro de
oligosacérido compuesto de aproximadamente 10 monosacaridos incluyendo
acido 2-ceto, 3-desoxioctulosénico, heptosa, glucosa, galactosa y N-acetil-
galactosamina y c) antigeno “O”, compuesto por cadenas largas de polisacéaridos
organizadas en unidades repetitivas de uno a siete monosacaridos (ramnosa,
galactosa y N-acetil-galactosamina) (Altman y cols., 1986; Fenwick y cols., 1986;
Rioux y cols., 1997). Dependiendo de la presencia y del niumero de unidades
repetitivas de antigeno-O los LPS pueden clasificarse en rugoso, semirugoso
(presente en A. pleuropneumoniae serotipo 1) y liso (presente en A.
pleuropneumoniae serotipo 2) (Byrd y Kadis, 1989). El LPS ha sido considerado
como uno de los principales factores de virulencia de A. pleuropneumoniae ya que
representa un importante factor de colonizacion de los tejidos del hospedero asi
como un potente inductor de la respuesta inflamatoria (Baarsch y cols., 1995). La
inoculacion de LPS purificado en cerdos por via intratraqueal o intranasal,
reproducir las lesiones de la enfermedad; sin embargo, debido a que el LPS por si
solo no puede provocar los dos tipos principales de lesiones como son hemorragia
y necrosis tisular, es muy probable que actle junto con otros factores de virulencia
bacterianos. Diversos estudios utilizando cepas mutantes de A. pleuropneumoniae
modificadas en su capa de LPS han demostrado ser menos virulentas en cuanto a
su poder de colonizacion del hospedero y en cuanto a la induccion de la

produccion de citocinas (Ramjeet y cols., 2005).



1.1.1.3. Proteinas de membrana externa (OMP por sus siglas en inglés ). Las
proteinas de membrana externa pueden localizarse simplemente embebidas en la
bicapa de fosfolipidos; atravesar la membrana o bien formar complejos con
carbohidratos formando glucoproteinas. Las proteinas de membrana externa
bacteriana realizan diversas funciones importantes para la célula tales como:
intermediacion en el transporte entre el periplasma y el ambiente extracelular;
adhesinas para la adherencia a células o tejidos del hospedero; enzimas para la
respiracion-generacion de energia entre otras funciones. Las proteinas de
membrana externa de A. pleuropneumoniae pueden diferir inmunolégicamente
entre los diferentes serotipos; proteinas de 14, 24, 32, 40, 42 y 48 kDa han sido
purificadas aunque su papel en la virulencia no estd totalmente aclarado
(Maclnnes y Rosendall 1987; Beaudet y cols. 1994; Deneer y Potter 1989; Gerlach
y cols. 1993; Ito y cols. 1995; Cruz y cols. 1996). Entre las proteinas de membrana
externa importantes para la virulencia de A. pleuropneumoniae se encuentran los
receptores FhuA y HgbA las cuales le sirven como receptores para la adquisicion
de hierro a partir de fuentes como ferricromo (FhuA) o como hemoglobina (HgbA)

(Shakarj y cols., 2006).

1.1.1.4. Sistemas de adquisicion de hierro.  El hierro es un nutriente esencial
para el crecimiento de A. pleuropneumoniae quien a fin de disponer de cantidades
adecuadas expresa dos distintas proteinas con afinidad por transferrina: TbpA y
TbpB las cuales son proteinas que forman canales transmembranales para el

transporte de hierro a través de la membrana externa; de este modo, el patégeno



utiliza la transferrina del hospedero como Unica fuente de hierro necesaria para su
supervivencia y su virulencia (Baltes y cols., 2002; Baltes y cols., 2001). Sin
embargo, a fin de poder incorporar hierro, la bacteria también requiere de energia,
misma que es proporcionada por proteinas de membrana externa transductoras
de energia pertenecientes al sistema de proteinas Ton B las cuales también
participan en la captacion de hierro via receptores de sideréforos y via captacion
del hierro del hem producido por la accion de hemolisinas de A. pleuropneumoniae

(Beddek y cols. 2004).

1.1.1.5. Exotoxinas. La mayoria de las bacterias Gram negativas producen
toxinas, las cuales juegan un papel importante en la defensa del microorganismo
contra macréfagos y neutrofilos del hospedero (Welch y cols.1995.). A.
pleuropneumoniae produce cuatro tipos de toxinas, Apx I, Apx Il'y Apx lll, Apx IV
con pesos moleculares comprendidos entre 103 y 120 KDa. Las toxinas Apxl,
Apxll y ApxIll son expresadas tanto in vitro como in vivo, se liberan al ambiente
asociadas a vesiculas de membrana externa y son esenciales para el desarrollo
de las lesiones tipicas en pulmones (Frey J y cols. 1993; Negrete-Abascal y cols.
2000). La toxina Apx | que posee un fuerte poder hemolitico y citotoxico, ejerce su
efecto sobre células fagociticas (macrofagos alveolares y PMN) permitiendo a la
bacteria evadir la primera linea de defensa del hospedero, a la vez que interviene
en el desarrollo de lesiones sobre células endoteliales y epiteliales pulmonares. Su
papel en la patogénesis esta bastante claro en la actualidad (Bosse y cols., 2002).

En cerdos expuestos a cepas de A. pleuropneumoniae mutantes, incapaces de



producir toxina, se observé que la bacteria era rapidamente eliminada de los
pulmones por los macrofagos y PMN, sin que llegara a desarrollarse lesion alguna
(Cruijsen, 1992). La toxina Apx Il posee débil actividad hemolitica y
moderadamente citotoxica, en contraste, la Apx Ill no es hemolitica pero si
fuertemente citotoxica (Reimer y cols., 1995; Tascon y cols.1994). La toxina Apx
IV, fue descrita recientemente y su papel en la patogenicidad no es claro ya que al
parecer, Apx IV no es capaz de ocasionar lesiones, sin embargo esté considerada

como una toxina caracteristica de especie (Bosse y cols, 2002).

1.1.2. Otros factores de virulencia

1.1.2.1. Ureasa. Virtualmente todas las cepas de A. pleuropneumoniae producen
ureasa; esta enzima se compone de tres subunidades (a,B,y) codificadas por tres
diferentes genes ureABC, tiene un peso molecular de 200 kDa y contiene niquel
en su sitio activo catalitico (Mobley y cols.,1995). La ureasa cataliza la hidrolisis de
urea, la cual es el principal producto de excrecién del nitrogeno en mamiferos,
generando dos moléculas de amoniaco (NHs) y una de &cido carbonico (H,COg);
el resultado neto es carbonato de amonio [(NH4).COg] lo que propicia un aumento
en el pH.

La ureasa juega un papel importante en la patogénesis de muchas infecciones
bacterianas (Mobley y cols.1995); en la infeccion por A. pleuropneumoniae, la
ureasa sirve a la bacteria para garantizar en el hospedero un ambiente adecuado
para su supervivencia, ya que el amonio que genera inhibe la fusion del

fagolisosoma ademas de que al propiciar una elevacion del pH intralisosomal



deprime la actividad fagocitica de macrofagos (Gordon y cols. 1980). Estudios con
cepas mutantes de A. pleuropneumoniae, carentes de ureasa han demostrado que
la bacteria es capaz de producir la infeccion aguda solo cuando se administra a
altas dosis (10°-10° UFC/mL en aerosol) pero no cuando se administra a bajas
dosis (10° UFC/mL en aerosol) lo cual pudiera atribuirse a la rapida eliminacién de
la bacteria mutante ureasa negativa en comparacion con la cepa no mutante

(ureasa positiva) [Bosse y Maclnnes 2000; Baltes y cols., 2001].

1.1.2.2. Enzimas proteoliticas . Ademas de su producciéon de ureasa, A.
pleuropneumoniae también expresa enzimas proteoliticas las cuales son liberadas
junto con las exotoxinas asociadas a vesiculas de membrana externa. La actividad
proteolitica de A. pleuropneumoniae le sirve para degradar IgA, IgG, gelatina y
hemoglobina, al parecer para incrementar su supervivencia en el hospedero

(Mulks y cols.1984; Negrete-Abascal y cols., 1994; Negrete-Abascal y cols. 1998).

1.1.2.3. Superoxido dismutasa. Ademas de las toxinas bacterianas, como
mecanismo de defensa contra células inflamatorias, A. pleuropneumoniae también
expresa la enzima superoxido dismutasa (SOD, Cu-Zn). Esta enzima con
ubicacion peripldsmica, tiene la capacidad de degradar superdxido exdgeno,
protege la bacteria del ataque por radicales libres de oxigeno in vitro aunque no es

requerido para su virulencia (Langford y cols.1996; Sheehan, y cols., 2000).
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1.2. Interaccién de A. pleuropneumoniae con células del hospedero

1.2.1. Adherencia

Para establecer la infeccion, A. pleuropneumoniae, ademas de evadir la respuesta
defensiva del hospedero, tiene que colonizar los tejidos, para lo cual inicialmente
se adhiere a las células a través de una interaccion especifica entre adhesinas
bacterianas y ligandos complementarios en la célula hospedero (Hoepelman y
cols.,1992). La adhesion de la bacteria a las células garantiza su resistencia a
agentes deletéreos, garantiza su habilidad para obtener nutrientes y le permite,
ademas, multiplicarse mas eficientemente aumentando su toxicidad.

La adherencia de A. pleuropneumoniae ha sido demostrada tanto in vitro como in
vivo. In vitro, A. pleuropneumoniae se adhiere a células bucoepiteliales, a células
pulmonares y a células traqueales de cerdo (Belanger y cols., 1990; Jacques y
cols., 1991; Paradis y cols., 1994; Paradis y cols., 1999), también se adhiere a
células de la mucosa del tracto respiratorio (Belanger y cols., 1992; Belanger y
cols., 1994) y a células epiteliales alveolares (van de Kerkhof y cols., 1996; Van
Overbeke y cols., 2002). Dicha adherencia implica la participacion de proteinas de
matriz extracelular tales como colagena, fibronectina y vitronectina (Enriquez-
Verdugo y cols., 2003-2004; 2004). Después de la inoculacion intranasal de A.
pleuropneumoniae, se ha detectado su adhesion a cilios de bronquiolos
terminales, al epitelio alveolar y esporadicamente a epitelio de bronquios y traquea
sugiriendo que las células pulmonares pudieran ser el blanco primario de la

infeccion (Dom y cols., 1994).
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La adhesion de A. pleuropneumoniae a las células porcinas es multifactorial e
involucra la participacion de LPS presente en la membrana externa, lo cual se ha
demostrado mediante ensayos de inhibicion de Ila adhesion de A.
pleuropneumoniae a células de epitelio alveolar con LPS soluble (Van Overbeke y
cols., 2002; Hitchcock y cols., 1986).

Muchas bacterias patégenas se adhieren a las células del hospedero por medio de
estructuras filamentosas poliméricas que protruyen desde la superficie bacteriana
y que son conocidas como fimbrias. A. pleuropneumoniae presenta fimbrias tipo IV
(Tfp) codificadas por cuatro genes (apfABCD). La expresion de (apfABCD) es
constitutiva pero se induce cuando la bacteria esta en contacto con la célula del
hospedero tanto in vivo como in vitro lo cual facilita la adherencia de la bacteria a
las células del hospedero (Zhang y cols., 2000; Boekema 2004).

Ademas de la adhesion a las células del hospedero, A. pleuropneumoniae
requiere para una eficiente colonizacion tisular, de ciertos nutrientes que pueden
ser variables de acuerdo al tipo de tejido colonizado. Uno de los nutrientes
esenciales para esta bacteria es el hierro, el cual le sirve como cofactor para
numerosas enzimas; dicho mineral no esta disponible en el ambiente extracelular
pues se encuentra atrapado por proteinas como transferrina y lactoferrina (Deneer
y Potter, 1989). Para obtener este valioso nutriente, A. pleuropneumoniae expresa
dos distintas proteinas con afinidad por transferrina, TbpA y TbpB. De este modo,
este patdgeno utiliza la transferrina del hospedero como Unica fuente de hierro
necesaria para su supervivencia y virulencia (Baltes y cols., 2002; Baltes y cols.,

2001; Beddek y cols., 2004).
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1.2.2. Internalizacion de A. pleuropneumoniae

Los macrofagos alveolares constituyen la especie celular mas abundante (85%) en
el tejido pulmonar, en donde detectan, reconocen e inactivan microorganismos y
productos microbianos. Una vez que el microorganismo es internalizado, un
amplio rango de moléculas téxicas intracelulares tales como anion superoxido,
radical hidroxilo, 6xido nitrico (principal componente), proteinas y péptidos
catiénicos antimicrobianos, y lisozima actian sobre el mismo a fin de destruirlo
neutralizando su virulencia (Martin y Frevert 2005). A. pleuropneumoniae y sus
componentes estructurales son fagocitados por macréfagos alveolares in vitro. In
vivo, ambos son capaces de activar la respuesta inflamatoria (Baarsch y
cols.,1995; Felnerova y cols., 2004). Sin embargo, la bacteria es capaz de
sobrevivir intracelularmente por mas de 90 minutos provocando la muerte de los
macréfagos y amplificando la respuesta inflamatoria (Cruijsen, 1992). El hecho de
que la inoculacion de pequefias dosis (80 UFC) de la bacteria a nivel profundo
(bronquios) en cerdos sea suficiente para producir la enfermedad sugiere que los
macréfagos alveolares son incapaces de eliminar el indculo, lo cual puede ser
atribuible a sus factores de virulencia tales como capsula, LPS, ureasa, superoxido
dismutasa y citotoxinas los cuales protegen la bacteria de la fagocitosis y poseen
efecto citotoxico (Van Leengoed and Kamp, 1989).

Aungue las células fagociticas se especializan en internalizar patégenos, algunos
microorganismos pueden invadir activamente células no fagociticas accediendo al

ambiente protector intracelular y en algunos casos favorecer la migracion del
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patdgeno a través de barreras celulares tales como la barrera hemato-encefalica y

los epitelios (Finlay y Cossart, 1997).

1.3. El endotelio

El endotelio vascular, es un epitelio plano simple que tapiza la superficie interna de
los vasos sanguineos y de las cavidades cardiacas facilitando el flujo laminar de la
sangre y evitando la adherencia de las células sanguineas; dicho epitelio no
consiste en un simple recubrimiento inerte de los vasos o una barrera fisica entre
la sangre y los tejidos sino que juega un papel muy importante en la fisiologia del
organismo (Cines y cols., 1998).

La existencia de una red de vasos sanguineos y la separacion fisica entre la
sangre y los tejidos fue descrita por primera vez en 1628 por Harvey y poco tiempo
después por Malphigi. En los afios 1800’s von Recklinghausen establecié que los
vasos no son meramente tuneles que penetran a través los tejidos corporales sino
que estan constituidos por células, mismas que fueron posteriormente descritas
por Heidenhahn en 1891 (Cines y cols., 1998) como un activo sistema de células
secretorias. El estudio ultraestructural del endotelio realizado por Palade en 1953
con el uso del microscopio electronico y los estudios fisioldgicos realizados por
Gowan en 1959 dieron origen al entendimiento actual del endotelio como un
organo ampliamente diseminado, dindmico y heterogéneo que posee funciones
secretoras, sintéticas, metabdlicas e inmunoldgicas (Cines y cols., 1998).

El endotelio de los vasos sanguineos de los diferentes o6rganos difiere con

respecto a su morfologia y su permeabilidad y es clasificado como “continuo”,
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“fenestrado” o “discontinuo”; es tan heterogéneo que hasta puede diferir entre
secciones vasculares consecutivas e inclusive dos células endoteliales adyacentes
pueden mostrar diferencias. Por ejemplo, en el rifion, el endotelio es fenestrado en
capilares peritubulares, discontinuo en capilares glomerulares y continuo en otras

regiones (Pries y Kuebler, 2006.; Aird, 2007).

1.3.1. Las células endoteliales

La superficie endotelial de un humano adulto recubre todos los vasos sanguineos
del cuerpo, consta de alrededor de 1 a 6 x 10" células endoteliales, pesa
aproximadamente 1 Kg y recubre un &area aproximada de 1 a 7 m? en forma de
monocapa, la cual, ademas de ser una barrera fisica entre el lumen de los vasos y
el espacio intersticial también controla la permeabilidad de la pared de dichos
vasos (Cines y cols., 1998). Entre las funciones que desempefian las células
endoteliales en el organismo destaca su papel regulador del flujo sanguineo, ya
que genera una superficie antitrombotica que facilita el transito del plasma y de los
constituyentes celulares a traveés de la vasculatura, ademéas de la generacion de
varias sustancias vasoactivas que controlan el tono vascular; la perturbacion de
tales funciones, la cual puede ocurrir en procesos inflamatorios, puede dar lugar a
la generaciéon de un microambiente protrombético y antifibrinolitico que puede ser

de fatales consecuencias (Cines y cols., 1998; Sato, 2001)
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1.3.2. Funcion de las células endoteliales

1.3.2.1. Formacion de nuevos vasos sanguineos (neoa ngiogeénesis). Es un
proceso por el cual se forman los vasos sanguineos y que tiene lugar tanto en el
desarrollo embrionario como en la vida posnatal y representa un fendémeno
fundamental para la reproduccion y para el desarrollo tisular (Sato, 2001; Plendl,

2000.

1.3.2.2. Control del tono vascular. El endotelio vascular, controla el tono de los
vasos sanguineos través de la produccion de agentes vasoactivos tales como el
oxido nitrico (NO) y la prostaglandina I, (PGl,). EI NO se sintetiza a partir de L-
arginina por la enzima oxido nitrico sintasa (NOS) y tiene como efecto la relajacion
del musculo liso vascular por induccion de la enzima guanilato ciclasa y aumento
en los niveles intracelulares de GMPc (Denninger y Marletta, 1999.). La PGl relaja
el musculo liso por induccién de la adenilato ciclasa (Moncada y cols., 1976).
Tanto el NO como PGl; controlan el tono vascular en reposo. El endotelio también
tiene capacidad para producir factores vasoconstrictores tales como endotelina |,
angiotensina Il y metabolitos del acido araquidénico (Yanagisawa Yy cols., 1988;

Rubanyi, 1994).

1.3.2.3. Barrera selectiva entre la sangre y los te jidos. El endotelio es una

monocapa continua de células estrechamente unidas por proteinas de union

intercelular como las cadherinas, que controla selectivamente la permeabilidad de
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los vasos tanto a las células circulantes como a nutrientes y sustancias de

desecho (Baldwin y Thurston 2001).

1.3.2.4. Funcion anticoagulante y antitrombotica. Las células endoteliales
secretan moléculas que controlan la coagulacion sanguinea y la funcién
plaguetaria como las ya mencionadas PGIl, y NO que inhiben la agregacion
plaguetaria. También mantienen la fluidez de la sangre promoviendo las vias
anticoagulantes como la via proteina C/proteina S, inactivan trombina a través de
la liberacion de glucosaminoglucanos y finalmente, participan en la eliminacion del
coagulo ya que propicia la activaciéon de plasminégeno a plasmina la cual degrada

trombos por digestion de la malla de fibrina (Cines y cols., 1998; Sato, 2001)

1.3.2.5. Participacion en reacciones inflamatorias. Las células endoteliales
coordinan la migracién y extravasacion de células inflamatorias a los sitios de
lesion tisular o infeccién y liberan diversas citocinas y factores de crecimiento que
sirven como agentes quimiotacticos; ademas, las células endoteliales responden
ante estimulos inflamatorios como lipopolisacéarido bacteriano (LPS) y a diversas

citocinas (Michiels, 2003).

1.3.2.6. Respuesta ante la fuerza de friccion del f lujo sanguineo. Las células
endoteliales se adaptan a la tension ejercida por la friccion ocasionada por el flujo
sanguineo, reorientandose en direccion del flujo disminuyendo asi la resistencia

del endotelio a la fuerza de deslizamiento ejercida por la sangre (Traub y Berk,
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1998). Se ha reportado que la tension por friccion promueve la liberacion de
factores que inhiben la coagulacion, la migracion de leucocitos y la proliferacion de
células musculares lisas asi como la supervivencia de las células endoteliales

(Traub y Berk, 1998).

1.4. Interaccion de patdgenos con el endotelio

Debido a su situacion anatomica, la superficie endotelial estd expuesta a
patégenos, a productos derivados de patdgenos asi como a diversos agentes
generados por los mecanismos de defensa del hospedero durante la reaccion
inflamatoria. Los patdgenos atacan al endotelio mediante una amplia variedad de
estrategias: por adherencia, por invasion y replicacion intracelular o por la
liberacion de exotoxinas que provocan muerte celular.

El primer contacto del patégeno con el endotelio es facilitado por la expresion de
ciertas proteinas por la célula endotelial para las cuales existen adhesinas
bacterianas afines como por ejemplo la fibronectina, la cual constituye un blanco
para la adherencia de patégenos como Staphylococcus aureus a través de la
interaccion mediada por proteina A a la molécula de fibronectina. Otras proteinas
de matriz extracelular expresadas por el endotelio tales como vitronectina, elastina
y colagena funcionan como blancos moleculares para la adherencia de bacterias

patégenas (Hippenstiel y Suttorp,. 2003).
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1.4.1. Adherencia e Invasion de células endoteliale s por bacterias patégenas

Diversos  microorganismos  patégenos como Chlamydia  pneumoniae
(Puolakkainen y cols., 2005), Neisseria meningitidis (Lambotin y cols., 2005.),
Aspergillus fumigatus (Lopes Bezerra y Filler, 2004) S. aureus (Menzies y
Kourteva, 2000) Listeria monocytogenes (Greiffenberg y cols., 2000), y
Streptococcus grupo B (Lione y cols., 2005) poseen capacidad para adherirse e
internalizarse en ceélulas endoteliales. Estos microorganismos, se adhieren e
invaden la célula endotelial provocando modificaciones en su citoesqueleto de
actina y algunos de ellos, ocasionan la muerte por apoptosis de la célula infectada
(Menzies y Kourteva, 1998). Se ha sugerido que tal adhesion e internalizacion
puede estar mediada por factores de adhesion celular expresados por las células
endoteliales (Muro y cols., 2003; Patti y cols., 1994). La adherencia y la
internalizacion de A. pleruopneumoniae a células endoteliales no ha sido descrita

a la fecha.

1.4.2. Muerte celular

Uno de los mecanismos por los cuales las bacterias Gram negativas inducen dafo
citotoxico a las células del hospedero es a través de la formacion y liberacion de
vesiculas de membrana externa las cuales contienen factores de virulencia tales
como adhesinas, toxinas y compuestos inmunomoduladores; dichos factores,
median directamente la adherencia y la invasion de la bacteria a la célula
eucarittica, ocasionan citotoxicidad y modulan la respuesta inmunitaria del

hospedero (Kuehn y Kesty, 2005); A. pleuropneumoniae produce los factores de
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virulencia antes mencionados que incluyen a proteasas y a las toxinas Apx
asociados a vesiculas de membrana externa (Negrete-Abascal y cols., 2000).
El efecto citotoxico de A. pleuropneumoniae puede ser por dos mecanismos: por

Necrosis o por apoptosis.

1.4.2.1. Muerte por necrosis. Las toxinas producidas por A. pleuropneumoniae
forman poros en las células blanco, generando un desbalance osmoético que
provoca hinchamiento y muerte celular (Maier y cols., 1996); también, las toxinas
pueden provocar un incremento en la produccion de radicales libres de oxigeno
por macréfagos y neutrofilos resultando en dafio a las células vecinas y
provocando dafio tisular y destruccion (Dom y cols., 1992). Tal efecto sobre las
células del hospedero puede ser el responsable de las lesiones caracteristicas de
la infecciobn como son la aparicion de edema y de lesiones hemorragicas y

necroticas.

1.4.2.2. Muerte por apoptosis. La apoptosis es un tipo de muerte celular que se
caracteriza por condensacion de cromatina, fragmentacion nuclear, encogimiento
celular, fragmentacién de la membrana plasmatica con formacion de cuerpos
apoptoticos sin liberacion del contenido intracelular al espacio extracelular (Reed,
2000).

La muerte celular por apoptosis de células endoteliales inducida por bacterias
puede atribuirse ya sea al LPS, a la produccion de citolisinas, a la generacién de

radicales libres de oxigeno por las mismas células endoteliales o por macréfagos
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circulantes y a la formacion de poros en la membrana celular ya que tales factores,
pueden provocar la activacion de sefiales tales como NF-kB (Bannerman vy
Goldblum, 2003); provocar la activacion de caspasas, provocar una disminucion
en los niveles de oOxido nitrico el cual protege las células endoteliales contra la
apoptosis, provocar apoptosis por influjo masivo de calcio o por liberacién de
citocromo ¢ mitocondrial inducida por toxinas que son translocadas hasta la
mitocondria (Bannerman y Goldblum, 2003; Florentini y cols., 2003). La muerte
celular por apoptosis contribuye al dafo tisular en el hospedero, sin embargo,
también puede ser un mecanismo benéfico para el mismo ya que el hecho de que
las bacterias fagocitadas provoquen apoptosis de la célula fagocitica contribuye a
la aniquilacion de la bacteria disminuyendo la respuesta inflamatoria (Cruijsen,
1992). Aunque las toxinas de A. pleuropneumoniae provocan muerte celular, se
desconoce si dicha muerte es por apoptosis o por necrosis (Jansen y cols., 1995;
van der Kerkhof y cols., 1996).

El efecto citotoxico de A. pleuropneumoniae sobre macrofagos, PMN y epitelio
pulmonar esta plenamente demostrado; sin embargo, el efecto sobre las células
endoteliales es poco conocido a pesar de que las lesiones tales como hemorragia
y trombosis claramente involucran dafio a nivel vascular. Estudios in vitro han
demostrado un efecto citotdxico de las toxinas de A. pleuropneumoniae sobre las
células endoteliales (Serebrin y cols., 1991) asi como un efecto de denudacion
endotelial determinado en cortes histolégicos de tejido pulmonar de cerdos
enfermos (Cornejo-Amador, 2006). No obstante se ha encontrado que el LPS

aislado de A. pleuropneumoniae muestra adherencia a endotelio vascular porcino

21



(Paradis y cols, 1994), se desconoce si el microorganismo como tal se adhiere a
las células endoteliales, si se internaliza en ellas y si les ocasiona la muerte, ya
sea por necrosis o0 por apoptosis. Tal efecto pudiera ser una de las causas de las
lesiones caracteristicas de la infeccion como son hemorragia, trombosis y

necrosis.

1. 5 Justificacion

A. pleuropneumoniae produce pleuropneumonia fibrinosa a fibronecrotizante,
septicemia, complicaciones ocasionales como endocarditis y pericarditis que
implican dafio del endotelio vascular en cerdos. Durante el curso de las infeccion,
el endotelio esta continuamente expuesto al patdgeno, sus factores de virulencia,
asi como a los mecanismos de defensa del hospedero durante la respuesta
inflamatoria. Sin  embargo, el conocimiento acerca del efecto que A.
pleuropneumoniae tiene sobre el endotelio es escaso debido a que los estudios in
vivo de interacciones hospedero-patdgeno que involucran al endotelio son
limitados dado lo intrincado de la anatomia de los lechos vasculares; dificultad que
se pretende resolver con la utilizacion de modelos in vitro de endotelio vascular
porcino.

Con base a lo anterior, el propésito del presente trabajo fue determinar cual es el
efecto de la interaccién de Actinobacillus pleuropneumoniae y sus toxinas sobre
las células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo. Ademas de determinar si la
bacteria provoca la muerte de las células endoteliales, distinguir en qué forma la

apoptosis 0 necrosis son las causas de esta muerte celular, y si la bacteria se
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adhiere o se internaliza en la ese tipo de células. Asi mismo, establecer si el efecto
citotoxico que la bacteria tiene sobre las células endoteliales es provocado por las
toxinas Apx o por otros mecanismos. Los resultados obtenidos contribuirdn a
determinar la causa de las lesiones caracteristicas de la pleuroneumonia porcina
como hemorragia y necrosis. Ademas, de que se podra esclarecer el mecanismo
mediante el cual los microorganismos afectan el endotelio vascular. La
comprension de dichas alteraciones aportara elementos que contribuyan a mejorar
los esquemas de tratamiento y de prevencion de enfermedades infecciosas que

afectan a los cerdos.

1.6 Hipdtesis:

Actinobacillus pleuropneumoniae se adhiere e internaliza en las células

endoteliales de aorta de cerdo in vitro provocando la muerte de las mismas. Tal

efecto puede relacionarse con las lesiones hemorragicas y necréticas que se

presentan en la pleuropneumonia porcina.

1.7 Objetivo general:

Caracterizar la interaccion de A. pleuropneumoniae con células endoteliales de

aorta de cerdo en cultivo.
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1.8 Objetivos especificos:

1. Establecer un cultivo de células endoteliales de aorta de cerdo y
caracterizar su fenotipo endotelial por captacion de Dil Ac-LDL (perclorato
de 1,10-dioctadecil-3,3,30,30-tetrametilindocarbocianina-LDL-Acetilada),
mediante el reconocimiento con anticuerpos especificos (anti CD31 y anti
CD54) y por su capacidad de migracién en cultivo.

2. Estudiar la interaccion de A. pleuropneumoniae con las células endoteliales:
a) Caracterizando el efecto de sobrenadantes de medio de cultivo de

crecimiento de A. pleuropneumoniae biotipo | serotipo 1, cepa 4074
(toxina cruda) en fase exponencial de crecimiento sobre la viabilidad de
las células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo.

b) Determinando el tipo de muerte celular (apoptosis-necrosis) inducida por
el sobrenadante de cultivo de A. pleuropneumoniae sobre las células
endoteliales de aorta de cerdo.

c) Analizando las diferentes etapas involucradas en la adhesion e
internalizacion de células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo por

microscopia optica y electronica.
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Capitulo 2

Material y métodos

2.1. Aislamiento y cultivo de células endoteliales de aorta de cerdo

Fragmentos de aorta toracica fueron asépticamente disectados de cerdos adultos
raza Landrace (Sus scrofa) del rastro de la localidad e inmediatamente fueron
colocados en un frasco conteniendo solucion salina balanceada de Hanks (HBSS,
Invitrogen, Grand Island, NY) adicionada de 50 mg/L de gentamicina y 2.5 mg/L
anfotericina B (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo.); posterior a su traslado al
laboratorio, se removi6é el tejido conectivo circundante del exterior del vaso,
seguido de lavados con la misma solucion. Enseguida, se disectaron pequefios
fragmentos de 0.5 cm? de aorta los cuales se colocaron sobre su superficie luminal
en cajas de cultivo (Nunc, Rochester NY) previamente cubiertas con factor de
adhesion de células endoteliales (ECAF, Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo.) en
medio 199 (Gibco BRL, Grand Island, NY) adicionado de gentamicina 50 mg/L,
anfotericina B 2.5 mg/L, 10% suero fetal de bovino (FBS, Gibco BRL, Grand
Island, NY), factor de crecimiento vascular endotelial 2ug/mL (VEGF, Sigma
Chemical Co, St. Louis, Mo.) y heparina 50 pg/mL (Sigma Chemical Co, St. Louis,
Mo) a 37C en una camara humidificada conteniendo 5% CO,/95% aire. Después
de 48 h de incubacion, se retiraron los fragmentos de tejido y se cambié el medio
de cultivo por medio fresco. Se incubd durante dos semanas mas, tiempo en el
que se establecio el cultivo primario con crecimiento en pequefias colonias en

monocapa, con morfologia tipica de pavimento o empedrado. Posteriormente las
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células se removieron de la caja de cultivo con solucion de tripsina/EDTA
(0.05/0.02%) (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo.) y se resembraron en una caja
nueva precubierta con factor de adhesion de células endoteliales incubandose
nuevamente en las mismas condiciones. Las ceélulas se resembraron tres veces
mas con aproximadamente 21 dias entre cada resiembra hasta lograr un aumento
en la poblacion. La viabilidad de las células entre cada resiembra se determind por

exclusién de azul tripano (Sigma Chemical Co, St. Louis, Mo.).

2.2. Caracterizacion del fenotipo endotelial

2.2.1. Captacion de Ac-LDL-Dil. Cultivos a confluencia de células endoteliales de
aorta de cerdo fueron incubadas con 5 pg/mL de Ac-LDL-Dil (perclorato de 1,10-
dioctadecil-3,3,30,30-tetrametilindocarbocianina-LDL-Acetilada) [Invitrogen, Grand
Island, NY] en medio de cultivo durante 4 h a 37C; posteriormente, se lavaron las
células tres veces, se fijaron con formaldehido al 4% en PBS y se observaron por
microscopia de fluorescencia con filtro de excitacion/emision para rodamina

(540/625 nm) (Voyta,1984).

2.2.2. Inmunofluorescencia con anti CD-31 (PECAM). Para confirmar el fenotipo
de las células aisladas como endoteliales, se realiz6 un ensayo de
inmunofluorescencia directa del marcador de superficie especifico de fenotipo
endotelial CD-31. Cultivos de células endoteliales a confluencia fueron lavados
con HBSS, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 min a

temperatura ambiente seguido de tres lavados con PBS; enseguida, se incubaron
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por 30 min con albumina al 1% en PBS para bloquear union inespecifica y
posteriormente se incubaron con anticuerpo monoclonal anti raton CD31-FITC
(Biosource, Camarillo, CA) a 4°C durante toda la noche, se lavaron 3 veces con

PBS y se observaron en un microscopio de epifluorescencia Olympus BX41.

2.2.3. Inmunocitoquimica con anti CD-54 (ICAM). La expresion de CD-54 en
células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo se detectd utilizando como
anticuerpo primario anti CD-54 de raton, (Calbiochem, La Jolla CA) en una dilucion
1:200 y como anticuerpo secundario un anticuerpo policlonal de cabra conjugado a
peroxidasa (Calbiochem, La Jolla CA). Cultivos a confluencia de células
endoteliales de aorta de cerdo se lavaron para eliminar el medio de cultivo,
enseguida se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS, posteriormente se
lavaron tres veces con PBS y se incubaron 5 minutos con metanol absoluto en
frio, después fueron incubadas con anticuerpo primario anti CD-54 (1:50) durante
1h a 37 °C. Después se realizaron tres lavados con PBS y después se incubaron
con anticuerpo secundario anti IgG marcado con peroxidasa durantel h a 37T,
luego las células se lavaron 3 veces con PBS. La observacion fue a través de
microscopia de luz. El revelado de la inmunoperoxidasa se realizO con
tetrahidroxiclorudo de 3,3 diamino benzidina al 0.004% (DAB; Sigma) en

amortiguador 0.05 M Tris buffer pH 7.6 (16).

2.2.4. Migracion celular. La migracion y proliferacion de células endoteliales es

un proceso clave en la formaciéon y reparaciéon de vasos sanguineos. Para
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determinar la propiedad migratoria de las células endoteliales, cultivos a
confluencia de las mismas en cajas de poliestireno fueron raspados
intencionalmente con una punta de micropipeta estéril eliminando una franja de
células; posteriormente se lavaron para eliminar las células despegadas y se
fotografiaron inmediatamente en microscopio invertido con objetivo 10x;
enseguida, se incubaron en medio de cultivo 199 adicionado de 10% SFB, 50
mg/L de gentamicina, 2.5 mg/L de anfotericina B y 50 pg/mL de heparina a 37 C,
en una camara humidificada conteniendo 5%CO,, 95% aire durante 4, 8 y 12h
tiempos en los que se efectuaron nuevamente registros fotograficos (Reyes vy

Lazalde., 2004).

2.3. Curva de crecimiento

Cultivos a confluencia de células endoteliales fueron lavados dos veces con PBS;
enseguida, se adiciono 1 mL de solucién de tripsina/EDTA y se incubaron a 37 C.
Una vez que las células se despegaron de la caja de cultivo se agitaron
suavemente en presencia de 3 mL de medio con suero para neutralizar la tripsina.
Se recolectaron las células y se resuspendieron en un volumen total de 5 mL; el
medio conteniendo la tripsina se centrifugd y se elimind por aspiracion. Enseguida,
las células se resuspendieron en un volumen de 5 mL de medio y se tomé una
alicuota de 0.5 mL para su conteo en un hemacitémetro. Finalmente, se adiciono
medio de cultivo hasta alcanzar una proporcién de 10,000 células por mL. Un mL
de la suspensién celular (10* células) fue colocado en cada pozo de una caja de

cultivo de 24 pozos de 1.88 cm? correspondiendo a cultivos por triplicado de 5h, 1,
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2,3,4,5, 6y 7 dias. Se cambi6 el medio de cultivo de las cajas por medio fresco
conteniendo 5% de suero fetal de bovino cada dos dias. Se seleccionaron al azar
tres cultivos a cada tiempo a partir de cual se disgregaron las células por
tripsinizacion para su posterior conteo el cual se realizé por quintuplicado de cada
muestra. Se graficaron los valores promedio del nUmero de células + desviacion

estandar.

2.4. Bacteria y condiciones de crecimiento

A. pleuropneumoniae biotipo 1, serotipo 1, cepa 4074 (ATCC) fue cultivada en
agar de infusion de cerebro y corazon (BHI, Difco, Detroit, Mich.) suplementado
con 10 pg/mL de B-NAD e incubada 18-24h a 37°C. Se inoculé una colo nia de A.
pleuropneumoniae en infusion BHI-NAD y se incubd toda la noche a 37°C en
aerobiosis; enseguida, 1 mL de la suspension bacteriana fue inoculada en 50 mL
de infusion BHI-NAD fresco y se incubd en las mismas condiciones hasta
alcanzar la fase exponencial de crecimiento la cual se determiné por medicion de
su densidad optica a 600nm. Para los experimentos de adhesion se utilizaron
bacterias recuperadas por centrifugacion y lavadas con solucion salina
amortiguada de fosfatos (PBS, pH 7.2) ajustando su concentracién a 2 x 10°
unidades formadoras de colonias (UFC) por mL en PBS (Guerrero Barrera y cols.,
1999). Las UFC se determinaron por siembra en agar BHI-NAD de diluciones
seriadas de la suspension bacteriana.

A fin de obtener un sobrenadante (SN) de cultivo bacteriano (toxina cruda) la

suspension bacteriana fue centrifugada 30 min a 10,000 xg y el sobrenadante se
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filtr6 a través de un filtro de 0.45 um seguido de otro de 0.22 um de poro.; el

filtrado fue congelado a -50C hasta su uso en el e nsayo de citotoxicidad (Van de

Kerkhof, 1996).

2.5. Ensayo de citotoxicidad

Cultivos de células endoteliales a confluencia se incubaron con diluciones seriadas
(1, 1:10, 1:100, 1:1000 Y 1:10000) del sobrenadante bacteriano preparado
previamente, enseguida se incubaron durante 2 h a 37 T en una atmosfera de 5%
CO,; posteriormente se determiné el efecto citotoxico del sobrenadante sobre las
células endoteliales en cultivo y el tipo de muerte celular (apoptosis-necrosis)

inducida.

2.6. Cuantificacion de muerte celular por tincibn ¢ on rojo neutro

La citotoxicidad de la bacteria A. pleuropneumoniae y del sobrenadante bacteriano
se determind por tincién con rojo neutro; este método se basa en la captacion por
transporte activo del colorante y su incorporacion dentro de los lisosomas por las
células vivas. Las células en cultivo tratadas con diluciones del sobrenadante
bacteriano asi como cultivos control sin tratamiento se incubaron durante 2 horas
con medio de cultivo conteniendo 0.033% de rojo neutro (Sigma-Aldrich St. Louis
MO), enseguida se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con 0.1% de CacCl, en
0.5% de formaldehido y el colorante fue extraido con una solucion de acido

acético al 1% en etanol al 50%. Se determind la densidad Optica del extracto a 540
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nm y la viabilidad fue expresada como % del control. Los controles consistieron de

cultivos de células endoteliales sin el sobrenadante de cultivo bacteriano

2.7. Deteccion de muerte celular por tincion con YO -PRO-1 - ioduro de
propidio

Con la finalidad de determinar el tipo de muerte celular (apoptosis-necrosis), los
cultivos tratados con el sobrenadante de cultivo bacteriano se tifieron utilizando el
juego de reactivos Vybrant Apoptosis Assay Kit (Invitrogen-Molecular
ProbesEugene, OR, USA) compuesto por los colorantes YO-PRO-1 y ioduro de
propidio. El fluorocromo YO-PRO-1 es un marcador de etapas iniciales de muerte
por apoptosis, atraviesa la membrana celular y tifie el ndcleo; ambos fluorocromos
tienen la capacidad de intercalarse entre las bases del ADN pero el YO-PRO-1
Unicamente tifie las células apoptésicas mientras que el ioduro de propidio solo
tine las células muertas por necrosis; ninguno de los colorantes puede tefiir las
células viables. Mediante esta tincion fluorescente se pueden visualizar tanto las
células que mueren por apoptosis (fluorescencia verde: 491/509 nm,
absorcion/emision) como las que mueren por necrosis (fluorescencia roja 535/617
nm, absorcidon/emision). Las células en cultivo tratadas con el sobrenadante
bacteriano asi como cultivos control sin tratamiento se incubaron por 30 min a 0-2
°C en la oscuridad con una solucion conteniendo 5.6 pg/mL YO-PRO 1, 20 pug/mL
de ioduro de propidio y 0.9% DMSO in PBS. Al término de la incubacion se lavaron
los cultivos con PBS, se les adiciond Antifade™ para retardar el apagamiento de la

fluoescencia (6 fotoblanqueo) y se observaron bajo microscopia de fluorescencia.
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Se contaron las células con fluorescencia verde y con fluorescencia roja y se
calculo la relacion apoptosis/necrosis con la formula: nimero de células en

apoptosis/nimero de células en necrosis (Wronski y cols., 2002).

2.8. Ensayo de adherencia

Cultivos a confluencia de células endoteliales fueron incubados con una
suspension bacteriana conteniendo 2 x 10° UFC/mL (multiplicidad de infeccion,
MDI 25:1) en medio 199 adicionado de 10% de SFB sin antibioticos, sin
antimicéticos y sin heparina a 37 C, 5% CO,, 95% aire y humedad a saturacion
durante 3h; posteriormente se lavaron 5 veces con PBS estéril, se fijaron con
formaldehido al 4% en PBS y se tifieron con azul de metileno. Se hicieron
controles sin bacterias y con bacterias previamente fijadas con formaldehido al 4%
y bloqueadas con albumina al 1% asi como controles con bacterias inactivadas

por ebullicién durante 5 min.

2.9. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Células endoteliales cultivadas sobre cubreobjetos colocados en cajas multipozos
(24 pozos) fueron inoculadas con una suspensioén bacteriana conteniendo 2 x 10°
UFC de A. pleuropneumoniae e incubadas durante 3h a 37<C; enseguida, las
células fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5% en PBS durante 1h a temperatura
ambiente, posfijadas con tetradxido de osmio (OsO,) al 1%, deshidratadas en
concentraciones crecientes de etanol de 50-100% y secadas a punto critico con

etanol al 100% (secadora Samdri 780A, Tousimis); finalmente, las células se

32



cubrieron con oro (lonizadora de oro, Desk-II, Vacuum Denton) y se observaron en
un microscopio electronico de barrido JSM 35C, Jeol. Se incluyeron controles con
bacterias previamente fijadas con formaldehido y previamente inactivadas por

ebullicion.

2.10. Reconocimiento especifico de actina. Con el propésito de probar si el
citoesqueleto de actina esta involucrado o sufre alguna modificacion estructural
ocasionada por la incubacién de células endoteliales con A. pleuropneumoniae, se
realizé una doble tincidén fluorescente con faloidina-Alexafluor 488 y anticuerpos
anti A. pleuropneumoniae reconocidos por anticuerpo secundario de chivo anti IgG
marcado con AlexaFluor-594 de la siguiente forma: células endoteliales cultivadas
sobre cubreobjetos fueron incubadas con una suspension de A. pleuropneumoniae
(2 x 10° UFC) durante tres horas; enseguida, se lavaron tres veces con PBS, se
fijaron durante 5 min con formaldehido al 3.7%, se permeabilizaron con Triton-
X100 (Sigma) al 0.1% por 5 min y se bloquearon con albumina sérica de bovino
(Sigma) en PBS; posteriormente, se incubaron durante 3 horas a 37T con
anticuerpo policlonal de conejo anti A. pleuropneumoniae (suero de conejo
inmunizado diluido 1:25) seguido de incubacién con anticuerpo secundario de
chivo anti IgG marcado con Alexa-594, las células fueron lavadas con PBS tres
veces Yy posteriormente fueron incubadas con faloidina marcada con AlexaFluor-
488 (Invitrogen) en PBS por 30 min; las células se lavaron tres veces con PBS, se

montaron y se observaron en un microscopio confocal Leica.
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2.11. Cuantificacion de adherencia

Para determinar el efecto del tiempo de incubacién y de la densidad bacteriana
sobre la adherencia de A. pleuropneumoniae a células endoteliales, cultivos a
confluencia en cajas multipozos fueron incubados con una suspension bacteriana
conteniendo 2 x 10° UFC/mL en medio 199 adicionado de 10% de SFB sin
antibioticos, sin antimicéticos y sin heparina a 37 C, 5% CO,, 95% aire y
humedad a saturacion durante 0.5, 1, 2 y 3 h; posteriormente se lavaron 5 veces
con PBS estéril y se lisaron las células con 1 mL de agua desionizada fria estéril
para liberar las bacterias asociadas a las células endoteliales (Vanier y cols.,
2007); diluciones de los lisados fueron cultivados en placas de agar BHI-NAD
incubadas 24h a 37C y enseguida se contaron las co lonias; el nUumero de UFC se
dividi6 entre el numero de células por pozo para determinar las bacterias
adheridas por célula endotelial. En un ensayo similar, cultivos a confluencia de
células endoteliales fueron incubados por 2h a 37 2C con 10% 10° y 10® UFC de
A. pleuropneumoniae, las bacterias adheridas fueron cuantificadas como se
menciond anteriormente. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.
Los controles consistieron de ensayos sin células y sin bacterias en pozos por
separado. Ensayos previos no mostraron bacterias libres al final de los lavados
con PBS ni afectacion de la viabilidad de las bacterias por el tratamiento con agua

desionizada.
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2.12. Internalizacion de  Actinobacillus pleuropneumoniae a células
endoteliales

Cultivos de células endoteliales a confluencia en cajas de cultivo de 35mm de
diametro se incubaron con 5 x 10° UFC (MDI 25:1) de A. pleuropneumoniae como
se describio previamente; posterior a la incubacion, se eliminé el medio de cultivo,
se lavaron las células cinco veces y se adicion0 medio de cultivo fresco
conteniendo 100 ug/mL de gentamicina. La incubacion se continu6é durante 2 h
mas para matar las bacterias viables extracelulares residuales, enseguida se
lavaron 3 veces las células con medio fresco para eliminar antibidticos y se lisaron
con 1 mL de agua desionizada fria estéril por 3 min. Varias diluciones del lisado se
sembraron en agar BHI-NAD, se incubaron a 37 T por 24 horas y se contaron las
UFC de las bacterias sobrevivientes al tratamiento con gentamicina las cuales
fueron consideradas como intracelulares. (Benga y cols., 2005; Wells y cols.,
1999). Se hicieron los siguientes controles: A) caja de cultivo sin células
endoteliales + bacterias; B) células endoteliales + gentamicina 100 pg/mL +

bacterias.
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Capitulo 3

Resultados

3.1. Aislamiento y caracterizacion de céluas endote liales de aorta de cerdo

Los fragmentos de aorta fueron removidos de la caja de cultivo a las 48 h de
incubacion tiempo en el que pudieron observarse pequefias colonias de células
emergiendo del &rea de contacto del tejido del vaso con el sustrato de la caja; las
células cultivadas mostraron la morfologia tipica de fenotipo endotelial en cultivo
con apariencia de pavimento o empedrado y con crecimiento en monocapa (Figura
la); a fin de incrementar la poblacion cultivos subsecuentes se realizaron por
remocion de las células con tripsina-EDTA. Los cultivos obtenidos dieron positiva
la prueba funcional de captacion de LDL acetiladas marcadas con un fluorocromo
(Ac-LDL-Dil); este rasgo es tipico de fenotipo endotelial (Figura 1b) (Voyta,1984).
Los resultados de la tincion inmunocitoquimica con el marcador de superficie
especifico de fenotipo endotelial CD54 (ICAM) y por inmunofluorescencia con anti
CD-31 se muestran en las Figuras 1c y 1d respectivamente; el reconocimiento de
antigenos de superficie con estos anticuerpos especificos demuestran asimismo el

fenotipo endotelial.
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Figura 1. Caracterizacion fenotipica de células endoteliales de aorta de cerdo en

cultivo; a) cultivo a confluencia después de 7 dias en cultivo, fotomicrografia por
contraste de fases; b) captacion de Ac-LDL-Dil visualizado por microscopia de
fluorescencia; c¢) inmunoreconocimiento con anti-CD31-FITC detectado por
inmunofluorescencia directa; y, d) inmunomarcaje indirecto de CD54 detectado

con anti-CD54 y anti IgG conjugado a peroxidasa (Barra = 50 um).
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Migracion . La migracion de células endoteliales es un proceso ciiuco para la
neovascularizaciéon y la reparacion de vasos lesionados; dicho proceso puede ser
replicado in vitro ya sea con la utilizacién de materiales especiales como Matrigel®,
gelatina y fibronectina entre otros pero también puede replicarse sobre la
superficie de poliestireno de las cajas de cultivo (Reyes y Lazalde, 2004); en este
estudio se demuestra que las células obtenidas de aorta de cerdo presentan
movimiento y proliferacion ya que desde el inicio de la lesiébn comenzaron a migrar
hacia la superficie denudada de células hasta cubrirla totalmente a las 24h de

efectuada la lesion (Figura 2).
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Figura 2. Migracién de células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo de

acuerdo al modelo de lesion de monocapa; a) 0, b) 4, c) 8 y d) 12 horas. La herida
fue completamente cerrada a las 24 horas. Observacién por microscopia de

contraste de fases.
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3.2. Curva de crecimiento

La densidad poblacional de las células endoteliales en cultivo fueron monitoreados
durante 7 dias como se muestra en la Figura 3. A las cinco horas de iniciado el
cultivo el 99% de las células mostré adherencia a la superficie de la caja y el
namero de células crecié exponencialmente al segundo dia (18,166 + 763) y hasta
al cuarto dia (63,666 + 8051). Posteriormente, el crecimiento se mostré mas lento
probablemente por el estado quiescente de las células al alcanzar la confluencia
(saturacion); al séptimo dia en cultivo la densidad poblacional fue de 83000 células

por pozo.

Numerode células (x10¢)

Ll T I I L] T

0 1 2 3 4 5 6 7
Dias en cultivo

Figura 3. Curva de crecimiento de células endoteliales de aorta de cerdo. Los ensayos se
realizaron por triplicado, se muestra el promedio de cada conteo celular con sus

respectivas desviaciones estandar.
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3.3. Citotoxicidad del sobrenadante de cultivo de A . pleuropneumoniae Y tipo
de muerte inducida.

La incubacion de las ceélulas endoteliales con el sobrenadante de -cultivo
bacteriano mostré un efecto citotoxico del mismo en forma dosis dependiente ya
que a mayor dilucidon del sobrenadante el numero de células que permanecieron
viables fue mayor (Figura 4) lo cual fue detectado mediante tincion con el
colorante Rojo neutro y posterior cuantificacién por colorimetria (Figura 5).

El tipo de muerte inducida por el SN de cultivo bacteriano fue tanto por apoptosis
como por necrosis (relacion apoptosis/necrosis: 1.13 + 0.081), como se observa
en la Figura 6; las células que fluorescen en rojo denotan muerte por necrosis
mientras que las que fluorescen de verde por apoptosis. Las células en apoptosis
mostraron las caracteristicas morfolégicas tipicas tales como condensacion y
fragmentacion nuclear, desprendimiento de la caja de cultivo con formacion de
cuerpos apoptosicos. El efecto citotoxico fue dosis dependiente (Figuras 4 y 5)
observandose que a mayor dilucion del sobrenadante el efecto citotoxico fue
menor, tal efecto o fue reversible. Mediante observacion por contraste de fases,
las células mostraron alteraciones morfoldgicas y desprendimiento de la caja de
cultivo lo cual es caracteristico de muerte celular; tal desprendimiento pudo
corroborarse mediante tincion con rojo neutro en el que pudo observarse menor

poblacion celular adherida a la superficie de la caja.
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Figura 4. Efecto citotoxico del sobrenadante de cultivo de A.
pleuropneumoniae sobre células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo.
Posterior a la incubacion de las células con diluciones del sobrenadante de
cultivo bacteriano, las células fueron tefiidas con rojo neutro para cuantificar
la viabilidad celular (columna central) y con tincion fluorescente con YO-PRO
+ ioduro de propidio (columna derecha) para determinar el tipo de muerte
apoposis-necrosis. Se observa un efecto citotoxico dosis dependiente y
muerte celular tanto por apoptosis como por necrosis a mayor dilucion del
sobrenadante menor efecto citotoxico. Columna izquierda: observacion por

contraste de fases. 100X.
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Figura 5. Cuantificacion del efecto citotoxico del sobrenadante de cultivo de
A. pleuropneumoniae sobre células endoteliales en cultivo. Las células
posterior a la incubacion con diluciones del sobrenadante se tifieron con el
colorante Rojo Neutro, se lavaron, se fijaron y posteriormente se eluy6 el
colorante al cual se le determind la densidad Optica a 540 nm. La viabilidad

esta expresada como % del control (control sin tratamiento con la toxina

100% viabilidad).
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Contraste de fases Fluorescencia

Figura 6. Tipo de muerte celular inducida por el sobrenadante de cultivo
bacteriano de A. pleuropneumoniae. Las células a confluencia fueron incubadas
con una dilucion 1:10 del sobrenadante por 12 h y posteriormente tefiidas con
YO-PRO-1 y ioduro de propidio. Las células incubadas con la toxina cruda
mostraron desprendimiento de la caja de cultivo ademas de fluorescencia verde
(apoptosis) y roja (necrosis): la ausencia de fluorescencia en el control indico
gue las células permanecen viables. a) y b) control sin toxina; c) y d) células
con toxina. Las flechas indican células en apoptosis (fluorescencia verde) y las

puntas de flecha indican células en necrosis (fluorescencia roja). 100 X.

45



3.4. Adherencia de A. pleuropneumoniae a células endoteliales

Los ensayos de adherencia se realizaron utilizando cultivos de células endoteliales
a confluencia y la remocion total de bacterias no adherentes se realizé por medio
de lavados con PBS corroborandose la ausencia de bacterias libres en los mismos
por cultivo en agar BHI-NAD. La adherencia de A. pleuropneumoniae serotipo 1 a
células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo pudo ser detectada
morfolégicamente por tincién con azul de metileno (Figura 7a) y confirmada por
microscopia electrénica de barrido (Figura 7b). La observacion por microscopia
confocal mediante el reconocimiento de la actina filamentosa con faloidina-
AlexaFluor 488 y el marcaje de las bacterias por inmunofluorescencia indirecta con
anticuerpos marcados con AlexaFluor 594 (Figura 8) denotd la presencia de
bacterias adheridas a las células endoteliales, internalizacion de las bacterias y
adhesion a los microfilamentos de actina (Figura 8 c-j). Al realizar las
observaciones a diferentes profundidades, se observo la presencia de bacterias en
el interior de las células endoteliales asociadas con los microfilamentos de actina.
En algunos casos, se observaron células redondeadas, con un citoesqueleto de
actina no estructurado en microfilamentos (datos no mostrados), denotando la
modificacion en la estructura del citoesqueleto de actina. El tratamiento previo de
la bacteria por fijacion con formaldehido y por ebullicion inhibié la adherencia
indicando que la misma pudiera estar relacionada con interacciones especificas
mediadas por proteinas tanto de la bacteria (adhesinas) como de la célula
endotelial (receptores) ya que en experimentos por separado la bacteria fue

incapaz de adherirse a células endoteliales previamente fijadas con formaldehido.
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El nimero de bacterias adheridas por célula endotelial se incrementé en funciéon

del tiempo de incubacion (Figura 9) y de la densidad bacteriana (Figura 10).

Figura 7. Adherencia de A. pleuropneumoniae a células endoteliales de aorta de
cerdo en cultivo. a) tincion con azul de metileno; b) Observacién por microscopia

electrénica de barrido.
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Fig. 8. Células endoteliales en
cultivo incubadas con
Actinobacillus pleuropneumoniae
biotipo 1, serotipo 1, cepa 4074.
Tincién con faloidina Alexa Fluor
488 y anticuerpo policlonal anti-Ap
reconocido por un anticuerpo
secundario IgG anti conejo Alexa
Fluor 594. a) Células endoteliales,
b) células endoteliales marcadas
con faloidina, incubadas con Ap
pero sin anticuerpo secundario. c-
j) Células endoteliales marcadas
con faloidina y con el anticuerpo
primario y secundario para Ap.
Las bacterias presentan marcaje

en color rojo (400 X).
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Figura 9. Efecto del tiempo de incubacion sobre la adherencia de A.
pleuropneumoniae a células endoteliales. La adherencia fue determinada a los
30 min, 1, 2 y 3 h. los puntos expresan el numero de bacterias por célula
endotelial a distinos tiempos y son el resultado de determinaciones por triplicado
(media + 1 desviacién estandar).
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Figura 10. Efecto de la densidad bacteriana sobre la adherencia de A.
pleuropneumoniae a ceélulas endoteliales. La adherencia fue determinada a
densidades de 10* 10° y 10® UFC/mL y 2h de incubacién. Cada punto

representa la media + 1 desviacion estandar de tres determinaciones
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3.5. Internalizacion de A. pleuropneumoniae a células endoteliales

La capacidad de A. pleuropneumoniae para internalizarse en las células
endoteliales fue probada utilizando un ensayo de proteccion por antibidtico
previamente utilizado para estudios de invasion de células endoteliales por
Streptococcus suis (Benga y cols., 2005). Las bacterias se incubaron con las
células endoteliales durante 2h para permitir la adherencia e invasion de las
células, enseguida las monocapas fueron lavadas cinco veces e incubadas por
otras dos horas con antibiéticos para matar las bacterias extracelulares residuales
enseguida se lavaron 3 veces las células con medio fresco para eliminar
antibioticos y se lisaron con 1 mL de agua desionizada fria estéril por 3 min. Varias
diluciones del lisado se sembraron en agar BHI-NAD, se incubaron a 37 T por 24
horas y se contaron las UFC de las bacterias sobrevivientes al tratamiento con
gentamicina las cuales fueron consideradas como intracelulares los resultados se
muestran en el cuadro 1. Los controles sin células (control A) y los que fueron
incubados simultaneamente con gentamicina (control B) no mostraron
supervivencia de bacterias ante el tratamiento con el antibiético indicando que la
concentracion utilizada y el tiempo de incubacion fueron suficientes para matar las
bacterias libres, no asi en los cultivos (Experimental) en los que la supervivencia
de las bacterias posterior a los lavados y al tratamiento con antimicrobiano es
indicativo de proteccion contra el antibiético lo cual sugiere una ubicacion

intracelular de la bacteria.
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Cuadro 1. Internalizacion de A. pleuropneumoniae a células endoteliales de aorta

de cerdo en cultivo

260,000 + 18,000 células endoteliales/caja

1.06 x 10" UFC de A. pleuropneumoniae?®

Control A* Control B** Experimental***
UFC sobrevivientes a la 0 0 60 + 36 UFC
gentamicina
No. De bacterias
internalizadas x10000 0 0 2.3+ 1.38 UFC
células

Conteo al final de la incubacion
* Caja de cultivo sin células endoteliales + bacterias
o Células endoteliales + gentamicina 100 pg/mL + bacterias.

i Cellas endoteliales + bacterias
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Capitulo 4

Discusion y conclusiones

Como parte de este trabajo, se reporta el aislamiento de células endoteliales de
aorta de cerdo por un método de facil ejecucion y reproducibilidad; con el uso de
esta técnica se reemplaza el tratamiento enzimético o de raspado de la superficie
endotelial los cuales, resultan mas laboriosos y con una recuperacion menor de
células en condiciones viables (Burciaga et al., 2008). Se ha reportado la
necesidad de transfectar cultivos de células endoteliales con un plasmido
conteniendo el genoma completo del virus de simio SV-40 a fin de lograr su
inmortalizacion (Carrillo y cols., 2002). El cultivo desarrollado en este trabajo se ha
subcultivado por mas de dos afios mantiendo sus caracteristicas fenotipicas sin
necesidad de transfectarse con SV-40. A la fecha, los cultivos no muestran signos
aparentes de senescencia ni de pérdida de su funcion endocitica de LDL acetilada
lo cual pudiera ser sugerente de que han adquirido inmortalizacién. El contar con
modelos in vitro de células endoteliales permitira estudiar el comportamiento de
dichas células ante agresiones por factores tales como infecciones bacterianas y
virales, toxinas, radicales libres, hormonas, etc. (Kvietys y Granger, 1997),
ademas de que representara una herramienta valiosa para  estudiar la
participacion del endotelio en enfermedades hemorragicas que afectan a los

cerdos tales como la pleuroneumonia porcina o como la fiebre clasica porcina.
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A. pleuropneumoniae produce vesiculas formadas por lipopolisacaridos,
fosfolipidos y lipoproteinas las cuales contienen los principales factores de
virulencia como toxinas, proteasas y ureasa entre otros (Negrete-Abascal y cols.,
2000). Tales vesiculas otorgan a la bacteria la habilidad para acceder a multiples
ambientes dentro del hospedero encontrandose tanto en medios extracelulares
como intracelulares.

Las toxinas producidas por A. pleuropneumoniae pueden formar poros en las
células blanco (Maier y cols., 1996), resultando en un desbalance osmotico que
provoca hinchamiento y muerte celular; también, las toxinas pueden provocar un
incremento en la produccién de radicales libres de oxigeno por macréfagos y
neutroéfilos resultando en dafio a las células vecinas y provocando dafio tisular y
destruccion (Cho y Chae, 2003). Tal efecto sobre las células del hospedero puede
ser el responsable de las lesiones caracteristicas de la infeccibon como son la
aparicion de edema y de lesiones hemorragicas y necroticas.

Diversos microorganismos han demostrado la capacidad para inducir apoptosis de
células endoteliales la cual puede atribuirse al lipopolisacarido (LPS) [Bannerman
y Goldblum, 2003], a la produccion de citolisinas, a la generacion de radicales
libres de oxigeno por las mismas células endoteliales o por los macréfagos
circulantes y la formacion de poros en la membrana celular (Maier y cols., 1996).
Tales factores pueden provocar la activacion de sefiales que provocan la
activacion de caspasas 0 provocar apoptosis por influjo masivo de calcio, o por
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial inducida por toxinas que son translocadas

hasta la mitocondria (Bannerman y Goldblum, 2003; Florentini y cols., 2003).
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En este trabajo se reporta el efecto citotoxico de las toxinas de A.
pleuropneumoniae sobre células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo, tal
efecto, fue primeramente demostrado por Serebrin y cols. (Serebrin y cols., 1991);
sin embargo, este es el primer reporte que demuestra que el tipo de muerte celular
inducido es tanto por apoptosis como por necrosis aunque se requieren mas
estudios tendientes a cofirmar tal fenomeno asi como a dilucidar la via apoptosica
inducida; esto ultimo, seria de especial interés a fin de establecer las bases de
intervencion farmacologica dirigida a evitar la afectacion del endotelio y la
diseminacion sistémica de la bacteria en el hospedero.

La adherencia de bacterias patdogenas a células endoteliales ha sido demostrada
en casos como Escherichia coli, Staphylococus aureus, Streptococus agalactiae,
Bartonella henselae, Borrelia burgdorferi, Chlamydia trachomatis, Klebsiella
pneumoniae, Moraxella bovis, Neisseria gonhorroeae, Neisseria meningitidis,
Proteus mirabilis, Streptococcus pneumoniae y Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Ofek y cols., 2003); igualmente, se ha reportado la
adherencia de A. pleuropneumoniae a células bucoepiteliales (Hamer-Barrera y
cols., 2004), a células pulmonares (Boekema y cols., 2003), a células traqueales
(Jacques y cols., 1991) y a células epiteliales alveolares (Van Overbeke y cols.,
2002). Previo a la interaccion de bacterias con el endotelio vascular, ocurre
diseminacion de las mismas desde los sitios de lesion tisular a la circulacion
sanguinea lo cual es una caracteristica de la pleuroneumonia porcina en la que ha
sido descrita la bacteremia y la presencia de A. pleuropneumoniae en tejidos

extrapulmonares como pericardio, endocardio y hueso. En este trabajo, se reporta
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por primera vez la adherencia de A. pleuropneumoniae a una linea de células
endoteliales derivadas de aorta de cerdo establecida en nuestro laboratorio para
tal propoésito. No existe un criterio general para designar cepas adhesivas en base
al nimero de bacterias adheridas a una célula o tejido, sin embargo, la sola
presencia de una bacteria adherida por célula endotelial puede ser suficiente para
iniciar la fase de colonizacion y la alteracién del endotelio ya sea por la bacteria
misma o por sus toxinas. Las células endoteliales tanto in vivo como in vitro
producen proteinas de matriz extracelular cuya participacion en la adherencia a
bacterias ha sido descrita, tales como colagena, fibronectina, vitronectina
(Enriquez-Verdugo y cols., 2004, Hammer-Barrera y cols., 2004: Valentin-Weigan
y cols., 1988), moléculas de adhesion celular (CAM), etc.; tales moléculas
interactlan con adhesinas bacterianas tales como lipopolisacaridos, proteinas de
membrana externa, fimbrias, etc. Este reporte es un primer acercamiento al
estudio de la interaccidn entre A. pleruopneumoniae y células endoteliales

Algunas bacterias tales como Rickettsiae, Bartonella henselae, Chlamydia
pneumoniae y Listeria tienen capacidad para internalizarse, persistir y replicarse
en el endotelio y otras mas, como S. penumoniae y Neisseria meningitidis pueden
entrar de manera transitoria a la célula endotelial (Hippenstiel y cols., 2003); en
este trabajo, reportamos la internalizacion de A. pleuropneumoniae a células
endoteliales demostrado esto, por un método ampliamente utilizado (Stins y cols.,
1999; Charland y cols., 2000; Benga y cols, 2005; Tenenbaum y cols, 2005; Vanier
y cols., 2007; Vanier y cols., 2006; Vanier y cols., 2004 ) el cual se basa en la

proteccion intracelular de la bacteria al efecto antimicrobiano de la gentamicina la
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cual no es captada por la célula endotelial y ademas posee fuerte poder
antimicrobiano contra A. pleuropneumoniae (Concentracion minima inhibidora g9 of
2 pg/ml) (Nadeau y cols., 1988; Chang y cols., 2002).

En este reporte, se cuantificd el total de las bacterias asociadas a las células
endoteliales y se determino la posibilidad de su localizacion en el nicho intracelular
mediante el ensayo de proteccion contra antibioticos. El presente estudio muestra
la invasion de dichas células por A. pleuropneumoniae; su inernalizacion y
asociacion con el citoesqueleto de microfilamentos. Falta realizar mas estudios
para determinar los mecanismos mediante los cuales la bacteria se internaliza y
modifica el citoesqueleto de actina, asi como para determinar las moléculas
involucradas en la produccion de muerte celular programada tanto por la presencia

de la bacteria, como por la accidén de sus exotoxinas.
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Conclusiones

1. Se logro el establecimiento y la caracterizacion de cultivos de células
endoteliales de aorta de cerdo

2. Se demostro el efecto citotdxico y el tipo de muerte celular inducida por el
sobrenadante de cultivo de A. pleuropneumoniae sobre células endoteliales
de aorta de cerdo en cultivo.

3. Se demostré la adherencia y la internalizacion de A. pleuropneumoniae a

células endoteliales de aorta de cerdo en cultivo.

Perspectivas

El modelo establecido de células endoteliales en cultivo nos permitira realizar otros
estudios relacionados con la interaccion hospedero-patégeno que afectan al
endotelio asi como estudiar el efecto de diversos factores sobre el mismo.

Los datos aqui mostrados podran servir como punto de partida para mayores

investigaciones relacionadas con la interaccion bacteria-célula endotelial que

afectan a animales y a los humanos.
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