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RESUMEN

A través de un muestreo aleatorio realizado en el Rastro Municipal de San
Francisco de los Romo, Aguascalientes, se detectd pleuroneumonia porcina cronica en
el 60% de los cerdos. Las lesiones pulmonares encontradas fueron empleadas para
determinar los cambios morfologicos producidos por la enfermedad, la presencia de
fibrosis debida a colagena, asi como la distribucion de actina filamentosa y no
filamentosa. Para lo anterior se emplearon muestras provenientes de 22 animales con
lesiones caracteristicas de la enfermedad asi como muestras provenientes de pulmones
de 3 cerdos sanos, empleados como control. De las lesiones necroticas se aislé el agente
causal de la enfermedad: Actinobacillus pleuropneumoniae, empleando como cepa
nodriza Staphylococcus aureus, una vez aislada la bacteria se le realizo tincion negativa
y caracterizacion bioguimica empleado galerias Api NE. Las cepas asi aisladas no
requirieron NAD para crecer, por lo que se clasificaron como biotipo 2.

Se realizd técnica histoldgica en muestras de las lesiones y muestras control.
Para determinar los cambios morfoldgicos se empled tincién H-E, y tincion tricromica
de Masson para determinar la presencia de fibras de colagena. Se encontr6 infiltrado
linfatico asociado al engrosamiento de los tabiques interalveolares, hemorragia
intersticial y dafio en epitelio bronquial. También se encontro aumento de fibras de
colagena asociado con el engrosamiento de los tabiques interalveolares. La presencia de
la bacteria en las lesiones fue hecha empleando técnica inmunohistoquimica usando
tanto sueros de cerdos convalecientes de la enfermedad, como un anticuerpo policlonal
dirigido contra las proteinas totales de A. pleuropneumoniae. La bacteria se observo
asociada al epitelio bronquiolar, en la lamina propia de los bronquiolos, en los
intersticios de los tabiques interalveolares, asi como en el interior de neutrofilos y

macrofagos. Utilizando un anticuerpo monoclonal dirigido contra actina de cerebro de



rata mediante técnica inmunohistoquimica, se observé un fuerte reconocimiento del
musculo liso de bronquios y vasos sanguineos, en algunas células alveolares y en las
zonas de ruptura de tabiques interalveolares. Adicionalmente se realizo el marcaje de
actina-F con faloidina Alexa 594, los resultados de este marcaje fueron observados por
microscopia laser confocal. En los pulmones sanos se mostrd una mayor cantidad de
actina F asociada a el musculo liso de bronquiolos y vasos sanguineos, marcaje difuso
en el epitelio y poca marca en la ldmina propia del epitelio. Mientras que en el tejido
infectado se mostr6 una disminucion en la actina F presente en el musculo liso, asi
como un aumento en la ld&mina propia del epitelio. La fluorescencia fue difusa en las
células epiteliales del bronquiolo en comparacion de la presente en las muestras de

pulmon sano.



LISTA DE ABREVIATURAS

Ap
F-Actina
IL-1
IL-4
IL-6
IL-8
IL-13
LPS
LTH2
NAD
PARP
PP
TGB-B1
TGF-p2
TIF

TNF-a

Actinobacillus pleuropneumoniae
Actina Filamentosa
Interleucina-1

Interleucina-4

Interleucina-6

Interleucina-8

Interleucina-13

Lipopolisacérido

Linfocitos T ayudadores tipo 2
Nicotina Adenina Dinucleotido
Actina Procariote de Actinobacillus pleuropneumoniae
Pleuroneumonia porcina

Factor de crecimiento- 1

Factor de crecimiento- 2

Tipo Inspeccién Federal

Facto de necrosis tumoral- o

Vi



INDICE

ANLECEACIIEES. . ..ottt et 1
Antecedentes Generales............ooooiiiiiiiiiiiiii 1
Antecedentes DIrCLOS. .. ...uiuieii e 3

Planteamiento del Problema.......... ... 7

5 100 o) T 7

OB JEEIVOS. . ettt 8
Objetivo General..........ooviiiiiii i 8
Objetivos Particulares...........ooeviiiiiiiiiii i 8

Material Y MEtOdOS. ... 9
Obtencion de la muestra..........coevevuiiniiiiiiiinii e 9
Procesamiento de lamuestra..............cooviiiiiiiiiiiiiii 9
Caracterizacion morfoldgica de las lesiones..................c.oeeenenn 9
Aislamiento de Ap a partir de las lesiones pulmonares.................. 10
Identificacion de Ap en las lesiones de pleuroneumonia porcina...... 10
Reconocimiento de actina no filamentosa ......................c.cceee 10
Deteccion de citoesqueleto de actina empleando
faloidina fluorescente. ..........oovvvveiiiiiiii e 12

ReSultados. ..o 13

DISCUSION. ...ttt e 24

CONCIUSIONES. . . .. ettt et e e e et ee 28

BibDlIOGrafia.......ccveieie e 30

vii



ANTECEDENTES

Antecedentes generales

Actinobacillus pleuropneumoniae (Ap) es el agente causal de la pleuroneumonia
porcina (PP). Enfermedad respiratoria exclusiva de cerdos (Frey, 1995), que puede ser
hiperaguda, aguda, o cronica. Las fases hiperaguda y aguda ocasionan la muerte del
animal en 24 a 35 horas siguientes a la infeccion; suele ser bilateral, extensiva,
fibrinohemorragica, necrosante y asociada a pleuritis. Los signos que se presentan en
esta fase de la enfermedad son: anorexia, fiebre, estrés respiratorio con cianosis, ataxia,
vomito, disnea y epistaxis. En la fase crénica, el animal presenta baja conversion
alimenticia, con tos esporadica. Esta fase se caracteriza por la presencia de tejido
pulmonar necrosante mas pequefio, consolidado, infartado y encapsulado (Enriquez-
Verdugo, 2004., Enriquez-Verdugo et al, 2003-2004., Frey, 1995., Gottshalk, 2002). La
enfermedad se transmite por contacto directo o a través de aerosoles. Provoca grandes
perdidas econdmicas en la industria porcicola (Enriquez-Verdugo et al, 2004). La fase
mas importante para la dispersion de la enfermedad es la crénica, pues los cerdos no
presentan signos clinicos (Jensen, 1999) y por lo tanto estos casos solo se detectan
cuando los animales son sacrificados en el rastro.

A. pleuropneumoniae es una bacteria Gram negativa, pleomorfica (coco, bacilo o
cocobacilo), anaerobia facultativa, no forma esporas, movil con flagelo (Negrete-
Abascal et al, 2003). Es ureasa positiva fermenta manitol, xilosa, ribosa y tiene
fermentacion variable de lactosa (Enriquez-Verdugo, 2004., Enriquez-Verdugo et al,
2003-2004). Presenta 2 biotipos de acuerdo a los requerimientos de NAD (nicotina
adenin dinucleotido) para su crecimiento. El biotipo 1 depende de NAD Yy el biotipo 2 es

independiente de este cofactor. El biotipo 1 presenta 15 serotipos (Frey, 2003) y el



biotipo 2 los serotipos 1y 2 (Enriquez-Verdugo, 2004., Haesebrouck et al, 1997). En
México el biotipo 1 serotipos 1,5y 7 son los mas ampliamente distribuidos (Negrete-
Abascal, 1994), mientras que los primeros reportes de la presencia del biotipo 2 en el
pais se han registrado en el laboratorio por nuestro grupo de investigacion (Prieto, en
prensa).

En infecciones clinicas y subclinicas se ha encontrado a Ap en cavidades nasales,
amigdala, oido medio, traquea y lesiones pulmonares (Chiers et al, 2001., Enriquez-
Verdugo, 2004). Chiers y colaboradores (1999), encuentran que el biotipo 1 serotipo 9,
pueden aislarse de amigdala de cerdos infectados en el laboratorio, en donde la bacteria
se asocia principalmente al epitelio escamoso estratificado, observandose la
vacuolizacion y descamacion del mismo, acompafiado por una gran trasmigracion de
neutrofilos. Se ha reportado que en infecciones controladas, Ap puede causar septicemia
en cerdos muy jovenes y como consecuencia de la pleuroneumonia se ha descrito
endocarditis, pericarditis y artritis serosa ocasional (Jensen et al, 1999).

A. pleuropneumoniae posee varios mecanismos de virulencia, los cuales junto
con la respuesta de los cerdos, son los responsables de la reacciones que ocurre durante
la enfermedad (Gottschalk, 2002., Haesebrouck, 1997., Enriquez-Verdugo, 2004.,

Enriquez-Verdugo et al, 2003-2004). Estos factores de virulencia se resumen en la tabla

1.
Factor de virulencia Propiedad biolégica Referencia
Cépsula Proteccidn contra fagocitosis por neutréfilos y | Enriquez-Verdugo,
lisis por el complemento 2004.
Hasebrouck, 1997.
Lipopoliséacarido Actividad endotoxica, pirdgeno, induce la | Enriquez-Verdugo,

liberacion de mediadores proinflamatorios | 2004.

activa macrofagos y neutréfilos. No causa | Hasebrouck, 1997.
lesiones tipicas de la enfermedad pero
contribuye a su formacion. Sinergiza las Apx
en la fagocitosis. Contribuye en la adhesién de
la bacteria a la mucosa traqueal y pulmonar.

Exotoxinas Apx, citotoxicas, letales: eritrocitos y | Enriquez-Verdugo,
leucocitos. Formadoras de poros en | 2004.




membrana, provocan exposicion oxidativa y | Hasebrouck, 1997.
produccion excesiva de radicales oxigeno. | Kamp. et al., 1997.
Desarrollo de lesiones, toxicas para el | Van De Kerkhof et al,
endotelio vascular y muerte en las células | 1996.

epiteliales alveolares tipo II.

Apx | Fuertemente hemolitica y citotoxica

Apx Il Débilmente hemolitica y citotdxica

Apx I No hemolitica y fuertemente citotéxica

Apx IV Actividad citotoxica. Especifica de especie

Proteasas Hidrolizan proteinas del hospedero, facilitan | Enriquez-Verdugo,

la infeccion, degradan hemoglobina, IgA, | 2004.
gelatina porcina y actina. Facilitan la invasiéon | Hasebrouck, 1997.

de las mucosas del tracto respiratorio Negrete-Abascal et al.,
1998
Garcia-Cuellar, et al,
2000.
Garcia-Gonzalez et al,
2004,
Adhesinas Anclaje de la bacteria a fibronectina, células | Enriquez-Verdugo et al,

bucoepiteliales, cartilago traqueal, células | 2004.

endotelial es y fibras colagenas, todo como | Hasebrouck, 1997.
primer paso para la colonizacion al cerdo y | Hamer-Barrera et al,
evitando su eliminacion por mecanismos de | 2004.

limpieza del huésped. Provost et al., 2003

Proteinas de membrana | Receptor para elementos para el crecimiento | Enriquez-Verdugo,

externa bacteriano e induce cierta respuesta inmune. 2004.
Hasebrouck, 1997.
Vesiculas de secrecion Contienen proteasas y toxinas Apx Negrete-Abascal et al,
2000.
Siderdforos Mecanismo de adquisicion de hierro del | Diarraetal., 1996.
hospedero para el crecimiento de la bacteria.
Receptor a transferrina Transfiere hierro del hospedero a la bacteria | Beddek et al., 2004

para su crecimiento

Tabla 1. Factores de virulencia de A. pleuropneumoniae.

Antecedentes directos

Entre los mecanismos de defensa que el cerdo muestra para combatir la
infeccion estan las células que participan en el proceso inflamatorio (neutrofilos,
macrofagos, células endoteliales, linfocitos, fibroblastos y plaquetas) y sus respectivos
mediadores (citocinas) que son producidos por éstos como se ve en las inflamaciones

aéreas por Mycoplasma pneumoniae (Martin et al, 2001). Choi y colaboradores (1999),




empleando cerdos naturalmente infectados, determinan que existe una fuerte expresion
de IL-1 en células endoteliales dafiadas dentro de los limites de las zonas de necrosis
coagulativa, con una expresion simultanea de IL-1, TNF-a e IL-6 asociadas a las
lesiones pulmonares, sugiriendo que estas citocinas del sistema inmune, juegan un papel
crucial en la medicién y regulacién de la inflamacion celular durante la infeccion por Ap
serotipos 2, 5y 6. Sin embargo no son capaces de eliminar al patdgeno.

Jensen (1999) menciona que una de las manifestaciones patologicas de la
infeccion causada por los factores de virulencia de Ap, asi como las células del proceso
inflamatorio y sus citocinas, es caracterizado por fibrosis debida al aumento en la
cantidad de fibras elasticas en su fase aguda. Cornejo (2006) demuestra que en la
infeccion cronica existe un dafio en tejido pulmonar a nivel del epitelio alveolar,
observandose engrosamiento del tejido conectivo y engrosamiento de los tabiques
interalveolares, debido al aumento en las fibras de colagena, causando fibrosis. También
muestra el rasurado del endotelio vascular debido a la PP cronica. Prieto muestra
ademas que el principal tipo de colagena asociado con las lesiones es el tipo 111 (2007).
Probablemente también existan factores que promuevan la formacién de fibroblastos
(Saito, 2003). Esto puede estar ocasionado por un proceso inflamatorio crénico en el
cual se perpetdua la liberacion de citocinas mediadoras de la inflamacion produciendo
desgranulacion externa de neutréfilos, liberando enzimas que dafian los tejidos en los
cuales se trata de reparar el tejido con procesos de cicatrizacion (Rojas, 2001), pero por
algn motivo aun no descrito este proceso no puede concluir, causando mas acumulo de
colagena e indirectamente la adhesion de la bacteria y su colonizacion al huésped.
Prieto muestra la formacion de granulomas de tipo no tuberculoso en la pleuroneumonia
cronica, ocasionada en Aguascalientes por A. pleuropneumoniae biotipo 2 (Cornejo,

2006; Prieto, 2007; en prensa). Estos granulomas estan formados por células gigantes,



células epitelioides, macrofagos, linfocitos T y B, pero no neutréfilos y estan rodeados
por un anillo delgado de fibras de colagena tipo 111 (Prieto et al., en prensa).

Wang y colaboradores (2000) observan que aproximadamente el 30 % de
neutrofilos responden contra la infeccion aguda por Ap. Jo (1999) menciona que las
citocinas TNF-a, IL-1, IL-8 producen una respuesta inflamatoria por lo tanto una
infiltracion de macrofagos, neutrofilos y leucocitos .

Algunos patdgenos respiratorios como Pasteurella multocida, tienen capacidad
de adherirse e invadir diferentes tipos de células epiteliales, estas endocitan a la bacteria
sin formar fagosomas, si no que modifica el citoesqueleto, la produccion y distribucion
de F-actina de las células epiteliales asociandola con el patégeno para facilitar su
movimiento dentro de la célula y su llegada al intersticio pulmonar extracelular (Rabier
et al, 1996).

Bogatkvivh y colabroradores (2003) mencionan que la actividad de fibroblastos
o miofibroblastos juegan un papel crucial en la remocién de tejido dafiado en la fibrosis
pulmonar humana. En estado inactivo el fibroblasto solo contiene las isoformas p-actina
y y-actina, pero en estado activo con influencia del inductor trombina expresa también
a-actina, cambiando su fenotipo tipico a miofibroblasto y por lo tanto presentan dos de
las caracteristicas fundamentales del miofibroblasto: organizacion a-actina y
contraccion en gel de la colagena. Batra y colaboradores (2003) mencionan que en
problemas de asma los factores de crecimiento como TGB- 1 y TGF- 2 presentes en
fibrosis subepitelial en bronquios, induce el cambio de fibroblastos a miofibroblastos
independientemente del aumento en sintesis de coldgena mientras que el aumento en
sintesis de a-actina y colagena Il en miofibroblastos es por causa de la IL-4. Los

mediadores Th2 y IL-13 también estan implicados en la transformacién fenotipica del



fibroblasto, incrementando la expresion de a-actina y la proliferacion de miofibroblastos
(Saito, 2003., Batra, 2004).

Bogatkvich y colaboradores (2003) sugieren que en la fibrosis pulmonar
humana, el factor Rho incrementa la actividad y expresion de a-actina en células
musculares lisas como las que se encuentran en los vasos sanguineos. En el asma, los
mecanismos de estrés causa cambios fenotipicos de citoesqueleto en células musculares
de las vias aéreas y por lo tanto modifican su contractibilidad (Deng et al, 2004). En el
asma las células de musculo liso en bronquios expuestas a 33°C muestran hipertrofia e
incremento en la expresidn de las proteinas contractiles del musculo liso como a-actina
y cadenas ligeras de miosina (Zhou et al, 2003).

En células eucariotes existe una red de filamentos de naturaleza proteica que
conforman el citoesqueleto, el cual tiene como funcion principal el movimiento
intracelular para llevar a cabo la mayor parte de los procesos celulares (mitosis,
citocinesis, transporte de organelos y vesiculas, secrecion, mantenimiento de la
integridad celular, entre otras funciones). Entre los filamentos que conforman al
citoesqueleto en células eucaridticas se encuentran los filamentos delgados formados
por actina globular, la cual es la proteina intracelular mas abundante en eucariotes (De

la Garza, et al. 2001).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fase de la PP mas estudiada y documentada es la aguda, pues merma la
produccidn porcicola en 48 horas como maximo. En el laboratorio de Biologia Celular y
Tisular de la UAA se ha iniciado el estudio de la PP cronica. Debido a que al ser los
cerdos en esta etapa portadores de Actinobacillus pleuropneumoniae asignologicos
representan una fuente potencial de diseminacién del patdgeno, que junto al estrés del
manejo del animal puede transformarse de inmediato en fase aguda (Cornejo, 2006.,
Prieto, 2007). Entre los dafios histoldgicos mas evidentes reportados en la etapa crénica,
se encuentra fibrosis por un incremento en fibras colagenas, destruccion del epitelio
alveolar y del endotelio vascular, asi como la formacion de granulomas no tuberculoides
(Cornejo, 2006; Prieto 2007; Prieto, en prensa). En otras enfermedades respiratorias
como la fibrosis quistica, se ha reportado que tanto el incremento en las fibras colagenas
como los cambios en el citoesqueleto de actina en las células del tejido pulmonar,
contribuyen a la fibrosis (Kawai et al., 2003).

Por lo tanto el propdsito del presente trabajo fue el estudio la distribucién de
actina en el tejido pulmonar, lo cual permitira el entendimiento de la patofisiologia de la
pleuroneumonia porcina en su estado cronico y la relacion probable existente entre sus

manifestaciones clinicas.

HIPOTESIS
La distribucion de actina esta relacionada con el infiltrado celular producido por
la pleuroneumonia crénica y varia en las células epiteliales del tejido pulmonar

infectado.



OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar la distribucion de actina en células de tejido pulmonar de cerdo con

pleuroneumonia porcina cronica.

Objetivos particulares

e Detectar cerdos portadores que no presenten signos de la enfermedad
pleuroneumonia porcina.

e Aislar A. pleuropneumoniae de las lesiones pulmonares de los cerdos
portadores asignologicos.

e Determinar el dafio general presente con cortes de tejido pulmonar de cerdo.

e Localizar actina filamentosa con faloidina flluorescente en cortes de tejido
pulmonar de cerdo.

e Determinar la presencia de A. pleuropneumoniae utilizando anticuerpos o

marcadores especificos.



MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras.

La obtencion de pulmones infectados se realizo en el rastro Municipal de San
Francisco de los Romos, Aguascalientes. Los pulmones sanos empleados como control
fueron obtenidos del Rastro tipo TIF (Inspeccion Federal) de la Ciudad de Durango,
Durango. En forma aleatoria se tomaron 22 muestras de pulmones de cerdo con lesiones
de pleuroneumonia y las 3 muestras de cerdos sanos. Las muestras tomadas
comprendieron lesiones necrosantes bilaterales sugerente de pleuroneumonia porcia
(Williams, 2000).

Procesamiento de las muestras
Las muestras se depositaron en bolsas de plastico nuevas, las cuales fueron identificadas
y conservadas en refrigeracion a 4 °C. Parte de las muestras fue utilizada para aislar el
agente causal y otra parte para ser fijadas. De cada muestra se obtuvieron secciones de 1
cm?® aproximadamente y se fijaron en formalina neutra al 10%. Estos blogues de tejido
fueron incluidos en parafina, para posteriormente obtener cortes histolégicos de entre 3
y 4 um de espesor (Cornejo Amador, 2006; Prieto Macias, 2007) tanto de pulmon
infectado como de los pulmones sanos. Finalmente los cortes fueron procesados para
tefiir con Hematoxilina y Eosina, ser tratados con faloidina fluorescente y para realizar
la inmunodeteccion con anticuerpos especificos.

Caracterizacion morfoldgica de las lesiones.

Los cortes realizados fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (Brancrof y
Gamble, 2002) para observar las diferencias morfologicas generales producidos por la
enfermedad. También se realizd tincidn tricromica de Masson para determinar la

presencia de fibrosis debida a fibras de colagena.



Aislamiento de Ap a partir de las lesiones pulmonares.
A. pleuropneumoniae fue aislado por estria a partir de las lesiones necroéticas presentes.
Las muestras se sembraron en cajas de agar sangre con cepa nodriza de Staphylococcus
aureus, incubadas en anaerobiosis a 37°C durante 24 hrs (Willams et al., 2000). Se
realizaron varias resiembras en medio agar Infusion Cerebro Corazon para el
aislamiento de Ap. La pureza de las cepas aisladas fue corroborada por tincion Gram
(Flores-Tena et al., 2007) y posteriormente se confirmo la identidad del patdégeno
mediante pruebas bioguimicas utilizando galeria Api (Biomériéux) y usando el sistema
Api-Lab Plus para interpretar los resultados obtenidos.

Identificacion de Ap en las lesiones de pleuroneumonia porcina.
Se realiz6 la identificacion de la bacteria mediante técnica inmunohistoquimica en las
lesiones, usando un suero de cerdo convaleciente de pleuroneumonia, donado por el Dr.
Tenorio del CENID Microbiologia del INIFAP Palo Alto, México. También se empled
para este fin un anticuerpo policlonal dirigido en contra de las proteinas totales de Ap
(Prieto, 2007).
Las observaciones fueron realizadas con microscopio Zeiss Axioscop 40/40Fl vy las
imagenes fueron capturadas con el software Cool Snap Pro, Image pro Plus (Media-
Cybernetics).

Reconocimiento de actina no filamentosa
La inmunodeteccion de antigenos especificos utilizando inmunohistoquimica, se realizd
empleando como anticuerpos primarios anticuerpo monoclonal anti-actina de cerebro de
rata, lo anterior con el fin de marcar tanto actina muscular como actina no muscular.

Los tejidos fueron fijados en porta objetos tratados con solucion fresca de silano

(Sigma) al 2 %. Los cortes histolégicos fueron desparafinados en estufa a 45°C durante
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24 h y posteriormente sumergidos 2 veces en Xileno absoluto durante 10 min. Se
elimino la actividad de la peroxidasa enddgena usando metanol absoluto adicionado con
peréxido de hidrogeno al 1% durante 30 min. Posteriormente los tejidos se hidrataron
en sucesivos bafios de etanol en concentraciones crecientes (100, 96 y 70 %) de 3 min.
cada uno y despues fueron lavados en amortiguador salino de fosfatos PBS 1X
(NaH,PO4/Na,HPO4 0.1 M pH 7.6) durante 5 min. Se realizd la recuperacion
antigénica con solucion amortiguadora de citrato de sodio a 0.01 M pH 6.0 calentando
en olla de presion a 15 Ib de presion durante 1 min. Se realizaron tres lavados con PBS-
Tween al 0.05% durante 5 min. cada uno y se bloquearon las proteinas inespecificas con
albimina serica bovina al 1% diluido en 1 ml de PBS, durante 45 min. Se incubo con el
primer anticuerpo anticuerpo monoclonal anti-actina de cerebro de rata toda la noche a
temperatura ambiente. La dilucion fue 1:100 en PBS. Después de 3 lavados con PBS-
Tween al 0.05% de 5 min cada uno, las laminillas se incubaron con el segundo
anticuerpo chivo anti raton peroxidado diluido en PBS 1X (1:10000) una hora a 37 °C.
El tejido fue lavado tres veces con PBS-Tween 0.05 % por 5 min cada uno. El revelado
se realiz6 con Diamino-bencidina (Sigma) al 0.06% en Tris 0.05 M pH 7.6. Después se
hicieron 2 lavados con PBS-Tween al 0.05%. Finalmente las laminillas fueron
enjuagadas con agua destilada durante 5 minutos y se contrastd con hematoxilina de
Harris. Los tejidos fueron deshidratados en pasos secuenciales de etanol del 96 al 100
%, aclarados en dos bafios de xileno absoluto y finalmente montados con Entellan ®

(Merck).
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Deteccion de citoesqueleto de actina filamentosa empleando faloidina
fluorescente.

La realizacion de marcaje especifico de actina con faloidina Alexa 594
(Molecular Probes) en tejido de pulmdn fue realizada primeramente desparafinando los
tejidos en dos bafios xileno absoluto durante 10 min cada uno. Posteriormente los
tejidos fueron hidratados en pasos secuenciales de etanol del 100 % al 70% Yy lavados
durante 5 minutos en PBS. Los tejidos fueron permeabilizados con metanol absoluto
durante 30 min y posteriormente se incubados con faloidina Alexa 594 (50ng/ml en
PBS-formol 3.7%) durante toda la noche a 4°C en camara obscura, para marcar actina
filamentosa. Posteriormente los tejidos se lavaron 5 veces con PBS durante 5 min. Las
laminillas fueron montadas en presencia de 5 pl de Vecta Shield (Vector) y cubiertos
con cubreobjetos. Las observaciones fueron realizadas y las iméagenes capturadas con el
Confocal Scanning System Leica TPS P52 de la Unidad de Biomedicina UBIMED de la
FES-lztacala, UNAM con la asistencia técnica de la Dra. Norma Laura Delgado

Buenrostro.
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RESULTADOS

Procesamiento de las muestras y aislamiento de Actinobacillus

pleuropneumoniae a partir de las lesiones pulmonares.

Se detectaron casos de pleuroneumonia porcina provenientes del rastro
Municipal de San Francisco de los Romos, Aguascalientes. Se obtuvieron 22 muestras
de pulmon infectados y 3 muestras de pulmon sano (Figura 1). Se aislé Ap de las
muestras con pleuroneumonia porcina crénica. Se confirmo la identidad de la bacteria
mediante su caracterizacion biogquimica y su pureza por tinciéon Gram (Williams et al.,
2000, Flores-Tena et al., 2007). Los pulmones considerados con lesiones cronicas
fueron aquellos que presentaban dafio necrético bilateral (Ajito, et al., 1996; Baarsch et
al., 2000). Las cepas aisldas de las lesiones fueron independientes de NAD para su

crecimiento, pertenecientes al biotipo 2 (Figura 2).

Figura 1. Pulmén con lesiones necroticas de pleuroneumonia porcina cronica, detectada
en el Rastro de San Francisco de los Romo.
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Figura 2. Microscopia éptica de la Tincion Gram de Actinobacillus pleuropneumoniae.

Objetivo 100X.

Caracterizacién morfoldgica de las lesiones.

Para determinar los cambios morfoldgicos generales presentes en el tejido
pulmonar infectado, con respecto al tejido sano, se usaron la tincion Hematoxilina-
Eosina y la tincién tricrémica de Masson. El pulmon de cerdo infectado presenta dafio a
nivel del epitelio alveolar, con respecto a lo obtenido en las muestras de pulmones de
cerdo sano (Figuras 3-5). También se observa engrosamiento de los tabiques
interalveolares (Figura 4), aumento en fibras colagenas (Figuras 6 y 7) e infiltracion de
células del sistema inmune por una respuesta inflamatoria asi como hemorragia
intersticial (Figura 5). El epitelio bronquial se muestra discontinuo, dafio que también es

observado por Choi y colaboradores (1999). Se observa una fibrosis intersticial.
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Figura 3. Tejido de pulmén sano tefiido con Hematoxilina y Eosina, la cual muestra la
morfologia histoldgica tipica, encerrada en el circulo, sin engrosamiento de los tabiques
interalveolares. Fotografia en microscopio éptico 40X.

w2

LY

Figura 4. Microscopia Optica del tejido pulmonar con pleuroneumonia porcina cronica,
tefiido con Hematoxilina y Eosina, en el cual se muestra el dafio a nivel de epitelio
alveolar, y engrosamiento de los tabiques interalveolares. Objetivo 10X.
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Figura 5. Corte de pulmén con pleuroneumonia porcina cronica. Tincion Hematoxilina
y Eosina. Se observa hemorragia interesticial. Objetivo 40X.

Figura 6. Deteccion de fibras colagenas en el tejido pulmonar sano. Tincion tricromica
de Masson. Objetivo10X.
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Figura 7. Deteccion de fibras colagenas en el tejido conectivo de pulmén con
pleuroneumonia cronica. Tincion tricromica de Masson. Objetivo 10 X.

Reconocimiento de actina con anticuerpos especificos

Se realizé el marcaje de actina con técnica inmunohistoquimica utilizando un
anticuerpo monoclonal de cerebro de rata. Este anticuerpo reconoce todas las isoformas
de actina (Guerrero-Barrera et al., 1996; 1999). Se observé marcaje positivo tanto en
masculo liso de bronquios, vasos sanguineos, células alveolares y en las zonas de
ruptura de tabiques interalveolares que coinciden con la formacion de vastos (Figuras 8-

10) [Rubin-Farder., 2000].
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Figura 8. Pulmédn sano reconocido con anticuerpo monoclonal dirigido en contra de la
actina de cerebro de rata. Se observa positividad en musculo liso de bronguios y vasos
sanguineos. En los tabiques interalveolares se muestran algunas células marcadas
positivamente. Técnica inmunohistoquimica. Objetivo 10X

Figura. 9. Corte de pulmén con pleuroneumonia crénica marcado con el anticuerpo
monoclonal anti actina de cerebro de rata. Se observa marcaje de actina en los tabiques
interalveolares y en zonas de ruptura de los tabiques interalveolares, las formaciones

tipo vasto. Objetivo 40X.
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Figura. 10. Marcaje de actina con el anticuerpo monoclonal anti-actina de cerebro de
rata en las zonas de ruptura de los tabiques interalveolares que coincide con la
formacion tipo vasto. Objetivo 40X

Deteccidn de citoesqueleto de actina-F empleando faloidina fluorescente.

Con respecto al marcaje de actina-F con faloidina Alexa 594, se observa un
marcaje difuso en la zona del epitelio bronquial, con zonas de un marcaje brillante,
marcaje escaso en la lamina propia y un buen marcaje en el musculo liso (Figura 11).
En comparacion, en el pulmdn infectado se encontr6 un marcaje mas disperso y difuso
en el epitelio bronquial, desaparecieron las zonas brillantes encontradas en el epitelio de
pulmones no infectado, disminuciéon en el marcaje del musculo liso, asi como un
aumento de actina F en la zona de la lamina propia. Al parecer asociado con el infiltrado
de células del sistema inmune desatado por la presencia del agente causal de la
enfermedad (Figura 12), datos no mostrados en la presente tesis muestran que el
anticuerpo monoclonal anti actina de cerebro de rata tuvo el mismo comportamiento

que la faloidina en los pulmones infectados. En los tabiques interalveolares del pulmén
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con pleuroneumonia cronica se ve una evidente disminucién en el marcaje de actina F,

con respecto al pulmén sano (Figuras 13 y 14).

4

i

Figura 11. Deteccion de actina-F en pulmén sano, empleando microscopia confocal.
Las flechas sefialan el marcaje a nivel del epitelio bronquial y en el muasculo liso. Actina
marcada con Faloidina Alexa 594. Objetivo 40X.

Figura. 12. Deteccidn de actina-F en pulmén con pleuroneumonia cronica, empleando
microscopia confocal Se muestra poco marcaje en el epitelio bronquial y musculo liso,
pero en la lamina propia hay marcaje evidente sefialado con la flecha. Actina marcada
con Faloidina Alexa 594.0bjetivo 40X.
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Figura. 13. Pulmon sano en el cual se observa marcaje de actina F en el tabique
interalveolar. Marcaje con faloidina Alexa 594 observado por microscopia confocal.
Objetivo 40X.

Figura. 14. Pulmoén infectado en el cual se observa marcaje de actina F en el tabique
interalveolar. Marcaje con faloidina Alexa 594 observado por microscopia confocal.
Objetivo 40X.
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Identificacion de Actinobacillus pleuropneumoniae en las lesiones de
pleuroneumonia porcina.

Asociado con este dafio se demostro la presencia de A. pleuropneumoniae
empleando sueros positivos de cerdos convalecientes de pleuroneumonia porcina. En la
figura 15 se muestra el reconocimiento de la bacteria adentro de macréfagos alveolares
o de neutrofilos. En la figura 16 se muestra el inmunorreconocimiento de la bacteria en
el interior de las células del infiltrado linfatico presentes en el engrosamiento de los
tabiques interalveolares, asi como en las células epiteliales bronquiales. Mientras que en
la figura 17 se observa el inmunomarcaje de las bacterias asociadas al epitelio bronquial
detectadas con el anticuerpo policlonal dirigido en contra de las proteinas totales de Ap.

Con este anticuerpo inclusive se ven asociadas a los cilios bronguiolares.

£ -
a

Figura 15. Inmunotincion de Actinobacillus pleuropneumoniae en el interior de
macrofagos (izquierda) y neutrofilos (derecha), empleando sueros de cerdos
convalecientes de pleuroneumonia porcina. Objetivo 40 X.
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Figura 16. Inmunolocalizacion de Actinobacillus pleuropneumoniaeen el interior de las
células asociadas al tejido conectivo del infiltrado linfatico en los tabiques
ineralveolares (izquierda), asi como asociadas al epitelio bronquiolar (derecha),
empleando el suero de animales convalescientes de pleuroneumonia porcina. Objetivo
100 X.

Figura 17. Inmunolocalizacién de Actinobacillus pleuropneumoniae en el interior de
las celulas del epitelio bronquiolar, asi como a los cilios bronquiolares, reconocidas por
el anticuerpo policlonal dirigido en contra de las proteinas totales de la bacteria.
Objetivo 100 X.
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DISCUSION

Las enfermedades en el cerdo principalmente las que competen al sistema
respiratorio pueden producirse como consecuencia de un mal manejo de la piara, ya sea
por una mala alimentacion, hacinamiento de los animales, falta de higiene en las granjas
porcicolas, asi como factores de estrés como el modo en que se transportan de un lugar
a otro (Prieto, 2007). En el rastro municipal de San Francisco de los Romo se detecto
pleuroneumonia crénica en el 60% de los cerdos sacrificados en diferentes fechas a lo
largo de un afio (Prieto 2007). Se obtuvieron muestras pulmones de cerdos que en
apariencia externa no presentaban algin signo de enfermedad, pero que postmortem
presentaban lesiones necroticas bilaterales, indicativas de pleuronemonia (Figura 1)
[Ajito, et al., 1996; Baarsch et al., 2000].

De las lesiones obtenidas se aisl6 el biotipo 2 de Actinobacillus
pleuropneumoniae (Figura 2), encontrado en otras investigaciones realizadas en el
laboratorio (Cornejo 2006; Prieto 2007), el cual no requiere NAD para su crecimiento
(Herrera, 2002). En México el biotipo 1 serotipos 1,5 y 7 ha sido reportado como el méas
comun (Negrete-Abascal, 1994), mientras que los primeros reportes de la presencia del
biotipo 2 en el pais se han registrado en el laboratorio por nuestro grupo de
investigacion (Prieto, en prensa).

Jensen (1999) Menciona que una de las manifestaciones patologicas de la
infeccion por A. pleuropneumoniae es caracterizado por fibrosis (aumento en la
cantidad de fibras elasticas) en su fase aguda. En la fase cronica se ha reportado fibrosis
por aumento de fibras colagenas (Cornejo, 2006; Prieto, 2007). Al igual que Cornejo, en
la presente tesis se observo dafio a nivel epitelio alveolar y el engrosamiento de los
tabiques interalveolares por un incremento en fibras de colagena. También se observo

infiltracion celular del sistema inmune y hemorragia intersticial, esto puede deberse al
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un proceso inflamatorio crénico que dafa el tejido de las estructuras respiratorias asi
como vasculares (Rojas, 2001). Otro factor importante considerado en la fibrosis se
debe a la alteracion en la distribucion en la actina. En los resultados obtenidos en la
presente tesis se observa un tanto con el anticuerpo monoclonal anti actina de cerebro
de rata, como con la faloidina Alexa 594 un buen marcaje asociado al musculo liso
tanto de alveolos como de bronquiolos, lo cual nos permite concluir que el anticuerpo
tiene gran afinidad por la isoforma caracteristica de las células musculares, la o actina
(Guerrero-Barrera et al., 1996). El anticuerpo anti actina de cerebro de rata marca
también algunas células alveolares del pulmdn sano. Al realizar el marcaje en pulmén
infectado, observamos que hay abundante marcaje entre los tabiques interalveolares,
debido a infiltrado linfatico y en las zonas de ruptura de los tabiques interalveolares que
forman los vastos (Rubin-Farder., 2000). Este en los vastos podria estar relacionado con
el cambio fenotipico del los fibroblastos a miofibroblastos, debido a que los fibroblastos
cuando estan en estado inactivo solo expresan las isoformas B y y de la actina, pero
cuando se activan por los mediadores del proceso inflamatorio (factores de crecimiento,
interleucina, citocinas en general) comienzan a expresar la actina o, la isofoma
muscular, cambiando su fenotipo de fibroblasto a miofibroblasto, esto con el fin de
ayudar en el proceso de reparacién del tejido (Saito. 2003., Batra et al, 2003; Batra,
2004., Bogatkvich, et al, 2003; Deng et al, 2004; Martin et al, 2001; Mireille et al,
1997, Saito et al, 2003; Wang et al, 2001; Zhou et al, 2004).

El marcaje de la actina filamentosa con faloidina Alexa 594 muestra focos de
actina F asociados al epitelio bronquiolar, una clara distribucion de actina filamentosa
en el musculo liso y no se ve marcaje en la lamina propia del epitelio bronquiolar
(Figura 11). En la zona de los alveolos se ve un claro marcaje asociado tanto a los

neumocitos como a las células de tejido conectivo subyacente y las células de los
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capilares sanguineos, este marcaje muestra también focos de actina polimérica (Figura
12). Sin embarbo, el marcaje de actina-F en un pulmon infectado por Ap, muestra un
cambio en la distribucion de actina filamentosa en el epitelio bronquiolar, en donde los
focos de actina estructurada desaparecen, se muestra una clara desaparicion de actina
filamentosa en el masculo liso bronquiloar y la estructuracion de actina filamentosa en
las células de la lamina propia del bronquiolo (Figura 13). Garcia-Cuéllar y
colaboradores muestran que las proteasas de Ap rompen actina y, a pesar de que no
muestran si esas proteasas son capaces de romper otras isoformas de actina, nuestros
resultado sugieren que hay una pérdida de esta proteina en la capa muscular. Pues el
anticuerpo anti-actina de cerebro de rata puede marcar no solamente la o actina, sino
también otras isoformas estructuradas o no en filamentos (Guerrero-Barrera et al., 1996;
1999), y resultados obtenidos en el laboratorio, no mostrados en la presente tesis,
demuestran que el marcaje de musculo liso también disminuye al usar este anticuerpo.
El aumento en el marcaje de actina filamentosa asociado a las células de la lamina popia
puede marcar la actividad de las células del infiltrado linfatico, que puede incluir células
fagociticas como neutréfilos y macrofagos, o bien al igual en los resultados obtenidos
en el marcaje de actina no filamentosa, pueden estar asociados a un cambio fenotipico
en los fibroblastos presentes en los tabiques interalveolares a miofiroblastos, asi como
en la ldmina propia, tal y como se observa en fibrosis subepitelial en bronquios en el
asma (Batra,2003). En la zona de los alveolos pulmonares, en el pulmon infectado se
observa disminucion de marca con faloidina, con respecto al marcaje observado en el
pulmon sano (Figuras 13 y 14). Sin embargo, en la figura 14 se muestra la presencia de
marcaje en células alargadas, que se asemejan a los miofibroblastos presentes en

afecciones como el asma (Batra, 2003).
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Asociado a este dafio también identificamos a Ap en el interior de células fagociticas
(neutrdfilos y macréfagos), tal y como se ha reportado por otros investigadores
(Haesebrouck et al., 1997). Ap se localiz6 en células del tejido conectivo y células
epiteliales de bronquiolos. Estudios previos realizados in vitro han demostrado la
capacidad de A. pleuropneumoniae para adherirse tanto a epitelio estratificado de
amigdalas, epitelio bucoepitelial o traqueal (Hamer-Barrera et al., 2004., Boekema et
al., 2003., Van et al., 2002., Domp et al., 1994., Jacques et al., 1991), en el presente
trabajo se muestra adhesion a células ciliares de broquiolos (Figura 17). Ap utiliza
mecanismos parecidos a los que usa Pasteurella multocida para conquistar el intersticio
celular, el cual hace que las células epiteliales de bronquilos lo fagociten, y ya estando
dentro del la célula epitelial utiliza el citoesqueleto para poder emigrar de un polo a otro

polo y asi poder colonizar al tejido (Rabier et al, 1996).
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CONCLUSIONES

Se detectd pleuroneumonia porcina cronica en el Rastro Municipal de San
Francisco de los Romo, Aguascalientes, México. De los casos detectados se confirmé la
identidad de la bacteria mediante pruebas bioquimicas. El agente causal fue identificado
como Actinobacillus pleuropneumoniae biotipo 2.

El dafio provocado a nivel tisular debido a la pleuroneumonia cronica fue
eengrosamiento de los tabiques interalveolares, incremento en fibras colagenas,
infiltracion de células del sistema inmune asi como hemorragia intersticial. Se
detectaron cambios en el citoesqueleto de microfilamentos de actina con el marcaje de
faloidina fluorescente. En pulmones infectados se observo un aumento en marcaje de
actina-F en la ldmina propia de bronquiolos y un marcaje en forma fibrilar en a nivel de
los tabiques interalveolares, a comparacion con los pulmones sanos, donde se observé
un marcaje mas focal en células epiteliales de bronquilos y su capa muscular, y muy
poco marcaje en la lamina propia. Todo esto como consecuencia de los cambios en la
forma y funcion de los fibroblastos a miofibroblastos y por los procesos inflamatorios.

En el marcaje con el anticuerpo contra actina de cerebro de rata, se observd en
pulmén sano reconocimiento principalmente de actina o tanto filamentosa como no
filamentosa a nivel de la capa muscular de bronquiolos y vasos sanguineos y muy poco
en el resto del tejido los tabiques interalveolares, en pulmon infectado se observo en
zonas de ruptura tipo vastos y en algunas regiones de los tabiques interalveolares.

Utilizando sueros de cerdos convalecientes se localizd Ap en células del epitelio
bronquiolar y del tejido conectivo lo cual nos indica que Ap entra por el epitelio

bronquial hasta llegar a las células de tejido conectivo tal y como lo hacen algunos
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miembros de la familia Pasteurella. Se localizd Ap dentro de células fagociticas como
neutrofilos y macréfagos.

El incremento en fibras colagenas en inflamaciones agudas y crénicas, puede
estar asociado con el cambio en la distribucion de actina, debido a la infiltracion de
células del sistema inmune al tejido infectado, modificacion del citoesqueleto en células
del epitelio alveolar, transformacién de fibroblastos a miofibroblastos y crecimiento
celular del musculo liso en bronquios y vasos sanguineos, tal como sucede en dafio
pulmonar cronico en otros sistemas pulmonares. Ambos criterios, el incremento de
colagena y el cambio en la distribucion de actina, son considerados caracteristicos de
fibrosis. Deben de hacerse mas estudios para profundizar acerca de la naturaleza de las
células que presentan polimerizacion de actina en el pulmon con pleuroneumonia

cronica.
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