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Propésito y Método del Estudio: El presente proyecto propone un modelo de inflamacion

pulmonar en borregos y ratas inducido por el toxico 3-metil indol. En este modelo de
neumotoxicidad se enfatizara el grado de dafio que presentan las estructuras celulares que
constituyen la arquitectura tisular pulmonar de ambos modelos experimentales.
Recientemente se ha demostrado que el compuesto conocido como 3-metil indol es un
compuesto formado en los rumiantes por la degradacion bacteriana del L-triptéfano, el cual
es metabolizado por un numero de bacterias para formar acido indolacético y luego
descarboxilado por Lactobacillus sp., en el fluido ruminal, para absorberse via tracto
digestivo y circular antes de danar especificamente el tejido pulmonar (Yost, et al., 1989).
Este compuesto tiene una gran relevancia en la generacion y desarrollo de las lesiones
pulmonares que caracterizan al edema y enfisema pulmonar agudo bovino también
llamado fog fever. No obstante, en modelos experimentales diferentes al bovino, la
informacién de lesion pulmonar téxica debido a este compuesto es limitada.
A pesar de que previamente se ha mencionado que la respuesta inflamatoria pulmonar
aguda de origen toxico es un evento estereotipado, el hecho de que las caracteristicas
histopatolégicas de la neumonia toxica por 3-metil indol en el ganado sean particularmente
tan marcadas, hace suponer que en otras especies el comportamiento de dicho compuesto
también lo sera. En el presente trabajo se pretende determinar el grado de lesion y los
cambios celulares que el pulmon presenta ante el estimulo daino de este compuesto al
administrarse parenteralmente en ovinos y ratas.

Contribuciones y Conclusiones: Subsecuentemente, estos resultados se compararan con los
datos obtenidos de la literatura disponible. Lo anterior con la intencion de aportar dos
modelos experimentales diferentes, que puedan ser utilizados en futuros experimentos
orientados a comprender en forma mas especifica los mecanismos que se establecen
durante el proceso de bioactivacion, metabolismo y degradacion de este compuesto en dos
modelos experimentales diferentes. Asimismo, el conocimiento en los mecanismos
patolégicos que operan en la iniciacion y desarrollo del dafio pulmonar téxico por 3-metil
indol, permitira el disefio de nuevos medicamentos que contribuyan a disminuir las
perdidas ocasionadas por el padecimiento neumoénico de indole toxico mas importante
para la ganaderia,

FIRMA DEL ASESOR:
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1 INTRODUCCION

1.1 Breve Introduccion al Edema y Enfisema Pulmonar Agudo Bovino (EEPAB)

El Edema y Enfisema Pulmonar Agudo Bovino (EEPAB), también conocido
como Neumonia Intersticial Aguda (NIA) & Fog fever, es una enfermedad aguda que
afecta al tracto respiratorio de los bovinos, la cual se presenta sn forma natural y es
conocida desde hace 100 anos (Carlson, ef al., 1972). El cuadro patoldgico se
presenta cuando los animales que han sido alimentados con henos y pasturas de mala
calidad por un periodo prolongado, cambian repentinamente a un consumo de pastos
irrigados, verdes y jugosos (Trigo.T.F., 1998). Estos pastos tiemos y jugosos contienen
altas concentraciones del aminoécido L-triptéfano (L-Trp), el cual al llegar al rimen es
metabolizado por la flora ruminal, principalmente por la bacteria Lactobacillus sp.,
formando acido indolacético, el cual es descarboxilado dando origen al compuesto
conocido como 3-metil indol (3 MI; skatole) (Yost, et al ., 1989). Este compuesto
también se encuentra en forma natural en las heces de la rata, el cerdo y el humano,
debido a la fermentacidn del triptéfano en el intestino grueso (Acton, ef al,, 1992),
ademas de ser un constituyente importante del humo del cigaro. Una vez
fransformado, el 3-metil indol es absorbido por el tracto digestivo y pasa al torrente
sanguineo, en donde es transportado hacia las células Clara de los pulmones, lugar en
donde es bicactivado a intermediarios electrofilicos por la enzima Citocromo P-450
(Yost, ef al., 1989). Estos intermediarios son los responsables de la neumonia de tipo
toxico, debido al dafo directo a las membranas celulares (Ramirez, et al., 1993).

Los signos clinicos que manifiestan los animales afectados por 3-metil indol
son depresion, respiracion irregular y dificultosa (disnea), aumento marcado en la
frecuencia respiratoria (taquipnea) y dilatacion marcada de los ollares

(hiperventilacién).
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Los animales que mueren durante la fase aguda presentan lesiones macroscopicas
de enfisema intersticial y edema graves. La trdquea y bronquios se aprecian con
abundante liquido espumoso de color blanco. Los pulmones se observan de color
rojizo a purpura y son de consistencia elastica y humeda (Trigo.T.F., 1998).

Entre las particularidades histopatolégicas de la neumonia causada por 3-metil
indol se encuentra una marcada hiperemia, edema alveolar severo difuso, formacién
de membranas hialinas, hiperplasia de las células alveolares tipo |l (neumocitos tipo Il
y enfisema intersticial. De igual manera, existe una gran cantidad de alvéolos
edematosos y otros mas se observan rotos, ademas de preseniar una severa
infiltracién de neutrdfilos y eosindfilos (Carlson, et al, 1972). Los animales que
sobreviven al episodio agudo nommalmente tienen fibrosis intersticial residual y
persistencia de las células epiteliales alveolares tipo Il (Jubb, et al., 1993).

Las lesiones histolégicas que caracterizan al Edema y Enfisema Pulmonar
Agudo Bovino en brotes naturales, son similares a las encontradas en otras diferentes
especies, a las cuales se les ha inducido la enfermedad experimentalmente,
administrando el 3-metil indol por via parenteral (intravenosa 6 intraperitoneal), por via
oral (per os) 6 intraruminalmente (Comelius, et al, 1979). Sin embargo, la
susceptibilidad de determinada especie es importante en la reproducibilidad de las
mismas, debido a que cada una de ellas tiene procesos metabdlicos distintos para
procesar el compuesto. Esto ocasiona que unos sean tal vez mas susceptibles que
otros al tdxico, permitiendo por lo tanto que los signos clinicos aparezcan o no, que la
presencia de los eventos celulares sea rapida o lentamente 6 que las lesiones sean
muy severas o ligeras (Kaster y Yost., 1997). En lo que concieme a este estudio y
debido a la escasa informacion que hasta el momento se dispone, en relacion a las

descripciones histopatologicas que el 3-metil indo! ocasiona en especies diferentes al
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bovino, parece razonable suponer que las mismas caracteristicas microscopicas

también lo seran, en los dos modelos experimentales en turno.



2 LITERATURA REVISADA

2.1 Patogenia del Edema y Enfisema Pulmonar Agudo Bovino (EEPAB)

Conocida desde hace 100 afos en animales en pastoreo (Carlson, et al., 1972)
y tradicionalmente descrita como una enfermedad de tipo respiratorio, el cual ¢linica,
patoldgica y epidemiolégicamente es diferente a los procesos bacterianos que sufren
los bovinos en forma natural, el Edema y Enfisema Pulmonar Agudo Bovino también
conocido como Neumonia Intersticial Atipica en los bovinos (Ramirez, et al., 1993),
Neumonia Intersticial Aquda 6 Fog fever, es una alteracién metabdlica que se presenta
en animales que han sido alimentados por mucho tiempo con henos y pasturas de
mala calidad y cambian repentinamente a consumir grandes cantidades de pastos
verdes y jugosos (Trigo,T.F., 1998) (Figura 1).

El Edema y Enfisema Pulmonar Agudo Bovino se considera una de las
enfermedades que causa la mayor cantidad de muertes y pérdidas financieras en las
engordas del sur de Alberta, Canada (Popp, et a/., 1998). En nuestro pais este tipo de
enfermedad esta presente, tal es el caso reportado por (Ramirez, et al., 1993).

La enfermedad por lo general se presenta cinco a diez dias después de
introducir los animales a las praderas suculentas. La morbilidad puede ocurrir hasta en
un 50% y una mortalidad del 30% en los animales méas afectados, siendo las hembras
més susceptibles que los machos en una relacion de tres a uno (Loneragan, ef al,
2001); segin el grado de severidad los animales pueden mostrar depresién,
temblores, algunas manifestaciones respiratorias que se aprecian son: la presencia de
disnea hasta svidente taquipnea la cual es manifiesta. Generalmente, no hay fiebre ni
tos y los animales mas afectados respiran con la boca abierta y fienen la lengua

protruida, ademas de percibir un gruiido leve durante la expulsion del aire.
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Figura 1. Representacion esquematica de la patogenia del Edema y Enfisema
Pulmonar Agudo Bovino (EEPAB).

En algunos casos hay enfisema subcutdneo en la regidn dorsal 6 ventral del térax,
ademas los roces pleurales son evidentes al auscultar animales convalecientes. Los
animales menos afectados se recuperan de manera espontanea, después de un
periodo de diez dias aproximadamente (Ramirez, et al., 1993).

Experimentalmentse, los datos de los examenes de gases sanguineos muestran
un decremento en la tensién sanguinea adrtica y un aumento en la tensién sanguinea

venosa de flujo libre entre las seis y doce horas post-tratamiento. Ademas, existe un
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incremento en la frecuencia cardiaca, mientras que la presion arterial pulmonar
generalmente es pequeria y variable (Comelius, et al., 1979). Por otra parte, al realizar
el examen para determinar la concentracion del 3-metil indo! post-tratamiento, se ha
encontrado un incremento del mismo en plasma de (10.7 pg/ml) a las nueve horas

seguido por una disminucion (0.5 pg/ml) a las dieciocho horas (Carlson, et al., 1972).

2.2 Lesiones macroscopicas y microscopicas

Durante el estudio post-mortem, las lesiones macroscépicas que se encuentran
mas comunmente son: presencia de abundante espuma blanca en mucosa traqueal
derivada de un edema pulmonar, los pulmones se muestran més grandes de lo
nomal, con una congestion intensa, marcado edema, con una coloracidn rojiza,
consistencia firme, muy pesados y no colapsan al abrir cavidad toracica. Asimismo, se
han descrito amplias areas de enfisema intersticial en la porcion dorso-caudal, las
cuales llegan en muchos casos a formar hullas enfisematosas (Carlson, et al., 1975;
Ramirez, et al, 1993).

Las lesiones microscopicas caracteristicas de este padecimiento son:
congestion intersticial marcado, edema alveolar rico en proteina el cual al organizarse
puede llegar a formar membranas hialinas en bronquiolos terminales, ductos
alveolares y adosadas a las paredes de los mismos. Estas membranas se encuentran
mezcladas con defritus que corresponden a células necréticas del epitelio alveolar y
también a macréfagos alveolares (Ramirez, et al., 1993). Existe una necrosis de las
células epiteliales alveolares tipo | {(neumocitos tipo |) debido a que estas células
conslituyen la mayor barrera permeable entre el intersticio pulmonar y el espacio

alveolar.
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Las células descamadas de este tipo son regeneradas rapidamente por las células
epiteliales alveolares tipo Il (neumocitos tipo Il) hiperplasicas, lo que da un aspecto
cuboidal al epitelio que recubre los alvéolos dando una apariencia de “epitelializacion”.
Estos dltimos cambios proliferativos predominan en los casos que presentan un curso
méas prolongado; asimismo, gran cantidad de macréfagos alveolares se encuentran
reactivos abompaﬁado por un infiltrado de tipo pelimerfonuclear y mononuclear.
Ademas, pueden apreciarse zonas de atelectasia y enfisema alveolar que llega a
extenderse hasta los septos interlobulillares (Comelius, et al., 1979; Ramirez, et al.,

1993).
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2.3 Metabolismo y bioactivacion del 3-metil indol

2.3.1 Caracteristicas del Triptéfano.

El Triptotano, es un compuesto heterociclico, que se encuentra en pequenas
cantidades en muchas proteinas. Normalmente se conocen 2 isémeros de este
aminoacido que son el D-triptéfano (D-Trp) que no representa ningun tipo de riesgo en
el metabolismo ruminal y el L-triptéfano (L-Trp), también conocido como (1-alfa-
aminoindol-3-4cido propiénico) cuya formula es (C11H12N202), el cual si representa
un riesgo para los rumiantes. Este compuesto esta presente de manera natural en el
forraje, encontrandose en gran cantidad en las plantas verdes, jugosas y tiemas

(Ramirez, ef al., 1993).

2.3.2 Mecanismo de metabolismo y bioactivacién del 3-metil indol.

Para que este producto empiece a ser téxico, debe estar presente en la cavidad
ruminal y se necesitan dos pasos importantes que son: a) la conversion del L-
triptdfano a acido indol-acético por la presencia de ciertas bacterias ruminales y b)
una especie de Lactobaciflus sp, es responsable para la formacion del 3-metil indol a
través de un proceso de descarboxilacion (Honeyfield, et al., 1990; Yokoyama, et al,
1977; Yost, et al., 1989). Se han mencionado al menos cinco especies bacterianas
conocidas con capacidad de formar 3-metil indol que son Laclobacillus sp. cepa
11201, Clostridium skatol, Clostridium nauseum, Rhizobium sp y Pseudomonas sp, las
cuales requierean de un medio anaerébico para llevar a cabo dicho proceso

(Honeyfield, et al., 1990).
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Una vez absorbido por via sanguinea desde el tracto digestivo, el 3-metil indol
es transportado hacia los pulmones en donde desencadenard neumotoxicidad, ya que
este compuesto es especifico de tejido. Esto, debido al sistema enzimdtico de la
oxidasa de funcibn mida del reticulo endopldsmico liso, la monooxigenasa del
citocromo P-450, normalmente muy activo en las células Clara de los bronquiolos. En
estas células se generan compuestos intermediarios electrofilicos muy reactivos y
altamente téxicos, capaces de ligarse a proteinas microsomales y producir dano tisular
(Ramirez, 6t al,, 1993), el cual se observa por la alteracién tan severa que ocurre al
danar las membranas biolégicas. Debido a las propiedades lipofilicas que este
compuesto tiene y que posiblemente estén involucradas en la formacién del enfisema
pulmonar al inmovilizar los leucocitos y degradar a las membranas celulares de los
mismos, asi como de los macréfagos alveolares y otras células (Acton, ef al,, 1992).
En el caso de los neumocitos tipo |, su alta susceptibilidad se debe a una relativa
incapacidad para sintefizar concentraciones intracelulares elevadas de glutation, el
cual inhibe el efecto del 3-metil indol. Otras células danadas son las células ciliadas
del epitelio bronquiolar y células endoteliales, probablemente por simple difusién de las

moléculas téxicas reactivas (Ramirez, ot al., 1993).
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2.4 Células Clara

2.4.1 Caracleristicas de las células Clara.

Las células Clara, también conocidas como células epiteliales bronguiolares
secretoras no ciliadas, las cuales se localizan sobre todo en los bronquios aunque
también pueden encontrarse en la traquea, tienen forma columnar y proyectan su
citoplasma hacia la luz bronquial. Estas células, poseen mecanismos de secrecion
apocrinos y merocrinos, los cuales junto con el de los neumocitos tipo I, contribuye a
la formacién de la capa extracelular serosa peribronquiolar y posiblemente a la
hipofase de la capa alveolar del surfactante (agente tensioactivo), por otro lado
también poseen capacidad progenitora del epitelio bronquiolar con la facultad de
diferenciarse en célula ciliada, célula caliciforme y posiblemente en célula cepillo
(Trigo,T.F., 1998). Las células Clara son altamente metabdlicas ya que poseen un
abundante reticulo endoplasmico liso, en donde se localizan las monooxigenasas
dependientes del citocromo P-450 y juegan un papel muy importante en los procesos
de detoxificacion de sustancias extrafas, similar al papel que los hepatocitos juegan
en el higado (Lépez, M.A., 1999). Al igual que las células epiteliales alveolares tipo Il
(neumocitos tipo ll), las células Clara contienen altas concentraciones de enzimas
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, lo cual las hace muy susceptibles

a la toxicidad por el 3-metil indol en cuanto a tiempo de exposicién y concentracion.
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2.5 Justificacion

Reproduciendo las lesiones tisulares y alteraciones celulares en el pulmén de borregos
y ratas al inocular el téxico 3-metil indol, comprenderemos los cambios morfolégicos y
patoldgicos que el compuesto pravoca a nivel respiratorio en los animales expuestos.
Estos modelos animales permitiran futuros estudios orientados fanto a la patogenia,
como a la terapia del padecimiento neuménico téxico mas importante del ganado

bovino.

2.6 Hipotesis

Las lesiones pulmonares inducidas experimentalmente al inocular el compuesto
conocido como 3-metil indol en borregos y ratas, seran similares a las lesiones
observadas en estudios previos sn especies diferentes, tanto a nivel experimental

como en casos naturales de campo.

2.7 Objetivo

Reproducir las lesiones tisulares y alteraciones celulares en el pulmén de borregos y
ratas induciendo neumonia de tipo toxico al inocular el neumotéxico conocido como 3-
metil indol, comparandolas con lo reportado en la literatura en otras especies, al

inducirla experimentalmente y en casos naturales de campo.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Seleccién y manejo de los animales para experimentacion

Borregos: Fueron adquiridos en la Facultad de Agronomia de la Universidad
Auténoma de Nuevo Leén, machos y con un peso inicial de aproximadamente
diecisiete kilogramos. Todos los animales recibieron manejo adecuado de descanso y
revision clinica, proporcionandoles agua potable y alimento (pacas de alfalfa
achicalada) ad libitum por aproximadamente tres dias. Posteriormente se les
realizaron examenes clinicos de rutina (extraccion de sangre para realizar estudio de
hemograma y obtencién de excremento para el examen coproparasitoscopico), con la
finalidad de conocer el estado de salud de todos los animales. Subsiguientemente, los
borregos fueron puestos en jaulas metabdlicas individuales, identificAndolos con
nimeros progresivos del uno al once. Todos los animales recibieron la misma dieta
basada en alfalfa achicalada y permanecieron alli por aproximadamente un mes, hasta
alcanzar un peso aproximado de veinte kilogramos. Al llegar a este peso, se programé
el calendario de experimentacién, con la finalidad de permitir [a evolucién de los
cambios pulmonares acorde con lo recomendado con la literatura, se monitorearon
durante el tiempo que duré la experimentacion registrando cada uno de los cambios
observados. Un dia antes del sacrificio se les privé de alimento y agua, con la

finalidad de no alterar el estudio post-mortem, ni la toma de muestras (Figura 2).
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Figura 2. Adquisicion y preparacion de los borregos antes de la inoculacién del
3-metil indol.

Ratas: Fueron adquiridas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, estos animales eran de la linea genética
Wistar, todos machos, con un peso aproximado de doscientos gramos. Estuvieron en
observacién durante dos dias para descartar algun problema de tipo respiratorio 6
digestivo y se les lotificé poniendo un par de animales por jaula. Recibieron agua y
alimento comercial para animales de laboratorio. Se les dio un tiempo aproximado de
dos semanas hasta alcanzar un peso aproximado de doscientos cincuenta gramos
para iniciar la experimentacién, segun la literatura (Woods, et al,, 1999). Se usé el
mismo protocolo que el de los borregos en cuanto a tiempo y observacion de cambios
en los animales y sacrificio. Las condiciones de higiene fueron estrictas, asi como la
administracién del alimento y el agua que fueron hechos a la misma hora y con la
cantidad recomendada, veinticuatro horas antes del sacrificio se les retiraron los
suministros con la finalidad de no alterar el estudio post-mortem, ni la toma de

muestras (Figura 3).
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Figura 3. Adquisicion y preparacion de las ratas antes de la inoculacion del
3-metil indol.

3.2 Induccion de la neumonia toxica por inoculacion del 3-metil indol

Borregos: Una vez que los animales llegaron a pesar veinte kilogramos, se les
preparé para proceder a la inoculacién via intravenosa con el compuesto conocido
como 3-metil indol (3-Mi; skatole) de Sigma Chemical Company (St. Louis, MO)
(Figura 4). Cada animal recibié una dosificacion de 50 mg / kg de su peso vivo, diluido
en propilenglicol de Fisher Scientific (New Jersey, N.J.), a una concentracion de 110
mg de 3-metil indol / 9 ml de propilenglicol, siguiendo lo recomendado en la literatura
(Popp, et al., 1998). Esta técnica de inoculacién elegida representa un facil manejo de
los animales, asi como una excelente comodidad para el operador (Figura 5). Los
animales recibieron dos inoculaciones alternadas por veinticuatro horas, tiempo en el
cudl se les observaron los cambios que manifestaron mientras duré el experimento, el
cual fué de noventa y seis horas después de la primera inoculacién, tal y como se

muestra en l[a Tabla 1.
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Tabla 1

solucion salina fisiolégica en borregos

Tabla cronolégica de inoculacién de 3-metil indol, propilenglicol y

Borrego |12 Inoculacién | 22 Inoculacién| 48 hrs | 72 hrs 96 hrs
Dia 0 24 hrs
1 3M 3MI — — SACRIFICIO
2 3Mi 3Mi — — SACRIFICIO
3 3MI 3MI — — SACRIFICIO
4 3MI 3Mi — — SACRIFICIO
5 3 MI 3Mi — — SACRIFICIO
6 3 MI 3 Mi — — SACRIFICIO
7 3 Ml 3 Mi — —_ SACRIFICIO
8 3MI 3Mi — — SACRIFICIO
9 PG PG — — SACRIFICIO
10 PG PG — — SACRIFICIO
1 SSF SSF — —_ SACRIFICIO

Dosis inoculada vfa intravenosa a grupo experimental = 110 mg de 3-metil indol / 9 ml de

propilenglicol.

Dosis inoculada via intravenosa a grupo control de propilenglicol = 9 ml.

Dosis inoculada via intravenosa a grupo control de solucién salina fisiolégica = 9 mi.
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Ratas: Los animales al llegar a pesar doscientos cincuenta gramos, fueron
separados para que recibieran sus respectivas inoculaciones por via intraperitoneal de
3-metil indol diluido en propilenglicol. Esta técnica de inoculacion se eligié por su gran
comodidad para los animales y facil manejo para el operador (Figura 6). A cada rata
se le aplicaron dos dosis alternadas por veinticuatro horas, tiempo en el cual se
observaron los cambios que los animales manifestaron durante la fase de
experimentacion, el cual fué de noventa y seis horas después de la primera

inoculacion, tal como se muestra en la Tabla 2.

SMETHYLINDOLE | || 1) 1|

Figura 4. Presentacion en polvo del 3-metil indol (3-MI; skatole) de Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO).
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Tabla 2

solucion salina fisiolégica en ratas

Tabla cronolégica de inoculacién de 3-metil indol, propilenglicol y

Rata | 12 Inoculacion | 22 Inoculacion | 48 hrs | 72 hrs 96 hrs
Dia 0 24 hrs
1 3Ml 3Mi — — SACRIFICIO
2 3 M 3 Mi — — SACRIFICIO
3 3 M 3Mi — — SACRIFICIO
4 3 M 3Mi — — SACRIFICIO
5 3 Ml 3 Mi — — SACRIFICIO
6 3MI 3 Ml — — SACRIFICIO
7 3MI 3 MI S = SACRIFICIO
8 3MI 3 Ml — — SACRIFICIO
9 PG PG — — SACRIFICIO
10 PG PG — — SACRIFICIO
1 SSF SSF — — SACRIFICIO

Dosis inoculada via intraperitoneal a grupo experimental = 62.5 mg de 3-metil indol / 0.9 ml de

propilenglicol.

Dosis inoculada via intraperitoneal a grupo control de propilenglicol = 0.9 ml.
Dosis inoculada via intraperitoneal a grupo control de solucion salina fisiolégica = 0.9 ml.
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Figura 5. Inoculacion del 3-metil indol por via intravenosa en borrego.

Figura 6. Inoculacién del 3-metil indol por via intraperitoneal en rata.
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3.3 Sacrificio de los animales y realizacion de las necropsias

Borregos y ratas: Una vez concluidas las noventa y seis horas después de la
primera inoculacion se procedié a sacrificar a los animales. Para ello se utilizé el
tranquilizante xilacina (Fort-Dodge) y posteriormente se les aplicé una sobredosis de
pentobarbital sddico (Pfizer). Inmediatamente se llevaron a cabo los estudios post-
mortem correspondientes a cada animal, siguiendo los protocolos para cada una de

las especies, siendo los hallazgos mas importantes los que se presentaron a nivel

respiratorio (Figura 7).

Figura 7. Realizacion de los estudios post-mortem en borregos y ratas.
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3.4 Seleccién y procesamiento de las muestras

Inmediatamente después de la muerte de cada animal y una vez extraido el
aparato respiratorio, se tomaron varias porciones de los Iébulos diafragmaticos en el
caso de los borregos, mientras que con las ratas se escogieron cortes de los |6bulos
medio y diafragméticos, debido a que en éstas porciones es donde las lesiones fueron
més aparentes (Figura 8). Una vez tomadas las muestras, éstas fueron colocadas en
frascos con formol al 10% bufferado previamente identificados, dejandose fijar por un
lapso de setenta y dos horas, esto con la finalidad de que la fijacién fuese lo mas
homogénea posible, para posteriormente continuar el proceso rutinario de embebido
en parafina, en el histoquinette. Las muestras se procesaron rutinariamente y se

tineron con la técnica de hematoxilina y eosina (H&E).

Figura 8. Seleccién y manejo de las muestras de tejido puimonar de los borregos
y las ratas.
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4 RESULTADOS

4.1 Lesiones macroscopicas

Borregos: Los animales designados del uno al ocho, recibieron el neumotoxico
conocido como 3-metil indol junto con el vehiculo propilenglicol. Las lesiones mas
relevantes se presentaron a nivel respiratorio, en donde se aprecié a nivel traqueal la
presencia de abundante espuma de color blanco (Figura 9). Los pulmones mostraban
una congestion generalizada y severo edema intersticial, el cual se apreciaba por el
cambio de coloracién del parénquima pulmonar a un rojo oscuro muy intenso, a su
consistencia firme, a la superficie lisa y su peso, el cual era manifiesto a la hora de
extraer los 6rganos de la cavidad toracica (Figura 10). Por otro lado, en los érganos de
los otros sistemas no se observaron cambios aparentes, salvo [os animales uno y dos,
los cuales presentaron hemoglobinuria. Los animales identificados como nueve y diez,
a los que solaments se les administré el vehiculo propilenglicol, uno de ellos el nueve
también presenté hemoglobinuria (Figura 11). El animal control nimero once al que
nada mas se le administré solucién salina fisiolégica, fué reportado sin cambios

patolégicos aparentes ( Figura 12).
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Figura 9. Traquea con presencia de abundante espuma de color blanco difuso
en borrego inoculado con 3-metil indol.

Figura 10. Pulmdn con congestion y edema intersticial severo difuso en borrego
inoculado con 3-metil indol.

22



RESULTADOS .
[ e e

Figura 12. Pulmén del borrego inoculado con solucién salina fisiolégica.

23



RESULTADOS

Ratae: Los animales identificadoe del uno al eeho se les inoculd ef 3-metil indol
junto cen al vehlculo propilenglicol, las lesiones que presentaron con mayor relevancia
fue a nivel respiratorio, en donde se aprscid a los pulmones con una congestién
mareada y sevaro edema intarsticial, el cual se apreciaba por el cambio de coloracién
a un rojo oscuro muy intenso, cansistercia firme, supericie lisa y aumento de peso,
cambio observado en o momento de extraer ks érganos de la cavidad toracica
(Figuras 13 y 14). Por ofro lado, el resto de los drganos de los otros sistemas no se
observaron con camblos aparentes. Ninguno de los animales presentaron
hemoglobinuria. Los animales designados con los nimeros nueve y dlez, a loe que
golameme 86 les administné el vehiculo propilenglicel, mo mostraron cambios
patoldgices aparentss, asi como al animal Itdentificado c¢on el nimero once el cual

solamente racibid dosis de solucidn salina flsiolégica (Figuras 15 y 16).
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Figura 13. Congestién y edema pulmonar severo difuso en rata inoculada
con 3-metil indol. Vista dorsal.

Figura 14. Congestion y edema pulmonar severo difuso en rata inoculada
con 3-metil indol. Vista ventral.
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Figura 16. Pulmén normal en rata inoculada con solucién salina fisiolégica.
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4.2 Lesiones microscdpicas

Borregos: Los animales identificados del uno al ocho, aquellos que recibieron
la inoculacién con el neumotdxico 3-metil indol, a nivel pulmonar presentaron en el
parénquima, marcado engrosamiento de los septos alveolares, reduccién severa en el
espacio adreo de los mismos los cuales se encueniran ocupados en su gran mayoria
por una gran cantidad de material proteinaceo eosinofilico (Figura 17), mucho del cual
se encuentra adosado a las paredes alveolares formando membranas hialinas (Figura
18), asi como hiperplasia marcada de células epiteliales alveolares (neumaocitos tipo | y
I} conocida también como epitelializacién (Figura 19). Ademas de un infiltrado
inflamatorio compuesto por células de tipo mononuclear principalmente linfocitos y
macrofagos (Figura 20), muchos de los cuales se encuentran distribuidos en el interior
de los sacos alveolares apreciandose dentro de su citoplasma gran cantidad de
eritrocitos y pigmento hematico (eritrofagia y hemosiderosis) ademés de algunos
neutrdfilos, por otro lado se observa una congestién y edema intersticial severo difuso.
A nivel de los bronquios y bronquiolos se aprecia hiperplasia marcada del epitelio
cilindrico pseudoestratificado ciliado con presencia de eritrocitos y material proteindceo
eosinofilico en su interior, mientras que & nivel periférico se observa reactividad
linfoide de los acumulos linfoides. Asimismo, numerosos vasos sanguineos se
observan con edema perivascular moderado, degeneracion fibrinoide moderado y
microtrombosis, asi como numerosos focos de hemorragias marcadas, areas multiples
de enfisema marcado y formacion de sincicios.

Los animales nueve y diez, los cuales solamente recibieron el vehiculo
propilenglicol mostraron a nivel del parénquima pulmonar discreto engrosamiento de

los septos alveclares, reduccion discreta en el espacio aéreo de los mismos, ademas

27



RESULTADOS

de un leve infiltrado inflamatorio compuesto por células de tipo mononuciear
principalmente linfocitos y macréfagos, por otro lado se observa una congestién
discreta difusa y dreas de enfisema discreto (Figura 21). Mientras que a nivel periférico
se observa reactividad linfoide discreta de los acumulos linfoides, asimismo,
numerosos vasos sanguineos se aprecian con edema perivascular discreto y
dilatacién de [os vasos linfaticos.

El animal identificado como once, el cual recibié solamente solucién salina
fisiolégica, a nivel del parénquima pulmonar no se aprecia engrosamiento de los
septos alveolares, no hay reduccién en el espacio aéreo de los mismos (Figura 22).
Por otro lado, se observa una congestion discreta difusa, asi como a nivel de los
bronquios y bronquiolos, se aprecia discreta descamacién del epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado.

El resumen de los eventos celulares antes descritos puede apreciarse en la Tabla 3.
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Figura 17. Edema y congestién pulmonar severo difuso en borrego
inoculado con 3-metil indol. 40X

Figura 18. Presencia de membranas hialinas en intersticio pulmonar
en borrego inoculado con 3-metil indol. 40X
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Figura 19, Hiperplasia de neumocitos tipo Il (epitelializacién) en
borrego inoculado con 3-metil indol. 100X

Figura 20. Engrosamiento alveolar marcado con presencia de infittrado
inflamatorio compuesto por células mononucleares en
borrego inoculado con 3-metil indol. 40X
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Figura 21. Congestion discreta en alvéolos de borrego inoculado
con propilengicol. 40X

Figura 22. Alvéolos normales en borrego inoculado con
solucion salina fisiolégica. 40X
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Ratas: Los animales que recibieron dosis repetidas de 3-mefil indol
identificados del uno al ocho, a nivel del parénquima pulmonar se observaron con
marcado engrosamiento de los septos alveolares, reduccion marcada en el espacio
aéreo de los mismos, los cuales se encuentran ocupados en su gran mayoria por una
gran cantidad de material proteindceo eosinofilico, asf como una congestién y edema
intersticial severo difuso (Figura 23). Por otro lado, se aprecia gran cantidad de
macréfagos que contienen en su inferior abundante material granular de color rojo
(eritrofagia) (Figura 24), ademas de observarse hiperplasia de células epiteliales
alveolares (neumocitos tipo 1 y Il) llamado epitelializacidn (Figura 25). Asimismo, se
aprecia un infiltrado inflamatorio compuesto por células de tipo mononuclear
principaimente linfocitos y macréfagos. En bronquios y bronquiolos, algunas zonas
presentan marcada descamacion del epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado con
presencia de eritrocitos, mientras que en otros hay hiperplasia marcada del mismo y a
nivel periférico se observa reactividad linfoide de los acumulos linfoides. Alrededor de
los vasos sanguineos se observa edema perivascular marcado y a nivel de las
arteriolas, estas se aprecian muy engrosadas en su parteé media y con reduccién de su
luz (vasoconstriccion), algunas mas presentan microtrombosis.

Por otro lado, se encuentran a muchos alvéolos con rompimiento severo
observandose grandes espacios (enfisema), ademas de apreciarse multiples focos de
hemorragias marcadas (Figura 26).

Los animales identificados como nueve y diez, los cuales solamente recibieron
el vehiculo propilenglicol, mostraron a nivel del parénquima pulmonar engrosamiento
discreto de los septos alveolares, ligera reduccién en el espacio aéreo de los mismos,

ademés de un leve infiltrado inflamatorio compuesto por células de tipo mononuclear
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principalmente linfocitos y maeréfagos. Por otro lado, se observa una congestion
discreta difusa y areas de enfisema discreto (Figura 27), mientras que a nivel periférico
se observa reactividad linfoide discreta de los acimulos linfoides, asimismo,
numerosos vasos sanguineos se aprecian con edema perivascular discreto y
dilatacion de los vasos linfaticos.

El animal identificado como oncs, el cual recibi® solamente solucién salina
fisiolégica, a nivel del parénquima pulmonar no se observa engrosamiento de los
septos alveolares, el espacio aéreo de los sacos alveolares no se aprecian reducidos.
Por otro lado, se observa una congestién discreta difusa (Figura 28), a nivel de los
bronquios y bronquiolos se aprecia discreta descamacion del epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado.

El resumen de los eventos celulares antes descritos puede apreciarse en la Tabla 4,
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Figura 23. Edema intersticial severo difuso en pulmoén de rata
inoculada con 3-metil indol. 100X

Figura 24. Macréfagos alveolares fagocitando eritrocitos
(eritrofagia). Véase la flecha. 100X
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Figura 26. Enfisema intersticial severo. 40X
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Figura 27. Engrosamiento aiveolar discreto y congestion discreta
difusa en rata inoculada con propilenglicol. 100X

Figura 28. Sacos alveolares y espacios aéreos normales en rata
inoculada con solucién salina fisiolégica. 100X
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Lesiones microscopicas de los borregos tratados con 3-metil-indol,
propilenglicol y solucién salina fisiologica

RESULTADOS

Tabla 3
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5 DISCUSION / CONCLUSIONES

En el presente experimento se han logrado reproducir con confiabilidad las
lesiones tisulares y las alteraciones celulares caracteristicas que se observan en casos
naturales de neumotoxicidad por 3-metil indol en bovinos. El reporte original de esta
enfermedad de los bovinos en México, ademés de describir con detalle el tipo de
lesidn pulmonar caracteristico de este padecimiento, también recalca la hiperplasia de
células del epitelio alveolar, principalments neumocitos de tipo 1l y células epiteliales
del bronquiolo. Igualmente, describe un marcado edema alveolar rico en proteina y la
formacidn de membranas hialinas (Ramirez, of al, 1993). Estos cambios han sido
reproducidos en diferentes modelos experimentales en bovinos, ovinos y cabras
(Carson, et al., 1972, Dickinson, et al., 1976, Popp, et al., 1998). Todas estas lesiones
fueron reproducidas en nuestro modelo en ovinos, pero ademas se observé eritrofagia.
Excepto por este hallazgo, la reproducibilidad de las lesiones y la intensidad de las
mismas concuerda con la literatura (Popp, ef al, 1998). Es posible que la eritrofagia
corresponda con un daio subito y severo al componente endotelio-membrana basal-
epitelio, lo que ocasion6 diapedésis y salida de eritrocitos (Trigo.T.F., 1998).

En lo que corresponde a nuestro modelo en roedores, es digno de mencionar
que las lesiones provocadas también corresponden fanto en sus caracteristicas como
en su severidad, con lo observado en casos naturales de la enfermedad en bovinos.
En efecto, en las ratas inoculadas con 3-metil indol, también se observé hiperplasia del
epitelio alveolar y bronguiolar, edema rico en proteina y formacion de membranas
hialinas. En estos animales también se observé eritrofagia, tal y como se reconocié en
ovinos. Por otra parte, cabe sefialar que en otros modelos en roedores, las imagenes
de las lesiones histopatoldgicas que se presentan no liegan a ser tan obvias para esta
neumotoxicidad (Durham, et al, 1985, Woods, et al., 1999), como las observadas en

nuestro modelo.
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DISCUSION / CONCLUSIONES

Es probable que la constancia con la que se reproducen las lesiones y la severidad de
las mismas, se deba a la inoculacion repetida del téxico que se empled en el estudio
que aqui se realiz, en comparacién con otros modelos experimentales, en los cuales
se incluye una sola inoculacién del téxico (Durham, ef al., 1985).

Un hallazgo que se observé en nuestro experimento, fué la presencia de
hemoglobinuria y la correspondiente nefrosis en ovinos. Es probable que esta
alteracién, la cual se asocia con el vehiculo propilenglicol, haya ocurrido por la
administracién endovenosa del producto en este modelo. En un estudio previo también
se refiere la aparicion de hemoglobinuria en bovinos que recibieron el toxico por la
misma via (Carlson, ef al., 1972). En ratas, no se apreci6 esta alteracion, esto pudo
ser debido a la via de administracion, la cual se realizé intraperitoneaimente. El
propilenglicol es el vehiculo mayormente utilizado para acompanar la inoculacién de
3- metil indel (Carlson, et al., 1972).

Al considerar la alta reproducibilidad de las lesiones en nuestros modelos, se
puede recomendar que en ambos casos la induccion de las lesiones neumotéxicas
provocadas por 3-metil indol son altamente confiables. Sin embargo, debido a las
facilidades que la rata ofrece en cuanto a nimero de individuos utilizados en un
estudio, al tipo de alojamiento requeride y al f&cil manejo de las mismas, esta especie
aparece como una alternativa mas viable para llevar a cabo dichas investigaciones.

La reproducibilidad de las lesiones macroscdpicas y los cambios que se
presentan a nivel microscopico, nos ayudan a entender como este compusesto es
capaz de alterar la arquitectura tisular y la estructura celular del parénquima pulmonar.
Ademas, nos permitifia en un futuro evaluar la dosificacién administrada del
compuesto y el tiempo transcurrido en que éste estd activo y con capacidad de

provocar dafio pulmonar.
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DISCUSION / CONCLUSIONES

Suponemos que dos dosis aplicadas de! compuesto y el tiempo transcurrido de
noventa y seis horas, aseguran la reproducibilidad de las lesiones. Cabe destacar que
esto no ha sido reportado en la literatura, al igual que las lesiones consistentes a nivel
bronquial y bronquiolar de hiperplasia en mucosa respiratoria y en algunos casos de
descamacion epitelial. Por tanto, concluimos que ambos modelos experimentales son
altamente confiables en la reproduccion de las lesiones inducidas por el neumotdxico
3-metil indol, asimismo, la dosificacion utilizada ha demostrado ser la adecuada al
inducir dichos cambios. Por lo tanto, futuras investigaciones estaran tendientes a
considerar estas observaciones, con la finalidad de seguir conociendo a este potente

téxico pulmonar de origen vegetal.
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