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INTRODUCCION

El estudio de lasNEUMONíAS esun problema complejo tantoen el hombrecomo

en los animales, Laterminología, clasificación,etiología,patogenia,clínica y patología

son muy variadas. EnVeterinariatienen importanciaporqueprovocanaltos indices de

morbilidad, en menormedida de mortalidady pérdidas económicasde interés, Enlos

EQUINOS, las inflamacionesdel pulmóntienenuna significaciónmuy especial,ya que

en sumayoríason animalesdedicadosa prácticasdeportivas,trabajo,silla o paseoy todo

ello conilevauna relacióndirecta conel aparatorespiratorio:pulmónsanoo neumónico,

son dosextremossinónimosde saludy enfermedad,con repercusionesmuyclarasen la

vida útil del animal (Wilkie, 1982, citado por Dungworth,1982; Viel, 1983).

El término neumoníaderiva del griego Pneumon,que significa pulmón y se

dividen atendiendoa criterios etiológicos,morfológicosy vías de entrada.Revisandolos

libros más clásicosde Los últimos años, Jubb y Kennedy (1990), Dungworth(1992) y

Thomson(1989), podemosconsiderarlos siguientestipos:

* Neumoníasfocales:con imágenes macroscópicastípicas deformacionesnodulares,

distribuidaspor el parénquima pulmonary víasde entradaaerógenao hematógena.En
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estesentidose podríanconsiderarcomo tales, desdelas metástasis tumorales, hasta la

tuberculosis,parasitosiso neumoníasembólico-metastáticapor Rodoccus equi enpotros.

* En segundolugar tenemos lasneumonías lobaresy lobulillares, según se afecten

lobulillos o lobulos completos delpulmón; ambostipos sondeentradaprincipalmentevía

aerógenay se denominanbronconeumoníascon ejemplos muy típicos tales comolas

neumoníasdel transporte y las complicaciones bacterianasde virosis: Influenza,

Rinoneumonitis,Arteritis viral o Peste equina.

* En tercerlugarsedescribenlasneumoníasdifusas,también denominadasneumonitis

o nemnoníasintersticiales,en las que seafectandifusamentelos pulmones,siendola vía

de entradafundamentalmentehematógena.Las causasclásicassonvirosis, intoxicaciones

por oxígeno,paraquat,alcaloidespirrolicidínicos, shock endotóxicose hipersensibilidad

por parásitosy mohos.

Estostiposdeneumonías nosonabsolutamentepuros.Unaveziniciado el proceso

patológico,el agenteetiológicogeneralmentedeentradaacrógena,alcanza posteriormente

la vía hematógenaa partir del peribronquio y peribronquiolo con lo cual las

bronconeumoníasprovocaríanneumonitisy al contrario, las neumonías intersticiales

comienzan conlesionesdel tabiqueinteralveolary finalizanconbronquiolitis y bronquitis,

En amboscasossedenominanneumonías bronquiolo-intersticiales.

El diagnóstico deuna neumoníaes muy fácil tanto parael clínico comopara el

patólogo,perola identificacióndel tipo de neumoníaes más complicado,y paraello se

4
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— deben unir los diferentes diagnósticos: clínico, anatomopatológico,radiológico,

microbiológico y virológico. Podría considerarsesuficiente con el microbiológico o

virológico, pero la complejidadetiológicade las neumoníases evidente; en un mismo

caso pueden actuar dos virus, tres bacterias, un micoplasma y además, una

hipersensibilidad parasitaria, con lo cual tendremos resultadosparciales para el

tratamiento farmacológico, el cual no seráefectivo, y de ahí la complejidad de los

tratamientosen las neumonías.Consideramospor otra parteque el estudiocitológico e

histopatológicoson imprescindiblesparaevidenciartamañoy gradode lesión, siendode

granutilidad para emitir tanto el pronósticocomo el tratamiento.

El tema objeto de este trabajo,lo hemos denominadoneumoníasintersticiales

crónicasy entendemospor tanto, queno significanprocesos puros,sino quelas lesiones

son producidasen su mayorpartepor agentesde entradaaerógenao hematógena,y que

alterantanto el intersticiointeralveolarcomolasvíasaéreas(principalmentebronquiolos).

En nuestrocasoel estudiosecentrarábásicamente, enel intersticio interalveolar,

peribronquiolo, peribronquio, y tabiques interlobulilares en definitiva lo que

denominamosestromao matriz extracelular.Imágenessemejantesa las encontadaspor

nosotros sehandenominadode maneramuy diferente pordistintos autoresa lo largo de

la historia:

- Neumonítis (LlorenteLázaro, 1859, 1873),

- Neumoníascrónicas(Cagnyy Gobert, 1880),

5



ENTRODUCCION

- Neumoníasintersticiales(Nieberley Cohrs, 1967),

- Neumonías víricas(Dungworth,1982; Dahmey Weiss, 1989),

- Neumoníasatípicas(Dalime y Weiss, 1988),

- Neumoníasdifusas (Thomson,1989),

- Neumoníasintersticiales crónicas(Gerber, 1973, 1990;Rodríguezy col., 1992),

- Neumoníasbronquiolo-intersticiales (Liebowy Carrington, 1969; Dungworth, 1992),

- Alveolitis fibrosantecriptogénica(Rudd y col,, 1981),

- Alvelitis difusa fibrosante(Scaddingy Hinson, 1967; Turk y col., 1981),

- Enfermedadpulmonarcrónica (Grúning y col., 1989),

- Enfermedadpulmonarinfiltrativa difusa crónica (Carringtony Gaensíer,1978),

- Fibrosispulmonaridiopática(Turner-Warwicky Haslam, 1987; Cotrany col,, 1991),

- Fibrosis alveolaridiopática(Spencer,1968, 1975), —

- Fibrosispulmonarintersticial (Rochemonteix-Galvey col,, 1990),

- Neumoníascriptogénicasorganizadas (Davisony col., 1983; Geddes,1991),

- Neumoníascriptogénicasbronquiolitis obliterante(Costabely Guzman,1991),

- Bronquiolitis obliterante(Lange, 1901; Du Bois y Geddes,1991),

- Neumoníasintersticialescriptogénicas(Marcato, 1990),

- Neumoníasintersticiales usuales(Liebow, 1975;Selmany Barrios, 1991).

Básicamenteson todos ellos procesos patológicosdel pulmónque tienen vía de

entradaaereo-hematógenascon lesionesen alveolos, bronquios, bronquiolosy tabique

6
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interalveolar, lesionándoselos capilaresaquí existentesy provocándosefenómenosde

preestasisy estasis. Estosconllevan a un edema depared y espacioalveolar, que

evoluciona hacia una organizaciónde placas de fibrina y formación de membranas

hialinas,muertey descamacióndeneumocitos,reepitelizaciones,atelectasiaspor pérdida

de surfactante,y fibrosisposteriorpormediaciónde factoresde crecimiento;las lesiones

enunciadasen estaslocalizaciones,puedenser semejantesa las queaparecenen paredes

debronquiosy bronquiolostras laentradavía aerógenade diferentes agentesetiológicos

y su diseminación secundariapor vía linfohematógenade vasospericanaliculares,

Ello justifica que en unoscasos laalteraciónesmuyamplia y seríanlas auténticas

neumonías difusasy enotros, las lesionessonmas focales;por otro lado, la pleurasuele

alterarsedebido a la conexión delos vasos de las paredescanalicularescon los

subpleurales.

Las neumonías crónicasestanestudiadascon escasa profundidaden cualquier

especieanimal. En los equinos, como tales neumoníascrónicas, tambiénestan poco

estudiadas.Sin embargo,existenabundantestrabajos sobreenfisemaen caballos, antiguo

huelfagoy actualCOPO,aunqueal revisarla bibliograflasobrepatología deesteproceso,

comprobamosque tiene aspectostípicos de las neumoníascrónicas; en realidad son

neumoníascrónicas con una bronquiolitis obstructivamuy espectacular(Sasse,1971;

Gerber, 1973; Viel, 1983; Winder y col., 1987; Beech, 1991; Dixon y col., 1992).

En defmitiva, consideramosque las neumoníasintersticialescrónicasson una
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mezclade neumoníasfocales, lobulillares, lobularesy difusas,y que al mismo tiempo

presentanimágenessemejantesa las descritasen el COPD e incluso en casos muy

avanzados,podríanllegar a conilindirse con ciertos tipos de tumorespulmonares.Para

comprendermejor las imágenesobservadas,vamosa seguirla división de Liebow (1975)

paralas neumoníashumanas, actualizadapor Selmany Barrios (1991) y de Dungworth

(1992) para las neumoníasde los animales,así estudiaremosdentrode las neumonías

crónicasequinas,diferentessubtipos talescomo: neumoníaintersticial clásicao usual,

neumoníaintersticial con bronquiolitis obliterante,neumoníaintersticial descamativa,

neumonía intersticial linfoide, neumonía intersticialde células gigantes, neumonía

intersticialeosinoffiicay neumoníabronquiolo-intersticial,Trasestadivisiónrealizadacon

técnicas habitualesestudiaremoscon técnicas mássofisticadasla matriz extracelulary

-A

factoresde crecimiento celularcon el fm de estableceruna correlaciónentrelos distintos
tipos considerados,
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JUSTIF’ICACION

Tras la lectura de la introducción puedecomprenderseque cualquier aportación

cientifica al conocimientode las neumonías, puedeconllevar a establecermejor el

diagnóstico,pronóstico,tratamientoy en defmitivaa lucharmejor contrala enfermedad.

Por otra parte queremos hacerconstar,que existen dos procesos patológicos

pulmonaresde los equinos como son, los tumores pulmonaresy la hemorragianasal

inducida por esfuerzo, que podríamos entroncarlos con los aspectos de matriz

extracelularqueestudiamos enestetrabajo;cualquierveterinarioclínico decaballossabe

que uno de los gravesproblemasde los animalesdedicadosa prácticasdeportivases la

hemorragiadel esfuerzocuya etiologíay patogeniasonpoco conocidas.Pensamosque

lasalteracionesvascularesy de matrizextracelularobservadasen lasneumonías crónicas,

podríanseruna baseimportanteen el desarrollode la hemorragiadel esfuerzo.

Además, las sugestivas lesionesaparecidasen fases terminales de fibrosis

pulmonar, su parecidocon los tumoresbronquiolo-alveolaresy la localización de las

lesiones,nos hacensospechardeuna relaciónentreambas alteracionespatológicas.Por

ello, consideramosqueel trabajono solo aportatécnicasy observacionesnovedosas,sino

11
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que abre la puerta para continuarcon el estudio de otras enfermedadespulmonares

equinasde grantrascendenciaen la prácticaclínicadiaria y en el mundocientífico actual,

12
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OBJETIVOS
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-A

Con este trabajonos planteamoslos siguientesobjetivos:

— 1.- Estudiarlos tipos de neumoníasmásfrecuentementeobservadosen pulmonesde 100

animalesprocedentesdel MataderoMunicipal de Madrid siguiendola clasificaciónde

Liebow (1975).

2.- Clarificar la relación entre los tipos de neumoníasdescritos con imágenes

macroscópicase histológicas, obtenidascon técnicas habituales, y los resultados

virológicos y microbiológicosde exudados bronquiales.

3.- Detectarun númerosignificativo de sustanciaspresentes enla matriz extracelular

fundamentalmenteproteinas de adhesióncelular (laminina y fibronectina), así como

distintos tipos de colágeno que intervienen en la fibrosis, mediante técnicas

inmunocitoquimicas,

4.- Comprobarla existenciade factoresde crecimientoque justifiquen la angiogénesis

y fibrosis presentesen las neumoníascrónicasde los caballos.

15
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REVISION BIBLIOGRÁFICA

La consultabibliográficade los últimos años,ha dejadopatentela importancia

y complejidadde las enfermedades pulmonares,tanto en el hombre como en los

animales.Por ello estarevisión la dividiremosen cinco puntos:

1.- Breve historiade las enfermedadespulmonares.

II,- Neumoníasintersticiales:NI. Crónicas.

III.- Fibrosis pulmonar.

IV. - Proteinasde matrizextracelularen el pulmón.

y. - Factoresde crecimiento.

Las referencias bibliográficasen los distintos apartadosse referiran

fundamentalmenteal hombre y caballo, por la gran similitud que presentanla

anatomía,fisiología y patologíade los pulmonesde ambasespecies.

19
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L- BREVE HISTORIA DE LAS ENFERMEDADES

PULMONARES

.

Las enfermedadespulmonarescrónicasdel caballohan sido importantespara

el hombredesdeel año 333 a.J.C.,cuandofue descritopor Aristóteles,el “drawing

in of the flank”, Desde entonceshasta el s. XVII existe un gran vacio de

conocimientos acerca de los problemas respiratorios en los animales y más

concretamenteen la especieequina(Smith, 1924;Cook y Rossdale,1963; Gillespie —

y Tyler, 1969),

Quizá una de las primerasy más importantesobrashistóricassobrepatología

respiratoriaen caballoses la de Floyer (1698). Ensu “Treatiseof the Asthma”, la

descripcióndel enfisema pulmonaren una yegua es claro y representa unavisión

frecuentementeperdidapara la mayoríade los escritores recientes.En sus escritos

sobre “tumoresflatulentos” (flatulent tumors),sedescribendos tipos: el primero es
4-

el “broken wind” producido como consecuenciade la ruptura o dilatación de las

vejigasde los pulmones,que contienendemasiadoaire. Esteautor nopudo encontrar

otras alteracionesy, este “tumorflatulento”, por tanto, sería la causade todos los

síntomasrespiratoriosobservados.

Gibson, un cirujano ingles, en 1751 escribe ampliamentesobre el ‘broken
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— wind” (Smith, 1924). Describelos pulmonescomo degran tamañoy con pérdidade

elasticidad, Pensaba que la enfermedad deberíaser hereditaria, pero más

frecuentementede origen dietéticoy no tiene duda de que un caballosano podría

desarrollarel “broken-wind” en unanoche. Smith<1924), relatasobrelos escritosde

Qibson (1751),y comenta:queen los 170 añosque hantranscurridodesdesu muerte,

poco ha sido añadidoa sus observacionessobreel “broken-wind”.

Muchos escritoresde la épocadeGibsoncomo Clarken 1837, eran repetitivos

y erróneos.Clark examinócaballoscon enfisemaa finales de1700 y pensóque era

el primero endescribirestalesión, Un estudio notablefue realizado porDelafonden

1844,el cualobservóque de 54 caballoscon “broken-wind” examinados,encontró45

con enfisema(Percivalí, 1853). Ademásde estoshallazgos,Percivalí(1853) previno

que muchoscaballoscon “broken-wind” no teníanenfisema,y su visión se refleja

asimismo enlos escritosde Law (1896).

Williams (1874>, escribió:

“No he dudadoen afirmar que el “broken-wind” esgeneralmentedebido a la

alimentacióncon productosinadecuados,más particularmentedemalacalidad: henos

mohososo groseros,con un alto contenidoen fibra o que se le ha permitido que

madurendemasiadoantesde cortarlos”.

StÉimmer, en 1887, atribuye este problema a bronquitis/bronqujolitis,

broncospasmoy desarrollo de enfisema. Posteriormente,algunos investigadores

(Smith, 1924> dedicaronuna gran partede susescritosal temade las enfermedades
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respiratoriasdel caballosin aportarobservacionesnovedosas,

Law (1896), Baker (1900) y Malkmus (1912) estudiaronampliamente la

relación entre las dietas y el “broken-wind” en équidos; de este grupo de

investigadores,sólo Malkmus ofreció alguna aportaciónsobreestetema,definiendo

al procesocomo “heaves” y en tal sentidocomentaque:

“‘es una enfermedadincurable y crónica de los pulmonesó del corazón,

caracterizadapor una respiraciónlaboriosay dificultada”.

Esta definición tiene un sentidoanatomopatológicoe incluye un númerode

enfermedades crónicasincurablesde los pulmonesy del corazón,relacionadascon la

dificultad respiratoria.

Ambos términos, “heaves” y “broken-wind”, sugierenuna implicación

respiratoria, pero hay una tendenciaen la literatura alemanapor incluirlo bajo el

términó “heaves” y que representaaquellas condiciones cardiacasque causan

clínicamentedisnea.

Bezanvon,Jong y Wilbert (1922), realizaronun trabajo degran importancia

sobre “enfisemapulmonardel hombre y los animales”, en el cual setratabanlas

semejanzasestructurales,así como las distintas característicashistopatológicasy

etiológicasdel procesopatológicode forma general.Perono eshasta1934 cuandoes

tratadoen profundidadestetemaporKountz y Alexanderen suestudio denominado

“Emphysema”. Ellos discuten esta enfermedaden el hombre y otros animales,

mostrandoen dibujos las lesionesanatomopatológicasen el pulmón de caballo, y
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defmen:

“El enfisema no está limitado sólo al hombre, sino que sucede
-A

espontáneamente,y bajo condicionesexperimentales,en ciertosanimales(Cook y

Rossdale,1963).”

Durantelos añostreinta existeunagranconfUsiónentreasmay enfisemay así

Larsson(1936) realizó un experimentoen caballoscon enfisema,los cualesdieron

positivos a un testde piel con extractosde heno mohoso(Cook y Rossdale,1963).

EstoshallazgoshansidoconfmnadosconposterioridadporMcPhersony col. (1979a),

FIalliwell y col. (1979) y Beech(1991), entreotros.

En medicina humana,el asma cursacon una eosinofllia, confirmando la

etiologíaalérgica,sin embargono ocurre igual con los équidosen dondeeste signo

no es un rasgocaracterísticode un estadoalérgico.Ello no justifica que el enfisema

equino no seauna condiciónalérgica(Sjobergy Akerblom, 1938 citado por Cook y

Rossdale,1963).Además caballossensibilizadosno desarrollannecesariamentesignos

clínicos <le un asmaalérgico. Estos animalestienen cambiosneumónicosen el

intersticio pulmonar y el alveolo y en casos avanzados fibrosispulmonar.

Normalmenteen medicina humanase producen comoconsecuenciade reacciones

alérgicastipo 1 y III, y en los équidosesunareacciónalérgicade tipo mixto (Gerber,

1969, 1973 y 1990).

Los équidos con enfisema, muestranun aumentode la sensibilidada la

inyeccióndehistamina,como en el casodel asmahumano.La inyecciónintravenosa
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de histamina en caballos normales produce un síndrome igual al descrito en el

enfisemahumanoagudo,aunquehay ausencia detos (Andbergy col., 1941 citado por

Cook y Rossdale,1963; Eyre, 1972). Sin embargo,Zanzucchi<1942) (citado por

Cook y Rossdale 1963;Eyre, 1972)habla de la doble concentraciónde histaminaque

tienen loscaballoscon “broken-wind”.

Desde1945, como consecuenciadeun aumentoen la incidenciadel enfisema

en el hombre, seha centradola atenciónsobrelas semejanzasque existen entre el

enfisemaequino y humano,y que no han sido encontradasen otras especies(Cook y

Rossdale,1963).

Algunos autores(Obel y Schmiterlów, 1948), señalanqueel enfisemaalveolar

en el caballoes causadopor un espasmoagudoo crónicode las fibrasmusculareslisas

de los bronquiolosy conductosalveolares.Segúnestosautoresel broncospasmoactua —

cornoun mecanismodifuso “check-valve”, el cual permite la entradade aire en los

espaciosalveolaresperono asísu salida. El alveolosedilata y origina unadificultad

en la nutrición vascular, provocandola rupturade la pared.

Esteconcepto de enfisema enel caballoessemejanteal que existeen medicina

humana,el cual esproducidopor un estado asmáticocrónico (Hinshaw y Garland,

1956; Lister, 1958 citado por Cook y Rossdale, 1963; Cook y Rossdale, 1963;

Gillespie y Tyler, 1969; Eyre, 1972).

Segúnla WHO en 1961, sedefine enfisemaen medicinahumanacomo:

una lesión anatómica caracterizada por un anormal y permanente
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— engrandecimientode los espacios aéreosdistales de los bronquiolosterminales y

acompañadopor la destrucciónde sus paredes”,
-A

Esta definición separa el enfisema de la sobreinflación, que cursa con

-A

engrandecimientodel espacioalveolarsin destruccióndesusparedes(Viel, 1983). El
procesoesfrecuentementesecundarioa unabronquitisobstructiva,particulannenteen

casos alérgicos asociados con broncoespasmoy también a un alto consumode

alimentosricos en triptófano. AlstrÓm y Lauritzson(1953)confirmanreiteradamente

la etiología alérgica.

Cook y Rossdale(1963), clasificaron el “broken-wind” como unaenfisema

alveolar generalizado, que origina obstrucción durante la espiración. Más

recientementeotros autores(Thurlbecky Lowell, 1964) reconocenla existenciade

otro tipo de lesiones respiratoriascrónicas en caballos con signos de “heaves” o

“broken-wind”.

Una prácticainapropiadaes la descripciónanatómicadel “enfisema”, la cual

no puedeser fielmentediagnosticada clínica,funcional6 radiológicamenteencaballos

vivos. La demostraciónde los cambiosenfisematosossólo puedenserdeterminados

específicamente enel examen postmorten(Thurlbeck y col., 1970; Matsuba y

Thurlbeck, 1971). Como Gerbercorrectamenteobservó en 1969 “heaves” es un

síntoma,no unaenfermedad.

Estudios posteriores dentro de la medicina veterinaria, descartan las

denominaciones “heaves”, “broken-wind”o “enfisema” como consecuenciade una
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confúsa definición,aplicacióny descripcióndeestostérminos enfavor de enfermedad

pulmonar crónica obstnictiva (EPCO) másconocidapor las siglas inglesasCOPD

(Chronic ObstructivePulmonaryDisease) (Sasse,1971;McPhersony Lawson, 1974;

Cook, 1976; McPhersony col,, 1978; Littlejohn, 1979). Algunos autorescomo

Micheil y col, (1968) consideraronque eltérminoCOPDes másprecisoparadescribir

el estadoclínico de incapacidad poruna disnea severaduranteel ejercicio.
4-

Actualmenteestees el vocablo másapropiado,ya que describeun complejo

rango de alteracionesrespiratoriascrónicas originadasprimariamenteen el pulmón

(Littlejohn y col., 1979). Así el término crónicoseutiliza paradelimitar la duración

de esteprocesoen el tiempo, y que Gerber (1969) acotó en no más de 3 meses;

obstructivopara describirel bloqueode las vías respiratorias;el términoasí abarca

u,

condicionescrónicasen todos los niveles de las vías respiratoriasbajas del pulmón
desdeel bronquio al alveolo.

Sasse(1971)consideraCOPD aunaentidadespecialmenteclínicay fisiológica,

mientras quela enfermedadpulmonarobstructiva deberíaserconsideradacomo un

síndromeclínico tal y como sugiere Burrow(1981).

COPD esun términomás funcional que patológico. Dentro de éstese puede

incluir el asma,bronquitis, bronquiolitis, alveolitis, enfisema, fibrosisy neoplasias

como causasque pudenromperel intercambiogaseoso normal,el cual determinala

potencialcapacidadpulmonar(Littlejohn y col. 1979).

En la Moderna literatura médicase utiliza el término EPOC (enfermedad
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pulmonar obstructivacrónica) con una idea más funcional que descriptiva(Sasse,

1971). Este términofue utilizado en Américadel Nortepara describirpacientes con

bronquitiscrónica,mietrasque enGranBretañaesutilizadoparadefinir la cronicidad

irreversiblede la enfermedaden las vías respiratorias(Burrows, 1981; Viel, 1983).

Enmedicinaveterinaria, estaterminologíahasidoutilizadaerroneamentedando

la impresiónde que COPD, “heaves” y “enfisema” sonsinónimose intercambiables.

La descripciónclínica del término“heaves” es correctamenteaplicadoa caballoscon

toses y esfuerzo espiratorio, pero no necesariamenteprogresanhacia COPD

(Littlejohn, 1979; Breeze,1977, 1979).

En Gran BretaAa (Simposio Internacional, 1985), consideranque COPD no

cubre todaslas causas deenfermedad pulmonarcrónica, porqueenmuchasocasiones

no seconocen,aunqueparece serque la mitad de los casosdepatologíaspulmonares

equinasobedecierana COPD,

Todo esteconfusionismooriginó queen 1985 el profesorE, Deeganorganizara

en la ciudad de Hannoverun Simposio Internacionalcuyo objetivo principal era

estandarizarla terminologíautilizadaenel campo dela enfermedadcrónicaobstructiva

pulmonar delos équidos,así como la metodologíay la terminologíade los ruidos

pulmonares.De estaforma sediscutieronlas múltiples denominacionesutilizadasen

los distintos trabajosparadescribiresteproceso,tal y como serefleja en la Tabla 1.

La mayoríade los nuevostérminosusadosno tienenunaclarabase fisiológica

(SimposioInternacional,1985).De estaforma Derksen(1991), señalóquemuchosde
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los términos empleadosno son otra cosaque síntomasinherentesal concepto de

COPD. Enestos añosson escasas lasaportacionesfisiopatológicasde este proceso,

si bienañadena la etiologíaalérgica,dietéticae infecciosaunapredisposicióngenética

por defecto de una proteinasérica en detenninadasestirpesde équidos <alpha-1-

antit.ripsina) (Breezey col,, 1977; Beech, 1991; Marti y col., 1991; Marti y col.,

1992).

TABLA 1,- Denominacionesmás frecuentespara definir las alteraciones

nulmonaresen los ¿cuidosoue cursan clínicamentecondiflr.ii1t~H resniratoria

,

DENOMINACIONES AUTORES

[lEA VES Breeze, 1979

BROKEN-WIND Cook y Rossdale,1963

ENFISEMA PULMONAR
EQUINO

Eyre, 1972;
Cook, 1976

ENFISEMA ALVEOLAR
CRONICO

Alexander, 1959;
Gillespiey Tyler, 1969

BRONQUITIS
CRONICA

Cook, 1979;
Marti y col., 1991, 1992

ENFERMEDAD OBSTRUCTIVA
PULMONAR

Muylle y Oyaert 1973;
Gerber, 1986

ENFERMEDAD PULMONAR
OBSTRUCTIVA CRONICA

Littlejohn, 1979;
McPhersony col., 1979ay b

ENFERMEDADDE LAS VíAS
RESPIRATORIASBAJAS

Viel, 1983, 1985;
Winder y col., 1987

ENFERMEDAD
PULMONAR

CRONICA

Breezey col., 1977;
Halliwell y col., 1979;
GrQningy col., 1989;
Kaup y col., 1990b
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Asimismo seha observadoen los últimos cincoañosun avance enel estudio

patogénicode la enfermedaden los équidos. Este desarrolloes consecuencia delos

hallazgos e investigaciones realizadasen el ámbito dela enfermedadpulmonar

obstructivacrónicaen la especiehumana,con la descripcióndeungrupodeentidades:

enfisema,asma bronquial,bronquitis crónicay bronquiectasia.La SociedadAmericana

Torácicapublicó lasbasesde un diagnóstico estandarizadopara diferenciarpacientes

con COPD y con asma,quedandoconstituidoCOPD por una triada histopatológica

(bronquitiscrónica, bronquiolitiscrónicaobstructivay enfisema),queestámásacorde

con lo que ocurre en veterinaria, tal y como señalaBeech en su libro “Equine

RespiratoryDisorders”:enel caballoseproduceprincipalmentepor las interrelaciones

entre la bronquitis-bronquiolitis y el enfisemaalveolar(Beech,1991; Cotrany col,,

1991; Kerrebijn, 1991; Banes,1992).

Este síndrome, EnfermedadRespiratoria Obstructiva Crónica,se presentaen

todoel mundo, la etiologíano estaclaraen muchoscasos,aunqueel medio ambiente

pareceestar relacionadocon el mismo, Los veterinarios ingleses (Eyre, 1972;

Mcphersony col., 1979) lo asociarona una enfermedadreversible de las vias

respiratoriasde los caballosdebido a una hipersensibilidad pormohos que sucede

cuando la alimentaciónes a base deheno y paja, la cual está asociada con una

obstrucción significativade las vias respiratorias(SimposioInternacional,1985),pero

no revelan lapatologíasubyacente (Viel,1983). La mayoríade los autoresaplicanel

términode COPDa todoslos casosobservadosaunqueestáclaroque muchosde ellos
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no tienenunaobstrucciónsignificativade las vias respiratorias bajas.Poracuerdode

la reunión celebrada enHannóver,se consideróque el COPD no es un término

convenienteenestecontexto.El términodeenfermedadpulmonarcrónicafue sugerido

por Deegendurante esteSimposio, como óptimo aunqueestepuede incluirlesiones

del parénquimay de las vías respiratorias(SimposioInternacional,1985).

Por todo ello, el término que mayor aceptaciónha tenido en la décadade los

noventafrentea los de COPD, “broken-wind”, “heaves”,asma,enfermedadalveolar

crónica y neumoníaintersticial atípica,entreotros es el de enfermedadpulmonar

crónica,

Así Cook y Rossdale(1963) y McPhersony col, (1979b)señalanla edadcomo

un factor de riesgo de presentaciónde estosprocesospulmonarescrónicos,situando

La ínáximaincidenciaentre6-10 años. —

Desdeun puntode vistaetiológico, algunos autores(Nuytteny col., 1983)han

observadoel papellimitadoquejueganlosmicroorganismospatógenosen los procesos

respiratoriosde los équidos,determinando unafrecuenciade aislamientobacteriano

semejante,entre los gruposde caballosnormalesy enfermos.

Whitwell y Greet (1984) en lavadostraqueobronquialesy Mair y Lane (1989)

en lavadostraquealesy tejido pulmonarde équidos, hancoincidido enseñalarque al

Streptococuszooepidemicuscomo el microorganismopotencialmente patógenocon

mayor incidenciaen el tracto respiratorioequino.

Las neumonías crónicas del caballo no son un grupo específico de
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enfermedades.Los cambiosprimariamenteintersticialessonvistos en caballoscon

neumopatiasalérgicas, especialmentehipersensibilidadtipo III y con lesiones

puramentevirales (Influenza). En casos avanzadoslos signos sugierenenfisema

pulmonarcrónico, pero la neumoníacrónica aisladapuede causarsignosdisnéicos

típicosdeunaenfermedadpulmonarobstructiva<Gerber,1986citadoporHungerford,

1992).

Posiblementelos problemasterminológicossonuna expresiónde las distintas

etiológiasy múltiplesasociacionespatogénicas,la mayoríade las cualesno estanmuy

clarasen la actualidad(Kaup y col. 1990a).

Paranumerosos autores(Cook y Rossdale,1963; Eyre y col., 1972; Cook,

1976; McPhersony col,, 1979a y b; Grúning y col., 1989; Kaup y col., 1990a;

Madelin y col., 1991) todas estas enfermedades pulmonarescrónicas equinascon

distintasdenominacionestienenunaetiologíapoco comprendida,si bien sólo algunos

(Cook, 1976; Gerber, 1973; McPhersony col., 1979b; Simposium Internacional,

1985; Robinson,1991; Marti y col., 1991) señalanal medio ambientecomo unode

los principales factoresdesencadenantes,

Paraalgunosinvestigadores(HaIliwell y col., 1979; McPhersony col., 1979a;

Eyre y col,, 1982) la etiologíade estosprocesos seríaalérgicacomo consecuencia de

una hipersensibilidaddesarrolladafrentea los mohosdel heno (Micropolisporafaeni

y Aspergillus flimigatus) y para otros como Grtining y col. (1989) seríapor la

exposiciónauna concentracióndepartículasen suspensióncomoconsecuenciade una
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falta de ventilaciónadecuada,Comoseñalanestosy algunos autoresmás(Kaupy col.,

1990a;Robinson,1991; Beech,1991) estosfactoresquedesencadenanenfermedades

crónicas afectannormalmentea caballos estabuladosdurante largos períodos de

tiempo.

Así, Hungerford (1992), recogeun estudio detallado,realizadopor Gerber

(1973) en Suiza, sobre enfermedadespulmonares crónicas, describiendodistintas

manifestacionesy lesiones como:

- bronquiolitis crónica,

- bronquitis crónica,

- bronquitis/bronquiolitis crónicaasmática,

- bronquiolitiscrónicacon enfisemapulmonarcrónicoalveolar,

- neumoníacrónica.

En la bibliografía, hay muy poca informaciónacercade alteracionesde la

región alveolar en el caballo, conla excepcióndel enfisemaalveolar y el asma

bronquial (Alexander, 1959; Gillespie y Tyler, 1969; Kaup, 1985; Kaup y col.,

1990b; Gerber, 1990), y ante estasituaciónterminológicala siguiente víade estudio

se centraráen la revisiónde lasneumoníasintersticiales,en especial aquellasde curso
-A

crónico.
-A
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n- NIEUMONIAS INTERSTICIALES: N.LCRONICAS

.

El estudiode este procesopatológicoha experimentadoun granavance enlos

últimos años, sin embargoson escasaslas referenciasanterioresque centransu

atenciónen las neumoníasintersticiales,sobretodo enéquidos.

El término de neumoníaintersticial ó neumonitises conocidodesde antiguo

pero estamanifestacióndifiere clínica e histológicamentede la que hoyconocemos

(Llorente Lázaro, 1859, 1873).

QuizásCagny y Gobert (1880) realizaronunade las primerasaportaciones,

designandola neumoníaintersticial en medicinaveterinariay más en concretoen el

caballo, como una neumonía crónicaque cursa con una inflamación del tejido

conjuntivoperialveolary perilobular,incluyéndola ademásdentrode las inflamaciones

del pulmóntal y como hoy las conocemos.

Estos autoresdefinen la “neumonía crónicacomo una induracióndel tejido

elástico”, Asimismo, describen macro y microscópicamenteesta enfermedad,

delimitandolas lesionesal tercioinferior de uno o ambospulmones,Estosórganosno

seretraena la aperturade la cavidadtorácica,sino que formanun bloquecompacto

e indurado.Presentanuna coloracióngrispizarra(“induracióngris”) ó blanca,análoga

al del tejido fibroso (“induración blanca”),distribuyéndose ambasalteracionesde
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forma irregular. Estas lesiones son debidas a la transformación fibrosa y

engrosamientodel tejido conjuntivo interalveolar. Lazona sana,presentavesículas

dilatadas (enfisema),observándoselesionesde bronquitis crónica(Cagny y Gobert,

1880).

A principios del siglo XX, son escasaslas aportacionesque serealizan sobre

estetema.En 1901 un patólogoalemán,Lange, describióestalesión patológicacon

el nombre de “bronquitis y bronquiolitis obliterante” en el hombre, con una

cicatrizaciónconstrictivaconsecutivaa bronquiolitis y obstrucciónde la ventilación.

En medicina veterinaria, Fróhnery Zwick (1932) clasifican las neumomas

segúnla naturalezadel exudadoó la extensiónde la lesión, haciendo hincapiéen la

neumoníaintersticial bajola denominaciónde “induración ó esclerosispulmonar”;

histopatológicamente describen unas neoformaciones noduliformes,difusas ó —

circunscritasde tejido conjuntivoen el pulmónentrelos distintosalveolosy lobulillos,

y alrededorde los bronquios. Asimismo, incluyen la dilatación de los bronquios

aferentes (bronquiectasias)y alveolos sanos (enfisema)como consecuenciade la

infiltración de tejido conjuntivo. Estos autores señalanen la especie equina la

presenciade neumoníalardácea,caracterizadapor nódulosde aspectosarcomatoso

semejanteal tocino.

Quizásunadelas aportacionesmásrelevantesenveterinariaseala realizada por

Nieberle y Cohrs (1967), los cuales situanla inflamacióncrónicadel pulmónen el

septoalveolary el tejidoperibronquial;másconcretamenteen el tejido intersticial,el
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cual lo divide en: tejido conjuntivo peribronquial (y periarterial), interlobular e

intralobulardel alveolo y septo.Así distinguentres tipos de inflamaciones:

- Neumonía intersticialperibronquial, que generalmentetambién agrupa a la

peribronquiolar.Siempresedesarrollacon bronquitisy bronquiolitis.Su origensuele

ser viral, aunque tambiénsehan dadocasossemejantesporuna etiologíaparasitaria.

La inflamación es generalmentede tipo celular y hay una infiltración de linfocitos,

células plasmáticase histiocitos, los cuales forman gruesascapas alrededordel

bronquio (peribronquitisnodosa).La fibrosis peribronquialsedesarrollaen casos

crónicos.

- Neumonía intersticial interlobulillar, que se extiende al tejido conjuntivo

intersegmentale interlobulillar. Normalmentese asociana neumoníasalveolares~

particularmentea las de tipo fibrinoso (neumoníadel transportey pleuroneumonía

contagiosadel bovino, asícomo la neumoníafibrinosade ovejasy cabra).La pleuritis

sepresentafrecuentemente,y estaasociadaconun engrosamientosubpleuraldel tejido

conjuntivo, el cual secontinuacon el septo interlobular.

- Neumonía intersticialintralobulillar: Afecta al septo alveolary a los capilares

interalveolares,Se presentauna infiltración acinar y del septo principalmentepor

histiocitos, linfocitos y células plasmáticas.Ocasionalmentese observanun gran

numerode neutrófilosy sobretodo de cosinófilos.

En los añossetentadestacaun trabajodegranimportanciaen el que serealiza

un estudioen matadero,sobre laincidenciade la neumoníacrónicaintersticial enla
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población equina de Suiza, señalandoun valor más alto del que cabría esperar

clínicamente (Gerber, 1969, 1973); este hecho fue corroboradopor Winder y

Fellenberg(1987) y Grtining y col. (1989), los cualesseñalanunainflamación severa

y crónicade la porciónrespiratoria,no necesariamente acompañadapor disnea;por

tantoambosprocesos debentenerdistintapatogenia.

Liebow (1975) realizala primera clasificaciónde las neumonías intersticiales

en medicinahumana,ateniéndosea criterios histológicos,y así las divide en:

- Neumoníaintersticial usualó clásica.

- Neumoníaintersticial clásicacon bronquiolitis obliterante.

- Neumoníaintersticial descamativa.

- Neumoníaintersticial linfoide.

- Neumoníaintersticial de células gigantes. —

Dichosprocesosno son patognomónicosdeningúnfactoretiológico específico. —

Es importante destacarla proliferación atípica del epitelio en neumonías

intersticialescrónicas,especialmentecuandosonfocales,y parecenserprecursorasde

adenocarcinomasperiféricosde pulmón (Zatuchni y col,, 1953; Beavery Shapiro,

1956; Meyer y Liebow, 1965) en el hombre.
4-

Sin embargoes a partir de los años 80 cuando encontramoslas primeras

referenciasque profundizan en las neumonías intersticiales humana y equina

considerandoalgunasde las causas, asicomo los aspectoshistopatológicosmás

destacados.
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La mayoríade los trabajossobreneumoníasintersticiales se refierenal hombre

ó modelosexperimentalessobreenfermedadeshumanas.Lapreocupaciónen medicina

veterinariase centraen problemasbronconeumónicos,los cuales originangraves

pérdidaseconómicas.Sin embargo,la neumoníaintersticialcomprendeunaproporción

significativade lasenfermedadesanimales espontáneas,particularmentelasproducidas

por infecciones,tóxicosó alergenos(Dungworth,1982; Buergelty col,, 1986).

El principal problemaque nos encontramoses que la neumoníaintersticial

espontáneaen los animaleses generalmente demasiado fragmentariaen relación a

rasgosclínicosy diagnósticos(Dungworth, 1982),

En Australia, se ha descrito una neumonía crónicasupurativaintersticial en

caballos alimentadoscon croton (Eupatoriumadenophorum) (Buergelty col., 1986;

Winder y col. 1988; O’Sullivan, 1979).

Neumonía granulomatosacrónica fibrosantecausadapor la inhalación de

silicatosha sido observadoen los caballosque trabajabanen las minasde California

(Schwartzy col., 1981),

Destacadaimportancia tienen los efectos hepatotóxicos delos alcaloides

pirrolicidínicos de plantas como Senecio sp.; estos agentestambién tienen un

significativo efectoneumotóxicoy sonproductoresde neumoníaintersticial agudaen

los caballos (Jonesy Hunt, 1983 citado por Dixon y col,, 1992;Dungworth, 1985).

Asimismoseha observadoneumoníaintersticial aguday edemade pulmónen

un caballo (Lindley, 1978 citado por Dixon y col,, 1992), como consecuenciade la
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ingestión de menta púrpura (Perilla frutescens);este hecho ha sido confirmado

experimentalmentepor Breeze y col. (1984), señalandoque estaplanta poseeun

potenteagenteneumotóxico,el cual esselectivoparadañarel alveolo.

Es sin duda Dungwoth (1982),el artífice de establecerlas basesgenéricasde

las neumoníasintersticiales espontáneasen los animales domésticos(perro,gato,oveja

y animalesde experimentación);ademásseñalaque frecuentementela naturaleza

específicade las lesiones,obliga a consideraruna granvariedadde posiblesagentes

causantes;para este autor las infeccionessistémicasson mayoritáriamente,causas

espontáneasde neumoníasintersticialesen los animales.

En el caso delas neumonías intersticialesde los équidos, señalaesteautor la

escasezde referenciasbibliógraficasexistentesenrelacióna estetema.Existeunafalta

de designaciónmorfológica completa y satisfactoria sobre los cambios en la

enfermedadpulmonar intersticial.Dos términos son mayoritariamenteutilizados:

neumoníaintersticial (Liebow, 1975)y alveolitis difusafibrosante(Scaddingy Hinson,

1967), El primeroes el másapropiadoenpatologíaveterinaria,ya que cubreaspectos

morfológicos, etiológicosy patogénicos.

El término de alveolitis fibrosanteha sido utilizada convencionalementeen
4-

patologíahumanapara designaralteracionesen el parénquimade causadesconocida,

sin embargono sehausadoenenfermedadespulmonaresintesticiales delos animales

(Spencer,1975; Dungworth, 1982).

Lasneumoníasintersticialeshansidoclásicamente definidas comocondiciones
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inflamatorias crónicas, en las cuales hay predominantemente,una respuesta

proliferativa en la pared alveolar y tabiques interlobulillares (Liebow, 1975;

Dungworth, 1982).

4-

Un estudiomásprofundoen medicinahumanaha desveladouna lesiónaguda,

caracterizadaporuna faseexudativa intraalveolarla cual se continuacon unarápida

respuestaproliferativa y fibrótica (Katzensteiny col,, 1976). Esta lesión pulmonar

agudaen el hombre,puedeestarcausadao asociadacon grannúmerode situaciones

desencadenantescomo virosis severas,sustanciasquímicas (alta concentraciónde

oxígeno,bleomicina...),pancreatitis aguda, shocky septicemia.

Clínicamente,el rasgocomúnen el hombrees el síndromedistressrespiratorio

del adulto paradistinguirlo del neonatal (Pettyy Ashbaugh,1971; Pratt,1978 citados

por Dungworth, 1982). En medicinaveterinariaes másapto referirseal síndrome

respiratoriodistressagudo(SRDA), sin distinguir la forma adultade la neonatal; este

procesosecaracterizapor unadisneadepresentaciónrepentinay estaría representado

clínicamente en el caballo por el COPO (Breeze y Carson, 1982 citado por

Dungworth, 1982).

Patogénicamente,la neumoníaintersticial resulta deun difuso y desigualdaño

al septo alveolar. La ausenciade lesión alrededorde las porciones conductoras

distingue las neumoníasintersticiales de las bronconeumonias,Las lesiones se

distribuyen ampliamentea través de los pulmones, congran implicación de las

regionesdorsocaudales,hechoque contrastacon la distribucióncraneoventralen las
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infeccionesbronconeumónicas(Dungworth, 1982).

No sesabeporquelas neumonías intersticiales,ya seande origen hematógeno

o aerógeno,son frecuentementemás severasen las regiones dorsocaudalesdel

pulmón. Se piensaque las zonasmenosventiladasy perfiindidassonlasventralestanto

en el hombre como en los animales (Dungworth, 1982). Este hecho ha sido —

comprobadoen el caballo por algunosautores(Masony col., 1983; Amis y col.,

1984; Dobson y col. 1985; Rose, 1987; Pascoe,1985; Winder y van Fellenberg,

1987), lo quejustifica la mayor vulnerabilidadde estas áreaspulmonares.

Histológicamentelas neumoníasintersticialesenveterinariapuedenseragudas

y crónicas,tal y comoseñalaDungworth(1982).Larespuesta inflamatoriatiene lugar

predominantementeen la paredalveolary tejido intersticial del pulmón.

Las neumoníasintersticialesa2udas,tienenuna faseinicial en la cual el rasgo

másobvio es la presenciade exudadoen el lumen alveolar;éstaes la principal razón

parael uso alternativodel términoalveolitis difUsa y la designaciónde “atípica” sobre

todo en el ganadobovino (Dungworth, 1982, 1992;Jubby Kennedy, 1990).

La lesión aguda secentraen las célulasendoteliales delalveolo/capilary células

epiteliales tipo 1. Observándosealveolos llenos de un exudado serofibrinoso; y

congestióny edema delas paredes. Lafibrina y detrituscelularesse condensanpara

formar membranashialinas en los espaciosaéreos.Hay normalmenteleucocitosy

globulosrojos en el exudadoalveolary en el intersticiose localizanmayoritariamente

célulasmononucleares.Posteriormente,seproduceunarápidaproliferaciónde células

40



-A

-A

REVISIÓN IIIIILIÓORAPICA

epitelialestipo II (fase proliferativa),en la cual es comúnobservarnidos sincitiales y

células individuales atípicasde gran tamaño, forma anormal y basofilas. Estas
a

imágeneshan sido algunas veceserroneamenteinterpretadocomo una proliferación

neoplásica.Finalmenteseproducela diferenciaciónde los neumocitostipo II a tipo

1 (Dungworth, 1982).

Se puedenevidenciar algunosaspectoscomplementariosa la respuestaepitelial

que seproducen comoconsecuenciaal daño alveolar:

- alveolostapizadospor célulasderivadasde las célulasepitelialesbronquiolaresno

ciliadas (Nettesheimy Szakal, 1972 citado por Dungworth, 1982);

- metaplasiade células tipo II de forma ciliada, escamosaó células tipo fetal

(Adamsony Bowden, 1979);

- proliferacióndecélulastipo II comorespuestaa efectostóxicosdel 60-100%oxígeno

(Dungworth, 1982);

- posibilidad de que células epiteliales alveolaresejerzan algún control sobre [a

proliferación de fibroblastos(Hascheky Witschi, 1979 citado por Dungworth,1982);

- ocasionalmentese puedanproducir tumores bronquioloalveolaresen el hombre

(Liebow, 1975) y animalesde experimentación(Dungworth, 1982).

La mayoríade las neumoníaintersticialesagudas delos animalesseresuelven

dejandouna cicatriz.

La inflamación progresivacrónica no es frecuentemente encontradaen los

animales;aunqueesel tipo de neumoníaintersticialen el hombre,queha recibidomás
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atención (Scaddingy Hinson, 1967; Liebow, 1975; Carringtony Gaenster,1978).La

inflamación crónica está normalmenteasociadacon una persistenciao repetida

exposición a los agentes causales. Frecuentemente los procesos

etiológicos/inmunológicossonconocidosó se sospechaal menosparcialmentede sus

mecanismospatogénicos. —

Los rasgos centrales de neumonía intersticial crónicason acumulación

intraalveolar de varias células mononucleares (principalmente macrófagos),

proliferacióny persistenciade célulastipo II alveolaresy engrosamenientointersticial

con acúmulode célulaslinfoides y tejido fibroso. La hiperpíasiade fibrasmusculares —

lisas en los espaciosaéreos,seobservanen casosavanzados(Dungworth, 1982).

La neumoníacrónica del hombrecon estos aspectoshistopatológicosha sido

a’

denominados“neumonía intersticialusual’ (NIU) por Liebow (1975). Aquellasque
presentanotros rasgos diferencialeshan recibido distintas denominacionescomo

“neumonía intersticial descamativa”, “neumonía intersticial linfoide”, “neumoma

intersticial con bronquiolitis obliterantefibrosa” y “neumonía intersticialde células

gigantes” (Liebow, 1975).

Dentro de la patología respiratoriahumana existen tres trabajos de gran

importancia,los cualescentransu atenciónen los datos clínicosy aspectospatológicos

de las neumoníasintersticiales. De igual forma encontramosuna gran confusión

terminológicasobreestetema.

Fue Davison(1983)el primero en describiry denominara este procesocon el
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término de “neumonitis criptogénica organizada” (NOC),por la combinación de

hallazgosclínicos y patológicosy la ausencia deun agenteetiológico concreto; sin

embargocoincideexactan-lentecon las observacionesque hizo Langeen 1901 y que

recogióbajo el términode “bronquitis y bronquiolitisobliterante” (BO). Este describió

un rasgo histológico caracterizadopor la presenciade pequeñosnidos de tejido

conjuntivo enlos espaciosaéreos,que indicanunaorganizacióndel exudadoexistente

por fibroblastos y capilares de las paredesalveolares. Algunasde las lesiones

microscópicasobservadasincluían: fibrosis intraalveolar, células intraalveolares,

fibrosis intersticial y células inflamatorias intersticiales (linfocitos y células

plasmáticas,así como también algunos neutrófilosy eosinófilos). La alteración

histológicabásicaestacentradaen la regiónalveolar,

Eppler y col., (1985) revisaron2000 casosde biopsiaspulmonareshumanasy

observóque 94 de ellos conteníanla palabra BO,y de ellos 50 no tenían causa

señaladay los cambiospatológicosobservadosdeneumoníaorganizadaerandescritos

bajo el término de neumoníaorganizadabronquiolitisobliterante(NOBO).

El modelo histológico era igual que el descrito por Davison en neumonía

organizadacriptogénicadel hombrey tambiénoriginalmentedescritos porLiebow y

Carrington(1969) como neumoníabronquiolointersticial.

Geddes(1991) señalaque numerosospatólogoshumanosdescribenalgunos

modelos de respuestasen los pulmonesfrente a lesiones: bronquiolitis con ó sin

obliteración, e inflamaciónintraalveolary fibrosis. La forma fue descritacomo un
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rasgocomúnen infeccionesy fue encontradacon bronquitis y bronquiectasias,pero

ocasionalmentesucedenaisladas,El modelo, mástarde, fuenormalmente vistoen el

contextodela neumoníainfecciosaorganizada,y ocasionalmenteoriginacambiosque

se extienden hacia laspequeñasvías respiratorias.Su estudiose cenú-a en las

alteracionesde la porción conductorade las vias respiratoriasbajas, y lo encuadró

dentrode la denominación de “bronquiolitis obliterante”(BO).

Considerando las tres manifestaciones descritas en medicina humana

conjuntamenteBO (La.nge, 1901; Geddes, 1991), NOC (Davison, 1983) y NOBO

(Epplery col., 1985), emergendosgrupos depatologíaspulmonares:el primero son

enfermedadesde las vías respiratoriasbajasy alveolosnormalesy el segundogrupo

se correspondeconalteracionesde los alveolosque presentan tejidode granulacióny

se extiendevariablementehaciala porciónconductora. —

Sin duda fue Turk y col. (1985) el primero en describir una neumoma

intersticial agudacomo alveolitisfibrosanteen un caballo, señalandola dificultad de

alcanzar una conclusión sobre su etiología. Según este autor las lesiones son

semejantesa la influenzahumana,aunqueel título quepresentabaparamixovirus por

fijación de complementofue 1/20, insuficientepara adscribirlela lesión,

Otros autoreshan señaladofibrosis del septo alveolar, y epitelizacióndel
-e

alveolo con discreta inflamaciónmononuclear,como consecuenciade bronquitis y

bronquiolitisen los équidos(Ing, 1985).

Lesionesalveolares hansidoobservadasen caballoscon COPDsevero,en los
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queaparecíaprincipalmente enfisema alveolar.Enanimalesconbronquitis/litiscrónica

se observóunaalveolitis fibrosante,infiltración de célulasmononuclearesincluyendo

fibroblastosy mastocitos.Ademásseapreciaronáreasdereepitelizacióndeneunlocitos

tipo II y acúmulo demacrófagosalveolarescon fagocitosisdel surfactantedurantela

secrección(Kissler, 1980; Kaupy col., 1985).

La aparienciafocal de la alveolitis fibrosantedebeser la razónpor la quesólo

algunos autoreshan mencionadocambios semejantesen caballoscon enfermedad

pulmonarcrónica (Sasse,1971; Nicholís, 1978; Schoony Deegen,1983 citado por

Kaup y col., 1985).

En 1986, Buergelt y col., realizaron un estudio retrospectivosobre la

enfermedadpulmonar proliferativaintersticial de los équidos, profundizandoen el

temamedianteun completoanálisishistopatológicoy microbiológico.Señalan algunos

aspectoshistológicos diferencialesde los expuestoshastaahora, como necrosis

coagulativa dela pared alveolar,con hemorragiafocal alveolar y edemaen la fase

aguda.En casos crónicos, no hay presenciade trombos,pero si de hiperpíasia

fibromuscularde las áreasmenos afectadas;también existe un engrosamientoe

hiperpíasiadel epitelio bronquiolar y algunasveces el lumen de estos bronquiolos

contienen: neutrófilos, macrófagos,detritus de célulasinflamatoriasy mucina. En

algunosanimaleslas paredesbronquiolarespresentanacúimulosde linfocitos. Existen

muchasáreasde reemplazamientodel alveolo porcolágenoy una fuerte fibrosis del

septointeralveolar. Asimismoesteautorestimaunaincidenciadel 70 % de neumomas
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intersticialesen animalesmenoresde un año.

La mayoríade los autores (Dungwoth,1982; Buergelty col,, 1986; Winder y

Fellenber, 1987; Winder y col,, 1988; Marcato, 1990) coincidenen la descripción

macroscópica delos pulmonescon neumoníaintersticial: son órganos que no se

colapsana la aperturade la cavidadtorácica; presentanuna consistencia compacta,

casicarnosa,más prominenteen la región del hilio que en las áreasperiféricas.El

parénquimamuestraunaalternanciade áreaspálidas blancoamarillentasy áreasde

color púrpura. Faltan fenómenos exudativos bronquiales evidentesy lesiones

enfisematosas.

ParaWindery Fellenber(1987) la incidenciade este procesoesde un 15,6%

e histológicamentediferenciantres tipos de neumoníasintersticiales:

a

- Neumonía crónicagranulomatosa broncointersticial,
- Neumoníacrónicadifusa broncointersticial,

- Neumoníacrónica focalintersticial.

Estosmismosautores(Winder y col., 1988)señalaronla escasaincidenciade

la neumoníacrónica intersticialen el caballoy describen2 casosinusuales: neumonía

broncointersticialgranulomatosasemejantea los casos reportadosde neumonítis

hipersensible enel hombre y neumoníaintersticial con bronquiolitis crónica, con

etiología, posiblemente,de hipersensibilidaden caballos.

Estasneumoníasintersticialescrónicascono sin granulomasestanpresentesen

todoslos casosdeneumonitishipersensible,y la fibrosis intersticialesel cambiomás
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obvio del estadocrónicode la enfermedad(Reyesy col., 1982;Windery col., 1988).

Un estudioinmunocitoquimicocon inmunoglobulinassobrelasneumonitishan

puestode manifiesto unaumento deIg A, Ig G (Fc) y Ig O (T) en célulasplasmáticas

y macrófagos;esteaumentosecentraalrededordelos vasossanguineosy bronquiolos,

semejanteal encontradoen COPDde los équidos(Winder y Fellenber, 1986, 1987;

Windery col., 1988), En los tejidosdañadosse apreciannumerososmacrófagoscon

material fagocitadoy los complejos inmunológicosprobablemente contribuyana la

fibrosis pulmonar (Dungworth,1982; Winder y col., 1988).

Uno de los libros clásicosde medicinaveterinariaDahmey Weiss (1988),

incluye las neumonías intersticialesdel caballo, dentrode un procesorespiratorio

denominado “Tos del Hipódromo”, desencadenadopor un virus del género

Orthomyxovirus,y dando lugar a las formascrónicasde neumonía;en estemismo

grupo seincluyenlas neumonías atípicasde los bóvidos,de origenalérgico producido

por hipersensibilidadal Actinomices termófilos; asícomo el maedi ovino,originado

por el virus del Visna-Maedi.

Marcato(1990) indica que los caballosafectadostienenfrecuentemente entre

3-6 mesesy manifestansignos de dificultad respiratoria, insensible a la terapia;

asimismo señala la dificultad de atribuirle una etiología concreta y de ahí la

denominaciónde neumonía intersticialcriptogénica semejanteal hombre y a la

neumoníaintersticial atípicacriptogénica delternerode cría intensiva,

Cordiery col, (1989) enuna revisiónde 16 pacientesconfirmanla distribución
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alveolardelas alteraciones.Todos los pacientesmostraronalgungradode inflamación

intersticial y fibrosis.

Miyagaway col. (1991) señalaronla presenciade eosinófllos enel materialde

biopsia de algunos pacientes.Las vías respiratoriasbajas estabanrelativamente

afectadasen este procesoy los alveolos teníanmuchos rasgos en común con

NOBO/NOC, si bien con un gran predominiode eosinófilos.

En todos los artículos demedicinahumanarevisadospor Geddes (1991),los

vasos sanguíneoseran escasosy no habíaevidenciade infecciónmicrobiana,

Du Bois y Geddes(1991) confirmanla existenciade 2 entidadesclínicamente

distintas,pero con aspectoshistológicossemejante: bronquiolitisobliterante(BO) y

neumoníaorganizadacriptogénica(NOC) ó neumoníaorganizada bronquitis obliterante

(NOBO). La imagenhistopatológica coincidecon la descrita anteriormentepor otros

autores,si bien señalaque laobliteraciónde las vías respiratoriasbajaspor fibrosis

madurano ha sido descrita.

Los rasgos patológicos de NOBO coinciden con los de una neumonia

organizaday sonpoco específicos.Hay algunaconfusiónacercade la utilización del

términoNOBO. Algunasvecesse aplicaa procesoscon causaconocida.El hechode

que el mismo modelo sucedacomo resultadode causasmuy diferentestales como

infecciones y drogas, presentandosemejantesalteraciones deltejido conjuntivo,

confirmanque NOBOno esunaentidadclínicopatológicaaisladasinouna forma de

respuestapulmonarfrentea distintosinsultos, Actualmenteseaplicaestetérmino con

48



a

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

— carácterrestrictivo a aquelloscasosde causadesconocida(Kitaichi, 1992).

Uno delos tratadosmás importantes de patologíahumana(Cotrany col,, 1991)

estableceunadivisión amplia de los procesos respiratoriosdel hombre:

1.- Por una partedescribenun grupo de enfermedadesque cursanconobstruccióna

cualquiernivel de las vias respiratorias:ENFERMEDADESOBSTRUCTIVAS.

2,- Por otro lado, agrupa aquellosprocesosque cursancon una disminuciónde la

capacidadpulmonar, que afectan al parénquima alveolar: ENFERMEDADES

RESTRICTIVAS.

Es enesteúltimo puntoseencuadranlasenfermedadespulmonaresintersticiales

difusas. Segúnestos autores la manifestaciónmás precoz de todas ellas es una

alveolitis, esdecir, una acumulaciónen el interior de las estructurasalveolaresde

célulasdescamadase inflamatorias.

Barkerville y col. (1992) realizan un estudio experimentalcon monos rhesus

mediante la inoculación del virus de inmunodeficienciadel simio. Los resultados

mostraron que un 20 % de los animales desarrollaronuna neumoníaintersticial

caracterizadaporunainfiltración difUsa del pulmónpor linfocitos, célulasplasmáticas

y otros elementoslinfoides, que siguiendo la clasificación de Liebow, incluyeron

dentro de las neumoníasintersticialeslinfoides. Pareceserque estetipo neumónico

tieneunaconexióncomplejacon los linfomas,y que estárelacionadocon infecciones

virales y fenómenosinmunológicos.

Quizá, una de las últimas aportaciones,en el campo de las neumomas
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intersticiales de équidos, haya sido un caso de enfermedadintersticial aguda

eosinofílica en un poni (Dixon y col., 1992). El animal presentóuna alteración

respiratoriasevera,típica deunaneumoníaintersticialaguda(alveolitis>,caracterizada

por una exudaciónmasivade un fluido rico en eosinófilos,que procedíade las vías

respiratorias bajas.No hubo evidencia deparasitosis,y sí parecíateneruna etiología

inmunitaria. Estehechofue comprobado,ya que el animalno respondíaal tratamiento

con antibióticosy sí a los corticosteroides,Casossemejanteshan sido descritosen el

hombrepor Carringtony col. (1969),Fox y Seed(1980) <citadospor Dixon y col,,

1992) y Selmany Barrios (1991), como neumoníaeosinoflhica aguda mediadapor

reacción inmune;sin embargo,su causaetiológicapermanecedesconocida.

En la actualidad, las investigacionesen medicinahumanase centranen las

4-

diferentesentidadesdescritascomo neumonías intersticiales;suestudioserealizacon
técnicassofisticadastanto clínicas (tomografia computerizadade alta resolución y —

scanning)comopatológicas (hibridaciónin situ e inmunocitoquimica,entreotras).Son

escasoslos trabajospublicadosal respecto(Selmany Barrios, 1991; Nishimuray col.,

1992; Honmay col., 1992; Usui y col., 1992); uno de los más sobresalienteses el

realizado por ¡Tonina y col. (1992), que establecencriterios clínicos y patológicos

sobre la neumoníaintersticial idiopática.Así divide a estapor su cursoclinico en

aguday crónica. Posteriormentey por los hallazgospatológicos,las agrupanen dos

tipos: neumoníatípica y atípica. Enel tipo agu4Qestan presenteuna alveolitis con

marcadoedemae infiltración celularde la paredalveolary formaciónde membranas
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— hialinas. La forma típica de la neumoníacrónica sólo presentacambios patológicos

clásicos de neumonía intersticial y/o fibrosis representadapor la imnágen de
-e

“honeycomb” (panalde abeja).La forma atípicatiene amboscambiosintersticiales,

formación de una cicatriz interalveolary fibrosis, secundariamentese origina un

enfisemabulloso. Sin embargotodavía permaneceobscurala continuidadentre el

curso agudoy crónico.

En la actualidadDungworth (1992) mantienela división de las neumonías

intersticialesen agudasy crónicasque realizó en1982 en los animales domésticos,si

bien contempla algunos trabajosrealizadosen patologíahumana,haciendoespecial

hincapié en algunos factoresque estimulan o inhiben la síntesisde colágenoy la

proliferación fibroblástica. Enel caso delas neumonías intersticiales crónicas,

establecedistintas categorías,según la etiología del proceso que provoca dicho

proceso.

Un hechoimportante,aportadoporesteautorha sido el establecimientode la

neumoníabroncointersticialpor primera vezen veterinaria,comouna entidadaislada

tanto de los procesosbronconeumonónicoscomo intersticialespropiamente.

Como vemosla mayoríade los estudiosactuales secentranen el campode la

histopatología humana,y abarcana un grupode entidadesmorbosasque tienen como

patrón histológicocomún en su fase fmal la fibrosis pulmonar. Es por ello, que

dedicaremosla parte final de nuestro estudio,a la revisión de este procesoy a su

conexióncon proteínas dematriz extracelular.
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Iii.- FIBROSIS PULMONAR

.

Esteapartadode la revisión bibliográficase centra en la fibrosis pulmonarque

se produce en el transcursode la neumoníaintersticial, Ambas entidadeshan sido

ampliamenteestudiadasen medicinahumanay asínos encontramoscon quela mayoría

de las referenciasy los últimos avancesde estos procesospatológicosserefieren a

enfermedades pulmonaresdel hombre o modelos experimentalesen animales de

laboratorio.

Desdehacetiempose conoceun grupo de enfermedades humanasde etiología
St

incierta, las cualespredisponena una fibrosisalveolarintersticial crónica,Estastienen

un inicio normalmentesubpleural y se encuadrandentrode las enfermedadesdel

colágenoentre las que se incluyen la “enfermedadreumatoide”,“dermatomiositis”,

esclerosissistémicaprogresiva”,“lupus difuso eritematoso”,“pulmón de Hamman-

Rich”, “alveolitis esclerosante”y “neumoníaintesticial usual”, entreotras (Hammany

Rich, 1944),

Pratt (1958) fue el primer médicoen relacionarlos cambiosque se producían

en el parénquimapulmonardespuésde la administraciónterapéuticade oxigeno,

observandolas mismas lesionesen pacientesque moríande causasmuy diferentes.

Uno de los primeros cambios que aparecíanfue la congestiónde los capilares
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alveolares,seguida deuna proliferación capilary ocasionalmentede una fibrosis

intersticial.

Asimismo, Cederbergy col. (1965) observaronque aunquela presenciade

membranas hialinasno es un signo patognomónicode la intoxicación por oxígeno,

considerana estecomo un hallazgo inicial y típico en pacientessometidosa altas

concentracionesde oxígeno.

Según algunos autores (Auerbach y col., 1952; Liebow, 1975) en procesos

agudos quecausanlesiónpulmonar, yaseande causaconocida(exposicióncontinua

a altasconcentracionesde oxígeno,mercurio, óxido de cadmio,dióxido de nitrógeno

y radiaciones,así como tambiénen neumoníasagudaspor bacterias,virus, ricketsias

y protozoos)o no, el epitelio alveolarpuedeserdestruidopor completoo en parte, y

el endoteliocapilaralveolar sufrirdiferentesgradosde alteración.

En el hombre,duranteestafasetempranade lesión,el lumen alveolar serellena

con plasmacomo consecuenciade la lesión vascular,produciéndoseposteriormente

presenciade fibrinógeno en luces alveolaresque se solidifica, organizay origina la

formación de membranashialinas (Auerbach y col., 1952), Acompañandoa estas

alteraciones,existeun grannúmerodeneumocitosgranularesdescamadosen la luz del

alveolo; el intersticio de las paredes alveolaresseinfiltra con linfocitos incluyendo

centrosgerminales,eosinófilos,célulasplasmáticasy una pequeñacantidadde tejido

conjuntivo fibroso. La arquitecturaalveolar está alteraday la muertedel individuo se

producíarápidamentecomo consecuenciade una insuficienciarespiratoria(Spencer,
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1975).

Este proceso inicial recibió la denominación de neumonía intersticial

descamativa(NID) por Liebow y col. 1965.

En aquelloscasosen los queel individuoo el modeloexperimentalsobrevivían,

se presentabauna rápidaorganizacióndel exudadofibrinoso intraalveolar por un

proceso análogoa la incorporacióndel trombo mural a la íntima de la pared de los

vasossanguineos.Las paredes delos alveolos sufrían un engrosamiento,llegando a

producir en algunas zonasuna total obliteración del espacioalveolar, Los capilares

supervivientesestanmuy dilatadosperoel lechocapilar aparecíadisminuido,Algunas

paredesalveolareserandestruidasy como resultado aparecíanáreasenfisematosas,El

número de fibroblastos aumentabaprogresivamenteen el intersticio alveolar. Los

St

neumocitostipo II granulares seregenerabany cubrían la superficie de la masa

contráctilde fibrina, mientrasque la hendidura originada por lacontracciónde la masa

de fibrina intralveolar estabaocupada por células potencialmentefibroblásticas,

Temporalmentequedabauna pequeñaplaca de tejido fibrosoen el intersticio de la

pared alveolarcomo restos de la reorganización(Auerbachy col., 1952; Spencer,

1975). —

En la fibrosis pulmonarintersticial seproduceun estadopersistentede edema

alveolarintersticial,Esteedema crónicoproduceun engrosamientoy fibrosisdel septo

interlobulillar, asícomo tambiénla dilataciónde los vasoslinfáticos,En la mayoríade

los casos de fibrosis alveolar establecida, loscambios resultanen parte, como
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St

consecuenciade ambosprocesos:la presenciade edema crónicoy la fibrosis, aunque
el mecanismo responsablede estoscambiosse desconoceen muchoscasos(Spencer,

St

1975),
-A

La mayoríadel exudadofibrinoso es eliminado sin residuos, por enzimas

— fibrinolíticas. Algunas de estasson liberadas por la desintegraciónde neutrófilos y

células macrofágicas,especialmente siel exudado ha resultadode unaneumonía
St

bacteriana.En el hombrese ha observadoun incremento dela incidenciade fibrosis

pulmonar intersticial en los últimos años como consecuenciade una incompleta

resolución de exudados neumónicos,causados porla inhibición de la respuestade

célulasinflamatoriastras un tratamiento antibiotico (Auerbachy col., 1952; Spencer,

1975).

En general,el agente causal que produceel exudadointraalveolar alcanzael

pulmón vía aerógena,sin embargoen ocasionespuede llegar ala pared alveolar por

la sangre(vía hemática). Estosucedeen algunos procesoscomoel síndrome urémico

o la fiebrereumáticaagudacomo respuesta inmunológica alestreptococo1~ hemolítico,

exposición a paraquanto bleornicina, En estas condiciones,se produce una gran

cantidadde exudadointraalveolar rico en fibrina, que llenala luz alveolar, Ademásel

tejido conjuntivo seextiende hacia el interior de los conductosalveolares y los

bronquiolosrespiratoriosdistalesproduciendobronquiolitis obliterante,hechoque ya

fue descritopor Masson ycol, en 1937 (Spencer,1975; Adanisony Bowden, 1979).

A raiz de estas observaciones,Liebow (1975), señalaun tipo de neumonia
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intersticial con bronquiolitis obliterante,caracterizadapor la organizaciónde placas

fibrosas intrabronquiolaresen el curso de una neumonía intersticialusual,Epplery col.

(1985)recogencambioshistopatológicossemejantesdentro deltérminodebronquiolitis

obliteranteconneumoníaorganizada,Sin embargo,loshallazgos posterioresrealizados

con microscopiaelectrónica, sugierenquela organizaciónconjuntivadelproceso debe

empezaren estructurasdistalesa los acinis más queen los bronquiolos (Kawanamiy

col., 1982; Fukuday col,, 1987).

Otras lesionespulmonaresinfrecuentes,causan grados variables defibrosis

intersticial pulmonar, son la neumoníaintersticial linfoide (N.I,L) y la neumonia

intersticial de célulasgigantes (N.I.C,G) (Liebow,1975; Spencer,1975).

Una de las alteraciones intersticialesdel pulmón queha acaparado mayor

atenciónen los últimos años,ha sido la fibrosis pulmonaridiopática(FPI) del hombre

de causadesconocida.En este sentido la neumoníaintersticial usual (N.I,U.) en

medicinahumana,ha sido definida como unalesion difusapulmonarla cual finaliza

con fibrosis intersticial, envolviendo a los bronquiolos respiratorios, conductos

alveolaresy primariamente alos alveolos(Spencer,1975);esta seencuadraen el grupo

de enfermedadesdel hombre decausadesconocida que cursan confibrosis alveolar

intersticialcrónica (neumoníasintersticiales crónicas).

Spencer(1975) señalóen el cursode algunosprocesospatológicostalescomo

abscesos pulmonaresy tuberculosis caseosa quese produceunacicatriz fibrosa, Pero

incluso en estasalteraciones,dondeel daño final esamplio, la lesiónes menor que la

56



St

St

REvISIÓN BIBLIOGRÁFICA

St

originadaen la fibrosis alveolarcomosecuelade neumoníasintersticiales.Por otra

— parte un menor gradode lesión pulmonarpuedeoriginar la destrucciónde la pared

alveolar, dando lugaral enfisema,No es infrecuentepor tanto, encontrarpequeñas
a

áreasfocalesde pulmón enfisematoso, como consecuenciade una fibrosis intersticial

alveolar.

La fibrosis pulmonar idiopática(EPI) ha sido definida poralgunosautores

(Fulmer, 1982; Crystal, 1987; Selman,1990; Selmany Barrios, 1991)comouna lesión

Crónica del tracto respiratorio inferior que incluye inflamación y una alteración

progresiva dela unidad alveolo-capilaren el proceso fibrótico.Este consiste,en un

aumentoen la poblaciónfibroblásticay un acúmulo excesivodecolágenointersticial,

el cual origina unaalteracióndel intercambio gaseoso,causando fallo respiratorio

progresivo.La fibrosis puedeser localizadaen el interior del intersticio alveolaro

extenderseal espacioalveolar.

Para Katzenstein y col. (1976) el daño alveolar difuso, es unareacción

inespecíficadel pulmón amultitud de agenteslesionantes,cuyo denominadorcomún

es la lesión del endotelioy epitelio alveolar, la cualpuedeproducirla salidadefluidos

y células,y en algunoscasosprogresahaciafibrosis intersticial extensa,

Dungworth (1982) en medicina veterinaria determina, que la producción de

fibrosis esun rasgocrítico de la fase proliferativa, porque esconsideradogeneralmente

comoirreversible,al menosensu formamadura.Laproliferaciónde fibroblastospuede

ocurrir tempranaffiente72 horasdespuésde daños severosalveolares,Es másevidente
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cuando el alveolo esta lleno con exudados fibrinosos.Se observanademáspro-

fibroblastosen el interiordel alveolo enpulmonesde ratasdetresdíasdeedaddespués

de la inyección con paraquant. Estemismo autor, comenta quela matriz decolágeno

puedeser detectadahistológicamente en5-7 dias despuésde observarel exudado

alveolar de fibrina, y una fibrosis intersticial. Ambas fibrosis, intraalveolar y/e

interalveolarsonsecuelasde lesiones exudativasseveras,Por tantoel rangode fibrosis

es dependientede la intensidadde la inflamación.

Estudios realizadosenmedicina humanahancentrado sus investigacionesen los

cambios fibróticosque sucedenen otrasenfermedades, y así señalan eldaño alveolar

difuso como la alteraciónmás frecuenteen pacientes consíndrome respiratoriade

distress del adulto (SRDA), donde se producenfenómenos fibróticos en estadios

St

iniciales de la enfermedad(Katzensteiny Askin, 1982a).

En la fase aguda delsíndrome respiratoriodel distress agudo (SRDA), se

observaun edema alveolar yformación de membranashialinas. Estasúltimas se

desarrollanen los conductos alveolaresy enalgunoscasosse localizan deformadifusa

sobre las paredesalveolares,provocándose acontinuaciónuna fibrosis intraalveolar

(Fukuday col,, 1987).

Es principalmenteen la décadade los 80 cuando lafibrosis pulmonarrecibió

mayor atención,Así se realizó unaclasificación morfológicadel proceso patológico

siguiendodosmodelos:fibrosis intersticial e intraalveolar (Katzensteiny Askin, 1982b;

Bassety col,, 1984;Fukudaycol,, 1987; Hara ycol,, 1989).
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SegúnBassety col. (1986)y Fukuday col, (1987),el estadoproliferafivo abarca

— procesoscrónicostalescomola neumonitiscrónicaorganizada. Además considerandos

etapasen estaproliferación: Inicial y de Remodelación,

La etapa inicialse caracterizaba porla observaciónde una paredalveolar

engrosada,asociada con edemay presencia decélulas intersticiales.La formaciónde

membranas hialinasestáasociada confibrosis intraalveolar.Estetipo de fibrosis podía

tenertres modelosde organización:

1,- Masasintraluminales,las cualesestanconectadascon la pared alveolar porun

pediculo estrechoy que llena parcialmenteel espacioaéreo.

2.- Cambios obliterativos,consistentesen una fibrosis intraluminal difusa que

obstruyecompletamenteel espacioalveolar,

3.- Incorporación mural,son masas fibróticas sobre la paredes alveolaresdel

conducto alveolar ó estructuras alveolares,normalmente localizadas bajo las

membranashialinas.

Las masas intraluminalesgeneralmenteson aisladas,de tejido conjuntivo y

pobresen células, Las células y fibras de tejido conjuntivotienen una disposición

concéntrica oparalela.No existe tapizadode célulasepitelialessobrela organización

intraluminal y la vascularización es pobre oausente.

Estaúltima etapade remodelación,muestra unalesión fibrótica y obliteración

de alveolos.Las paredesalveolaresse muestranirregularesen grosor y estan cubiertas

por una o variascapasde célulasepitelialesestratificadaso cúbicas, asociadasa una
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dilataciónirregularde los espaciosaéreos(Bassety col., 1986; Fukuday col,, 1987).

Realmentea este procesode fibrosis intraalveolarse le ha prestadomenor

atenciónqueal fenómenointersticial,y quizásseaFukuda ycol, (1987), quienes mejor

resumen estalesión comoconsecuenciade un daño difusoalveolar:

- Lesión de las células epiteliales, denudacióny formación de una hendidurade la

membranabasalepitelial.

- Activación y migracióndemiofibroblastoshacia el espaciointraalveolara travésde

la hendidurade la membranaepitelial.

- Ataquede los miofibroblastosmigradosal lado luminal de la membrana epitelial.

- Producción de elementosextracelularesde tejido conectivo dentro del espacio

intraalveolar.

-A

La activación, migración y proliferación de estascélulas intersticialesy la

regeneraciónde las célulasepitelialesen el alveolo va a depender devarios factores

quiíniotácticosy de crecimiento liberados por macrófagosactivadosy otras células

inflamatorias(Crystal y col., 1984; Fukuday col., 1985, 1987).

Adamsony col. (1988)desarrollanun modeloexperimental defibrosispulmonar

utilizando ratonesy sometiéndolosa altasconcentracionesde oxígeno;estosradicales

libres tienensuprimer efectosobrelas célulasde la barreraaire/sangre,especialmente

del endoteliocapilar y el epitelio alveolar tipo1. Asimismo han observado quela

reacciónfibrótica desarrolladaen el tejido pulmonarprocedentedeestosanimales,libre

de células sanguineasy otros agentes circulantes, sugiere que la pérdidade la
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interacciónepitelio/fibrolastospor necrosisepitelialy retraso enla reparación, debe ser

suficiente para promoverel crecimiento fibroblástico y un excesode depósito de
-A

colágeno.

La localización dela fibrosis juegaun papelmuy importanteen la patogeniade

las enfermedadesintersticialesfibróticasdelpulmón.De hecho,algunosautores(Basset

y col., 1986; Hara y col., 1989)señalanque las enfermedadesintersticialesestanmás

frecuentementeasociadas con lafibrosis intraalveolar delo que se pensaba hastaahora.

Durantelas últimas décadas,seha observado quela fibrosis pulmonares una

de las respuestas tisularesdel parénquimapulmonara muchasy variadascausasde

lesión,produciéndoseen gran cantidadde procesos,independientementede la especie

animal,y generalmenteavanzahacia estadios finalesde la enfermedad (Spencer,1975;

Hara y col., 1989; Barrios y Selman,1991).

Es importante destacar, que ya seafibrosis intersticial o intraalveolar, ambos

compartimentosse van a encontrarafectados,originándose finalmente unafibrosis

pulmonar total o más comúnmentedenominada“pulmón en panal de abeja”

(‘honeycomblung”) (Basset y col,,1986; Fukuda y col., 1987; Barrios y Selman,

1991; Harrisony Laurent,1991),

La patogeniade la fibrosis intersticial pulmonarincluye una serie complejade

pasos,pobrementecomprendidos, enlos cuales, las distintas células pulmonares,

inmunes e inflamatorias,interaccionancélula-célulamedianteseñales, factoresde
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estimulacióne inhibición y probablementemediadaspor una susceptibilidadgenética

(Schraufnagely col., 1987; Selman,1989; Pardoy Selman, 1991),

Por ello debemosteneren cuentala existenciade diferentesmecanismos,los

cuales potencialmentepueden dirigir la excesivadeposición de colágeno yotras

proteinasde matrizen el intersticiopulmonar.Lasteoríasnormalesestanbasadassobre

la hipótesisde que hayuna alveolitis la cual inicia y debeperpetuarel desarrollode

la fibrosis pulmonar por estimulaciónde la proliferación fibroblásticadentro del

intersticio (Spencer,1975; Liebow, 1975; Beurgelt y col,, 1986; Barrios y Selman,

1991; Dixon y col,, 1992; Dungworth, 1992).

Para facilitar la revisión sobre el estudio de la fibrosis pulmonar, vamos a

dividir esteapartadoen dos puntos:

St

111.1,-Proliferaciónfibroblástica.

111,2.- Metabolismodel colágenofibroblásticodel pulmón: Depósito decolágeno.
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111.1.- PROLIFERACION FIBROBLASTICA

Elsdaley Bard (1974) exponenque la superficie del epitelio pulmonares

invariablementeno adhesivaparalos fibroblastosu otrascélulas epiteliales,indicando

quelos fibroblastosno deben proliferar sobre el epitelio.

Las lesionesgravesen la superficiedel epitelio del pulmóndebenser similares

a la reparaciónde una heridaen la piel donde lesionesextensaso con reparación

retardadaestanasociadascon una cicatriz.Es posible que como resultadode lesiones

severasse produzcala alteraciónprolongadade la relaciónintercelular normal,sobre

todo entre las célulasepitelialesy los fibroblastos, El controlde la proliferación de

células Inesenquimatosasha sido también estudiado mediante experimentación“in

vitro”, obteniendoun sobrecrecimiento del tejido conjuntivosi no sele añadencelulas

epiteliales.Por ello, lascélulasepiteliales estanenvueltasen el controldel crecimiento

fibroblástico,y así la pérdida de relación por lesiones severas, comola producida por

hiperoxiaprolongada, produceun aumentodeldepósitodecolágenoy una proliferación

fibroblástica(Spencer,1975),

Es posible que“in vivo”, cuandoel sustrato normalde colágeno sepierde o

digiere, la basede matriz extracelular que inhibeel crecimiento fibroblástico se pierda

también,y resulteuna proliferaciónfibroblástica(Raghu y col,, 1985).
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Estemecanismoseconsiderade gran importanciaen la patogeniade la fibrosis

pulmonarya queel número de fibroblastos estáaumentadoen la enfermedadpulmonar

fibrótica (Adíer y col,, 1986; Bassety Soler, 1987),

Algunos autores(Postlethwaitey col., 1984;Adíer y col., 1986;Bassety Soler,

1987; Wahl y col., 1987; Selman y Barrios, 1991) han demostrado que lascélulas

inflamatoriaslocalizadasen el tracto respiratorio pueden producir mediadores parala

proliferaciónfibroblásticay considerandegran importancia,por su íntima proximidad

a las célulasproductorasde colágeno,a los macrófagos ylinfocitos intersticiales.

La máximaatenciónsehacentradoen los macrófagos alveolares obtenidos por

lavadosbroncoalveolares,ya quesu estudio“in vitro’t es más accesible, observándose

un considerableaumentoen el númerode macrófagosalveolares activadosqueestan
-A

preselitesen muchasenfermedadesintesticialespulmonares. Tanto macrófagos como

linfocitos estanpresentesen el intersticiode individuoscon fibrosis pulmonar,Estas

célulasliberan variosmediadores potenteslos cualespueden estimularla proliferación

fibroblásticay son quliniotácticosparalas célulasmesenquimatosas (Spencer,1975;

Martínety col., 1987),

Sin embargo,hay hipótesis alternativaslas cualeshan sido propuestaspara

explicar las observacionesde un aumentoen el númerode fibroblastos yasí:

Jordanay col, (1988a)y Adamson ycol. (1988)recientementedemostraronque

cultivos in vitro de fibroblastos derivados de tejidos pulmonaresfibróticos proliferan

másrápidamentequelos controles.Ellos observanunamarcadaheterogenicidaden las
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-A

característicasproliferativas con ciertos clones derivadosde lineas celulares que

exhibenun fenotipode rápidareplicación.Estosautoresproponenquelas condiciones

de lesión y reparaciónprevalecenen el medio del tractorespiratorioinferior, el cual

seleccionaríaestosclonesde rápida divisióny permitiría su predominio,

Otros autores (Raghuy col,, 1988; Selman y Barrios, 1991), también

encontraron variabilidaden el rango deproliferación fibroblástica endiferentesáreas

de los pulmones.

Varios estudiosrealizados en medicinahumanasugieren que los mastocitos

juegan un papel importanteen la modulación del procesofibrótico. En la fibrosis

pulmonarha sido observadoun incrementoen el númerode estascélulas (Kawanami

y col., 1979), Los niveles de histamina estan elevadosen el fluido del lavado

broncoalveolarde pacientes con fibrosis pulmonar idiopática, y los macrófagos

alveolaresposeen un receptor 112 y pueden liberarun factor desencadenantede

histamina en los mastocitos pulmonares humanos (Schulman ycol,, 1989). La

histaminapuedetambién,bajo determinadas condiciones,estimular la proliferación

fibroblastica(Jordana ycol., 1988b).

Adainson y col, (1988) realizanuna importanteaportación,estableciendola

relación entre las lesiones del epitelioalveolary su reparacióncomo inducción de

fibrosis pulmonar enanimales de experimentación(ratones Swiss-Webster).Esto

sugiereque el crecimientopreferencialde los fibroblastos esun resultado directode

la necrosiscelular, en concretodel epitelio.
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En el pulmónnormal, la produccióncelularesbaja, y hayescasaproliferación

de fibroblastosintersticiales,a diferenciade lo que ocurre enotros tejidose inclusoen

distintos lugares anatómicos,donde seobserva una heterogenicidad fibroblástica

(Adamson,1985; Adamsony col., 1988),Estehechoha sido corroboradopor Phipps

y col, (1990), los cuales afirman que el pulmón normal humanaoexhibe una

morfología heterogeneaúnica. Sinembargocontrastacon los hallazgosde Raghuy

Kavanagh(1991), quienes describieronnumerosaspoblaciones fibroblásticasen el

pulmón, que demostraríanla marcadaheterogenicidadde este tipo celular eneste

órgano.

1-lay por tanto hallazgos que demuestranque la deposición del colágeno

pulmonarresultade la proliferaciónfibroblástica,enrespuestaa la presenciade células
St

mediadorasy aunque larelaciónentreel aumentoen el númerode fibroblastosy el

aumentode síntesisdel colágenopulmonarhasido demostrado,lasseñales reguladoras

de la biosíntesisdel colágeno que tambiénsonimportantes, han sidopoco investigadas

(Selmany Barrios, 1991).
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III. 2.- METABOLISMO DEL COLÁGENO EN EL PULMON

:

DEPOSITO DE COLÁGENO

El término de fibrosis se refiere a un aumentoen los elementosdel tejido

conjuntivo con respectoal número de células especializadas. Eltejido fibroso es

definido como un aumentoen la cantidad de colágeno(absoluto y/o relativo) en

relación a muchasotrasmoléculasque estan normalmentepresentesenel mismo tejido

(Montfort y Pérez-Tamayo,1978),

El rasgocomúnde fibrosis debeserun desequilibrioen la homeostasisnormal

del colágeno;la síntesis excedea la degradación,resultandoun acúmulo excesivode

estaproteina(Laurent, 1986),

Huybrechts y col. (1979) y Hauser y Vaes (1979) han demostrado la

cooperaciónde linfocitos, macrófagosy fibroblastosen la degradación inflamatoriade

los componentesde la matriz extracelular,

Hay algunasinvestigacionesrelativasa fibrosis experimentalque demuestran,

la importanciadel modelo catabólico del colágeno en el desarrollo dela fibrosis y así:

Laurenty McAnulty (1983) en el conejo inducenfibrosis mediantetratamientocon

bleomicina; Phany col. (1981) en ratacon el mismo producto y Takahashiy Koda

(1984) en hígadósde ratón con esquistosomiasis;todos ellos coinciden conuna
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marcadadisminuciónen la actividadcolagenolítica como causade fibrosis pulmonar

y hepática.

Christner y col. (1985), realizaronun estudio de actividad enzimáticaen el

hombre mediantelavados broncoalveolarescon “síndromerespiratoriodel distress

agudo” (SRDA), señalandouna actividadenzimática positivafrenteal colágeno1 y III.

Por tanto, el aumentode la actividad colagenasa tipo1 debereflejar el fenómeno

inflamatorio,principalmente laalveolitis neutrofilica,la cual parece ser necesaria para

queel pulmón vuelvaa su estructuray fisiologíanormal.

El estudio de las interaccionesentre las células inmunes y fibroblastos ha

demostradola existenciade varios mecanismosque participanen la modulación de

síntesisde colágenoen procesosde reparacióny en fibrogénesis; todoestoincluye al
St

menos3 posibilidadesde identificación:

1.- Secrecciónde componentesquimiotácticospara fibroblastos.Sus efectosdeben

alterarel númerolocal de célulasatraidaspara la síntesisde colágeno(Postlethwaite

y col., 1980),

2.- Secrecciónde factoresmitóticosque inducenla proliferación de fibroblastos.Esta

acción debeser equivalente aquimioatracción,aumentando el númerototal de

fibroblastospor área(Postlethwaitey col,, 1984), St

3.- Secrecciónde inductoresa la síntesisde colágenoque ejercensu acciónpor

estimulacióndirectade fibroblastosexistentes,Esta respuestaproduceal aumentode

síntesisde colágenoy secrecciónsin duplicación(Seyer, 1985).
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El papel de las células T y macrófagosen la modulación de la actividad

fibroblásticay el depósito de colágeno, ha sido analizadoen ciertas condiciones-A

fibróticas asociadascon las reaccionesde inmunidad mediadapor células,Unadeestas

condiciones fibróticas incluye granulomas (Goodwin y col.,1972), enfermedades

inducidas por parásitos(Jafee y Claman, 1983), esclerosis sistémicaprogresiva

(Cathcarty Krakauer, 1981) y fibrosis pulmonar idiopática (Bittermany col., 1983;

Rochemonteix-Galvey col., 1990), En estasalteracionesha sidodescritoun aumento

del número de mastocitos.

Schmidt y col. (1984) demostraron quelos factores contenidosen el

“sobrenadante” (“supernatant”) de sílice del medio de cultivo, estimulaban los

macrófagos,hechoque previamentehabíasidodescritoporI-lepplestony Styles(1967)

siendoidentificado este producto secretormacrofágicocomointerleukina-l (IL-l).

Algunos autores (Sugarmany col., 1985) observaron quelos macrófagos

estimuladossecretaban3 potentes efectoressobrela funciónfibroblástica: fibronectina,

PDGF y factor de crecimientoderivadode macrófagosalveolares.

Así algunos estudios“in vitro” han comprobadoque los macrófagos pueden

modular fuertementelas funciones delos fibroblastos; Diegelmanny col. (1986)

utilizando el sobrenadante(“supernatants”)de macrófagosactivados en cultivos

celulares,mostraroncambiosen la conductade los fibroblastos atravésde factores

quimiotácticos.

El catabolismotisular del colágenoincluye la degradaciónde las fibras de
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colágeno,proteoglicanosy otros agregadosmacromoleculares.Su disoluciónes debida

a la secrecciónpor célulasvecinas (macrófagos y fibroblastos) de metaloproteinasas

de matriz (MMP), un grupo de enzimas capacesde hidrolizarlos, La degradaciónde

la matriz extracelulares función de un grupo de metaloenzimas,colagenasasde

mamíferos,que exhibenunaespecificidadsobreel tipo de colágeno, dependientedel

pH neutro y con requerimientode calcio para su actividad. La degradaciónde

proteoglicanos sucedebajo la acción de otra MMP, estromelisina, y con la

participación de distintas proteasasno especificas.Su actividad es modulada por

factoresque producenlos linfocitos estimulados(Huybrechtsy col., 1979; 1-lausery

Vaes, 1979; Werb y col., 1980; Reynolds,1985; Chin y col,, 1985).

La participaciónde linfocitos T en la patogenia dela fibrosis ha sido recogida

por Callis y Lucas(1986)usandoratones deficientesen este tipocelular(Swiss nude).

Ellos muestranquelos cambiosinflamatoriosque se producen después dela inhalación

de sílice, estandisminuidosen animalesinmunodeficientes,observándoseal mismo

ñeinpo unacaidao supresiónen la deposiciónde colágenopulmonar.

Son escasoslos estudios relativosal metabolismo del colágenoen pulmones

normales y fibróticos humanos, principalmente aquellos relacionados conla

degradacióndelcolágeno.Selmany col,, (1986)analizanel metabolismo del colágeno

en tejido pulmonarde 11 pacientescon fibrosispulmonaridiopática, comparándolos

con individuos control.El resultadofue un aumentosignificativo del contenidode

colágenoen los individuos confibrosis pulmonar.
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Otraposibilidad queproduciríaun incremento decolágenoseríaun aumentode

la transcripciónde los genesde colágenoy un aumento dela traslaciónó reducción

de la degradacióndel RNA mensajero delprocolágeno(Sporny col,, 1987).

Normalmente esconsideradoal fibroblasto comola clásicacélula fibrogénica,

sin embargoexistenotrascélulasdeorigen no mesodermalque puedenjugarun papel

importanteen la síntesisde colágenobajo circunstanciasnormaleso no. Así, Grouch

y col. (1987),utilizando cultivosprimariosdecélulasepitelialestipo II de pulmónde

rata,demostraronla producciónde proteinas decolágeno porestascélulas.El colágeno

identificado esrelacionadogenéticamentecon el tipo IV. Hay evidencias histológicas

de la presenciade neumocitostipo II en áreascon diferentesgradosde fibrosis en

alteracionespulmonares intersticiales, elevandola posibilidaddel papel queellosdeben

jugar en la producción de colágeno (Selman,1989).

Por otro lado, un grupo amplio de estudiosha mostrado queuna caida en la

degradaciónde colágenoestáíntimamenterelacionado conel desarrollo dela fibrosis

y con unadisminuciónselectivade la actividad colagenasa, especialmente enlas fases

tardíasdesu evolución.Así el análisismolecularde lafibrosis incluyecirrosis hepática

del hombre(Pérez-Tamayo,1982), fibrosis pulmonar idiopática del hombre(Selman

y col,, 1986), neumonitishipersensibledel hombre(Selmany col,, 1988)y modelos

animalesde fibrosis pulmonar(Selmany col., 1985), renal (González-Avilay col.,

1988) y hepática(Pérez-Tamayoy col., 1987).

La patogeniade la fibrosis intersticialpulmonar incluye unaserie complejade
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procesospobrementecomprendidosen los cualeslas célulasinmunese inflamatorias,

interaccionancélula-célulacon factoresde estimulación einhibición y probablemente

ello se unaa ciertassusceptibilidades relacionadas genéticamente,conparticipaciónen

gradosvariablesde cadafactormencionado(Schraufnagely col,, 1987;Selman,1989).

Ramosy col. (1988) y Selmany col. (1989) comprobaronque la síntesisde

colágenono muestra diferenciassignificativasen el pulmón del hombre, entredos

gruposde individuos estudiados: sanosy con fibrosispulmonar.Estoshallazgos fueron

inesperados,ya queen muchos modelos animalesde fibrosis pulmonar,casi siempre

seobservaun aumentoen la síntesisde colágeno.

Un acúmuloexcesivodematriz extracelularen el pulmón,esel resultadode un

complejo procesode influenciassobreel genregulador, parte delcual debe serdebido

a la presenciade citoquinasinflamatorias,que directamente estimulanla síntesisde

dicha matriz (Davidson,1990).

Montañoy col. (1989) y Pardoy Selman(1991) observaronque los pacientes

con estados avanzadosde enfermedadpulmonar, que tenían un claro dominiode la

fibrosis sobrela inflamación, presentabanun notable descensoen la degradación del

colágeno;estehecho,juntocon una síntesisnormal,sugierela persistenciay progresión

de la fibrosis, la cual podríaestaríntimamenterelacionadacon una disminuciónen la

actividadcolagenolitica. Aunquela causamoleculardel defectoesdesconocido,varias

hipótesissugierenque una altacantidadde inhibidores de la colagenasa estan envueltos

en el desarrollo delproceso,
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Numerososhan sido los estudiosrealizadosen el hombre<Selmany col., 1986;

Pardoy Selman,1991)y modelosanimales(Ramosy col., 1988;Selmany col., 1989),

paradeterminar posiblescambiosen el metabolismo del colágenosobre todolo que

se refiere ala actividadcolagenolítica.

Los resultadosde Pardo y Selman (1991) sugieren que unabaja actividad

colagenolíticaestáasociadacon la presenciade fibrogénesisy queen algunosanimales

de experimentación,a los cuales seles sometíaa paraquaty altas concentraciones de

oxigeno para la inducción de la fibrosis pulmonar, debenexhibir estaalteración en

estadiostempranosde la evolución de estaenfermedad, fijadoen tres semanas.

Segúndichosautores,duranteel procesoevolutivo de la fibrosis pulmonarse

produceuna pérdidade la homeostasisdel colágeno. Unasecuenciahipotéticade los

cambiospatológicosque seproducendurantela fibrosis pulmonarincluiría: después

de la lesión inicial hay unainflamación, seguidapor un aumentoen la secrección de

factores de crecimiento y consecuentemente la proliferaciónfibroblástica,

Inmediatamente,apareceuna fibrosis progresiva.Durantela inflamacióndeberíaestar

aumentadapotencialmentela actividad colagenolítica,pero la fibrosis ocurrecuando

la degradacióndel colágeno empieza a disminuir, Despuesde la proliferación

fibroblástica deberíahaberdos picos transitorios de aumentoen la síntesisdecolágeno:

el primero podríacorrespondera colágenotipo III y en el segundoal colágenotipo 1

(y quizá y), el cual esel principal tipo genéticoen la forma avanzada dela fibrosis

pulmonar enel hombre. Aunquela síntesisdel colágenodeberíavolver despuésde un
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tiempo a valores normales,la relación con la degradaciónde colágenoes siempre

anormal, el rango entre la síntesis y degradaciónes másalto que el normal, sin

considerarsusvalores individuales,De hecho esobvio que no podamosdeshecharel

aumentode síntesisde colágenoen la patogeniade la fibrosis pulmonar.

También es importante señalar las altas concentracionesde sustancias

inhibidorasde las colagenasasen individuos con fibrosispulmonaridiopatica(Pardo

y Selman,1991),

La modulación fisiológica de la degradaciónde la matriz extracelular del

pulmón es desconocida;sin embargo, ha sido obtenida una gran cantidad de

información utilizando células ó tejidos derivados de reacciones devarias

inflamaciones.Estopermitela investigaciónde las interacciones célula-célula lascuales

-A

sedirigen haciala secrección de proteasasquedegradanla matrizextracelular(Vadillo-

Ortegay González-Avila,1991).

Duranteintercambiosextensosde tejido conjuntivo, como sucedeen la fasede

reparaciónde unainflamación,hay unacompleja redde señalesdecomunicaciónque

coordinanla reparación dezonasde matriz extracelularpreviamentea la destrucción

por la respuestainflamatoria. Estas señalesligan las células efectorasinmunes y las

poblacionescelulares locales;las formas incluyen linfocitosT y macrófagos,y más
-A

tardecomprendenfibroblastos(Selmany Barrios, 1991),

De estaforma, la producciónde colágeno porlos fibroblastosen la inflamación

es moduladapor la activación de las células inmunesy es muy posible que una
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regulación anómala deesta interpretación, debedispararel depósito fibrótico de

colágeno(Vadillo-Ortegay González-Avila,1991),

Por tanto, la excesivadeposiciónde colágenoen la fibrosis puedeserdebidaa

un aumentode la síntesisde colágeno,disminución dela degradaciónde colágeno,o

ambosprocesosoperan simultáneamenteo en períodosdistintos (Pardo y Selman,

1991).

En la actualidad algunosautores (Pardoy Selman,1991) señalan queel último

mecanismoque dirige el desarrollode la fibrosis pulmonardependedel conocimiento

sobreel metabolismodel colágenoy las otras moléculasde la matriz extracelular,

controladasbajo condicionesfisológicas,La pérdidade su regulación durante estados

inflamatorios y fibroproliferativos sucede a lo largo de diferentes enfermedades

fibróticas(fibrosis idiopáticapulmonar,neumonitis hipersensible,entreotras). Por tanto

es importante conocerel rangode produccióndel colágenoen condicionesnormales

y patológicas.
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IV.- PROTEíNAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

EN EL PULMON

.

La importanciade la matriz extracelularpara la forma y diferenciacióncelular,

embriogénesisy enfermedadha sido ampliamentereconococidapor gran númerode

autores (Gross,1974; Stenmany Vaheri, 1978; Chen ycol,, 1978; Hedmany col.,

1982),Los componentes envueltosen el sistema de matriz intercelularson colágenos,

glicosaminoglicanos, proteoglicanos, complejo proteina/polisacáridos,proteínas

microfibrilares y otras glicoproteinasno colágenos.Estos componenteshan sido
St

extensamenteinvestigados, particularmente,el colágenoel cualconstituyemás de un

tercio del total de la proteinacorporal (Ramachandrany Reddi, 1976).

“In vitro” las célulasdel tejido conjuntivopulmonarsintetizanprocolágenotipo

1 y III, que son los mayores tipos de colágeno en el pulmón, así como

glicosaminoglicanos,fibronectinay elastina(Yamaday Weston,1974; Hance y col,,

1976; Castory col,, 1979).

Los cultivos de célulasnormalesadherentes sintetizany depositanuna matriz

de tejido conjuntivo, la cual debemostrar diferencias estructurales dependiendodel

fenotipocelulary lascondiciones decultivo (Conrady col. 1977;Dessauy col., 1978;

Alitalo y col., 1980; Hedmany col,, 1982).
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La transformaciónfibrobrástica malignageneralmenteorigina un fallo en el

depósitode matrizpericelular cuandoes un crecimiento“in vito” (Wartiovoaaray col,,

1974;Yamaday Olden, 1978).

La matriz pericelular de cultivos fibrobrásticoshumanosestacompuestapor

fibronectina, procolágenos1 y III como polipeptidos y ácido hialurónico, heparán,

sulfato y condroitinsulfatocomo glicosaminoglicanos(Hedmany col,, 1982),

Duranteel desarrollo embrionario, la interaccionde las célulascon la matriz

extracelular esimportanteen la regulaciónde la conductacelular, Así, moléculas

extracelulares,como la fibronectina,promuevenla adhesión,expansióny formación

de lugares de adhesiónespecializadosen una variedad de células (Dubandy col.,

1986).

Cainpbell y col. (1987) ponen de manifiesto la importanciade la matriz

extracelularal resaltarel efecto destructivo dela mismapor partede lascélulasdurante

el procesoinflamatorio, destacandola afecciónde estasestructuras pulmonaresdurante

procesoscrónicosno neoplásicos.

El pulmón poseeuna gran variedadde componentesde la matriz extracelular

que comprendenel esqueletoy los elementosadhesivosde la porción conductora

(bronquiosde segundoy tercerorden, y bronquiolos),alvéolosy el árbol circulatorio

(traqueay bronquiosde primerorden). Los componentesde matriz extracelularestán

envueltosen todoslos estadosde la biologíapulmonar: desarrollo,función normal y

estadosde enfermedadaguda y crónica, Por ello, células y tejidos del pulmón
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interaccionancon la matriz aunque un gran número de receptoresde superficie,

especialmente integrinas(moléculasde adhesión),jueganun papel importanteen la

lesión y reparacióndel pulmón (Davidson,1990),

Antesde pasara revisar el papel relevante deestasproteinas dematriz en el

procesode fibrosis pulmonar,es interesanteconsideraralgunosde los aspectosbásicos

de las mismas,siguendoel esquema expuestoen los materialesy métodossobre las

proteinasde matriz extracelular,

St
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IVA.- PROTEíNAS FIBRILARES DE MATRIZ EXTRACELULAR

:

COLÁGENOS

,

IVíl,- COLAGENOSMAYORES

.

Al realizaruna profunda revisión bibliográfica en estetema,comprobamosque

uno de los mejores artículosal respecto pertenece a Davidson (1990), elcual nos

comentaque los colágenosmayoresson las proteínasmayoritariasen el pulmón del

hombreen condicionesnormales,Ellos comprendenel 15 al 20% del pesoseco, y

jueganun papel vitalen la estructuray función del pulmón,

Forman las mallas tridimensionaleslas cuales están embebidas decélulas

intersticiales y proteínasde matriz extracelular talescomo elastina, fibronectina,

glicosaminoglicanos,hialurónico y laminina, El colágeno forma una familia de

moléculas consistente,en al menos 13 tipos distintos, cadauno único en sus

característicasfísicas y químicas, y con una distribución especial,Los colágenos

intersticiales,tipo 1,11 y III, comprendenel 95% el total. Los tipo 1 y II son

encontradosenel intersticio del pulmón,en las paredes dela porciónconductora,vasos

sanguíneosy septo alveolar,El colágenotipo 1, es unamoléculasemnirígidacon forma

de vaillía, la cual da fuerza estructural aestostejidos, mientrasque el tipo III es más

flexible; su proporcióncontribuyea lascaracterísticasfísicasdel pulmóny vias aéreas,
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El tipo II es el mayorcomponentede los cartílagosen la porción conductora.

El papel de estas móleculases desconocido,pero debenjugar una baza

importanteen la modulacióndelascaracterísticasestructuralesde la matrizextracelular

en el tejido pulmonar.Estudiosrealizados utilizando técnicasinmunocitoquimicashan

demostradomásprecisamentela distribución decolágenosen el intersticio pulmonar.

El colágenotipo III sigue un modelo semejantea una cinta dentrodel intersticio y

agregadosalrededordel puntode entradahaciael alveolo. También aparececomo

modelo lineal en asociacióncon capilares.El tipo 1 estácodistribuidocon el tipoIII

y forma un modelo más irregular el cual, probablemente,se correspondacon los

agregadosde colágeno observadosen microscopia electrónica (Davidson,1990).

St

IV.l,2.- COLAGENOS MENORES

En las últimas decadas,ha aumentadoel númerode proteínas de colágeno

identificadas, algunas de las cuales se agrupan dentro del término colectivo de

colágenosmenores,por su escasaabundancia. Muchasde estas,sepodríanidentificar

dentrode la categoríade colágenosno fibrilares, debidoal hechode que lasregiones

helicoidalesde las cadenasconstituyentesson interrumpidas,enunao másposiciones,

por dominios globularesque otorganflexibilidad y quizás también sirvanparaotros

papelesfuncionales(Mayney Burgeson,1987; Burgeson,1988),

El mejor conocidohoy dia esel colágenotipo IV, que pareceser constituyente
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exclusivode lasmembranasbasales, localizándosesobretodo bajoel epitelio, asícomo

en la matriz pericelularde células mesenquimatosastal como las fibras musculares

lisas (Davidson,1990).

Las moléculasde colágenotipo IV estácompuestade tres diferentes cadenas

alfaen variasproporciones.No tiene organización fibrilarparalela;es semejantea una

malla entrecuyas redesexistenotras glicoproteinas.Estemodelode ensamblajeestá

basado, en parte, sobrela disposición molecular de las moleculas tipo IV: dos

segmentosde triple helice con distinta longitud conectadospor una región bisagray

un dominio globularen el carbono terminal(Davidson,1990).

La relaciónnormal entreel epitelio alveolar,endotelio y la matriz extracelular

es obvia en el alveolo pulmonar, Las células epiteliales y endoteliales producen

colágenotipo IV y otros componentes dela membranabasal.En la zona másdelgada

del septo alveolar las respectivasmembranasbasalesse unen de tal forma que la

distanciaentreel aire y la sangrepuedeser menorde 0,2 um. En la zonagruesadel

septoalveolarlas membranasbasalesdel epitelio y endotelio estánseparadaspor un

intersticio consistente encolágenoy otras proteínasde matriz, junto con células

residentes,primariamentefibroblastosy ocasionalmentemacrófagos(Davidson,1990).

Asimismo,los colágenosmenorestipo IV y y estáncodistribuidoscon laminina

a lo largo de la membranabasaldel alveolocapilar, El tipo V tambiénestápresente

en el intersticio (1-larrison y Laurent, 1991).
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IV.1.3,- COLAGENOS EN EL PROCESODE FIBROSIS PULMONAR

.

El contenidode colágenoen el tejido normal está finamentereguladoy es el

resultadode unacomplejaseriede interaccionesentrelas célulaslocales.En términos

bioquímicos,el colágenotisular dependede un balance entrela síntesisy degradación.

La fibrosis estácaracterizadapor una ruptura de este mecanismoque dirige la

acumulaciónde colágenoen el intersticio. Ademásde la falta de conocimientosobre

la patogeniade la fibrosis,el fenómenohasido ligadocon la alteraciónen el proceso

normal de reparación quesigueo acompañaa la respuestainflamatoria(Montfort y

Pérez-Tamayo,1978; Pérez-Tamayo,1978).

Minor (1980) realiza una profunda revisión sobre el papeldel colágenoen
-A

procesosfibróticos de reparacióndel tejido conjuntivo. Así confirma que el tipode

colágenosintetizadocambiacon la diferenciacióny la edad, asícomo tambiénen los

distintos estadosde la respuestaa la reparaciónde célulasmuertase inflamación,

Algunos estudios sugierenqueestoscambiosen la actividad sintética debenobedecer

a modificaciones en células mesenquimatosasproductoras de estos colágenos

(fibroblastosy miofibroblastos),

En áreasdefibrosis iniciales el intersticioengrosadocontienemáscolágenotipo —

III queel pulmónnormal,mientras queen áreasde fibrosis establecidaspredominael

colágenotipo 1 (Batemany col., 1981;Raghu y col., 1985).

Mc Donald y col, (1986) en hombre utilizandoanticuerposmonoclonales,
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mostraronel aumentodel númerodefibroblastos intersticialesteñidosparaprocolágeno

tipo 1 en arcasde fibrosis pulmonaractivas,

Shahzeidiy col. (1991)realizanunexamendebiopsias pulmonaresdepacientes

con fibrosis pulmonaridiopáticay controles,mediantetécnicasde hibridación“in situ”,

paradeterminarla expresióndel colágenotipo III, Estosconcluyenresaltandoque el

colágenotipo III apareceen pulmonesnormalesy fibróticos, observandoun marcado

aumentoen estosúltimos,confirmandola hipótesisde que laactivaciónde fibroblastos

se dirige al incrementode la producciónde colágeno,como parte importantede la

patogeniade la fibrosis pulmonar.

Wick y col. (1992)observanmedianteanálisisinmunohistoquimicode la matriz

extracelularque enalgunos desordenesdel colágeno,como la hipersensibilidad a

Microspora faeni (“pulmón del granjero”), apareceun aumento intersticial en el

procolágenoy colágenotipo 1, e inclusomásmarcadoel incrementoen el procolágeno

tipo III y fibronectina. Estehecho escaracterísticode una fibrosiscrónica y activa

pulmonaren basea una enfermedadinmune.
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IV.2.- PROTEíNAS NO FIBRILARES DE MATRIZ EXTRACELULAR

.

Estas moléculas, todas de naturaleza glicoproteica, estánenvueltas en la

interaccióncélulas-matriz;de hechoactuancomo ligandospara los receptoresde las

superficiecelular,asicomo tambiénposeenlugaresde uniónparavarioscomponentes

de la matriz extracelular,Porello, parecenser crucialesen los procesosde anclaje y

separación,migración celular, morfogénesisy organizaciónde la matriz.

IV,2.1.- LAMININA

Seconsideracomoun factorde ataque paralascélulasepitelialesy endoteliales.

Es una glicoproteina trimérica de grantamaño,consistenteen tres cadenasdistintas

geneticamente:A, Bí y B2. La cadenaA de laminina tiene cercade 400 kDa de

tamaño,mientras quelasdoscadenasB son algomáspequeñas,alrededorde 280 kDa,

Las moleculasde laminina consistenen una combinación deestastres cadenas,las

cualesse ensamblanformandouna estructuraen cruz, con puntos de unión para la

superficie celular, para el colageno tipo IV y el proteoglicano heparansulfato. La

lamininaes un componentede todaslas membranasbasales(Granty Leblond, 1988)

y presumiblementeactue comopuenteentre lasmembranasplasmáticade las células
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epitelialesy la matriz pericelular (láminabasal).

En la membranabasalde la traqueay bronquios,existeuna láminafibroreticular

como componenteadicionalde la membranabasal(Sakai y col,, 1986),
a

Algunos autores comoSartay col. (1987) han determinadoque la membrana

basaldel tractorespiratoriodel hombre,contienelaininina y colágenotipo IV.

Así se ha observadoque la membranabasal de los alveolos pulmonares

contienen capas extras, las cuales aparecencomo una estructura tridimensional

compuesta deunalámina densaentredos láminaslúcidas(externae interna) (Tisdale

— y col., 1988),

Bosmany col. (1991) han observadocon microscopiaelectrónicala presencia

de un depósitoirregular y descontinuode material de membrana basalen la superficie

de los miofibroblastos,

Yousemy col, (1992) corroboranlos trabajosde ¡lara y col. (1989) en fibrosis

pulmonar del hombre, al describir la fragmentaciónde la membranabasal y la

deposición de colágenotipo IV y lazninina por células mesenquimatosasde vasos y

porciónconductora pulmonarcomo consecuenciade la fibrosis producidaduranteel

procesode rechazode aloinjertos pulmonareshumanos.

JV.2.2.- FIBRONECTINA

.

Es una proteina grande,externa, y con diferentesdenominaciones, asícomo
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proteinasensiblea la transformación(LETs), fibronectina(Cheny col., 1978), proteina

de superficie celular (Yamaday Weston, 1974), galactoproteinaA (Gahmberg y

l-lakamori, 1973) o proteinaZ (Wickus y col., 1974).

Pertenecea las glicoproteinasmayoresde superficie celular presenteen la

estructurade la matriz de fibroblastos (Wartiovaaray col,, 1974), miofibroblastos,

algunascélulasepiteliales(Cheny col., 1977), fibras musculareslisas (Chen,1977)y

célulasendoteliales(Jaffe y Mosher, 1978),

Esisteunapérdidade estaproteinarelacionadacon la transformaciónoncogénica

de las células, así comoun aumento dela tumorigenicidaden una serie delineas

celularestransformadasde rata por un adenovirus(Cheny col,, 1978),

Estudioscon inmunofluorescenciafrente a fibronectinay colagenotipo 1, en

cultivos celulares(célulasmesenquimatosas), ponen de manifiestoen fasestempranas

la liberaciónporpartede las célulasde fibronectinade forma fibrilar, y no colágeno,

sobreJa ínernbranascelularesestableciendoel contacto célula-célula.Sin embargo,la

expresiónde colágenotienemodelosdistintos,comienzaen formademancha(difuso),

y luegoadoptael modelofibrilar. Estas investigacionesdetenninan,que la fibronectina

sirve como columna inicial para la fibrinogénesis deotros sistemasde matriz, tales

como el colágeno (Cheny col., 1978).

La proteinade adhesiónmejor estudiada,esun dímero(440.000Pm) de una

glicoproteinagrandecon lugaresdeuniónparamuchos componentes incluidocolágeno,

fibrinógeno, heparansulfato (heparina),paredes estreptococicasy susreceptoresde
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superficiecelular (Hynes y Yamada,1982; Editorial, 1989).

La moléculaproteicaesta dividida en un número funcional y estructuralde

dominios.Un solo gende fibronectina codifica múltiplesformasdeproteínasa través

de un mecanismo alternativode unión (Hynes, 1985). El mismo mecanismo es

responsabledediferenciasentrelas formas celulary plasmáticade la glicoproteina,la

cualha sidooriginalmenteidentificadacomo moléculacirculante,denominándosecomo

“globulina insoluble fría” (Saba,1989),

La fibronectinaes crítica en el ataquemedidoporcélulasdel colágenofibrilar;

sin embargo,tambiénparece estarenvueltaen la opsonizaciónparala desnaturalización

del colágeno. La fibronectina puede tambien unirseal dominio del colágenode

complemento,Clq (Rennardy col,, 1983),

La primerasecuenciade análisisy el estudio del mapeo delpéptido se dirige

a la definición de la zona de unión celular (“celularbinding”) de la molécula de

fibronectina, la cual es sorprendentemente pequeña,consistenteen una secuenciade

arg-gly-asp-ser(RUOS) (Ruoslahtiy Pierschbacher,1987).

Los receptorespara fibronectina son miembros de una familia crecientede

moléculasde adhesióndenominadas integrinas(l-lynes, 1987;Ruoslahti,1988). Estas

se definen comocomplejoslugaresde unión transmembrana,los cualesinteraccionan

con el citoesqueletosobre su cara citoplasmática. Esta disposición estructural

probablementeforma la base parael acoplamientodel citoesqueletocon la matriz

extracelular. Además seha podido comprobarque varios factoresde ataquepueden
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utilizar el mismotipo de receptorde superficiecelular (Burridge y Fath, 1989).

La fibronectinay los procolágenosestáníntimamentecodistribuidosen una red

fibrilar (Bornstein y Ash, 1977; Vahen y col., 1978) pero la relación de los

glicosaminoglicanosa la red de fibronectina-procolágenono ha sido definida.

La adicción de fibronectinacon puentesde unión fotoactivos,a cultivos de

fibroblastos de hamster, produjeronun entrecruzamientode la glicoproteina a

proteoglicanossulfatados(Perkinsy col., 1979).

La fibronectina interacciona conmacromoléculaspolianionicastales como

heparina,heparansulfato (Stathakis y Mosessan,1977; Ruoslahti y Engualí, 1980),

ácidohialurónico (Yamaday col., 1980) o ADN (Zardi y col,, 1979).

Las unionesde glicosaminoglicanos sulfatadosa la fibronectinadeberíanpor

-A

tanto ser parcialmente responsablesdel anclajede los proteoglicanos a lamatriz

fibrilar. Tal mecanismoes soportado por la similitud de la composición de —

glicosaminoglicanosen matriz aisladay en fibronectina inmunoprecipitada. Debería

considerarse quela fibronectinade la matriz fibrilar estáunidaal colageno,y que la

unión de la fibronectinaal colágenoinduceun cambioconformacionalen la inolecula

de fibronectina;unaformaquetendríamásafinidadporglicosaminoglicanos sulfatados

(Hedman y col,, 1982).

Los glicosaminoglicanos sulfatadosmuestranun rangodeenlaceentrecolágeno

y fibronectina (Johansson y Hdók, 1980) estabilizando el complejo

fibronectina/colágeno (Ruoslahtiy Engualí, 1980) y ¡e inducen la precipitaciónde
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fibronectinay colágenoy promoviendo el ensamblajefilamentoso de estaproteina

— (Jilek y Hórmann, 1979).

Los proteoglicanosestánimplicadosen un número importantede fenómenos

celulares,Estan presentessobre la superficiecelular, y se piensaque estánenvueltos

en la adhesiónde células normalesy transformadas.Ellos deben también funcionar

como mediadores desuperficiecelularespecíficos,interaccionando discretamentecon

la diferenciacióncelular y movimiento duranteel desarrollo(Haymany col,, 1982).
-A

“In vivo” la interacción de la fibronectina con lasuperficie celular es un

prerequisitopara el movimiento celular; así el bloqueo delos dominios celularesde

unión a la fibronectina inhibela migraciónde estascélulas (Rovasio y col., 1983;

Boucanty col,, 1984ay b; Dubandy col,, 1986).

Hsiehy Chen(1983)realizanestudiosin vito con fibroblastos deraton(Py3T3)

determinandoque la fibronectinade la matriz puedebipolarizar todas las células

fibroblásticashacia unamorfologíafusiformey a un alineamiento paralelo,semejante

al observadoen secciones histológicasdel tejido conjuntivo,

Es importante considerarel papeldeestaglicoproteinaen célulastransformadas,

ya quela mayoríade lascélulas malignasfallan en el depósitode la matrizextacelular

in vito”, y muchas parecenexpresarestedefectotambién “in vivo” (Ruoslahti,1988),

Bosmany col. (1991)determinaronquela fibronectinaesunamolécula asociada

a la membranabasal, másque un verdaderocomponentede ella,

La fibronectinaes un componentede la matriz extracelular,que aumentasu

89



REVISION BIBLIOGRÁFICA

cantidadduranteenfermedades pulmonaresfibróticas. Los macrófagosalveolaresson

una potencial fuentedeestamolécula,Sinkin y col, (1992) utilizaron hibridación‘in

situ”, demostrando quelos macrófagos alveolaresde conejosexpuestosde forma súbita

al 100% de oxigeno durante64 horas, teníanaumentado20 veces los niveles de

ARNm de fibronectina en relación a los animalescontrol. Además, las células

obtenidaspor lavados broncoalveolaresexpresabandiez veces másfibronectina, en

relacióna las célulasde animales controles.

Además algunosautores(Driscolí y col,, 1992)comprueban quela fibronectina

esun buenindicadorde fibrosis, Estehechoes determinado por laliberaciónen fases

inicialesde fibronectinapor los macrófagosalveolare,determinando el desarrollode

unaenfermedadpulmonar intersticial confibrosis pulmonar.

La fibronectinainteracciona con numerosostipos celularesincluyendocélulas

Inesenquimatosase inflamatorias.“In vitro” la fibronectinasirve como un sustrato —

adhesivo y promotor de la proliferación celulary citodiferenciación.Durante el

desarrollo,matricesricasen fibronectinason depositadasen localizaciónesespecíficas

y regulanla migración direccionalde las célulasembrionarias.En particular,la matriz

de fibronectina parece ser de importancia crítica en el desarrollo normal

cardiopulmonar. Recientesinvestigacioneshandocumentadoel aumento de expresión

de la fibronectinaennumerosas lesionespulmonarescomoel síndromerespiratoriodel

distress, neumonía organizada, bronquiolitisobliterante yfibrosispulmonaridiopática.

Además,la fibronectina puedeinteraccionarcon un gran númerode microorganismos
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y por tanto también espotencialmente importanteen la adhesiónmicrobianadel

epitelio de la porción conductora yla consiguienteinfección del sistemarespiratorio

(Limper y Roman,1992).

En la actualidad el estudio de esta proteina secentraen el campo de la

— Oncología,realizandonumerososestudios“in vitro” con células neoplásicassobre la

expresiónde estaglicoproteinade superficiey valorandosu capacidadtumorogénica;

asimismo, “in vivo” la falta de expresiónde la fibronectinaesmuy indicativa de la
-A

malignidad de las células, así como de su capacidad de migración ymetástasis

(Ruoslahti,1988;Demurey col., 1992; Ohori y col,, 1992; Erdel y col,, 1992),
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y.- FACTORES DE CRECIMIENTO

Son polipéptidos que interaccionan con receptores específicos celulares,

produciendo diferentes respuestasbiológicas, que incluyen, la modulación de la

diferenciaciónfenotípica,cambiosen la motilidadcelulary estructuradel citoesqueleto,

y alteraciónen el rango de proliferacián. El fenómenobiológico de promover el

crecimiento no es exclusivo de los factores de crecimiento (FC). Hormonas,

neuropeptidosy nutrientespuedentambién inducir la proliferacién celular (Pardee,

1989; Wall, 1991),

Los FC se diferenciande las clásicas hormonasen varios aspectos.Son

producidos pormásde un tipo celular;tienenun ampíiorangode accionesbiológicas,

algunasde las cuales sesolapan,y en general,actuana cortadistancia,La mayoríade

las células de los mamíferossecretanun gran número de FC y respondena una

variedadde estasmoléculasde una forma autocrinao paracrina(Pusztaiy col,, 1993).

La acciónlocal de estosFC es coordinarla organizaciónde los tejidos. Así, en

fasescomo la reparaciónde inflamación, hay unacompleja redde comunicaciónde

señales quecoordinanla reparación dezonasde matriz extracelular,secundariaa la

destrucciónpor la respuesta inflamatoria,Estas señalesseestablecen entrelas células
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inmunes efectoras(linfocitos 1 y macrófagos)y las poblaciones celulareslocales

(fibroblastos)(Antoniadesy col,, 1991).

Los efectos localesson aseguradospor la corta vida mediade estasmoléculas
‘a

en el espacioextacelular,y por su asociacióncon lamatriz extracelulary con varias

proteinasde unión a los FC (Rouslahtiy Yamaguchi, 1991; Pusztaiy col., 1993).

En la circulaciónsanguíneahan sidodetectadosdiferentesFC entrelos que se

incluyen: factorde crecimientoinsulinico-like (IGF-I, -II) (Cullen y col,, 1991), factor

de crecimiento derivado de las plaquetas(PDGF) (Rossy col,, 1990), factor de

crecimiento epidermal (EGE) (Oka y Orth, 1983), y factor de crecimiento

transformante3 (TGF-J3)(Massague,1990), La mayoríade estoselementospresentes

en el sueroformancomplejosconproteinas,las cualesparcialmentelos inactivan.El

sistemaefectory el papelfisiológico de los FC circulantes,con la excepciónde IGF-I

el cual medialos efectos de la hormonade crecimiento,no estan completamente

estudiados(Pusztaiy col,, 1993),

Algunos FC recientementeidentificadosno seincluyendentrode las anteriores

familias. Así, el FC Hepatocitico (HGF) está estructuralmente relacionadocon la

familia de proteasasséricas, pero le falta la actividad proteolftica. El factor de

crecimientodecélulasendotelialesderivadode plaquetas (PDECGF)esun polipéptido

tinico no relacionadocon secuencias conocidas. Algunade las caracterizaciones

recientesde los FC, comoendotelin-1y gro, representan nuevosdescubrimientosen

las actividadesde péptidosclasificadosformalmente dentrode distintas familiascon
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actividadesprimariassobrela fibra muscularlisa vasculary las célulasinflamatorias

respectivamente (Pusztaiy col., 1993),

Los FC songruposde familias diferentescon secuencia homólogay similitudes

estructuralesde los péptidos.Cadafamilia debesurgir de distintos genesancestrales

por duplicacióny evolucióndivergente(Pusztaiy col., 1993),

Considerandoel elevadonúmerode familias de factoresde crecimiento, así

como el solapan-iientoen las funcionesde los mismos, nuestrotrabajose centraráen

dos familias concretas

:

* Familiade Factoresde crecimientoderivadosde plaquetas (FCDP), constituida

por dospolipeptidosrelacionados,con cadenasalfa y beta, las cualesforman horno

(AA,BB) y hetero (AB) dlineros . Estas formas isomorfas seunen por diferentes

afinidades a dos receptoresPDGF distintos y, por tanto, debe tener diferentes

actividades biológicas.

* Familia de factores de crecimiento transformante beta(FCT 3), que incluye un

grupo de proteinashomodímeroshomólogosíntimos. Estosson secretadosen formas

inactivas y requierenun medio acido, o división por proteinasasséricas,para su

activación (Pusztaiy col,, 1993).

Ambos factores de crecimiento son normalmenteconocidospor las siglas

inglesas,por ello nos referimosa ellos comoPDGF(plateletderivatedgrowth factor)

y TGF ¡3 (transforming growthfactor 1~),

El aislamientoy clonajemolecularde numerososFC durantelos últimos años,
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han dado un nuevo empujea las interacionescelularesen generaly en particular al

procesode malignidadtumoral (Pusztaiy col,, 1993),
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V.1.- FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAqUETAS

.

VI.l - ESTRUCTURA Y LOCALIZACION

El PDGF es un péptido plaquetario, componentede los gránulos alfa,

quimiotácticoy mitógeno paralos fibroblastosy fibras musculareslisas de los vasos,

La expresión de proteina PDGF-like es un rasgo común de muchas células

transformadas(Kaplan y col., 1979ay b).

La forma dimérica del PDGF esnecesaria parala expresiónde su actividad

biológica. PDGFhumano(PDGFh) es un heterodímerode dos cadenas polipeptidicas,

PDGF-í (o A) y PDGF-2(o B) (Antoniadesy Hunkapiller, 1983).

Las célulasde mamíferosexpresanlos dos genes1 y 2, y tienenla posiblidad

de sintetizar y procesarestascadenaspolipeptidicashacia su actividad biológica

homodirnérica (Robbinsy col,, 1983; Owen y col., 1984; Nister y col., 1988),

Así hay 3 isoformas activas de PDGF: el heterodímero PDGFhy los

homodimerosPDGF-l y PDGF-2. Lasaccionesbiológicasde las formasisoformasde

PDGFen las célulasdianason mediadasa travésde las unionesa receptorescelulares

de superficie.

PDGFhes unaproteinamitogénicaque consisteen dos cadenas polipeptfdicas

homólogas(PDGF-1 y 2), ligada por puentesdisulfuro. La cadenaPDGF-2 es
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codificadapor un gen diferente localizadoen el cromosoma7 (Antoniadesy col.,

1991).

V.1.2,- FUNCION

Normalmenteal PDGFse le ha aplicadoun papelmuy genérico,intervinendo

en la reparaciónde heridas.Según Rossy col. (1974) la exposición“in vitro” de

células musculareslisas aórticas a PDGF, debe estimularla proliferación de estas

— célulasen el procesode la aterogénesis,“In vivo’, se compruebael efectofinal de la

adhesiónplaquetariay la degranulaciónsobrelascelulasmusculareslisasaórticas;pero

no estaclaro que las fibras musculareslisas aórticasproliferen como respuestaal

PDGF.

Asimismo, “in vivo” circula en la sangre almacenadoen losgranulosa]fa de las

plaquetas.Estascélulastienenafinidadpor zonaslesionadas,agregándosey liberando

suscontenidos,incluyendoPDGF.De estamanera,lasplaquetasselectivamente liberan

PDGFhen el lugarde la lesióncontribuyendoa la regeneracióndel tejido(Antoniades

y Owden, 1984;Antoniadesy col,, 1987;Rossy col,, 1986).

Las células endotelialesvasculares(Di Corleto y Bowen-Pope,1983; Barrety

col,, 1984; Sitaras y col., 1987) y macrófagosactivados(Shimokadoy col,, 1985;

Martinety col,, 1986;Pantazisy col., 1986)presentanla expresióndedosgenesPDGF

y sintetizan PDGF-like mitogénico.Así el PDGF derivadode plaquetas,células

97



1113VIS ION B IBLIOGRAFICA

endotelialesy macrófagos“in vivo”, parecejugar un papel importanteen el tejido de

reparacióny mantenimiento.

Los macrófagosactivadossecretanPDGF(Shimokadoy col., 1985;Martinet y

col,, 1986; Mornex y col., 1986), el cual pareceser controlada enparte, por la

inducción de su ARNm (Assoiany col., 1987).

En contrastea estasfunciones fisiológicas,la expresión inapropiadade PDGF

ha sido ligada a varias alteracionesproliferativasdel hombre,como se ha observado

en algunas líneas celulares derivadasde tumores malignos (Graves y col,, 1984;

Pantazisy col., 1985; Betsholtzy col., 1985;Nister y col., 1988),

Mendozay col. (1990)realizanunestudio inmunocitoquimicosobrela expresión

del PDGFen fibras musculareslisas del miometrio durantela gestaciónen mujeres,

demostrandoel papeldeestefactoren un procesofisiológicamentereversiblecomoes

la adaptacióndel útero al embarazo,La expresióndel PDGFen las fibras musculares

lisas aumentacomo consecuenciadel incrementode la expresióndel ARNm del

PDGF-AA perono del PDGF-BB,el cual no fue visto en úteros normaleso grávidos.

La cantidad de PDGF-AA aumentódurantela gestacióny disminuyó duranteel

puerperio.

Lá función principal del PDGF es inducir la mitosis en células diana

quiescentes, Además,ha demostradoser un potentequimiotáctico parael cultivo de

fibras musculareslisas arteriales y fibroblastos. Otras funciones incluyen su

probabilidadde promoverefectospleiotrópicossobre elmetabolismo celular,tal como
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proteínas,lípidos y síntesisde prostaglandinas,y modularlas unionesa los receptores

de varios componentesbiológicos,incluyendo lipoproteinasde baja densidad (LDL)

y serotonina.La síntesisde componentesmayoresde la matriz de tejido conjuntivo,

tal como el colágeno,glicosaminoglicanosy proteoglicanos esestimuladopor PDGF.

Otros procesosasociadoscon la remodelaciónde tejidos, tal y como endocitosisy

resorción de hueso, tambiénhan sido relacionadoscon PDGF (Ross y col., 1986;

Antoniadesy col., 1987, 1991),

Osomio-Vargasy col., 1991,determinanqueel macrófagoalveolarlibera PDGF

y ello es responsableen partede la proliferacióny del acúmulode célulasintersticiales

observadaen el pulmóndespuésde la inhalaciónde partículasinorgánicas.

Antoniadesy col, (1991) y Ramaely col. (1992) señalan queel PDGF es el

mayor mitógenotambiénparalos célulasglialesy osteoblastos,

Fabisiak y col, (1992) consideranal PDGF, comoun decisivo mediadordel

crecimientoy fenotipo fibroblásticoen el pulmón. Las fuentescelularesdel PDGF

dentrodel pulmónestanmal definidas. Laposibilidadde los fibroblastospulmonares

de producir PDGF “in vitro” fue detectado,mediante el empleo de “northern” y

“westemblot”. Así, fibroblastosderivadosde pulmónadulto y fetal deratarevelaron

expresióna la cadenaproteica A del PDGF.El gen del PDGFA fuemás bajaque los

límites de detecciónen dos lineasde fibroblastos depulmón humanoexaminados de

la mismamanera.La transcripciónde PDGF B, no fue detectadoen alguna delas

lineasde fibroblastos pulmonaresexaminadas,El medio de cultivo deestasmismas
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líneas de fibroblastos pulmonaresfue recogido y testados porsu capacidadpara

promoverel crecimiento, utilizandocomocélulasdiana,fibroblastospulmonaresde

feto humano.Ambos fibroblastos pulmonaresdeadultoy feto, comenzarona producir

un potentey eficazestímulo parael crecimientocelular. La actividad promotoradel

crecimientoen el medio de cultivo derivadode fibroblastosde rata, funcionacomo

factor competentey fue parcialmente inhibidopor anticuerposanti-PDGF. Así los

fibroblastos pulmonaresde rata “in vitro” producenpotentesFC los cualesal menos

uno pareceserPDGF-AA. Existendiferenciasen la expresióndel PDGF-AA. entrelos

fibroblastos pulmonaresde feto y adulto humano. Los FC producidos por los

fibroblastospuedenjugar un importantepapelen la reparacióndel pulmóna travésde

la producción de PDGF-AA“in vivo”.

V.1.3,- FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAOUETAS

EN EL PROCESODE FIBROSIS PULMONAR

PDGF esun mitógenofibroblásticoque estimulala proliferación celular y la

síntesisde colágeno(Stavenowy col., 1981; Deul y Huang, 1984 citadospor Fine y

Goldstein,1987).

Diferentesdominios sobre lamoléculadel PDGFparecenactivar selectivamente

la proliferacióncelular o la quimiotaxis (Seniory col., 1984).
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Estos autoresconsideranque hayproblemastécnicosy conclusioneserróneas

en actividadesde FC, ya que sí el PDGF inducía la formaciónde colágeno,a través

de un mecanismoquees independiente dela proliferación celular,no escierto en este

momento, puestoque el PDGF y TGF ¡3, son derivadosde plaquetas.TGF ¡3 es

efectivo a concentracionesbajas, por lo que muchosde los preparadosde PDGF

utilizadosenexperimentosde colágeno,fueron contaminadoscon pequeñascantidades

de TGF ¡3 (Jgnotzy Massagué,1986).

PDGF y fibronectinahan sido consideradoscomo “factores competitivos” e,

insulina y factores de crecimiento derivadosde los macrófagosalveolares,como

“factoresdeprogresión”paralos fibroblastos pulmonaresdel hombre(Bittermany col.,

1983; 1986).

Estudiosen animales con fibrosispulmonarexperimental(Selmany col., 1985;

Selmany col,, 1989)demuestranla presenciade proteinasdel PDGF-like enlascélulas

alveolaresmononuclearesde pulmonesfibróticos,

Unade las másimportantescontribucionespara comprender porquéel número

de células mesenquimatosasesta aumentadoen la fibrosis pulmonar, ha sido el

reconociendoen macrófagosalveolaresde pacientescon fibrosis pulmonaridiopática

(EPI) espontáneade FC para fibroblastos. Estos incluyen PDGF que es un potente

agentequirniotácticoy un “factor de competencia’para el crecimientofibroblástico

(Martinet y col,, 1987)

Raghuy col. (1988)observóque cultivos de células semejantesa fibroblastos
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de persona adultanormal y pulmón de hombre fibrótico experimentan replicación

celular sólo en presenciade PDGF.

PDGF-like es sintetizado por macrófagos alveolaresactivados humanos

(Shimokadoy col,, 1985), y los macrofagosalveolaresson las células inflamatorias

predominantesen la alveolitis (Crystal y col,, 1984) y en la reparaciónde heridas

(Mornex y col., 1986).

Por tanto el papel de] PDGF debe ser importante en la regulación del

crecimientode células fibroblásticas diploidesdel hombre y en la patogeniade la

fibrosis pulmonarhumana(Raghu y Kavanagh,1991).

Los sucesos incluidosen el desarrollode la fibrosis pulmonaren pacientescon

fibrosis pulmonar idiopática (IPF) no son plenamentecomprendidos. Recientes

hallazgos “in vivo”, demuestranuna base molecular ligada a la fibrosis y a la

produciónde factoresde crecimientomitogénicosen los pulmonesde estospacientes.

Estosestudiosmoleculareshan demostradoporprimeravez la fuerteexpresiónde c-

sis/PDGFy proteínaPDGF-likepor célulasepiteliales cúbicasen biopsiaspulmonares

de pacientes conalteraciones pulmonaresintersticiales.La importancia deestos

hallazgoses la fuerte expresiónde proteinasPDGF-like por célulasepitelialesen

pulmones humanos con alteración proliferativa pulmonar. Esta fue la primera

demostraciónde la expresiónde PDGFpor célulasepitelialesno malignas.Asimismo,

lascélulas mononuclearesalveolarespresentaronpositividadfrentea la proteinaPDGF

(Avila y col., 1987; Antonidesy col,, 1991).
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Mornex y col. (1986), Martinet y col. (1987) y Antoniadesy col, (1991)

reportaronla expresiónespontáneadel genc-sisy la liberaciónde PDGFmitógenopor

macrófagos alveolaresde hombre,no activados, obtenidospor lavado broncoalveolar

de individuos con fibrosis pulmonar idiopática (FPI). Los macrófagosalveolares

obtenidoscon FPJ liberan pequeñas cantidades dePDGFmitógeno.El control de las

muestraspulmonaresde individuossin fibrosis pulmonaridiopáticano expresanc-sis

ARNm o proteinaPDGF-like, Estos hallazgos“in vivo” pruebanuna relaciónentre

PDGF y la fibrosis pulmonar.

Estos estudios “in vivo”, determinaronque las proteinasestabanlocalizadas

primariamenteen las células mononuclearesalveolaresy en las células epiteliales

cúbicasde individuos con altaproliferaciónpulmonar.Laespecificidadde la reacción

inmunofluorescentefue testada enestudiosparalelos usandosuero preinmune, o

competicióncon excesode PDGF, Lasmuestras control fueronrealizadas utilizando

muestras deindividuos sin alteraciones proliferativaspulmonares,los cuales no

expresaban proteinasFCDP-like (Antoniadesy col., 1991).

El significado de estos hallazgosdeterminaronel inicio de numeroso estudios

“in vivo” (Antoniadesy col, 1991). En estos trabajos, seinvestigala expresiónc-sis

ARNm y proteinasdel PDGF-like en biopsiaspulmonares humanascon FPI y así

comode controlespormediode técnicasdehibridación“in situ” e inmunocitoquimicas

usandoun antisueroespecíficoPDGF, Estas investigacionescorrobaronla presencia

de PDGFen célulasepitelialesde individuos con fibrosispulmonar.
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Thornton y col, (1992),realizaronun estudiosobrela influenciade los factores

de crecimiento de los fibroblastos en tejido conjuntivo asociadoa enfermedades

pulmonares intersticiales.La fibroproliferación es una parte importante deesta

respuesta fibrótica,y es mediadaa través de FC talescomo PDGF,IGF y factor de

necrosistumoral alfa (TNF a). Aunquehayevidenciasqueimplican a estascitoquinas

en alteraciones fibróticas,la fuerte evidencia“in vivo” es casi inexistente.Estos

autores,para comprobarel papel quejueganlos FC en las alteraciones inflamatorias

del pulmón asociadascon enfermedadesdel tejido conjuntivo, han obtenido células

alveolaresmononucleares de individuos, mediantelavados broncoalveolaresy han

realizadoposteriormentepruebasparala liberaciónespontáneade FC fibroblástico.

Comprobaronque la actividadde los FC fuemásalta al principio queen fases finales,

e.
Por medio de anticuerpos determinaronla actividad de los FC comprobandoque en

pacientesnormalesera debidaal TNF a, mientrasque los pacientescon enfermedad

pulmonarintersiticial secretarongrandescantidades dePDGFy fibronectina,además

de TNF fi. Aproximadamente40-50% del total liberado de la actividad de los FC

correspondeal PDGF y el 100% a la combinación de PDGF, FNT alfa y la

fibronectina.

Cheny col,, (1992) manifiestanque las célulasmesenquimatosas presentanuna

gran actividad del estadoproliferativo despuesde una lesión aguda pulmonar por

mediode PDGF.Por tanto,la respuestafibroproliferativacontinuaprovocaunaextensa

fibrosis intraalveolar,incluso cuandoel procesoinflamatorioha terminado,
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Powel y col. (1992) comparanla expresióndel PDGFen ratasque sufrenuna

hiperoxia(respiran87% de oxígeno)enrelacióna los nivelesde detecciónen pulmón

normal, El ARNm de la cadenaA del PDGFaumentaa las 12-18 horasdespuesde la

exposición, volviendoposteriormentea situacionesnormales.En el casodel PDGF-B

respondemayoritariamentea la hiperoxia aumentandodiez veces el dia 3 de la

experiencia.Esteaumento,precedea una respuestaproliferativa de fibroblastosde la
a

adventiciamicrovascular,precursoresde las fibrasmusculareslisasy celulasepiteliales,

la cual se origina el dia 4.
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V.2.- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA

V.2.1.- ESTRUCTURAY LOCALIZACION

TGF fi es uno de los primerospéptidosreguladoresdel crecimiento (Holley,

1980), que ha sido purificado de forma homogénea,determinándosetanto su

composicióncomo secuenciaaminoacidica (Assoiany col,, 1983; Frolilc y col., 1983;

Robertsy col,, 1983a).

Dos formasdistintasdel TGF han sido purificadas:

e.

* El tipo alfa: son péptidosde cadenasimplede 5.700daltonscon 3 puentesdisulfuro
en posicioneshomólogasa las del factorde crecimientoepidermal(EGF), conel cual,

tienenuna secuenciahomóloga(Roberts y col,, 1985),

TGF a y EGF,seunenal receptorEGF y tienenaccionesbiológicas indistintas

“in vitro”. Así EGF pertenecea la familia TGF a (Roberts y col,, 1983a; Massagé,

1983 citado por Robertsy col., 1985), —

* El tipó beta: tiene una secuenciaprimaria diferentey consiste en dos cadenas

peptídicas,aparentementeiguales,cadauna de 12.500 daltons,cruzadaspor puentes

disulfuro (Assoiany col., 1983;Frolik y col,, 1983;Robertsy col., 1983a),El TGF fi

se une a un único receptorde superficiecelulardistinto del receptorEGF (Frolik y
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col., 1984; Tuckery col., 1984),

Este factor de crecimiento esta distribuido en muchas células normales y

tumorales(Robertsy col., 1983b),Ha sido purificadode riñón bovino(Robertsy col,,

1983a),placenta humana(Frolik y col., 1983)y plaquetashumanas(Assoiany col.,

1983).

La concentracióndelTGF fi en las plaquetases 100 vecessuperiora la existente

en otrascélulasó tejidos. Estees liberadode las plaquetasdurantela degranulación

inducidapor la trombina. Estosugiereque TGF ¡3 y el PDGFestanen el interior de

los gránulos alfa(Kaplan y col., 1979 a y b; Assoian y col. 1983),

TGF ¡3 1 y 2 se unen a tres tipos distintos de receptoresde alta afinidad

(Massaguéy Like, 1985). Los tres tipos de receptoresdel TGF ¡3 coexistenen la

mayoríade los tipos celularesy tejidosexaminados,

Hay dos formas homodiméricasdel TGF ¡3: TGF ¡31 y 2, y estan estructuraly

biológicamenterelacionadas, pero exibensóloel 70% de la identidad enla secuencia

arninoacídicay muestran diferencias adicionalesen los dominiosdel carboxilo terminal

(Cheifetzy col. 1987 ).

Las plaquetasporcinascontienenTGF ¡31 y 2, asícomoel heterodimero TGF

¡31-2. El FCT beta 1 ha sido sólo identificado en plaquetas humanas. La

caracterizacióninicial del TGF ji estábasadasobrelos efectosde proliferacióncelular

(Ignotz y col., 1987).

La fanillia TGF ¡3 pertenecea la más extensasuperfamilia de moléculas
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peptídicas, queincluye factores tan importantes como la sustancia inhibidora

Mttíleriana, factor morfogénicodel hueso,activinase inhibinas (Pusztaiy col., 1993),

V.2.2.- FUNCION

El factor de crecimiento y transformación (TGF) ha sido definido

funcionalmentecomo grupo de péptidosque inducenla reversibilidadde células no

neoplásicasa expresarsu fenotipo transformado;como consecuenciade la pérdidade

inhibición dependientedel ritmo de crecimiento,e independientedel anclaje(DeLarco

y Todaro, 1978 citadospor Robertsy col,, 1985; Robertsy col., 1983ay b),

La función principal del TGF ¡3 es la participaciónen procesosde reparación

e.
de lesiones,estimulandola proliferación celular, síntesisproteica y producciónde

colágenoen un sistemavivo (Sport y col., 1983),

Los estudios iniciales serealizaronen dos líneascelularesde fibroblastosno

tumorales,para definir la regulaciónbifuncionaldel crecimiento celulardel TGF ji.

Estas son célulasde riñón normalde rata(NRK) querequierenTGF I~ y a o EGFpara

formar coloniasen agarblando(Anzanoy col., 1982;Anzanoy col., 1983), asícomo

en célulasde embriónde ratón(AKR-2B) que requierensólo TGF fi paracrecerbajo

condicionesde ensayoindependientementedel anclaje(Mosesy col., 1984 citadopor

Robertsy col., 1985; Tucker y col., 1983).

El TGF ji al estimularel crecimientoindependientementedel anclaje,no resulta
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mitógeno para las líneas celulares experimentalesque crecen bajo condiciones

dependientesdel anclaje (Assoiany col., 1983; Robertsy col., 1983;Tucker y col,,

1984),
‘e

l-lolley y col. (1980), Tuckery col. (1984) y Mosesy col. (1984) purificaron

TGF fi y un inhibidor del crecimientoen un mediode célulasde riñón de mono verde

Africano (BSC-l), determinandoque ambassustanciasson idénticas,

Roberts y col. (1985) utilizan por un lado fibroblastos3T3 muc-transfected

Fischerde rata, dondeel TGF fi puede funcionarcomo inhibidor o estimulantedel

crecimientoindependientedel anclajey dependiendodel tipo de factor de crecimiento

que opera en la célula junto a él. Además muestrala inhibición del TGF ¡3 sobreel

crecimientoindependientedel anclajede muchaslíneascelularestumorales.Asimismo,

puede actuarde forma sinérgicao antagónicacon otros factoresde crecimientotales

como EGF,PDGFu otros factores presentes,

La respuesta bifuncionalde lascélulasal TGF ¡3 dependede célulastumorales,

células fibroblásticasy epiteliales(Robertsy col., 1985)

A mediadosde los añosochenta Robersty col. (1985), recogenla hipótesis

autocrinade Spom y Todaro (1980),segúnla cual la transformaciónmalignadebía

resultarde la expresiónpositivainapropiadaa factoresde crecimiento.Así los factores

de crecimientopeptídicosespecíficossonproducidosporlas células autotransformadas

las cuales tienensus propiosreceptoresfuncionales.Numerososhan sido los estudios

que evidencian esta hipótesis (Doolitdey col., 1983; Waterfield y col., 1983),

109



REVISION BIBLIOGRÁFICA

particularmentecon el hallazgode oncogenes quecodifican factoresde crecimientoo

sus receptores.

Estahipótesis autocrinasehaextendidoa factoresde crecimiento negativocomo

el TGF ji, El fallo en la expresiónautocrinade la actividad fisiológicadel TGF ji

originó un crecimientoincontroladode ciertas célulasquerequierenestepéptido como

sustanciaque regulael crecimientonormal (Robertsy col., 1985).

TGFs de varias fuentespermiten el crecimiento independientedel anclajede

fibroblastos no transformados(Spom y col,, 1986) y promuevenel crecimiento

monocapabajo determinadascondiciones(Shipheyy col,, 1985), Por otro lado, ellos

puedeninhibir el crecimientode ciertos tumores y células normales(Tucker y col,,

1984; Robertsy col., 1985).

‘a

TGF ji inhibe la adipogénesis(Ignotz y Massague,1985 citados por Fine y
Goldstein 1987) y miogénesis(Massaguéy col,, 1986)y promuevenla condrogénesis —

(Roseny col., 1986 citadospor Ignotz y col., 1987) y la diferenciaciónde lineas

celularesepiteliales(Masui y col., 1986). Losefectosdel TGF ¡3 sobre laexpresiónde

fenotiposespecíficossucedenfrecuentemente en ausencia decambiosen el rangode

proliferación celular.

El papel paracrinode los macrófagosdurantela reparación deuna herida ‘in

vivo”, puedeserdemostradaen estudiosdonde secompruebaque lafibrosis sesuprime

cuando la infiltración monocítica es bloqueada.Por esta razónalgunos autores

considerana los macrófagoscomoel segundotipo de fuenteimportantede factoresde
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crecimiento durantela reparación“in vivo”. Estascélulas aparecen‘a priori” en la

curaciónde heridasproduciendocomo resultadouna respuestafibrótica (Rossy col.,

1986).

El mecanismode control responsablede la inducciónde la secreccióndel TGF

fi durantela activaciónde monocitospareceno actuara nivel del ARN, ya que los

niveles del ARNm parael TGF ¡3 son similares en los monocitosestimuladosó no

(Assoiany col,, 1986, 1987).

Así la secrecciónde estefactorde crecimientoessemejantea la observadapara

— la proteinadel PDGFproducidapor estascélulas(Shimokadoy col,, 1985; Martínet

y col., 1986; Mornex y col., 1986), ademásel mecanismode control de la secrección

del TGF ¡3 y PDGFdurantela activacióndel monocitoes diferente.

Asimismo,lasmoléculasefectoras derivadasde linfocitos T estimulanla síntesis

de colágeno en cultivos fibroblásticos sin aumentar el contenido de ADN; la

produccióndel TGF ¡3 es tambiénmediada porlinfocitos T (Postlewaitey col., 1 984;

Kehrl y col., 1986).

Estudios “in vitro” sobre cultivo de fibras musculareslisas deaorta bovina

demuestranque el TGF ¡3 produceinhibición del crecimientocuandolas célulasson

cultivadas en una monocapay actuan de forma sinérgica con EGF y PDGF,

estimulandoel crecimientocuandolas células son cultivadasen agar blando. Estos

experimentos sugierenque la liberacióndelTGFji durantela degranulación plaquetaria

debe serun elemento importante en la regulación de la división de las fibras
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musculareslisas (Assoiany Sporn,1986).

Fine y Goldstein(1987) examinaronlos efectosdel TGF fi sobrela producción

y proliferación de cultivos fibroblásticosde pulmónen feto humano. Estosdescriben

que el TGF ¡3 es un potenteestimulador dela síntesis de colágenoen cultivos

fibroblásticos,Resaltantambiénla producciónpersistentede colágenoduranteal menos

72 horas en cultivos con TGF ¡3, Estos efectos sucedensin estimulaciónde la

proliferación fibroblástica,

El TGF ¡3 estimulala produccióndemoléculasdematriz extracelular talescomo

fibronectinay colágeno(Ignotz y Massagué,1986; Roberts y col,, 1986); en este

último caso,se ha comprobado,en cultivo de fibroblastospulmonareshumanos,que

produceun aumentoen la producciónde ambostipos decolágenos1 y III sin alterar

e.

la proporción.
TGF ¡31 y 2 aumentala síntesisde fibronectina y colágeno(Massaguéy col. —

1986; Ignotz y Massagué,1986; Robertsy col., 1986) en muchostipos de célulasen

cultivo o “in vivo”.

Ademásel TGF ji 1 pareceregular la producciónde proteinasque pueden

modificar la matrizextracelularpor acciónproteoliticade sustanciascomoel activador —

del plasminógenoo el inhibidor del activadordel plasminógeno(Laiho y col., 1986),

procolagenasa(Chua y col., 1985) y varias otras proteinassecretadasde función

todavíadesconocida(Nilsen-Hamiltony Holley, 1983 citadospor Ignotzy col,, 1987).

Así controlaría la expresión de fenotipos específicos “in vivo” para regular la
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composiciónde matrices extracelulares.

El TGF ji es prototipo de una gran familia defactores polipeptídicosque

controlanel desarrollode tejidos en organismosde Drosophilay humanos (Ignotzy

col., 1987). Sinembargoha sido recientementeapreciadoque el FCTs puedeafectar

profundamentea varios procesos dediferenciacióncelular,

Artículos previosconcernientesa la modulacióndelos componentes dela matriz

extracelularpor el TGF ¡3, considerancomo un factor importante,la medidadel rango

de acumulaciónde fibronectinay colágeno1. Este efecto podríaser mediadopor

cambios en el rangode síntesisy/o estabilizaciónde varias proteinas(Ignotzy col.,

1986, 1987).

Ignotz y col. (1987) realizandistintos experimentos“in vitro” con fibroblastos

y mioblastosde rata, indicandoque el aumento desíntesisde fibronectinay colágeno

tipo 1 es el mayorcomponentede la accióndel TGF ji sobre lamatrizextracelular.La

posiblealteraciónde la composicióny cantidadde matriz extracelularen fibroblastos,

mioblastosy otros tipos de célulasproducidaspor el TGF ¡3 “in vivo” no está aún

establecida.

Estos mismos autores,demuestranque el TGF ¡3 1 controla los niveles de

fibronectinay colágenotipo 1, al menos enparte,por aumento enlos niveles de los

respectivosARNm, El aumentoen los niveles deARNm de fibronectinay colageno

tipo 1 esuna respuestatemprana delas célulasal TGF ¡3.

Se ha obsetvadoen algunascélulas al igual que en monocito/macrófagola
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producciónde unaproteinade unión parael TGF ¡3, que a suvezestimulatambiénel

propio factorde crecimiento,Estaproteinaefectivamenteinhibe la interacciónentreel

TGF fi y su receptordesuperficie;el resultadodel estudiocompruebaqueel complejo

TGF beta-proteina deunión es biológicamenteinactivo (Lawrence y col,, 1984;

Assoian y col., 1987).

Aunque los estudiosinicialescon TGF ¡3 estabanbasadossobre lapremisade

ser un péptido específicopara la iniciación del cancer,la identificación del mismo en

un grannúmerode célulasy tejidos normalessugierequeestaproteina tieneun papel

fundamentalmentereguladoren el fisiologismo humano.Es muy clarasu implicación

en los procesosde reparacióne inflamación, ya queplaquetas,macrófagosy linfocitos

son todos ellos fuentesde TGF fi (Assoiany col,, 1987).

‘a

El TGF ¡3 esproducidoen forma latentepor una gran variedad de células“in

vitro”, Normalmenteestees activadopor extremos depH, sugiriendoque el accesoa

un medio ambienteácido debe activarel TGF ¡3 “in vivo” (Spomy col,, 1987).

Existenotros posibles mecanismos“in vivo” que activanel TGF ¡3, talescomo

la exposicióna plasminay catepsinaD, proteasascomo el plasminógenoactivadoy

colagenasatipo IV, las cuales estanasociadascon las membranas delas células —

endoteliales(Keski-Oja y Moses, 1987).

Richardsony Campion (1988)indican elpapeldel TGF fi en la regulación de

la actividad angiogénica,y posiblementeen la formación o regulacióndel desarrollo

de los adipocitosen el tejidcs conjuntivo adipososubcutáneodefetosporcinos, enlas
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— últimas etapasde gestación.Se desconoceel papel fisiológicodel TGF fi durantela

fase inicial del desarrollodel tejido adiposo.

Cocultivos de pericitos con células endotelialesde capilares, inhibieron

totalmente laproliferación deestascélulasendoteliales,siendoel TGF ¡3 activadoe]

causantede dicha inhibición.Sinembargo,los cultivos independientesde estascélulas,

sólo revelaronque tanto las células endotelialescomo los pericitos producenTGF fi

en forma latente.Aun más, la adiciónal cultivo de pericitos y células endotelialesde

anticuerposneutralizantesfrenteal TGF fi bloqueael efectoinhibidor. El papelde las

interaccionescélula-célulaen la activación del TGF fi es indicado por la falta de

actividadinhibitoria en el medio de cultivo en el cual se pierde el contacto celular

(Orlidge y col,, 89)

Yoshida y col. (1991) realizaron experimentos‘in vitro’ con fibroblastos de

pulmón humanoparadeterminarla regulación delos nivelesde proteoglicanosen el

medio. Los resultados sugierenque la unión celular y la fibrinogénesisdebería

aumentarpor el TGF fil a travésde la vía de regulacióncoordinadade la expresión

de decorina,colágeno,fibronectinay quiza otrasmoléculasde la matriz,

Williams y col. (1991) indican quelos componentesde la matriz extracelular

debenser importantesen la regulaciónde las síntesisde colágenopor los fibroblastos

pulmonares.El colágenotipo 1 es el componentede la matriz que se acumulaen el

intersticiodurantela fibrosispulmonar y essintetizadoporlos fibroblastospulmonares

humanosen cultivos celulares,El TGF ¡3 estimulala síntesisde colágenotipo 1 y la
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expresiónARNm alfa 1 (1) colageno.Estosautoresestudianlos efectosdel colágeno

tipo 1 solublesobre la formación de colágenoinducido por el TGF ¡3 en fibroblastos

quiescentesde pulmón de embrión humano, Estosresultadosindican queel colágeno

soluble tipo 1 causa unamodificación enel colágeno,quizáspor la alteraciónen la

formacióndel entrecruzamiento. Estedato sugiereque el colágenoafectaa su propia

deposicióndentrode la matriz extracelular debidoa reaccionesfibróticas.

Matrisian y col. (1992) consideranque el TGF ji juegaun papel importanteen

la regulaciónde las metaloproteinasasde matriz (estromelisina)y parecedesempeñar

un interesantepapel en el desarrollo embriológicoy en la morfogenesisdel pulmón

murino; así el tratamientode pulmonesembrionariosen cultivo de órganoscon EGF

o TGF a origina una estimulacióndel crecimiento y/e inhibición de la división
‘a

inorfogénetica, Sinembargo,el TGF ¡3 tiene un efectocontrariosobreel crecimiento

del pulmón rudimentario murino y es inhibidor del crecimiento en forma —

dosis/dependiente.Esteejemplo ilustrael papel potencial delos FC en la regulación

de la degradaciónde la matriz por metaloproteinasasen el complejo procesodel

desarrollo.

V,2.3.- FACTOR DE CRECIMIENTOTRANSFORMANTEBETA

:

PROLIFERACIONCELULAR

La función de estas moléculas es todavia oscura, Los experlinentos de

transfeccióncelulardemuestranque al menos,algunosde ellassoncapacesde inhibir
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— la sintesis de DNA y la proliferación celular,y de producir un efecto citostático

(Pepperkoky col., 1988).

Varias linfoquinasy moduladoresinmunes de origen linfocítico han sido

mostrados tambiéncomo influyentes en la proliferación fibroblásticaincluyendo

interferon (Hunnunghakey col,, 1986; Elias y col., 1987)y un factor inhibidor del

crecimiento fibroblástico(Lemaire y col., 1986),

Los efectos proliferativosdel TGF ¡3 sobrecultivosde células mesenquimatosas

son más complejos(Roberts y col,, 1985; Assoian y col,, 1986; Massaguey col.,

1985), probablementeson bifuncionales (estimulay/e inhibe), dependiendode la

presencia deotros FC coexistentes,El único efecto delTGF ¡3 sobre los fibroblastos

del pulmón humano de ambasmuestraspulmonares,normal y fibrótico, pareceser

citostático.

Otros peptidosmediadoresquepodríaninfluir enel crecimientode fibroblastos

pulmonares sonsecretadosy liberados por los macrófagosalveolares(King y col.,

1989).EstosFC por tantoactuansobrelosfibroblastos pulmonaresintersticialesde una

forma paracrina.EstosincluyenFC derivadode macrófagosalveolaresy fibronectina

(Bitterman y col., 1986), TGF, interferon e interleuquinas (Wewersy col,, 1984).

El papelpotencialde neuropeptidos (bombesinao péptidoliberadorde gastrina,

sustancia P, péptido vasoactivo intestinal,que son liberados por las células

neuroendocrinaspulmonares) comofactores reguladoresdel crecimiento de los

fibroblastos pulmonaresdel hombre estápoco estudiadoen el momento actualy
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necesitasermásinvestigado,AdemásFC talescomoinsulina,entreotros,sonliberados

también de otros lugares para la modulación del crecimiento de fibroblastos

pulmonares(Raghuy Kavanagh,1991),

El potencialproliferativointrínsecode los fibroblastospulmonaresen individuos

sanos (o células “fibroblastic-like”) es regulado porpromotoresdel crecimiento

(mitógenos)y factoressupresivos(inhibidores).Estosfactoresde crecientoreguladores

estan disponiblesen las células“fibroblástic-like” en ambientelocal y su liberaciónes

de forma paracrina.El resultado final pareceserunacombinaciónde efectosde varios

factoresque regulan elcrecimientofibroblásticoen una función autocrina,paracrina

y endocrina(Raghuy Kavanagh,1991).

Los mecanismosmolecularesdeinhibicióndel crecimientoinducidospor los FC

e

no estan bien dilucidados. Es atribuido a una baja regulación en la expresion

oncogénicay la inducción de nuevas proteinas ausentesen celulas proliferativas

(Sorrentino, 1989).

Recientes observacionesrevelanunaposibleuniónentrela inhibicion inducida

por FCde la proliferación celulary anti-oncogenesactivados.TGF ¡3 ha sidomostrado

paraprevenirla fosforilizaciónde la proteinaRB, asímantienela desfosforilización,

produciendoun estadodecrecimientosupresor(Laiho y col,, 1990),

El TGF ji es el másubicuo regulador negativode la proliferación celular, Solo

unas pocascélulas mesenquimatosastales como los fibroblastos,pero no celulas

epiteliales,proliferanen respuestaaTGF ¡3. Aun más,inhibe la proliferaciónde células
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neoplásicasincluyendo carcinomasde pulmón, mama, endometrio e hígado, y

melanoma,así como fibro y osteosarcoma“in vitro’ (Bernard y col., 1990). La

aparentecontradicciónentrela actividad inhibitoria bien documentadadel TGF ¡3 “in
a

vitro”, y su capacidadde promoverla formacióndeun tumoren ciertoscasos“in vivo”

(Torre-An-iloney col., 1990)nos da una idea sobre la problemáticade extrapolarlos

resultadosde experimentos “in vitro” a situaciones “in vivo”. Estas situaciones
a

contradictoriaspodrían ser aunadas,al considerar la complejidad de la red de

a

citoquinas, queoperan “in situ” produciendoseñales quepromuevenel crecimiento
(presenteso inducidas por el TGF fi), y que podrían tener algún efecto directo

antiproliferativodel TGF ¡3. Unaprolongadaexposicióna FC, comoen lineascelulares

transformadas, puedeproducirunadesensibilizacióny escapeal estímulo inhibitorio.

Los efectosangiogénicose immunosupresivosdel TGF ¡3 representauna actividadpro-

tumorogénica“in vivo”. El crecimiento de las celulas tumorales “in situ” es

determinadapor un delicadobalancede actividades proy anti-tumorogénicas.

Los fibroblastos puedenser estimuladospara dividirse por los factores de

crecimientoo mitógenosen la fase G1 del ciclo celular y promuevenla síntesisde

ADN y el crecimiento celular, Las células en estadoG0 deben recibirfactoresde

crecimiento con competenciay progresión, para completarel ciclo celular. La

competenciade los FC que activan células,como por ejemplo los fibroblastos

pulmonares humanos,en la fase Ql son: PDGF, matriz extracelular, fibronectinay

factor de crecimientofibroblástico.Insulina y FC derivadosdemacrófagos alveolares
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son ejemplos de la progresiónde FC que actuanmás tardeen la fase Ql del ciclo

celular,procesocrucial parala iniciación siguientede la síntesisde ADN (Raghu y

KaVanagh, 1991).

En los últimos añosse han realizadoestudiossobreel TGF fi y miembrosde

esta superfamilia,comprobandoque son potentes factores reguladoresdel crecimiento,

principalmenteregulanla proliferacióncelulary la diferenciaciónduranteel desarrollo

embriológico (Whitby y Ferguson,1991), Estudios previos (Kulyk y col., 1989;

Leonardy col,, 1991)han sugeridola participaciónde estefactor de crecimiento en

la diferenciaciónmesenquimatosahacia tejidocartilaginoso.Así Satoy Tuar> (1992)

compruebanel efecto de la deficiencia sistémicade calcio en el embrión de polío,

sobreel TGF ¡3, produciéndoseun aumento dela expresióna este factor en células

a’

mesenquimatosasdiferenciadas,las cuales tambiénaparecieronfuertemente positivas
al colágeno tipo II. Este hecho confirma la diferenciación de las células

mesenquimatosashaciatejido cartilaginoso,

La mutacióndel genRB proporcionaa las célulasunaresistenciaa la inhibición

del TOE ji (Pusztaiy col., 1993),

Un conceptonuevoe interesante,en la inhibición del crecimiento celulares el

reconcimientode las moleculasde unión de los FC; frecuentementelas regioneso

dominios de unión de los reptores específicosque recubren las celulas, pueden

fomentarla actividadde los FC (Pusztaiy col., 1993).

El mecanismo deregulación de la proliferación celular comienzacon la

120
-s



REVISION BIBLIOcRAFICÁ

activaciónen los puntosde unión de los receptoresdeFC a través de cambiosen la

dimetización y conformación; esta activación disparaun sistema de procesos

bioquímicosque incluye fosforilaciónde proteinas, gliceroldiacil, fosfatode inositol,

prostaglandinasy generaciónde nucleótidoscíclicos y alteración intracelular delas

concentracionesiónicasde calcio, sodio e hidrógeno(Pusztaiy col., 1993),

Estos procesos provocancambiosen la morfología y citoesqueleto,así como

alteracionesen el modelo metabólico de la glucosa y síntesis de proteinas, y
‘e

eventualmente culminaen la progresióndel ciclo celular (Pusztaiy col,, 1993).

Los dos mayores “puntos críticos” (“check-point”), los cuales controlan la

progresión dela faseQl a 5, esreguladoporsignos extracelulares,la mayoríapor GF

y hormonas.En célulascancerosas,el controlesfrecuentementealteradoen estepunto.

El segundo “punto critico’ es independientede las señalesextracelularesy es

controladopor procesosinternosde cromosomas, replicacióny aumentode la masa

celular,Estemecanismode control recaesobrela segregación cromosómica encasos

de incompleta o anomala replicacióndel ADN. La pérdidade función de este

mecanismo,esmanifestaen los tumores,considerandoque las célulasneoplásicasson

frecuentementeaneuploides.Sin embargo,poco es conocidoacercadel mecanismo

molecularde estecontrol,En fibroblastosel progresoa travésdelperiodode transición

GI/S es subdividido en dos pasos referidos como competenciay progesión.La

competencia esel pasoinicial en el cualel precursorcelular dela transiciónde la fase

quiescente(GO/Gí),entraen la fase 5, Una cortaexposiciónal PDGFhaceque las
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células competentes avancenen su progresión haciala fase 5. Sin embargo, la

progresiónrequierela presenciade EGF y IGF. El mecanismomolecularde estos

efectoscomplementariosinducidos por diferentesreceptorestirosina quinasano es

comprendido todavia. También ha sido observado que el modelo

competencia/progresiónno es universal;muchosde los tipos respondena estímulos

simplescomo la proliferación,La progresióndel ciclo celular dependede cambiosen

la actividadde unafamilia de proteinas (quinasasciclina-dependientes)(Pusztaiy col.,

1993).

La mayoría de los estudiosde regulación de la proliferación en célulasde

mamíferos,han sido desarrolladosen distimas modelos animaleso “in vitro”. Las

evidenciaspara implicar a los FC en la patologíahumana“in vivo” escircunstancial,

a’

Como resultadodel amplio uso de la inmunocitoquimicae hibridación “in situ”, hay
una rápida acumulacionde hallazgos parala expresiónde FC y sus receptoresen

tejidos normalesy condiciones patológicas.Sin embargola cuestiónbásicade si FC

son ademássecretadospor celulas tumorales “in vivo” ha de ser aclarada.Nuevos

experimentosnos acercana este hecho, como los ensayosrealizadosen placas

hemolíticas,lascuales detectanla secrecióndeFC por célulastumoraresindividuales.

El impactode los FC sobreel pronósticoy aplicaciónterapéutica,y susresultadosse

comprobaranen añosfuturos (Pusztaiy col,, 1993),
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V.2,4.- FACTORDE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE

:

SíNTESISDE COLAGENO

El TQF ¡3 debeser un factor importanteque contribuyea la síntesisdel tejido

— conjuntivoalterado en la fibrosis pulmonar.El aumentodel contenidode colágenoen

lesionesinflamatoriaso fibróticas debeserun resultado delasacciones combinadasdel
‘e

TGF ji y el PDGF(Ooshima,1981; Morton y Barnes,1982;Narayanany col,, 1983).

Las células fibroblásticasson la mayor fuentede colágenoen el parénquima

pulmonar. Durante la respuestainflamatoria del pulmón, son expuestasa varias

sustanciasderivadas de la sangre,daño del tejido, y células inflamatorias, Estas

sustancias, incluyen complejos inmunes, componentes del suero, factores de

crecimientoy citoquinas, se cree que activan los fibroblastoscausando ladivisión,

proliferación y síntesisdel colágenoy otros componentede la matriz. Entrevarias de

estasmoléculasquepueden influenciarla actividad delos fibroblastosmereceatención

el TGF ¡3. Es secretadopor plaquetasy macrófagos, mostrandosecomo puente de

unión de fibrosis y angiogénesis,acelerandola curación deheridas,y causandoun

aumentopersistentede la síntesisde colágeno1 y III en cultivosde fibroblastos(Sporn

y col,, 1987;Jgnotzy col., 1987;Vargay col,, 1987),El papelprincipal del TGF ji en

la fibrosis pulmonarhumanaestá expresadapor macrófagos alveolares.

TGF ji es un polipéptido regulador delcrecimientoy diferenciación(Sporn y

col,, 1987), influye en la síntesisy degradaciónde componentesde la matriz por
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diferentestipos celulares,que específicamente promuevenla síntesisde colágenopor

fibroblástospulmonares(Fine y Goldstein, 1987)y producenunarespuesta detejido

fibrótico “in vivo” (Sporn y col,, 1987), Comofactor quedesarrollala acumulaciónde

matriz, hay queconsiderarlointeresanteen su posible implicación enla curaciónde

heridasy fibrosis.

Recientementeha sido demostradoque TGF ¡3 tiene un efectoreguladoren la

síntesisde proteoglicanosanálogosal PGJ(Biglican) y PGII (Deconina),y es originado

por una amplia variedad detipos celulares, incluyendo fibroblastospulmonaresy

células epiteliales del pulmón (Overalí y col., 1989). El efecto del TGF fi es

incrementardos vecesmás la síntesisde la estructuracentraly la masa molecularde

glicosaminoglicanos,

-a

Clark y col, (1989)han observadouna disminuciónen la síntesisde colágeno

por fibroblastospulmonaresdel hombre,expuestosa gamma-interferon,

Antoniadesy col. (1991) han estudiadola síntesisde colagenosen cultivos

celularesde fibroblastosde muestrasde pulmoneshumanosnormalesy fibróticos, y

evaluaron los efectos del TGF ¡3. Ambos fibroblastos de pulmones normales y

fibróticos sintetizancantidades similaresdecolágeno.El colágenotipo 1 esel colágeno

mayor sintetizadopor ambos tipos celulares normalesy fibróticos, y en relativa

proporción el colágeno 1, III y y. TGF ¡3 causa de 2 a 4 veces aumento enla

estimulaciónde la producciónde colágenoy los niveles de RNAm del colágenosin

casi proliferaciónfibroblástida“in vitro”; todos los tipos de colágeno(1,111 y Y) son
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estimuladospor el TGF ¡3.

Bajo determinadascircustanciases probableque el TGF ¡3 y otros FC pueden

actuarcomo sinergistaso antagonistasde células fibroblásticasen el parénquima

pulmonar“in vivo”. Otros mecanismostales como ladisminuciónen la degradación

y en la síntesisde colágeno, debencontribuir a la intrincadamalla que tiene como

resultado laalteracióndel tejido conjuntivo,y comoconsecuenciala fibrosis pulmonar

(Antoniadesy col,, 1991).

125



a-

‘a

‘e

MATERIALES Y METODOS



a

MÁThRIÁLES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

-1.- ANIMALES UTILIZADOS

.

Los animales objeto de estudio fueron caballos sacrificados mediantepuntilla

y deguelloposterior. Durante la fase de faenado, serelizaba la extracciónde la tráquea

y pulmones. En ese momento realizabamos la inspección de estos órganos, y

seleccionábamoslas patologías pulmonaresobjeto de nuestro estudio.

1.1,- NUMERO

La recogida de muestras se realizó ininterrumpidamente desde Septiembre de

1991 a Agosto de 1992 en el Matadero Municipal de Madrid,

En el período indicado se sacrificaron 1425 caballos, querepresentaun 56,8%

del total de los équidos. El número de pulmonesdecomisadossupuso un 34,93% del

porcentaje sobre el sacrificio total, de los cuales el 57% se correspondían con

decomisospor neumoníasinespecíficas.

En nuestro estudio hemos empleado los pulmones de 100 animales,

correspondientesal grupo decomisadopor neumonias,lo cual significa un 7% del total
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de caballosquese sacrificanen el mataderoMunicipal de Madrid (Legazpi).Al mismo

tiempo recogimos5 pulmonessanos.

1.2.- PROCEDENCIA

Las zonas de origen de los caballos, fueronla Comunidadde Madrid y las

provincias limítrofes de las comunidadesde Castilla la Mancha y Castilla-León,en

concreto:Toledo,Avila Segovia,Guadalajara,Cuencay CiudadReal.

1.3.- RAZA

a-

La gran mayoría de los animales estudiadosse correspondencon caballos

cruzados(n=92), y en un pequeñoporcentajePuraRazaEspañola(n=5), Pura Sangre —

Ingles (n=2) y RazaArabe (n=l).

1.4.- EDAD

En los animales objeto de estudio la edad se determinó con arreglo a la

dentición,empleandolos criterios expuestospor la American Associationof Equine

Practitionersen 1988 (Tablas2-6 y Gráfico 1).
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1.5.- SEXO

La distribuciónde los animalespor sexo, se especificaen las Tablas2-6.

Asimismo podemoscomprobaren el Grafico 2 que un 80 % de los animales

eranhembras frenteal 20% de machos.La razónquejustifiqueestehechopodríamos

encontrarlaen el alto número de hembrasreproductorasde desviejecon problemas

obstétricosque sonenviadasal matadero.

II.- TOMA DE MUESTRAS

.

11.1.- MUESTRAS DE SANGRE

Tras el degUello recogiamos sangre total para el estudio virológico,

centrifugandoposteriormentea 2,500 r.p.m. De estaforma obteniamosel suerode

cadaanimal paradetectarlos nivelesde anticuerpos frentea los virus estudiados.

11.2.- MUESTRAS DE PULMON

Una vez recogido el material en el Matadero, nos desplazabamosal

Departamentode PatologíaAnimal II (Facultadde Veterinariade Madrid), donde

realizábamos una detallada descripción macroscópica de los pulmones, y
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fotografiabamoslos casosmás interesantesparanuestro trabajo.

A continuación procedíamosa la toma de muestrasde las zonas objeto de

estudiosiguiendolas pautasindicadaspor Vid (1983) y Drommery col. (1985).Así

obteníamosocho muestras, cuatrode cadapulmóntal y como mdica el Gráfico 3.

III.- PROCESADO DE LAS MUESTRAS

.

Se realizabadependiendodel tipo de estudio,y así podemosdistinguir:

- Estudiomicrobiológico y virológico.

- Estudiohistopatologico: TécnicasConvecionales

TécnicasImmunocitoquímicas

-a

111.1,-ESTUDIO MICROBIOLOGICO Y VIROLOGICO

.

Paraello se utilizaron hisoposcon medio de transporte“Stuart Biomedics”

(Ref. T 1004SE) y mediode transporte‘Stuart Modificado Difco” (Ref. 9340-26-0),

los cualeseranintroducidosen los bronquiosprincipalesde cadapulmón; setomaban

asimismomuestrasde parénquimaparaaislamiento microbiológico. Antesde 24horas

las muestrasse sembraronen placasde cultivo. El procesadoe identificaciónse

desarrollaronsiguiendo la metodología utilizadaen el Laboratorio Agropecuario

Regionalde Algete (Madrid).
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El estudio virológicoserealizó sobremuestrasde sangretotal obtenidasen el

sangrado delos animalesy tras lacentrifugacióna 1500 r.p.m., obtuvimosun suero

que era congeladoa - 180 C. La valoraciónde los anticuerposse realizó frente a

Paraxuixovirus tipo1 y 2, medianteinhibiciónde la hemaglutinación(IHA), Paraello

titulamos el virus usandoel métodode aglutinaciónde glóbulos rojos de oveja,

determinandoasí la unidad vírica aglutinante (UVA)para cada subtipo, necesarias

como patrónparala pruebaposteriorde la lilA:

1 UVA = A/Equi 1 = 1/167

1 UVA = A/Equi2 = 1/367

El laboratorioAgropecuariode Algeteseflalael título de anticuerposfrentea

influenzatipo A en 1120 como valor significativo, para la técnica deinhibición de la

hemoaglutinación.

111,2.-ESTUDIOHISTOPATOLOGICO

.

111.2.1,-TECNICAS CONVENCIONALES

111.2.1.1.-FIJACION E INCLUSION

Lasmuestrasdestinadasparaesteestudiofueronfijadasen fonnol al 10%. Tras

la fijación se tallaron e introdujeronen ‘casettes’ deplástico y lavadasen agua
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corrientedurante2-4 horas. Paraincluir lasmuestrashemosutilizadoun procesador

automáticode tejidos “Shandon-ElliotBenchSCE0400”. La inclusión fue enparafma

sintética “Flistotec pastillas” (Merck) con punto de fusión 560,. 580C. La formación

de los bloques serealizó enuna consolaTissue-Tek (Dispensadorade pardina,

ConsolaTérmica y Crioconsola:Miles Scientific).

111.2.1.2,-CORTE

Una vez confeccionadoslos bloques de pardina fueron cortadosen un

microtomode rotaciónLeitz, modelo1516 decuchillas desechables,conun grosorde

3-5 pm.

Las seccionesobtenidas eran depositadasen la superficiede aguacalientea una —

temperaturaaproximadamentede 37-40v C para favorecerla eliminaciónde pliegues. —

A continuaciónserecogieronlasmuestras medianteportas,desengrasadospreviamente

con alcohol-etery secadas enuna estufaa 370 C, durante 12 horas,

111.2.1.3.-TINCION

Parael diagnosticohistopatológicoseaplicarondiversastécnicasconvencionales

de tinción:

- I-lematoxiina/eosina,
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- Tricrómico de Masson,

- Tricrómico de Gallego.

- P. A .S. (Acido Peryodicode Schifo.

Tantolos colorantescomo los tiemposempleadosen cadauna deellas sonlos

habitualesseguidos ennuestrolaboratoriode Histopatología.

111.2.2.-TECNJCASINMUNOCITOOUJMJCAS

111.2.2.1.-FIJACION, INCLUSION Y CORTE

La fijación serealizó enlíquidode Bouin (75% de ácido pícrico a saturación,

25% de formalina comercial,y 1-2 gotasde ácido acético glacialporcadalOcc de la

mezcla anterior) duranteun períodode 10-12 horas.Posteriormentelas muestrasse

lavaronmediantecambiossucesivosen alcohol de 400, dondepermanecieronvarias

horaso dias hastasu inclusión,

Formol tamponadocomercialen proporción1/10 (AssensLlofrmn SA., Cod,

n0 0713).

El proceso de tallado, inclusión y corte es análogo al desarrolladopara

microscopiaconvencional,si bien, los portasestabanrecubiertoscon poli-L-Lisina-

Agarosa(MN: 4,000- 15,000;Sigma ChemicalCompany)y sesecarona temperatura

ambientedurante24 horas antesde su utilización.
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111.2.2.2.-INMUNOTINCION

Las técnicasinmunocitoquimicasaplicadashan sido peroxidasa-antiperoxidasa

(P.A.P.) según el protocolo de tinción descrito por Sternberger (1978) e

inmunofluorescenciaindirecta(1. F.I).

La técnicade P.A.P. sedesarrollósegúnlas distintas etapasestablecidas:

10,. Desparafmar:Xiol 10 mm. x2

Etanol 1000 5 aun x2

Etanol 960 5 mm

Enel casode la fibronectina.coláilenotipo IV y laminina eranecesarioutilizar

un tratamiento enzimáticosuavecon pepsina,para aumentarla capacidad antigénica

e.

de la muestra.Tras la inhibición de la peroxidasaendógenay el posteriorlavado en
aguadestilada(5 mm. x3), las preparacionesse sumergieronen unasolución0,4%

de pepsinacomercial(procedentede la mucosadel estómago de suidos: 1:10000;515

unidades/mgsolido; 2,200unidades/mg proteina: SigmaChemicalCo.) en ClH 0,01

N a ph 2,0, constituidapor:

* 99,6 ml de CIN 0,01 N. e.

* 0,4 g de pepsina comercial.

e.

Lasmuestrassemantuvieronen estasolucióna 370 C durante5-10mm, como

máximo. Realizadala digestiónlas seccionessevolvieron a lavar enaguadestilada5

min. x3.
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20,,. Lavar con tampónPBS, ph 7,2 5 mm. x3

La preparación de la solución tampón se realizó empleando

protocolo:

* Cloruro sodico (NaCí) 8,7 grs,

* Fosfato monopotásico (KH2PO4) 0,272grs.

* Fosfato bisódico (NaJIPO4) 1,136 grs.

Las cantidades utilizadas se disuelven en un litro de agua destilada,¡nidiendose

posteriormente en un Phmetroy ajusténdoseel ph a 7,2.

30 Inhibiciónde la PeroxidasaEndó2ena 30 mm.

* Paraello sesumergenlas preparacionesen una soluciónde aguaoxigenada

al 0,3% en PBS(1 ml de H202 al 30% en100 ml de PES).

4O,~ Lavar en tampónPBS, ph 7,2 5 mlii x3

50 Bloqueo de la tinción inespecífica(black2round’):Depositar25 ul desueronormal

de cerdo(DAKO-PAfl’S 901, Dilución óptima1/30)porcorte,incubandodurante30

min. a temperaturaambiente,en cámarahúmeda.

60.~ Incubacióncon el primer anticuerpo:Esta capaera variable,dependiendodel tipo

de antisueroempleado.En nuestro trabajohemos usado antisuerosfrente a las

siguientesproteinasde matriz extracelular:

* Proteinasno fibrilares.

- Lammxna.

- Fibronectina,
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* Proteinasfibrilares: Colágenos.

- ColágenosMayores:colágenotipo 1 y III.

- ColágenosMenores:colágenotipo IV,

Así los anticuerposempleadoscomo primera capafueron:

6o.l,~ FIBRONECTINA

Sueroantifibronectinaplasmáticahumanaobtenidaen conejo(ChemiconINT. -

AB 1940). Dilución de trabajo1/100.

6~.2.- LAMININA

Antilamininapoliclonal demembrana basaldel tumor“engelbreth-holn¡swarm”

de ratónobtenidoen conejo (ChemiconINT,- AB 940). Dilución de trabajo 11100.

6o.3.~COLAGENOTIPO 1

Sueroanticolágenotipo 1 de dermis bovina obtenido en conejo(ChemiconINT. -

AB 749). Diluciónde trabajo1/100.

6~,4.- COLAGENO TIPO III

Sueroanticolágenotipo III bovino obtenido en conejo(ChemiconINT. - AB

750). Dilución de trabajo 1/100,

6~.5.- COLAGENOTIPO IV

Suero anticolágeno tipo IV procedente de placenta humana obtendio en conejo

(INC Immunobiologicals- 68124).Dilución de trabajo 1/100.

* Los distintos anticuerposeran incubadosdurante24 horasa 4W en cámara

húmeda.
-t
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70 Lavar en tampónPBS, ph 7,2.............,,,. 5 min. x3

80,. Incubacióncon la capa puente: puesto que la totalidad delosprimerosanticuerpos

hansido obtenidosen conejo, utilizamoscomo puenteanticuerposde conejoobtenidos

en cerdo (Swine antirabbit immunoglobulins.DAKO-PATTS Z. 196). Dilución de

trabajo 1/100. Las muestrasse incubaron duranteal menos30 minutos en cámara

húmeda.

90 Lavar en tampónPBS, ph 7,2 5 mm. x3

10”.- Incubacióncon el complejo P.A.P.: EmpleamosPAP de conejo(PAP rabbit

DAKO-PArFS Z.96) a dilución 1/64durante30 minutos a temperaturaambienteen

cámarahúmeda.

110,. Lavar en tampón PBS, ph 7,2 5 mlii x3

— 120,,. Reveladocon 3.3’-diaminobexuidina(DAB~ tetrahydrochloradaen tabletasde

concentración10 mg (Sigma Immunochemicals.D-5905).La solución empleada

constabade: 40 ml/PBS, 40 gl de [1202al 30% y una tabletade 10 mg DAB.

Los tiemposempleadosen el reveladose adjuntanen la siguienteTabla7:

ANTICUERPO TIEMPO DE DAB

FIBRONECTINA 2 MIN.

LAMININA 7 MIN.

COLÁGENO TIPO 1 3 MIN.

COLÁGENO TIPO III 10 MIN,

COLÁGENO TIPO IV 10 MIN.
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130.,. Lavar en aguadestiladadurante10 min.

140.,. Contrastadocon hematoxiinade Carrazzi....5 mm.

110.~ Deshidratar:Etanol 960 1 mm.

Etanol l0O~ 1 mm. x2

l2~.- Aclarar: Xilol 2 min, x2

l30.~ Montaje con Histoclac o DPX

La técnica deI.F.I. fue utilizadapara detectarfactoresde crecimientoen los

pulmonesde los animalesobjeto de estudio.Así despuesdel desparafmadoy lavado

con PBS segúnlo descritopara la técnica deP.A.P,, incubamoslas muestrascon el

anticuerpoprimario:

* FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE ¡3 (Transforming Growth

Factor - TGF fi):

Sueroanti-TGF ¡3 procedentede plaquetas porcinasobtenido en conejo(British —

BiotechnologyProductsLtd. BOA 5). Dilución de trabajo1/5.

* FACTOR DE CRECIMIENTODERIVADODE PLAQUETAS(Platelet Derived

Growth Factor - PDGF):

Suero anti-PDGF procedentede PDGF natural humano obtenido en cabra

(British BiotechnologyProductsLtd. RDA 16). Dilución de trabajo 1/30.

El 20 paso de esta técnica consistía en lavar con PBSph 7,2 (5 min.x3).

A continuación incubamosen completa oscuridady en cámarahúmedacon el

conjugadocorrespondientepara cadafactorde crecimiento:
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* Utilizamos Ig O (H+L) de oveja anti Ig O de conejo FITC (Conjugado con

Isotiocianatode Fluoresceína:LmmunoBiologicals 68308 1-0012)para el TGF ¡3.

Dilución de trabajo 1/50.

* En el casodel PDGF usamos Ig O (H+L) de conejoanti Ig O de cabra FITC

(Conjugadocon Isotiocianatode Fluoresceína.SigmaIxumuno Chemicals, F-7367).

Dilución de trabajo 1/64,

Posteriormentese lavan laspreparacionescon PBS ph 7,2 (5 min.x3> y se

montan en un medio acuoso(Glicerina tamponada:9 partesde PBS ph 7 + 1 parte

de glicerina -Merck. No 4094).

111.2.2.3.- DILUCION OPTIMÁDETRABAJO

Para determinar la dilución óptima de trabajo en los diferentesanticuerpos

primarios, se utilizaban varios cortes seriados de una misma muestra además de una

sección de tejido pulmonar normal. A partir de ahí, y teniendo como patrón la

dilución que lacasacomercial recomiendaen cadacaso,estandarizamoslas distintas

dilucionesde trabajo en1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300 y 1/500, eligiendo como

óptimaaquellamás alta y con mayorreaccióntintorial a nivel tisular.

En el caso delos factoresde crecimiento,capapuentey PAP de conejo, se

utilizaronlas dilucionesrecomendadaspor el fabricante.
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111,2.2.4,-UTILIZACION DE CONTROLES

111.2.2,4.1,-Controles Negativos

Realizamoslos controles negativospertinentesmediante la sustitucióndel

anticuerpoprimario por PBS. El resto de la técnicaeraidéntica.

111.2.2,4.2.-ControlesPositivos

La mayoríade los anticuerposprimariosutilizados tienencomo inmunógenos

proteínasde otras especies (colágenobovina, laininina de ratón, entre otras) y no

habíansido testadosen tejidos equinospor lo que no se conocíasu reactividadpara

el caballo. Al poner a punto las diversastécnicas sehanutilizado como controles

positivos seccionesde tejidos de las correspondientesespecies,siempreque ha sido

posible.

Unavezcomprobadala reaccióncruzadaparalos tejidos equinos,nossirvieron

como controles positivos internos determinadas estructuras pulmonares
-a

inmunorreactivas frente a los distintos anticuerpos,basándonos en estudios

inmunocitoquimicosprevios.

En el caso delos factoresde crecimientocon inmunofluorescencíautilizamos

tumoresmamarios caninoscon unamarcadafibroplasia, con sus correspondientes
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controlesnegativos.

IV.- ICONOGRAiEIA

.

Las imágenesmacroscópicasse realizaroncon una cámaraReflex “Minolta”

dotadadeun objetivo macrode 50 mm, 1:3,5, conpelículaKodak Ektachrome160.

Para las microfotograflas empleamospelícula Kodak Ektachrome 64 de

Tungstenoy microscopioOlympusAH-3 (VanoxAHB53>, con sistemadeautofocus

y dos cámarasincorporadas.

En el caso de las muestraspara inmunofluorescencia,las fotografías fueron

realizadascon una cámara Orthomat transistorizadaacopladaa un microscopio

Orthoplan, utilizandose películaKodakEktachrome160 (luz artificial).

MATERIALES Y METODOS
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Una vez realizada la revisión bibliográfica la cual pone de manifiesto la

importancia delas neumoníasintersticialesy la fibrosis pulmonar,principalmenteen

hombre y equinos, expondremosnuestros resultadosde acuerdocon el siguiente

esquema:

1.- Estudiomicrobiológico.

1.1.- Aislamientomicrobiológico.

1.2.- Valoración virológica,

II.- Estudio anatomopatológico.

11.1.- Macroscópico,

11.2.- Histopatológico.

III.- Estudio Inmunocitoquimico.
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1.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO

.

1.1.- AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO

El análisis microbiológico de los pulmones, reveló las siguientesbacterias

clasificadassegúnla tiinción de Grain: * Grampositivas: Staphylococcus sp.

Streptococcus grupoC

Streptococcus zooepidemicus

Streptococcusalphahemolítico

Corynebacteriumsp. e.

Actinobadillus equuli

* Gramnegativas:Escherichiacoli

Pseudomonassp.

Badillus sp.

Klebsiellaoxytoca

Kiebsiella pneumoniae

Providenciasp.

Asimismo sehan aislado levadurasen un 12% de los animalesobjeto de

estudio.

De los 100 animalesprocesadosun 47 % tenían crecimientosignificativo, un
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39% presentaban aislamiento negativoy un 14% teníancrecimientono significativo.

Estastres categoríasseestablecieronde acuerdoa los siguientesparámetros:

* crecimientoo no,

* aislamientoen purezay

* númerode colonias.

Los resultadosdel examenbacteriológicose reflejan en las Tablas 7-16y

Gráfico 4. Establecemoslas distintas categorias, anteriormente mencionadas,

valorandocada crecimientobacterianode 1 a 3 cruces,tal y como señalamosen este

esquema:

* Crecimientonegativo: ausencia decoloniasen la placade agar(-).

* Crecimientono siilnificativo: detectamossu presencia,sin embargoel crecimiento

no es importante.Se representapor una cruz (+).

* Crecimientosi2nificativo: Su aislamientoes valorable,el crecimientoesenpureza,

por ello los consideramos potencialmentepatógenos.Se representancon dos a tres

cruces: t + significativo o +++ altamentesignificativo.

La incidenciaquemostraba cadauno de los organismosaislados quedareflejada

en la Tabla 13, y en ambos casos, superael 100%, al considerarel 39% de los

animalescon crecimiento negativo. Estehecho seexplica por el aislamiento de

múltiples microorganismosen un mismopulmón,siendoinclusosignificativo paramás

de un agente, que en nuestrocaso representael 34,4% delos animalesdel grupo de

caballoscon aislamientomicrobiano.
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La máximaincidencia sobreel número total de animales estuvorepresentada

por Streptococcussp. (35%), Levaduras sp.(12%), Staphylococcussp. (11%) y

Pseudomonassp, (10%).

Es importanteseñalarque en el caso delas levaduras,sólo seconsideran

pat6genas aquellasque crecena temperaturade 37W, con lo que laincidenciase

reducea un 4%.

Asimismo las tres bacteriaspotencialmente patógenas tuvieronen un gran

númerode casos(58% paraStreptococcussp.;20% paraPseudomonasp.; 12% para

Staphylococcussp.)un crecimientoaltamentesignificativo y por ello las consideramos

causantesde procesos patológicosrespiratoriosen los animalesobjeto de estudio.

e.

a-

148



RESULTADOS

--

1.2.- VALORACION VIROLOGICA

La detecciónvirica serealizó midiendoel nivel de anticuerpos en sangrefrente

al Mixovirus Influenza: variedadesPraga56 (A/Equi 1) y Miami 63 (A/Equi 2)

Los resultadosdeesteestudio reflejanqueun 79% de los caballos, presentaban

titulo de anticuerpos negativofrentea las distintasvariedadesviricas enfrentadas,

Un 21% mostrabantasas de anticuerposconsideradoscomo significativos.

Hemosde señalarque deestegrupoun 62,5% teníantítulos altos sólo frentea unade

las dos variedades(A/Equi-1) y el 37,5% restantefrentea ambasvariedadesvíricas

(Grafico 5). Dentrode esteúltimo grupo observamosdos animalesque presentaban

títulos muy elevados:

A¡Egui-1 A/Egui-2

Caballo n0 33 1/640 1/1280

Caballo n0 95 1/320 1/80

Asimismo, hemos intentadoestablecerunarelación estadística entrela detección

vírica de anticuerpos y los estudiosmacroscópicose histológicos.

El resultado no ha sido significativamente estadístico, sin embargo
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consideramosque son de interés algunasde las asociacionesrealizadasentre la

valoraciónvírica y algunascaterogíashistológicas.

Así los cincoéquidosdiagnosticadoshistológicamenteconneumonía intersticial

linfoide (NIL), presentarontodostítulos de anticuerpossignificativos sólo frentea la

variedadA/Equi-1. a-

Igualmente pudimoscomprobarque los animalescon neumonía intersticial

bronquiolitis obliterante(NIBO), mostrarontítulos frente a A/Equi-1 (2 caballos)y

A/Equi-2 (3 animales>.

Los équidos serológicamentenegativos representabanun 85% y estaban —

diagnosticadosen su mayoríade neumoníaintersticial usual(NIU); en estemismo

grupo seincluyen las dos neumoníasintersticialeseosinofílicas.

a

a-

a-
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II.- ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

.

11.1.- MACROSCOPICO

Desdeel puntode vista anatomopatológicomacroscópicopodemosagruparlos

distintosprocesospulmonaresdenuestroscaballosen trestiposdiferentes(Tablas 18-

21):

TIPO A.- Este presentaba focosneumónicosrecientes,distribuidos deforma irregular,

y afectando a lobulillos o lobulos, dependiendo de su extensión. Los lóbulos en los

que normalmentese asientan estaslesionesson los craneales, asícomo la zona de

uniónentrelos lóbulos cranealy caudal.

Macroscópicarnenteestasáreasaparecenconsolidadasy atelectásicas;segúnla

naturaleza del proceso y la antiguedad del mismo sucolor varíadel rojo oscuroal rosa

grisáceo. Alrededor de estas áreas se observan pequeñas zonas prominentes de color

blanquecinocorrespondientesa enfisemas vicariantes(Fig. 1).

A la palpación estas zonas eran firmes y de una consistencia semejante a la del

Ligado. La superficiedecorteerairregular,y de la mismafluía un líquido que variaba

del color rojizo al blanco, Los bronquios de estas zonas estaban afectadas

frecuentemente,y presentabanun contenidomucosanguinolentoen suinterior.

Estas lesionesanatómicasse correspondencon las típicas bronconeumonias

lobaresde los “SíndromesRespiratorios”(Bronquiolo Intersticiales).
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TIPO B. - El segundogrupode pulmonesse caracterizanpor ser muy voluminosos,

sobre todo, en la regióndel hilio másque en áreasperiféricas.Así, hemosvalorado

el abombamientode los mismos, designandoa cadauno concruces(de una a tres):

- Ligeramentevoluminoso+

- Voluminoso + +

- Muy voluminoso+++

Ademásel parénquimapresentabaun aspecto tostadoo pdrpuracon pequeñas

áreas blanquecinas.La consistenciaera firme, y la superficie de corte mostraba

tambiéncolor tostado,Las imágenesmacroscópicas coincidencon las propiasdeuna

neumoníaintersticial (Fig. 2).

Tipo C . - Los pulmones mostrabanlesiones antiguasde procesos neumónicos.

Normalmentesetratabade cicatricesfibrosaslocalizadasen losdos lóbulos craneales, —

o en uno de ellos. La imagen más típica de estos pulmones, sondensasmasas —

subpleuralesen el borde fundamentaldel lóbulo caudal del pulmón. Al corte se

presentanextensasáreasdel parénquimapulmonarde aspecto blanquecino,con una

consistencia semejanteal caucho. Masassemejantesse observan alrededorde los

bronquios. Al primer procesose le denominadaneumoníalardáceay al segundo

bronquitisnodosa.Estasimágenescoincidencon las propiasde NeumoníasCrónicas.
a-

Asimismo seobservanenfisemaslocalizadosa nivel de los lóbuloscranealesy

las zonasmásmarginalesde los lóbulo caudales(Fig. 3).

La incidenciade cadauno de los distintos tipos anatomopatológicosdescritos
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se recogeen el Gráfico 5 y fué:

* 17% de los caballos teníanel tipo A,

* 34% de los pulmonesde caballopresentabanun patrónC,

* 49% de animalescorrespondenal tipo B.

Un 15 % de los animalespresentabandepósitode carbón enlos linfáticos de

la pleura(antracosis).

Asimismo, comprobamosla existenciade vasos varicosossubpleuralesen

alguno de los pulmonesestudiados.
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11.2.- IIISTOPATOLOGICo

Parael estudioy clasificaciónde los distintosprocesos respiratorios observados

en los équidosobjetodeestudioy desdeel puntode vista histológico, hemosrealizado

una divisón en base a otras clasificacionesprevias establecidastanto en medicina

humana(Liebow, 1975; Selman y Barrios, 1991) como en veterinaria(Dungworth,

1993). Conesabase hemos obtenidolos siguientesresultados(Tablas18-21 y Grafico

5):

11.2.1.- 5%

11.2,2,- 2%

11.2,4.-

NeumoníaIntersticialLinfoide (NIL)

NeumoníaIntersticial Eosinofflica(NIE)

NeumoníaIntersticialDescamativa(NID)

NeumoníaIntersticialde Células

Gigantes(NICG)

11.2.5.-NeumoníaBronquiolo Intersticial(NBI)

11.2.6.- NeumoníaIntersticialcon Bronquiolitis

11.2.7.-NeumoníaIntersticialUsual (NIU)

Desarrollaremoslas lesionesobservadasencadatipo enunciado,

estudio en la luz alveolar, septo alveolar y porción conductora

bronquiolo).

Obliterante(NIBO)

2%

10%

5%

68%

centrandoel

(bronquio y

a

a-

A”
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11.2.1.-NEUMONIA INTERSTICIAL LINFOIDE

En nuestroestudiorepresentaun 5% de la incidenciatotal de neumonías.

Seaprecianmasasdeaspectopolipoideenalgunas lucesalveolares,compuestas

por fibras de colágeno, fibroblastos, linfocitos, células plasmáticasy macrófagos.

Estasestructurassecorrespondenconorganizacionesfibróticas intraluminalesque se

unen a los septoscolindantes.

En el septoalveolar,la NIL presentauna fibrosisseptalvariablecon un ffierte

infiltrado de células redondas, principalmentelinfocitos, y en menor número,

histiocitosy célulasplasmáticas.

Se observanmangitosperivasculareslinfociticos, sobre todo alrededor de

grandesvasos.

Existenverdaderasformacioneslinfoides en el parénquimay alrededorde los

bronquioloscon lasestructurastípicasde centro germinalclaro y corona linfocitaria,

Tanto en los septoscomoen la lámina propiade bronquiosy bronquiolosaparece un

discretonúmerode eosinófilos.

La mucosade los bronquiolosestáinfiltrada poruna grannúmerode linfocitos

(Fig. 4 y 5).

11.2.2.-NEUMONIA INTERSTICIAL EOSINOFILICA

Este tipo histológico, junto con la neumoníaintersticial de célulasgigantes
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(NICO), representanla menor incidenciadentrode las neumonías estudiadas(2%),

El lumen de algunosalveolosapareceocupadoporun líquido decolor rosado

(edemaalveolar),

En este edema alveolar,se observa unescasonúmerode célulastalescomo

linfocitos, célulasplasmáticasy neumocitosdescamados.

Secompruebagrannúmerode eosinófilosen la mayoríade las lucesalveolares,

algunosde los cualesaparecendegranulados.

En otras zonas, seapreciauna organización intraluminalde redesde fibrina;

dichas masasestan rodeadas porcélulas fxbroblásticas, y eosinófilos que quedan

atrapadosen su interior.

El septoalveolar aparece recubierto,en algunasáreas, porcélulas deaspecto

cúbico, con núcleograndey rico en heterocromatina;en otras zonasse apreciala

proliferación de célulasmuy semejantespero con núcleo y nucleolo claros que —

asemejana neumocitostipo II. Existen áreasdonde pareceque existe una total

disoluciónde la arquitecturadel septointeralveolar.

En algunos casos se aprecia un engrosamientofibrótico de la pared

interalveolar,con numerososeosinóffiosdispersosentredicho tejido conjuntivo. —

Los capilares interalveolaresaparecendilatados.Algunos de ellos contienen

eosinófilos.

Observamosverdaderostaponesde eosinófilos en la luz de bronquios y

bronquiolos,así como una peribronquitisy peribronquialitiseosinofllica.
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Existeun aumentode tejidoconjuntivoquerodeaa estasporcionesconductoras,

comprobándose,en el seno del mismo algunos manguitos perivascularescon
a-

abundantes cosinófilosy algunoslinfocitos.
a-

Las fibras musculareslisas que rodeana bronquios y bronquiolos,aparecen

disueltasen algunaszonase infiltradas por eosinófilos, macrófagose histiocitos en

otras (Fig. 6 y 7).

11.2.3.-NEUMONIA INTERSTICIAL DESCAMATiVA

Ocupa el tercer lugar, con un 8 % de incidencia dentro de las neumonias

estudiadas.

En laslucesalveolaresseobservaabundantecantidadde macrófagosalveolares

desprendidosy activados,connumerosasvacuolasen su citoplasma.Existeen algunas

zonas unagrancantidadde células binucleadassiendoescasaslas célulasgigantes,

En algunos alveolospodemosapreciarmembranashialinas, lascuales aparecen,

a veces,rodeadasporcélulas denúcleoalargadoy cromatinalaxaque secorresponden

con fibroblastosjóvenes.

Existe una hipertrofia del septo alveolarcon proliferación y dilatación de

capilares. Se observan edemae hialinosis; estasmasas hialinas rosáceascon

hematoxilina-eosinapresentanabundantescélulas de aspectofibroblástico, sin ser

todavía una auténtica fibrosis septal. En esta localización se apreciatambién un
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discreto infiltrado de linfocitos, células plasmáticasy eosinófilos(Fig. 8). La porción

conductoratiene aspecto normal,

11.2.4.-NEUMONIA INTERSTICIAL DE CELULAS GIGANTES

.

Representatan sólo el 2% de las imágeneshistopatológicasobservadasen

nuestrosanimalesde estudio.

Microscópicamentepresentanlas mismascaracterísticasque una neumonía

intersticial descamativa(NID), aunquecon un gradomás avanzado enel procesode

fibrosis intraluminal e interalveolar. Dentro de las distintascélulas que aparecen

dispersasen la luz alveolar,seaprecia un significativoaumentodel númerode células

gigantesmultinucleadas,con respectoal restode elementosque lacomponen(Fig. 9 a

y 10). —

11.2.5.-NEUMONIA BRONOUIOLO INTERSTICIAL

Este gruporepresentael 10% de las neumoníasclasificadashistológicamente; —

la mayoría se encuadrandentro del 17% de los pulmones, que se clasifican
a-

macroscópicamentecomo grupo A.

Seobservanlas luces de los alveolostantode los.adyacentesa los bronquiolos —

y bronquios,comodelos másalejados,repletosdeneutrófilos,glóbulosrojos,detritus
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celulares, exudadoserofibrinoso, macrófagos deaspectoespumosocargados de

vacuolasy célulasepiteliales descamadas.

Asimismo, se aprecianen algunospuntos del parénquimafocos necróticos,

compuestosprincipalmentepor detritus celularesy acúmulo depolimorfonucleares

neutrófilos y macrógagos.

Existe una marcadadilatación de los capilares septales,así como una

proliferaciónde neovasos.

La superficiealveolar aparecelibre de células, salvoen algunaszonasdonde

seaprecian reepitelizacionesde neumocitostipo 11.

El tejido conjuntivo peribronquial y peribronquiolar,se halla fuertemente

infiltrado, principalmentepor neutrófilos,linfocitos, histiocitosy células plasmáticas

en disposición perivascular o dispersos en la lámina propia. Los tabiques

interlobulillarespresentanun marcadoedema,

En bronquios y bronquiolos, existen verdaderos taponesmucosos con

hipertrofiae hiperpíasiade célulascaliciformesy abundantesneutrófilos. Sin embargo

en algunos casos, encontramoshiperpíasiaepitelial y asimismo una metaplasia

escamosa enla mucosabronquial, que origina unamarcadadisminucióndel número

de célulascaliciformes,

A nivel bronquiolarse observaun crecimiento hiperplásico porpartede las

células epiteliales,que dana la mucosaun aspectofruncido. Algunos bronquiolos

presentannecrosisde la mucosa,conuna fuerteinfiltración de neutrófilos,linfocitos,
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macrófagosy un pequeñonúmerode eosinófilos(Hg. 11, 12 y 13).

11.2,6.-NEUMOMA INTERSTICIAL BRONOTJIOLITIS

OBLITERANTE

Presentauna incidenciadel 6% dentrode nuestro estudio.Histológicamenteel

parénquimade estetipo deneumonía intersticiales semejanteal de unaNIU (faseII)

con un gradovariablede fibrosis septal.

Por ello, nuestraatención se centra en la descripciónde la bronquiolitis

obliterante.Dentro delos distintosanimaleshemosobservadouna infiltración discreta

de célulasredondas enel epitelio y láminapropiade los bronquiolos.La luz de estos

presentabados imágenesdiferentesdependiendode la antigUedaddel proceso.

Una faseinicial caracterizadapor tapones constituidospor moco,linfocitos y —

célulasepitelialesdescamadas.

Porotro lado, cuandoel procesolocalizadoen la luz delos bronquiolosavanza,

y existenlesiones másseverasen el epitelio, se observa unamasamás organizada,

como consecuencia dela migraciónde fibroblastoso células semejantes,desdela

lámina propiade la mucosa bronquial,asícomo macrófagosy célulasendotelialesal

exudadolocalizadoen el lumen.

Primerolas célulasfibroblásticasrodeana la masacentral, y despuésaparecen

aisladasen su interior; esta esta estructuraintraluminal queda adheridaa la lámina
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propia del bronquiolo, produciendola obstruccióntotal o parcial de esta porción

respiratoria(Fig. 14 y 15).

11.2.7.- NEUMONIA INTERSTICIAL USUAL

Es el tipo de neumoníaque sepresentacon mayorincidencia(68%), Parasu

mejor comprensión,hemos dividido esta entidad en tres fases,las cualespueden

observarsea la vez dentro del mismo animal; sin embargo, a veces, existeun

predominio de alguna de ellassobreel resto.

N.I.U. FASE 1

Se aprecia unlíquido de color rosado con hematoxiina-eosinaen algunos

alveolos (edemaalveolar), que tiendea organizarse(Fig. 16).

Se observan macrófagosseptalesactivados que se localizan en el lumen

alveolar,

La mayoríade los alveolos aparecendesnudos u ocasionalmentepresentan

neumocitostipo II.

Es una etapa,caracterizadapor la dilatación y proliferación de los capilares

septales(Fig. 17), cuyas membranasbasalesaparece claramentetetudacon la técnica

de P.A.S.

No obsevamoslesionesen la porciónconductora,
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N.I.U. FASE II

Desaparecela arquitectura propia del parénquimapulmonar. Las luces

alveolaresson reemplazadasen algunaszonas, por nuevos capilaresde reciente

formación (Fig. 18).

El exudadoextravasadose organizaalrededorde los capilaresy en las luces

alveolares,dandolugaramembranas hialinas, caracterizadasporsermasasensinófilas

y acelularescon técnicashabituales,que rápidamenteson invadidaspor célulascon

núcleo alargadoy cromatinadensajunto a otras de nucleomás claro y nucleolo

evidente,ambasson de aspectofibroblástico;estascélulasseorganizandentrode las

masashialinas, y quedanadheridasa los septosalveolares,

En ocasionesla organizaciónintraluminal seapreciacomo en casosanteriores

y concaracter puntual,y otrasvecesseobservanextensasfibrosis intraalveolares(Fig.

19 y 20). —.

Destacanpequeñasáreasde proliferación epitelial (neumocitostipo II) con

intentosde recubrir los alveolosdesnudos(Fig. 21).

En estafasesonmuy espectaculareslas imágenese hipertrófiase hiperpíasias

vasculares quedenominamosáreasde angiogénesisy que se evidencianen zonasde

septosalveolaresafectadascon las lesionesdescritas,

Las áreasenfisematosasse aprecianalrededorde las zonasdescritasy sobre

todo en localizacionessubpleurales.
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N.I.U. FASE III

Al confluir las masasfibróticas intraluminaresy septales seforman amplias

áreasde fibrosis pulmonar caracterizadaspor una intensaproliferación de células

A”

fíbroblásticasy un aumentoen el depósitode proteinas dematriz extracelular(Fig.

22).

Estos hechosproducenun engrosamientode los septos alveolares,unido a

pequeñas zonasenfisematosasadyacentesdan al pulmónla típica imagende panalde

— abeja descrito en humana,En este caso los tipos celularesque predominanson

fibroblastos, y un discreto infiltrado de células redondas (linfocitos y células

plasmáticas)(Fig. 23).

Dentro de las masasfibróticas hay dos diferentesimágeneshistológicas. En

algunaszonasseobservaun aumentoen el númerode fibroblastosjóvenes,conescasa

cantidadde matriz extracelular,y enotrasel númerode fibroblastoses escasoconun

predominio de matriz extracelulartipo colágeno, observándoseen amboscasosun

discretoinfiltrado de células plasmáticasy linfocitos entreel tejido conjuntivo,

Algunas zonasde las masasfibróticas con intensaproliferación fibroblástica

presentabanuna matriz extracelularde aspectomucoide, a diferenciadel aspecto

fibrilar típico del colágenoobservadocon tricrómico de Masgon.

Asimismo visualizamosuna clara proliferación de formaciones vascularesen

áreasde crecimientofibroblástico,mientrasqueestosneovasosaparecenmásdispersos

en las zonasde fibrosis marcada,
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Hemosdedestacaracúmulosde linfocitos semejantesa nóduloslinfoides en el

interior de estasmasascompactasde tejido conjuntivo (Hg. 24).

En las áreas de evidente organizaciónconjuntiva se aprecian hendiduras

epiteliales, tapizadaspor célulascúbicasde núcleo claro, célulasplanascon núcleo

densode aspectoendoteliformey a veces se recubrende célulasciliadascúbicaso

cilíndricas, Además de estos tiposcelulares observamosunas célulascon núcleo

redondeadoy picnóticoendisposicióncentral,conhaloclaroalrededor,querecuerdan

a células bronqujolares;estas imágenesdescritas dan al parénquimaun aspecto

glandular,semejantea pulmonesfetalese inclusoen algunosanimales,recuerdana

tumorespulmonares(Fig. 23).

Hay una marcadafibrosis peribronquialy peribronquiolar, muysemejantea la

descritaanteriormente,con granabundanciade vasossanguineos.

A nivel de los bronquiosy bronquiolosexisteuna hiperreactividadde células —

secretoras, con hiperpíasia tanto de células caliciformes como de glándulas

bronquiales.Estefenómenodisminuyea medida que aumentala fibrosis pulmonar,

sobretodo pericanalicular. Observamos asimismofibrosis perivasculares.

Finalmente comprobamosla existencia de una relación estadísticamente

significativa (Chi X2 = 25,495- QL = 12-Probabilidad= 0,0126 menoro igual que

0,05) entrehallazgoshistopatológicosy el aislamientomicrobiológico.

Así del 39 % de neumoníasintersticialescon aislamiento negativoun 82%

correspondióa las neumonías intersticialesusuales.
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En lo referenteal aislamiento microbiológicocasi latotalidadde las neumonías

intersticialespresentaron algúntipo de crecimientosalvo las neumoníasintersticiales

linfoides y eosinofílicas.

Muy importante de destacares el crecimientosignificativo obtenido en la

mayoríade las neumoníasbronquiolointersticiales(n= 10), neumoníasintersticiales

descamativas(n=7), neumoníasintersticialesde célulasgigantes(n= 1) y nemnonías

intersticiales bronquitisobliterante(n= 2).

Aunque no encontramosunarelación significativamente estadísticaentre los

distintos gruposhistopatológicosy bacterianos, siemprehallamos crecimientofrente

a Streptococcussp. en las neumoníasbronquiolo intersticiales y neumonías

intersticialesdescamativas.
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III.- ESTUDIO INMUNOCITOQUIMICO

Centraremosla atención en el estudio inmunocitoquimicode las proteinasde

matrizextracelulary factoresde crecimientodurantelasneumonías equinasobservadas

en nuestro estudiohistopatológicocon técnicas habituales, El desarrollo de este

apartadoseríademasiado amplio,y en muchoscasosinclusorepetitivo,por ello para

referirnosanuestroshallazgosinmunocitoquíniicosagruparemoslos distintosprocesos

en tres categoríaso fases, teniendocomo referenciala deposiciénde lasproteínas de —

matriz extracelular enel transcursodel fenómenode fibrosis en las tres fasesde la

neumoníaintersticial usual (NIU).

Así consideramostres fases:

111.1.-Faseinicial En la cual podemosincluir las neumonías:

* intersticialesdescamativas(NID>,

* intersticialesusualesen fase1 (NIU),

* intersticialeseosinotNlicas(NIE),

* intersticialesde célulasgigantes(NICG),

* bronquiolointersticiales (NBI).

En todasellas se aprecianfenómenosinfiltrativo-exudativos.

111.2.-Faseintermedia, integrada por:
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* neumonías intersticiales usualesen fase II (NIU),

* neumonías intersticialeslinfoides (NIL),

* neumoníasintersticialescon bronquiolitis obliterante(NIBO).

En conjunto se observaprincipalmenteel desarrollode fibrosis intraalveolare

interalveolar.Si las lesionesincialesno son demasiadoseveras,no se desarrollala

fibrosis intraalveolar,progresandosóloa nivel del intersticio,asícomo alrededorde

vasos,bronquiosy bronquiolos.

111,3,-Fasefinal, caracterizada por fenómenosde fibrosis pulmonar total; seidentifica

con la fase III de la neumonía intersticial usual(NIU) y se caracterizapor la

sustitución deamplias zonasdel parénquimapulmonarpor tejido conjuntivo. Las

imágenesobservadassecorrespondencon el término ingles de “honeycomb’ (panal

de abeja).

Comenzaremosa discribfr las proteínasde matriz extracelularestudiadasy

existentesen cadauna de las fasesanteriorementedescritas,y que recogemos enlas

Tablas 22-25.

167



RESULTADOS

111.1.-FASE INICIAL

LAMININA Y COLAGENO TIPO IV

Son las proteínasmayoritariasde la membranabasal. Ambas presentanel

mismopatrónde inmunotinciónextracelular.Estemodeloesmuy uniformesiguiendo

el contorno delas membranasbasalesde las distintas estructurasde la arquitectura

pulmonar. Por ello nos referiremosindistintamentea cualquierade las dos, Sin

embargo, en algunasocasionestuvimos problemascon reactividadde la laminina,

incluso despuésdel tratamientoenzimático.

e-
Estafasesecaracterizaporun procesoinfultrativo-exudativo,El septoalveolar

apareceengrosadopor el edema,el infiltrado de célulasinflamatorias(linfocitos,

histiocitosy célulasplasmáticas)y la proliferaciónde células deaspecto fibroblástico.

Estasparedessonrecorridasporunasmembranas,semejantesa bandaslongitudinales

ilTegulares,fuertemente positivasa laminina y colágenotipo IV. Entreestasbandas

seobservanalgunoscapilares septales.En determinadasáreasseapreciandensosnidos

de membranasdiscontinuas,que confluyenen algunospuntos, donde encontramos

célulasde aspecto fibroblástico. Estaszonaspresentanunamayormmunotinción frente

a ambasproteinasextracelulares.

Observamosen el perfil de la luz alveolar, una fuerte expresión frentea
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colágeno tipoIV, y enmenorintensidada laminina; enocasionesapreciamosalgunas

zonas conuna fuerte positividad lineal, la cual aparecediscontinuay fragmentada

frente a laminina y colágeno tipo IV, formando auténticos nidosde membranas

basales.

Las fibrasmusculareslisastantode los vasossanguineoscomode los músculos

de Reissensen, presentanunapositividaddifusa, en contrastecon la tinción nítida que

seobservaen los pulmonesnormalesequinos(Fig. 25).

FIBRONECTINA

Hemos observadoque lapositividadlineal en las membranasbasalesdel septo

a laminina y colágeno tipo IV, aparececendesdibujadas. Sin embargo la

inmunoreaccióna la fibronectina en estafase, se presentacomo una complicaday

entramadared, que parececonstituirel armazónpulmonar.

La fibronectinaseexpresaen el contornode las fibras musculareslisas devasos

y porción conductora,así como en fibroblastosy membranasbasalesde capilares,

siendomás difusa en el citoplasmade los macrófagos.

Existenunasmasasque rodeana los capilares,y que a veceslos separa dentro

del septoalveolar, que semuestra fuertementepositiva frentea estaproteina.

Acúmulos extracelularessubepitelialesde esta proteína, aparecenen los

bronquios y bronquiolos,justo por encimade las fibras musculareslisas, Además

hemosobservadopequeñasáreasperivasculares fuertementepositivas,
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Las masasintraluminalesque se organizanen esta fase (membranashialinas)

presentanunamarcada positividad frentea la fibronectinaconun aspectomáso menos

fibrilar, y forma concéntricaen la luz alveolar.

Las membranasbasalesdondeasientanlas áreasde reepitelización aparecen

fuentemente teñidoscon esteanticuerpo,siendo más intenso en algunos acúmulos

puntualesde dichasmembranas(Fig. 26).

COLÁGENO TIPO III

Existe también una clara disminucionde positividad en relación al pulmón

equino normal.

El tejido conjuntivo que rodeaa los bronquios, bronquiolosy grandesvasos,

e-

aparecefuertementeteñido frenteal colágenotipo III, observándosecomo progresa
la reacciónhacialos septosalveolaresmás cercanos. —

Algunas placas intraluminaresaparecenligeramenteteñidas, sobretodo en

aquellasque existeen ellasunaproliferación fibroblástica.

En lasáreasdeangiogénesissevisualizaundiscretoentramadofibrilar positivo,

querodealos capilaresy ocupael septoalveolar. Estapositividaddel tabique alveolar

es másevidenteen los alveolos adyacentesa vasos,bronquiosy bronquiolos.

En estaetapapodemosapreciarunamayorinmunopositividad delpulmónde

los équidos, frente al colágenotipo III que al tipo 1 (Fig. 27).
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COLÁGENO TIPO 1

Desdeun punto de vista cualitativo, la cantidadde colágenotipo 1 que se tiñe

con estos métodos inmunocitoquimicoses mucho menor, que el observadoen el

pulmónde équidonormal, sin embargo,semantienela mismadistribución,

Pequeñas cantidades decolágenotipo 1 aparecen positivas,rodeandoa los

capilaresy en formapuntual enel septoalveolar.

Las áreas de tejido conjuntivo peribronquialy peribronquiolar, presentan

inrnunotinción frenteal procolágenotipo 1.

Algunas regiones del parénquima presentanparedes alveolares y masas

intraluminares organizadascon expresióna estetipo de colágeno (Fig.28),

PDGF

Duranteestafase inicialhemosobservadounapositividadheterogénea entrelas

distintaspoblacionesdemacrofágosqueobservabamosanivel luminal. Así apreciamos

célulasque expresaronuna fuerte positividad frentea la proteinaPDGF, a diferencia

de otras con unadébil o inclusonulaexpresión.

El epiteliobronquiolar,y enmenormedidabronquial,presentóalgunascélulas

basales conuna fuerte inmunofluorescenciafrenteal PDGF, másmarcadaa nivel del

polo apicalde la célula (Fig. 29 y 30).
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TGFB

La únicareacciónobservadasepresentóenbronquiolos.Lareacciónseobservó

de forma aislada en célulasepitelialesbronquiolares,situadaspreferentementeen la

capamás externadel epitelio (Fig. 31).

a-
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111.2. - FASE INTERMEDIA

LAMININA Y COLÁGENO TIPO IV

Histológicamenteobservamosque las áreasde angiogénesis,alrededorde los

capilaresdel tabique interalveolar, presentan una fuerte inmunotinción frente a

laminina y colágenotipo IV.

Apreciamos una marcada tinción frente a ambas proteinas, que rodea la

membranaplasmáticade las fibras musculareslisas, en vasos de medianocalibre,

bronquiosy bronquiolos.

Existenunasmasasde aspectoamorfo y acelular,alrededorde los capilares

septales, rodeadas por una pequeña membrana positiva a estas protemas;

frecuentementeestainmunorreacciónpericelularcorrespondecon las prolongaciones

citoplásmicasde células de morfología alargaday núcleo ovalcentral, semejantesa

fibroblastos(Fig. 32 y 33),

FIBRONECTINA

Se observapositividad frentea la fibronectina,quedibuja el contornodel septo

y defineel perfil de los capilaresalveolares,sobretodoen las areasde angiogénesis;

sm embargo existeuna inmunoreacciónmuy intensa en masasadyacentesa los
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capilaresalveolares queadoptanformasdiversas,

Asimismo estaproteinaextracelularaparecefuertementepositiva en la matriz

que rodeavasos,bronquiosy bronquiolos;los limites dela membranaplasmáticade

las fibras musculareslisas devasosde medianoy gran calibre, asícomo elmúsculo

de Reissensenaparecencon una inmunotiniciónmuy marcada.

Las masasintraluminaresque observamos enestadiosiniciales, aparecenmuy

organizadasy adheridasa la pared.Estasestructuraspresentanuna inmunoreacción

marcada frentea la fibronectina, la cual no se observaen los citoplasmasde las

célulasfibroblásticasque lo componen,apreciándoseun halonegativoentreel núcleo

y la matriz que rodeaa la membrana plasmáticade estascélulas.

La pleuraaparece engrosaday presentaun positividadde aspectofibrilar (Hg.

a

34),

COLÁGENO TIPO III

Se observa undepósitopositivo frente al colágenotipo III alrededorde los

capilaresque seextiendeal restode la paredinfiltrandola y separarandoestosvasos

del lumen alveolar. Como consecuenciade esta infiltración de colágenotipo III,

aumentala distanciaalveolo/capilar.

En el lumen alveolar, las masasque aparecíanpositivasa la fibronectina, se

mostraronintensamente teñidasfrentea estetipo de colágeno.

El tejido conjuntivo que rodea los vasos,bronquiosy bronquiolos tieneuna
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— expresión pocointensade colágenotipo III.

La pleuraaparece engrosaday positiva frente a estetipo de colágeno.

Consideramosque durante estafase la reacción frentea esteprocolágenoes

— máxima(Fig. 35).

COLÁGENO TIPO 1

Presentael mismo patrónde inmunotinciónque el colágenotipo III aunque la

Inmunopositividad esmenor desdeun puntode vistacuantitativo,si bien observamos

que es más fuerte y puntual en las paredesalveolares.

Es importantedestacar,que las masasintraluminalesorganizadascon fuerte

proliferación de células fibroblásticasy débil reacción al colágeno tipo III, son

discretamentepositivas (Fig, 36),

PDGF

En áreasde fibrosis intraluminalla reacción frentea estefactorde crecimiento

se presentaen el citoplasmade célulasfibroblásticasque proliferan en dichasmasas

fibróticas, adosadasal septoalveolar,

Asimismoexisteun aumentoen el númerode célulasdel epitelio sobretodo

bronquiolarque expresanestaproteínaa nivel del citoplasma,más marcadoa nivel

del polo apical (Fig. 37 y 38).
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TGFB

Existeun aumentodel númerode célulasepitelialesbronquiolaresquepresentan

positividadfrenteal TGF >~, semejanteal queseproducefrenteal PDGF, peromenos

significativo (Fig. 39).
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nra

111.3.-FASE FINAL

LAMININA Y COLÁGENO TIPO IV

En las áreasde fibrosis, se observa unatotal negatividada estasproteínasde

matriz, con la excepciónde las membranasde los neocapilaresy de las hendiduras

vasculares,quedisminuyena maneraque aumentadicha fibrosis (fig. 40).

FIBRONECTINA

El aumento dela positividada la fibronectinaobservadoen estadiospreviosa

nivel del septo,disminuyepaulatinamenteen fasesmásavanzadas,quedandoreducida

al tejido conjuntivo que rodea grandesvasos,bronquiosy bronquiolos, asícomo en

las fibras musculareslisas que componenlas estructuras anteriores.

En la pared alveolar quedanpequeñasreacciones focales frente a este

anticuerpo; que en algunos casos se hace más patenteen áreasde proliferación

vascular,

Las zonas con marcada desorganizaciónarquitectural, con sustitucióndel

parénquima pulmonar por extensasmasas de tejido conjuntivo presentanuna

mmunorreacción difusade fibronectina, que forma en estasáreas,una complicada

malla de aspectofibrilar (Fig. 41 y 42).
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COLÁGENO TIPO III

A medida queavanzael procesode fibrosis haciala imagende “pulmón en

panalt (honeycomb’),se observaque la positividad frenteal colágeno tipo III,

desaparece,quedandoreducida a pequeñaszonas en: pleura, septo interlobulillar,

matriz que rodeavasos,bronquiosy bronquiolos.

Las estructurasorganizadasa nivel intraluminal aparecen adheridasal septo

alveolar,y presentanunadébil expresiónde inmunotinción frenteal procolágenotipo

III.

Existenunasáreasextensasde tejido conjuntivo que sustituyenal parénquima

con unamarcadaproliferaciónfibroblástica,y esen estoslugaresdonde seapreciauna

Iberte inmunorreacción frentea estaproteínafibrilar. Las áreasde matriz que han

sustituidoal parénquima pulmonaren estosanimales, aparecenpor tanto positivasal

colágeno tipoIII. Sin embargoel comportamientoen esta fibrosis pulmonarno es

homogéneo.Así encontramos:

* Areascon unareacción menosintensaen zonasricas enmatriz, y escasonúmero

de fibrocitos (fibroblastosviejos>.

* Zonasde abundanteproliferación fibroblástica (fibroblastosjóvenes),en las que la

matriz aparece fuertementepositiva.

* Imágenesconproliferación fibroblásticay matriz de aspectomucoidenegativa.

En las dos últimas áreaspodemosapreciarel citoplasmade los fibroblastos

fuertementepositivos frente a esteprocolágenotipo III, sobretodomásevidenteen
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el último casodondecontrastala positividadcitoplásmicade color marrón frenteal

color azul-violeta dela hematoxiinade la matriz extracelular(Fig. 43, 44 y 45).

COLÁGENO TIPO 1

Al igual que hemos descrito en la fase anterior, a medida que aumentala

cantidadde tejido conjuntivo en el parénquimapulmonar, se hacemás evidente la

intensidad y cantidadde colágenotipo 1. Sin embargoal igual que comentamos

anteriormenteexisten unas áreasque presentannegatividad a nivel de la matriz

extracelular,observándoseuna positividadintracelular evidente frenteal procolágeno

tipo 1 en los fibroblastosque proliferan.

El patrón del colágenotipo 1 es semejanteal colágenotipo III en las tres

modalidadesde fibrosis expuestasanteriormente(Fig. 44 y 45).

PDGF

Existeun espectacular aumentoen el númerode célulasque expresanPDCIF

a nivel citoplasmático. Ademásencontramosunapositivdaddifusaen esteperíodoen

las fibrasmusculareslisas del músculode Reissensen.

El modelo de tinción con inmunofluorescencíaque presentael PDGF, se

asemejaa lo descritoen los colágenos tipo¡ y III, y asíencontramos:

* Areas ricas enmatriz y algunos fibrocitos: tienenpositividad algunascélulas y la

matriz es negativa.
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* Zonasde abundantesfibroblastosjóvenesy escasamatriz. La positividad celulares

espectacular.

* Imágenesconpocosfibroblastos positivosy matriz de aspectomucoidey negativa.

También encontramosuna marcada positividaden epitelios bronquiales

hiperpíasiados(Hg. 46, 47, 48 y 49).

TGFB

En contraposicióna las otrasdos etapas,esduranteestafasecuandohallamos

lamáximaexpresiónfrentea TOP¡3; sin embargo, nuncaalcanzala fuerte positividad

que hemosobservadodurantelas tres etapascon PDGF.

La máxima fluorescenciase apreciaa nivel del epitelio bronquiolar,con una

ftierte hiperpíasia.Algunas células expresanuna intensareacciónen el citoplasma,

tanto en las zonasmarginalescomo en los poíos basaly apical, extendiéndose desde

la membranabasalhastael lumen bronquiolary que contrastacon la negatividaddel

núcleo.

En las masasfibróticas encontramosuna discretainmunofluorescenciaen el

citoplasmade algunosfibroblastos, manteniéndoseestapositividadincluso en zonas

de abundantematriz extracelular;sin embargoestareaccióndesapareceen las áreas

de fibrosis maduracon escasezde célulasfibroblásticas(Pig. 50).

180



TABLAS E ICONOGRAFIA



TABLAS E ¡CONOGRAFLA

TABLA 3.- IDENTInCACION DE LOS AN~4ATES

N0 ANIMALES SEXO EDAD

E - 1 HEMBRA 8 AÑOS

E -2 HEMBRA 4 AÑOS

E-3 MACHO 6 ANOS

E -4 HEMBRA 5 AÑOS

E - 5 HEMBRA 40 MESES

E - 6 HEMBRA 30 MESES

E - 7 HEMBRA 18 MESES

E - 8 HEMBRA 8 AÑOS

E - 9 MACHO 18 MESES

E - 10 HEMBRA 30 MESES

E-li MACHO SAÑOS

E - 12 MACHO 20 MESES

E - 13 MACHO 15 AÑOS

E-14 MACHO 2AÑOS

E - 15 HEMBRA 30 MESES

E - 16 HEMBRA 7 AÑOS

E-17 HEMBRA 9AÑOS

E - 18 HEMBRA 11 AÑOS

E-19 MACHO 2AÑOS

E - 20 HEMBRA 22 AÑOS

E - 21 HEMBRA 20 MESES

E -22 HEMBRA 3 AÑOS

E -23 MACHO 12 AÑOS

E -24 HEMBRA 17 AÑOS

E - 25 HEMBRA 12 AÑOS
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TABLA 4.- IDENTIFICACION DE LOS ANflLALER.

N0ANIMAIES SEXO ¡ EDAD1
E -26 MACHO 2 AÑOS

E - 27 HEMBRA 20 MESES

E -28 HEMBRA 15 ANOS

E -29 HEMBRA 6 AÑOS

E -30 HEMBRA 3 AÑOS

E-31 HEMBRA 7AÑOS

E -32 HEMBRA 10 AÑOS

E -33 HEMBRA 3 AÑOS

E -34 HEMBRA 17 AÑOS

E - 35 HEMBRA 23 ANOS

E-36 HEMBRA 17 AÑOS

E - 37 HEMBRA 20 AÑOS

E - 38 HEMBRA 13 AÑOS

E - 39 HEMBRA 18 AÑOS

E - 40 HEMBRA 16 AÑOS

E-41 MACHO 8 AÑOS

E -42 HEMBRA 5 AÑOS

E -43 MACHO 20 AÑOS

E -44 HEMBRA 8 AÑOS

E -45 HEMBRA 2 AÑOS

E -46 HEMBRA 7 AÑOS

E -47 HEMBRA 3 AÑOS

E -48 MACHO 7 AÑOS

E -49 MACHO 8 AÑOS

E -50 HEMBRA 2 AÑOS

e

m
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TABLA 5.- IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES

.

N0 ANIMALES SEXO EDAD

E-Sl MACHO 9 AÑOS

E - 52 HEMBRA 7 AÑOS

E-53 MACHO 14 ANOS

E -54 HEMBRA 6 AÑOS

E - 55 HEMBRA 14 AÑOS

E - 56 HEMBRA 10 AÑOS

E - 57 HEMBRA 19 AÑOS

E - 58 HEMBRA 15 AÑOS

E -59 MACHO 30 MESES

E -60 HEMBRA 15 ANOS

E-61 MACHO 7AÑOS

E - 62 HEMBRA 3 AÑOS

E - 63 HEMBRA 2 AÑOS

E - 64 HEMBRA 20 MESES

E -65 HEMBRA 9 AÑOS

E - 66 HEMBRA 15 AÑOS

E -67 MACHO 3 AÑOS

E - 68 MACHO 2 AÑOS

E - 69 HEMBRA 20 AÑOS

E -70 MACHO 5 AÑOS

E-71 HEMBRA 2AÑOS

E - 72 HEMBRA 12 AÑOS

E - 73 HEMBRA 13 AÑOS

E - 74 MACHO 2 AÑOS

E -75 HEMBRA 17 AÑOS

185



TABLAS E rCONOGRArIA

TABLA 6.- mENTIFICACION DE LOS ANIMALES.

N0 ANIMALES_1 SEXO

E -76 HEMBRA

EDAD

3 AÑOS

E - 77 HEMBRA 20 MESES

E -78 HEMBRA 2 AÑOS

E -79 HEMBRA 4 AÑOS

E - 80 HEMBRA 3 AÑOS

E - 81 HEMBRA 30 MESES

E - 82 HEMBRA 8 AÑOS

E - 83 HEMBRA 9 AÑOS

E - 84 HEMBRA 12 AÑOS

E -85 HEMBRA 4 AÑOS

E - 86 MACHO 40 MESES

E - 87 HEMBRA 15 AÑOS

E-88 MACHO 14 AÑOS

E -89 MACHO 4 AÑOS

E - 90 HEMBRA 25 AÑOS

E-91 HEMBRA 12 AÑOS

E -92 HEMBRA 3 ANOS

E - 93 HEMBRA 14 AÑOS

E - 94 HEMBRA 40 MESES

E -95 HEMBRA 2 AÑOS

E -96 MACHO 3 AÑOS

E - 97 HEMBRA 20 AÑOS

E -98 HEMBRA 2 AÑOS

E - 99 HEMBRA 15 AÑOS

E - 100 HEMBRA 18 MESES
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AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO ENPULMON EQUINO

,

MJMERO DE ANIMALES
CULTIVO

MICROBIOLOGICO
1 1 8

2 ~ ¡~ L1i61 ‘ ¡ 9 j ¡o
a — — — — — — — — —

SI NO NO No NO NO No No No NONEGATIVO
ACTINOBACILLUS

EQUULI — — — —

BACILLUS_sp.
CORYNEBACTERIUM + +

E. COLI

1<. PNEUMONIE
K. OXYTOCA

LEV. r AMHIEM.
LEV. r 3700
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp. — —

+ +++ + +++ — ++

++

STAPHYLOCOCCUS
STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS
STREPTOCOCCUS
a HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS + +
GRUPOO

TABLA 8. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EOUINO.

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO
MICROBIOLOGICO

111121 13 J 14 ¡ 15 1 16 17J 18j 19] 20
NEGATIVO NO NO SI SI SI NO SI SI NO

— —

SI

ACTINOBACILLIJS
EQUULI

BACILLUS sp. +

CORYNEBACTERIUM
E.COLI ++ — — —

+1<. PNEUMONIE
1<. OXYTOCA

LEV. T’ AMBIEM, +
LEV, r 3700
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp.
STAPHYLOCOCCUS +
SIREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS +
a HEMOLíTICO

5 TREPTOCOCOU5
GRUPO O

Escasamentesigdficativo (+), Mediansmentesignific.tivo (+ +), Significativo (+ + -4-).

TABLA 7, -
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TABLA 9. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUiNO

.

NUMERO DE ANIMALES
CULTIVO 21 22123 24 25 126¡27¡ 28 1 29 30

MiICROBIOLOGICO ~LJ¡iIIj]

NEGATIVO NO NO SI NO NO No NO NO No
ACTINOBACILLUS —

EQUULI

NO

BACILLUS sp.
CORYNEBACTERIUM

E. COLI
1<. PNEUMONIE

K. OXYTOCA
LEV. r’ AMBIEM. + + +

LEV. ‘r5 37W — + — —
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp. — — —

STAPHYLOCOCCUS
STREPTOCOCCUS ++ +++ +++ +++
ZOOEPIDIDIMUS
STREPTOCOCCUS — ++
a HEMOLíTICO

STREPTOCOCCUS
GRUPOO

TABLA 10. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERO DE ANIMALES

MICROBIOLOGICO 31) 32 34_1 35 36 1 ~ J ~~__j J 40
a —

NEGATIVO NO SI SI SI SI SI SI NO NO NO
ACTIN OEA CILLU S

EQUULI
BACILLUS sp.

CORYNEBACTERIUM
E. COLI

K, PNEUMONIE
1<. OXYTOCA

LEV, T AMBIEM. +
LEV. T5 3700

PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp. — — —

STAPHYLOCOCCUS +
STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS + +
a HEMOLITICO

SIREPTOCOCCUS
GRUPO O

Escasamente significativo(4’), Medianamentesignificativo(+ 4’), Significativo (4’ + 4’),
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TABLA 11. - AISLAMIENTO MJCROBIOLOGICO EN PULMON EOUINO

.

NUMERO DE ANiMALES
CULTIVO 41 42 ¡ 4111

MICROBIOLOGICO J 1 iLS.. iii iDI 49 j .50

NEGATIVO SI NO SI SI NO NO Si SI NO NO
ACTINOBACILLUS ++ +

EQUULI
BACILLUS_sp.

CORYNEBACTERIUM
E. COLI

1<. PNEUMONIE
K. OXYTOCA — — —

LEV. T~ AMBIEM. — ++ —
LEV, T5 3700

PROVIDENCIA
PSEUDOMONASsp, ++
STAPHVLOCOCCUS

STREPTOOOCOUS
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS
a HEMOLÍTICO

SIREPTOCOCCUS +-l-+ +++
GRUPO O

++

TABLA 12. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 51152] 53 ~41~5 561 ~71 58J59f 60
MICROBIOLOGICO — — — J J j j 11— — —

NEGATIVO SI SI SI SI SI SI SI NO SI SI

ACTINOBACILLUS
EQUUL¡

BACILLUS_sp.
CORYNEHACTERIUM

E. COLI
IC._PNEUMONIE

1<. OXYTOCA
LEV._T~_AMBIEM.

LEV, r 3700
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp.

STAPHYLOCOCCUS — ++
5 TREPTOCOCCUS
ZOQEPIDIDIMUS

— — —SIREPTOCOCCUS
a_HEMOLíTICO

STREPTOCOCCUS
GRUPO O

Escasamente significativo(4’), Medianamentesignificativo C++), Significativo <+ + 4’). 189
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TABLA 13. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN I>ULMON EOTJINO

.

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 61] 62 ]~~I 64] 65 66)67 ) 68 1 69 J 70

NEGATIVO NO SI NO NO NO NO NO NO NO NO

ACTINOBACILLUS +++ ++
EQUULI

BACILLUS sp. + +

CORYNEBACTERIUM + +
E. COLI

K. PNEUMONIE

1<. OXYTOCA ++
LEV. Tú AMBIEM, — + + —

LEV. Tú 37W ++
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp. ++ +++

STAPHYLOCOCCUS — ++ — ++

STREPTOCOCCUS ++
ZOOEPIDIDIMUS
STREPTOCOCCUS
a HEMOLÍTICO

STREPTOCOCCUS
GRUPO C

TABLA 14. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EOUIN&

NUMERO DE ANIMALES

NIICROBIOLOGICO 11 711721 73 j 74 j 75 76¡ 77 78 80

NEGATIVO NO NO SI NO NO NO NO NO NO Si

ACTINOEACILL,US
EQUULI

BACILLUS sp.
—CORYNEBACTERiIUM

E. COLÍ
1<. PNEUMONIE ++

1<. OXYTOCA
LEV, 1” AMBIEM.

LEV. T5 3700

PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp. — — — +++ ++
STAPHYLOCOCCUS +

STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDID¡MUS

STREPTOCOCCUS ++ +++ +
a HEMOLíTICO

SIREPTOCOCCUS + ++
GRUPO C

Escasamente significativo(4’), Medianamentesignificativo (+ +), Significativo (4’ + 4’).



TABLAS E ICONOGRAFIA

TABLA 15. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO ENPULMON EOUINO

.

NUMERO DE ANIMALES
CULTIVO 1 84 85 86 87

MICROBIOLOGICO 81 j 82 j83
89

SS 90

NEGATIVO NO NO Si SI NO NO si NO SI SI
ACTINOBACILLUS

EQUULI
BACILLUS sp.

CORYNEBACTERIUM ++ — ++

— ++ — —

— +++ — —

E. COL!

K. PNEUMONIE
K. OXYTOCA

LEV. r AMB[EM. +

LEV._T’_3700

PROVIDENCIA
PSEUDOMONASsp. — ++

STAPHYLOCOCCUS
STREPTOCOCCUS +++
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS ++
cx HEMOLíTICO

STREPTOCOCCUS
GRUPO_O

TABLA 16. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO ENPULMON ECUINO.

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 91 1 92 193 — — —I 99
~“ 1 ~ 1 98 ] ¡_____

NEGATIVO Si SI SI NO NO NO NO NO NO NO

ACTINOBACILLUS ++
EQUULI

BACILLUS sp. — —

CORYNEBACTERIUM

E. COLI
1<. PNEUMONIE +++

1<. OXYTOCA ++

LEV. T~ AMBIEM.

LEV. T 3700
PROVIDENCIA

PSEUDOMONASsp. +++ ++
STAPHYLOCOCCUS
STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS ++ ++
a HEMOLíTICO

STREPTOCOCCUS ++
GRUPOO

Escasamente significativo(4’), Medianamentesignificativo (+ 4’), Significativo (+ + 4),a 191
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TABLA 17 .- INCIDENCIA DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS SOBRE EL
NUMERO TOTAL DE ANIMALES. GRUPODE EOtJIDOSCON CRECIMIENTO SIGNIFICATIVO

.

ORGANISMO

AISLADO

ANIMALES
CTO SIGN.

INCIDENCIA
SOBRE GRUPO
CON CTO SIGN.

(n=5O)

INCIDENCIA
N0 TOTAL

ANIMALES

(n=100)
ANIMALES

CT NO SIGN.

STREPTOC.
29

29/50 356

STAPHYLOC.
6

6/50 11
5

BACILLUS
1

1/50 21

PROVIDENC.
1

1/50 1
o

PSEUDOMONA
10

10/50 10o

E. COLI
4

4/50 40

KLEBSIELLA
6

6/50 71

ACTINOR.
EQUULI

4
4/50 40

LEVADURAS
11

11/50 121

CORYNEBACT
2

2/50 42
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TABLA 18.- RESULTADOS ANATOMOPATOLOGICOS (MACROSCOPICOSE

HISTOLOGICOS) Y MICROBIOLOGICOS

.

NUMERO

ANIMAL

DIAGNOSTICO

ANATOMOPATOLIGO

AISLAMIENTO

MICROBIOLOGICO

DIAGNOSTICO

HISTOPATOLOGICO

1 TIPO O NEGATIVO N.LU

2 TIPO E NO SIGNIFICAr. N.I.U.

3 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.D.

4 TIPO B NO SIGNIFICAr, N.I.U.

5 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.

6 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.LD,

7 TIPO E NO SIGNIFICAr. N.I.L.

8 TIPO E SIGNIFICATIVO N.I.D.

9 TIPO E SIGNIFICATIVO NIAl

10 TIPO C SIGNIFICATIVO H.I,

11 TIPO E SIGNIFICATIVO N.I.U.

12 TIPO A NO SIGNIFICAT. N.I,E.

13 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

14 TIPO E NEGATIVO N.I.U.

15 TIPO E NEGATIVO NIL.

16 TIPOC NOSIGNIFICAT. N.I.U.

17 TIPO C NEGATIVO N.I.U

18 TIPO C NEGATIVO N.I,U

19 TIPO A SIGNIFICATIVO El.

20 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

21 TIPO A SIGNIFICATIVO El,

22 TIPO A SIGNIFICATIVO El.

23 TIPO E NEGATIVO N.I.L.

24 TIPO C NO SIGNIFICAr. N.I.U.

25 TIPO O NO SIGNIFICAT. N.I.U.
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TABLA 19.- RESULTADOSANATOMOPATOLOGJCOS<MACROSCOPICOSE

~STOLOGICOS~Y MICROBIOLOGICOS

.

NUMERO

ANIMAL

DIAGNOSTICO

ANATOMOPATOLIGO

AISLAMIENTO

MICROBIOLOGICO

DIAGNOSTICO

HISTOPATOLOGICO

26 TIPO A SLGNIFICATIVO El.

27 TIPO A SIGNIFICATIVO Rl.

28 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.

29 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.L.

30 TIPO B NO SIGNIFICAT, N.I.U,

31 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.I,U.

32 TIPO C NEGATIVO N.I,U.

33 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

34 TIPO B NEGATIVO N.I.E.

35 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

36 TIPO 13 NEGATIVO N,I.C,G.

37 TIPO B NEGATIVO N.I.U,

38 TIPO O SIGNIFICATIVO N.I,U.

39 TIPO A SIGNIFICATIVO Bí.

40 TIPO C NO SIGNIFICAT. N.I.U,

41 TIPO O NEGATIVO N.I.U.

42 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.D,

43 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

44 TIPO A NEGATIVO N.I.U.

45 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U,

46 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.D

47 TIPO O NEGATIVO N.I.U

48 TIPO O NEGATIVO N.I.U.

49 TIPO A SIGNIFICATIVO Bí.

50 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.

-a
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TABLA 20.- RESULTADOSANATOMOPATOLOGICOS (MACROSCOPICOSE

fflSTOLOGICOS~Y MICROBIOLOGICOS

.

NUMERO

ANIMAL

DIAGNOSTICO

ANATOMOPATOLIGO

AISLAMIENTO

MICROBIOLOGICO

DIAGNOSTICO

HISTOPATOLOGICO

51 TIPO C NEGATIVO N.I,U,

52 TIPO C NEGATIVO N.I,U.

53 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

54 TIPO E NEGATIVO N,I.U.

55 TIPO 13 NEGATIVO N,I.U.

56 TIPO 13 NEGATIVO N.I.U.

57 TIPO C NEGATIVO N.I.U,

58 TIPOC SIGNIFICATIVO N.I.U.

59 TIPO 13 NEGATIVO N.I,U,

60 TIPO B NEGATIVO N.I.U,

61 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.E,O.

62 TIPO B NEGATIVO N.I.L,

63 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.

64 TIPO E SIGNIFICATIVO N.I.U,

65 TIPO B SIGNIFICATIVO NkI.B.O

66 TIPO 13 SIGNIFICATIVO N.I.U.

67 TIPO B SIGNIFICATIVO N,I.U,

68 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.

69 TIPOC SIGNIFICATIVO N.I.U,

70 TIPO 13 SIGNIFICATIVO N.I,U

71 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.I,U

72 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U,

73 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

74 TIPO 13 NO SIGNIFICAT. N.LU.

75 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.C.G,
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TABLA 21.-RESULTADOS ANATOMOPATOLOGIcOS<MACROSCOPICOSE

HISTOLOGICOS)Y MICROBIOLOGICOS

.

NUMERO

ANIMAL

DIAGNOSTICO

ANATOMOPATOLIGO

AISLAMIENTO

MICROBIOLOGICO

DIAGNOSTICO

HISTOPATOLOGICO

76 TIPO B SIGNIFICATIVO NID.

77 TIPO 13 SIGNIFICATIVO N.I.U,

78 TIPO B SIGNIFICATIVO N,I.L.

79 TIPO C NO SIGNIFICAT, N.I.U,

80 TIPO B NEGATIVO N.I.H.O.

81 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.

82 TIPO A SIGNIFICATIVO B.I.

83 TIPO 13 NEGATIVO N.I.B.O.

84 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

85 TIPO A SIGNIFICATIVO 13,1,

86 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.

87 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

88 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.D.

89 TIPO B NEGATIVO N.I.U.

90 TIPO C NEGATIVO N.I,U.

91 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

92 TIPO 13 NEGATIVO N,I.U,

93 TIPO C NEGATIVO N.I.U.

94 TIPO 13 SIGNIFICATIVO N.I.13.O.

95 TIPO A SIGNIFICATIVO N,I.D.

96 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.IJ.

97 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.

98 TIPO 13 SIGNIFICATIVO N.I.U.

99 TIPO O SIGNIFICATIVO N.I.U.

100 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.

-a
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TABLA 22.- Posrnvunji>EXTRACELULAR FRENTEAL COLAGENOTIPO IV
Y LAMININA DURANTE L4 NEIJMONIA INTERSTICIAL CROMCA EOUINA

.

MEMBRANA MEMBRANA
BASAL BASAL

CAPILARES EPITELIO

FASEINICIAL +1

FASE +
INTERMEDIA

FASE FINAL

SEPTOALVEOLAR LUMEN
ALVEOLAR

(1) Lineal y discont¡nua.
(2) Forniacidnde nidos do mebranabasal.
(3) Arcas de angiog¿nesis,
(4) Superficiede la membranaplasendilcade células fibroblisticas.
(5) Durantela Case final las masasfibrdticas ocupanamboscompartimentos.

TABLA 23.- POSITIVIDAD FRENTE A FIBRONECTINA DURANTE LA
NEUMONIA INTERSTICIAL CRONICA EOUINA.

EXTRACELULAR 1__INTRACELULAR

SEPTO LUMEN MACROFAGOS
ALVEOLAR ALVEOLAR (Citoplasma)

FASE
INICIAL

FASE ++

INTERMEDIA

FASE FINAL
(1) Lineal.
(2) Tramao red.
(3) En masasperivascularesy septoalveolar,
(4) Masasintrasiveolares.
(5) Las masasfibréticasocupanamboscompartimentos,Se observauna positividad difusa en áreas de proliferacidocelular, formando un
entramado en zonasde fuertecolagenizacido.

(++ +) Inmunorreacciónfuertemente positiva;(+ +) Positiva;
(+) Ligeramentepositiva; (-) Ausencia dereaccidn.
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TABLA 24.- REACCION FRENTE AL COLAGENO TIPO m Y TIPO 1 EN LAS
NEUMONIAS INTERSTICIATYS CRONICAS EQUINAS.

1 Fi. FJNT. j F.F. U.’. F.INT.

COLAGENO TIPO III COLAGENO TIPO 1

+ ++
+

++ -1+ +¡++ +++PERIVASCULAR

PERIBRONQUIAL/pE
RIBRONQUIOLAR

+ ++ ++ + ++

++*

++

SEPTOALVEOLAR -¡A- ++
+

4+ +

LUMENALVEOLAR - -

(~) Durantela fase final amboscompartimentosestanocupadospor una
F.I. = FASE INICIAL; F.INT. = FASE INTERMEDIA; F.F. = FASE

fxbrosis masiva.
FINAL,

TABLA 25.- INMUNORREACCION DEL COLAGENO TIPO III Y TIPO 1 EN LAS
DIFERENTES ARF45 F$TABLECmAS DURANTE LA FASE FINÁT. DE LAS
NEIJMONIAS INTERSTICIALES CRONICAS EOUINAS.

FASE FINAL
COLÁGENO COLAGENO

TIPO III TIPO 1

AREAS FUERTE
PROLIFERACION

CELULAR

M.E.’ 4+

F.B.2 ++

AREASDEPOSITODEMATPJz
Y PROLIIFERACIONCELULAR

MEDIA

M.E.’ +/-i-+ ++

KB.2

M.E.’

++ ++

ZONASDEMAXIMA

COLAGENIZACION

+I++

KB.2 +
j) M.E. = matrizextracelular.(2) F.B.= fibroblastos. Positividadcitoplasmática.

(+ ++) Inniunorreacción fuertementepositiva; (+ +) Positiva;
(+) Ligeramentepositiva; (-) Ausencia de reacción,

It!?.
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TABLA 26.-
PLAOTTETAS EN LAS DISTINTAS FASES DE LA FIBROSIS

POSITIVIDAD DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE
PULMONAR FOUINA.

1

1FASE FASE FASE
INICIAL INTERMEDIA FINAL

FIBRAS.
MUSCULARES +

LISAS

MACROFAGOS
ALVEOLARES

+1+ + -1+

FIBROBLASTOS
MASAS

INTRALUMINARES

++

+

SEPTOALVEOLAR - -1+

CELULAS’

EPITELIALES

BRONQUIOS 4+ +/++

BRONQUIOLOS + + + ++
+

(.) La inmunofluorescenciafrente al PDGF fue citoplasmática.

<+ + +) Inmunorreacciónfuertementepositiva; (+ +) Positiva;
(+) Ligeramentepositiva; (-) Ausencia de reacción.
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TABLA 27.- POSITIVmAD DEL FACTORDE CRECIMIENTOTRANSFORMANTE 8
EN LAS DISTINTAS ETAPAS DE FIBROSIS PULMONAR EOIflNA

.

FASE
INICIAL

FASE
INTERMEDIA

FASE
FINAL

+CELULAS

EPITELIALES

BRONQUIOS - -1+

BRONQUIOLOS -1+ + + +

HBROBLASTOS
MASAS

INTRALUMINARES

SEPTOALVEOLAR - -1+

(*) La inmunofluorescenciafrente al TGF ~1fue citoplasmática.

+++ +) Inmunorreacción fuertementepositiva; (+ +) Positiva;
(+) Ligeramentepositiva; (-) Ausencia dereacción.
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DISCUSION

DISCUSTON

Durante la primera parte de nuestrarevisión hemos podidocomprobarel

conocimiento que existe desde laAntigUedadhasta nuestrosdias, acercade algunos

problemasrespiratoriosenel hombrey en los équidos,relacionadoscon lasneumonías

crónicas.

Sin embargo,los estudiosrealizadoseranmuy aislados,perdiéndosela Visión

de conjunto, y dando lugarala creaciónde múltiplestérminosparadescribirprocesos

semejantes.

Así encontramosel primer término que conocemosde la Edad Moderna,

“broken-wind”, descritopor Floyer(1698) y que se utilizó durantedos siglos. Este

autor empleael término “broken-wind” para describir la presenciade enfisema

pulmonar, hecho que fuecorroboradopor Cook y Rossdale(1963).

Posteriormenteotros autores,entre los que destacamosa Malkmus (1912),

definieron elprocesocomo “heaVes”, que desde un punto deVista anatomopatológico

agrupa ungran número de enfermedadescrónicas delos pulmonesequinos. Si

consideramos ladefinición y aplicación de“heaVes” por Malkmus a caballos con

“respiración laboriosa y dificultada’, hemosde establecereste término como un

síntomamásque comouna enfermedad,tal y como señalóGerber(1969).

A principios del siglo XX, graciasa los trabajos desarrollados poralgunos
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DISCIISION

InVestigadoresveterinarios comoBezan~ony col. (1922) y Kountz y Alexander

(1934),aumentoaún másla confusión alutilizar el conceptode enfisema humano para

describiralgunosproblemasrespiratoriosen los équidos. Este término adquirió gran

difusión, sobre todoapartir de 1945 comoconsecuenciadelaumentode la incidencia

del enfisemaen la población mundial yel hallazgo de fuertes semejanzas entreel

pulmónhumanoy equino. Estehechoconfundióaunmásal Veterinariode équidosal

designarel enfisemadelcaballo, desdeel punto deVistade la medicinahumana,como

productodeun estadoasmáticocrónico.

La causaprincipal de este problema fuéel empleo inapropiadodel término

“enfisema”, ya que los estadosasmáticosequinos nopuedenserdiagnosticadosni

clínica ni funcionalmente, sólo através del examen postmortental y como señala

a
Thurlbeck y col. (1970), y ademástUVO como resultadola conilisión entre asmay
enfisema. —

Como podemos comprobar, muchosde los problemas terminológicos

encontradosenvetermaria,y másenconcretoen la patologíapuhnonardelcaballoson

herenciade la trasposiciónconceptual desdela patología humana. Este fenómeno se

agudizóaún más enlos afios 70 a raiz dela aplicaciónen patologíapulmonarequma —

del acrónimomédico inglésCOPD(Chronic Obstructiv’e PulnionaryDisease).

En el pasadoestesíndrome clínico fueconocidocomo “broken-wind”,“heaves”

It Mt

o enfisema”.Estostérminos seutilizabanindistintamente,y parecíaquehabía menos

confusiónentoncesque ahora.
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Este problematerminológicohaaumentadoen losúltimosdiezaños,en nuestra

opinión y coincidiendo con Kaupy col, (1990), esconsecuenciade los numeros

estudios etiológicosy fisiológicos, así comodemúltiples asociacionespatológicasdel

pulmón equino.

Ello obligo a que estamentos médicos estatales, como la Sociedad Americana

Torácica (1987),estandarizarany definieranprecisamente,todos estos problemas
a

respiratoriosy fundamentalmenteestesíndrome.De igual maneraen 1985se celebró

un SimposioInternacionalsobrepatología respiratoria,paradebatirestosproblemas

y asentarbasesmetodológicasy terminológicas sobrelas enfermedadesrespiratorias

de loséquidos.
-a

Creemos aligual que Viel (1983) que COPDdescribeun síndromeclínico

respiratorio,y no revela la patologíasubyacente.

Por estemotivo, el término que mayor aceptación ha tenido enlos últimos

años, tal y como señalanGerber (1973) y Hungergord(1992), esel de neumonías

crónicasequinas, las cualesincluyenlesiones delparénquimay vias respiratorias.

Aunqueestetérminoincluyeel parénquima pulmonary lleva inherentecambios

en el intersticio alveolar,consideramosmás idóneoel uso de neumoníaintersticial

crónica; así,no sólo defmimosel problemarespiratorioen cuantoa su localización

sino que evidenciamosla evoluciónde las lesiones enel tiempo,

Sin embargo, encontramosque numerososautores hanseñalado,que las

enfermedadespulmonaresmás importantesde los caballoscomo infeccionesde las
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vias respiratorias superiores (Dixon y col., 1992), COPD (Nicholls, 1978),

hemorragiapulmonarinducida porel esfuerzo(O’Callaghany col., 1987) entreotras,

afectanprimariamentea la porción conductora,en particulara los bronquiolos.

En contraste, la escasezde referenciasbibliográficas acerca decambios

patológicosen la región alveolardel pulmón equino,con la excepcióndel enfisema

alveolar, tal y como señalanalgunosautores(Kaup y col., 1985; Nicholís, 1978;

Schoony Deegen,1983;Sasse,1971), hapuestodemanifiestola necesidad derealizar

estudios másprofundossobre este tema,

Segúnla opinión de Robison (1991),los caballossufrenpoco de neumonias

crónicas,pero normalmentetienenobstrucción difusade la porción conductoradel

pulmón.

Quizásla falta de conocimientos enrelacióna neumonías intersticiales se deba,

deacuerdoconKaup y col, (1985) ala ausenciademanifestacionesclínicas, lascuales —

sólo aparecencuandolas lesiones anivel alveolarson muy severas.

Hemosdeconsiderarque el principalproblemaque nosencontramosa la hora

deabordarel temade las neumonías intersticialesespontáneasdelos animales,y sobre

todo de los équidos,es el hallazgode resultados demasidofragmentariossobretodo

si consideramosla relaciónclínico-patológica.

Así lo demuestranestudios aislados sobre neumoníasintersticiales en los

Mt
équidos como los realizadospor Schwartz ycol. (1981) en caballosque inhalaban

silicato; O’Sullivan (1979), Jonesy Hunt (1983) y Breeze y col,<1984) en équidos
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alimentados convegetalescon altas concentracionesde alcaloidesu otro tipo de

— sustanciastóxicaspara estosanimales(crotón, senecio sp., mentapúrpura).

Queremosdestacar,al igual queal principio denuestradiscusión,quelos pocos

artículos queencontramosal respecto de las neumoníaintersticiales equinas no

presentanuna uniformidad terminológica ni descriptivadesdeun punto de Vista

histopatológico.

Sin embargo,en la actualidad algunosinvestigadoresVeterinariosespecialistas

en la patologíapulmonar equina(Dixon y col., 1992) al igual que hicieran Cotrany

col. (1991) en el hombre, han agrupado las enfermedadesrespiratoriasdel caballo en

dos grupos: obstructivas (afectanprincipalmentea los bronquiolos)y restrictivas

(enfermedadesdel alveolo e intersticio), haciendo especial hincapie en la infrecuente

presentaciónde estas últimas.

En estesentido, hemos deseñalarque como consecuenciade una mayor

preocupacióny estudio dela región alveolar(septoy luz alveolar oparénquima)en

medicinahumana,la controversiasobrela designacióndeenfermedadesclínicasdesde

un puntode vista histológicohan desbordadoel mundode la Neumología.

Así podemos encontrar numerosos términos en medicina humana como

“alveolitis fibrosante”<Spencer,1975), “neumoníaintersticialusual’1 (Liebow, 1975),

“neumonitis criptogénica organizada” (Davison, 1983), “neumonía organizada

bronquiolitis obliterante” (Eppler y col., 1985); todos ellos tienen ciertos rasgos

histológicos comunes, aunqueclínicamentepuedan existirdiferencias(duración del

271



DISCUSION

proceso,signosclínicos, incidencia, etc).

La designaciónde las diversasdenominacionesen patologíapulmonarhumana

se realizabade acuerdoa la alteración patológicaque predominaba,tal y como señala

Geddes (1991).

En nuestraopinión, un fenómeno muy semejanteal de medicina humana,

sucedióen patologíaequina como consecuenciade la fragmentación delos hallazgos

en lasneumoníaintersticiales,dandolugaraun gran número dedenominacionescomo

“neumonía crónica” (Gerber, 69 0 73), “neumoníacrónica supurativaintersticial”

(Buergelty col, 1986), “neumoníagranulomatosoacrónica fibrosante” (Schwartzy

col., 1981), “neumoníaintersticial” (Dungworth, 1982), “neumoníabroncointersticial

granulomatosa” (Winder y col., 1988), “neumonía crónica difusa broncointersticial”

(Winder y van der Fellenberg, 1987) entre otros,

Finalmente, consideramos que los numerosos términos utilizados por los —

distintos autores, sólo definen fases evolutivas de laneumoníaintersticial crónica,

coincidiendo en este sentido, con los trabajos de Davison (1983), Geddes(1991) y

Costabel y Guzmán (1991) en medicina humana,

Con el estudio bacterioló2ico y virológico queremos desvelar alguna luz sobre

la incierta etiología de las enfermedades pulmonarescrónicas, tal y como señalan

numerosos autores (Cook y Rossdale, 1963; Eyre y col,, 1972; Cook, 1976;

Mt

McPhersony col,, 1979; Dungworth, 1982; Buergelt y col,, 1986; Winder y von
Fellengerg,1987; Mair y Lane, 1989; Gr6ningy col., 1989; Kaup y col., 1990).
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El estudio de la flora microbiana realizadoen los équidosde matadero,

mediante laimpregnaciónde un hisopo enlas vias respiratorias,puso de manifiesto

el aislamientode grannúmerode géneros,tanto grampositivos comonegativos,los

cualescoinciden básicamentecon los encontradosporAdamsony col, (1985)entejido

pulmonar y otros autorescomo Nuytten y col. (1983>, Whitwell y Greet(1984) y

Morris (1984) en lavados traqueobronquialesequinos.

Hemosdeconsiderarque elaislamiento deunabacteria conunafrecuenciaalta

no es indicativo de la etiología del proceso, y así Nuytten y col, (1983) señalan

frecuenciasde aislamientosemejanteentregrupos deéquidosnormalesy enfermos,

Estamos de acuerdo con lamayoría de los autoresconsultados(Litteljohn,
ja

1979; Whitwell y Greet, 1984; Mair y Lane, 1989) en señalaral Streptococus

zooepidemicuscomo el microorganismo potencialmentepatógeno con mayor

incidencia.

Ninguno delos artículosrevisadoshanpodido comprobaralguna relaciónentre

la presenciade Streptococuszooepidemicusy el desarrollode lesionestípicas. En

nuestro caso, la presenciade este microorganismoestabaasociadaa neumonías

intersticialesenfaseinicial caracterizadaporfenómenos infiltrativos-exudativos,hecho

que contrastacon las afirmacionesde Nuytten y col, (1983), los cualesseñalanel

papel limitado de los microorganismospatógenos en eldesarrollo de procesos

respiratoriosequinos.

Por otro lado, la ausenciade microorganismosen el aislamiento, no es
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smónimode falta de lesión a nivel pulmonar,y de hechola totalidad delos animales

con crecimientonegativo (39%),presentaronlesionesdedistintosgrados,coincidiendo

con lo descritopor Nuytten y col. (1983); sin embargono estamosde acuerdocon

estosautoresen señalarla localización bronquiolarcomo lugarde asientoprimarioen

estaslesiones.

En lo concernientea la valoraciónvfrica, el estudio reveló la detecciónde

anticuerpos frenteal virus influenzatipo A en un 21 % de los casosestudiados.Sólo

en dos caballosdetectamosnivelesdeanticuerpossignificativos paralos virus A/Equi-

1 y 2, diagnosticadoshistológicamentecomoneumonía intersticiallinfoide y neumonía

intersticialusual.Estos resultadosnos hacen pensar,al igual queTurk y col. (1981)

y Dahmey Weiss(1989),la existenciadeuna relacióndirectaentreel virus influenza

a,
y el desarrollode neumonías intersticialesespontáneasen los équidos.

Coincidimoscon Buergelt y col. (1986) enseñalarque la simple medidadel

titulo cte anticuerposen sangrees insuficiente para correlacionarel virus, en nuestro

caso Influeza tipo A, con la induccióndeun daño alveolardifuso, pero si sugierela

exposiciónal mismo,

Segúnlos resultados microbiológicoses difidil afirmar que el origende estas

neumoníasintersticialessea infeccioso, sin embargosi podemosseñalarque enun

47 % de los procesosrespiratoriosestabanimplicadasbacteriaspatógenasy enun21 %

el virus influenza. Estoshallazgos ponende manifiesto, al igual que los estudiosde

Dungworth (1982) la importanciaque las infecciones respiratorias tienencomo factor
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etiológico en las neumonías intersticialesespontáneas.

Asimismo hemosde tener en cuentala mediade edad de nuestroscaballos,

estimada en ocho años;éstaconcuerdacon la edadde máximoriesgode presentación

de estasneumonías intersticiales crónicasseñaladaporMcPhersony col. (1979b) y

Cook y Rossdale(1963) y contrastacon la queseñalaMarcato(1990>.

Hasta ahora hemos consideradoel estudio etiológico de las neumonías

intersticiales desde unpunto de vistageneral,sin embargo hemos de señalaralgunas

peculiaridadesobservadasdentrode las distintascategoríasestablecidaspor nosotros

desdeun puntode vistahistológico.

Un 47% de las neumonías intersticiales usualeso clásicas, presentaronun

crecimientobacterianonegativo, y en un 83 % no sedetectaronanticuerpos frenteal

virus influenza.Estodejaun 33,8%,sin etiologíadeterminaday quese incluíancomo

neumoníasintersticialesdecausadesconocida,coincidiendocon el 30-40%queseñala

Liebow (1975) en el hombre y que denomina enfermedadescriptogénicas o

idiopáticás.

En cuantoa las neumoníasintersticialeseosinofflicas,considerando unamplio

estudiohistológicoque excluyela infestaciónparasitariay el aislamiento microbiano

negativo,nos hacepensaral igual que a Dixon y col. (1992)en équidos y Barriosy

Selman(1991) en el hombre,que estosprocesosson consecuenciade unarespuesta

alérgica.

Esta teoría es avalada por los estudiosde Winder y col. (1988) y Mc Pherson
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y col. (1979 a o b) que compruebanla participaciónde antígenoscomo polen y

esporasde mohos(Micropolisporafaeniy AspergillusPumigatus)mediante untest de

piel y los consideran causantes deneumonítissensibilizanteencaballos.Sinembargo,

los resultadoshistológicos halladospor estos autores, difierendel fuerte infiltrado

eosinofllicoencontradoen nuestrosanimales,no sólo anivel del septoy luz alveolar,

sino tambiénen la luz y mucosa de bronquios y bronquiolosal igual queobservaron

Dixon y col. (1992) en un casode neumoníaeosinofílica aguda en unponi.

Las neumonías intersticialeslinfoides mostraron un curioso resultado

microbiológico,ya quefue negativoel cultivo bacteriano (60%)y presentarontítulos

de anticuerpos víricossignificativos frente a la variedadA/Equi-l del virus influenza.

Estos hallazgosconcuerdancon las aportacionesrealizadaspor Barkersvilley col,

a
(1992> en monosrhesus,y Liebow (1975> y Barrios y Selman (1991)en medicina
humana,al señalarel papelque desempeñanlos virus enel desarrollodeesteproceso —

pseudoneoplásico.

A diferenciade lo observadohastaahora, quizásseanlas NID y NICO las que

presentanuna etiología bacterianamás clara, hechoque no coincide con lo expuesto

por Liebow (1975) en medicina humana,

Las neumonías intersticiales bronquitis obliterante sonobjeto de estudio

controvertido en medicina humana y más recientementen veterinaria. Nuestros

hallazgos implican una infección vírica y complicacionesbacterianassecundarias,

teoría quees apoyadapor los estudiosdeGeddes(1991) y Costabely Guzmán(1991)
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—. en el hombre,

El principal problema estriba en dilucidar si la bronquitis obliterante se

producenpor contigílidad delesionesintersticialeso por el contrario, es incialmente

un proceso neumónico intersticial que comoconsecuenciadeunareinfecciónaerógena,

— - desencadena las lesiones a nivel de los bronquiolos.

Por último, las NBI sonun tema muy polémicoy debatidoúltimamenteno sólo
-a

desdeel puntode vistaetiológico sino tambiénhistopatológico.Algunosautorescomo

Dungworth(1992) señalancomo agente causante deestoprocesoa virus, en concreto

a Mixovirus; sin embargo nosotrossólo hemospodido apreciarciertaexposiciónal

virus A/Equi-1 en tres ocasiones,y si ha existidosiempreaislamiento bacteriano,

fundamentalmente frente aStreptococcussp.

Estamosde acuerdocon la mayoríade los autoresconsultados(McPhersony

col., 1979b; Gerger, 1973; Robinson, 1991; Buergelt y col., 1986; Marti y col.,

1991; Dungworth, 1982> en señalarque la etiologíade las neumoníasintersticiales

equinas obedece a un fenómeno multifactorial, donde intervienen agentes infecciosos,

tóxicos, alérgicos, así como factores fisiológicos delpropioanimal que influyen en la

patogenia de la enfermedad.

Desde un punto de vista anatomopatológico,hemosrealizadounaclasificación

morfológicade los pulmonesequinos,considerandola distribuciónlesionalal igual

queotrosautoreshanrealizadoenveterinaria(Dahmey Weiss, 1989;Thomson,1988;

Dungworth, 1983)coincidiendoparcialmenteconellas, ya queen nuestrocaso,hemos
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particularizadoal pulmóndel caballocon anatomíay fisiología distintaal del resto de

las especiesanimalesestudiadapor esosautores.

Dentro de los pulmonestipo A hemos encuadradoaquellos animalesque

presentabanlesionesrecientesde inflamaciónen el parénquimapulmonar,afectando

tanto a la porciónconductoracomo al parénquimapulmonary localizándoseen las

regiones craneoventrales del pulmón, hallazgos que coinciden con las

bronconeumoníasde Jubby Kennedy(1990), Dungworth(1992) y Thomson(1989)

en otras especiesdomésticas,Esta división contrastacon la realizadapor Dahme y

Weiss (1989), al incluir las neumonías equinasrecientes dentrode las neumonias

alveolaresfocales,hechoinsdlito ya que en los équidosnormalmente sonlobulillares

o lobares.Sin embargo,todosestosautorescomcidencon nosotrosen señalarque la

vía de entradade los agéntes etiológicosen estospulmoneses acrógena.

La incidenciadel 17% quepresentaba estegrupoespequeñacomoconsecuencia

de la elevada edad media (8 años) de los animales estudiados,así como por la

patología individual de los équidos; hechoque contrasta con las grandes

concentracionesde animalesy edadesmásbajasque originanuna incidencia cercana

al 80% en otras especiesanimales(ovinos, suinos, bovinos)y que causan graves

pérdidas económicas(Thomson,1988;Dahmey Weiss,1989;Viel, 1983;Dungworth,

1982, 1992;Jubby Kennedy, 1990).

Continuandocon el estudiomacroscópicocomentaremosque los animalescon

patrón B presentabanpulmones pálidosy voluminosos, que no se retraíana la
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aperturade la cavidad torácica, formandoun bloque compacto. Esta descripción

coincide con la realizadapor numerososinvestigadores (Dungworth,1982, 1993;

Buergelt y col., 1986; Winder y Fellenberg, 1987; Windr y col,, 1988; Marcato,

1990) y se relacionacon neumonías intersticiales,hechoque compartimoscon todos

ellos,

Anatómicamentelas lesionesdeestosórganosseasentabanenel tercioinferior,

en regiones dorsocaudales,coincidiendocon la mayoríade los autoresconsultados

a,
(Cagny y Gobert, 1880; Dungworth, 1982, 1992; Buergelty col., 1986; Winder y

Fellenberg,1987; Winderycol., 1988; Marcato, 1990), asimismocoincidimosenque

la vía original de entradaes normalmentehematógenay a vecesaerógena.

Asimismo,estamosde acuerdoconGerber(1973),Windery Fellenberg(1987)

y Grtining y col. (1989) en señalar una alta incidencia en estas imágenes

macroscópicasy así en nuestrosresultadosrepresentabaun 49%. Los autores

consultadosopinan que no hay generalmenterelación clínico/patológicaen estos

procesos.

El último grupode estudiomacroscópico,pulmones tipo C, secaracterizaban

por presentaralgunascicatrices conjuntivasen los lóbulos cranealesy principalmente

grandesmasasde color blanquecinode tejido fibroso en el borde fundamentaldel

lóbulo caudal.Descripcionessemejanteshan sido realizadaspor distintosautorescon

denominaciones diferentes así Cagny y Gobert (1880) las denominaneumonías

crónicas, Fróhner y Zwick (1932) se refieren a estos como esclerosis pulmonares,
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Nieberle y Cohrs (1967) como neumonías lardáceascon peribronquitisnodosay en

la actualidad,Dungworth (1992) entreotros, las denominaneumonías intersticiales

granulomatosas.

DiversosautorescomoCagnyy Gobert(1880),Thomson(1988),Windery col,

(1988), Winder y Fellenberg (1987), Dungworth (1982,1992) concuerdancon

nosotrosen señalarque las neumoníasintersticialescrónicasse situan en el tercio

inferior de los pulmonesequinos. Estaslesionespulmonaressituadasprimáriamente

en zonassuperiores condicionanuna deficienteoxigenaciónde los lóbuloscaudales,

los cualesde por sí estan sometidosa fenómenos dehipoperfusióne hipoxia tal y

como señalanPascoe(1985), Winder y Fellenberg(1987) en équidosy Dungworth

(1982) en otrasespeciesanimales.

ja
Opinamosal igual que Kaup y col. (1985) que el origen de las neumonias

intersticialescrónicas en los équidos está relacionadocon fenómenoshipóxicos —

consecutivosa otros procesos respiratoriosmásfrecuentescomo bronconeumoníaso

COPD.

Portodo ello,considerandonuestrosresultadosmacroscópicoscreemosquelos

pulmonestipo C son el resultado fmal delos tipos A y B. Creemosque el patrón B

obedece a lesiones primarias directas tal y como enuncian Cagnyy Gobert(1880) y

Fróhner y Zwick (1932) y el tipo A, es el resultadode reiteradaslesionesy contacto

constante con el antigeno que origina la enfermedad.

Uno de los principalesobjetivos de nuestro estudio,centrabasu atenciónen la —
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realización de una clasificación histopatoló2icasobre lasneumoníasintersticiales

crónicasequinas,y evitar conlos problemas terminológicosexistentes.

Por estarazónpensamosqueexistenclasificacionesactualessobreneumonías

intersticialesen veterinaria,como la realizadapor Dungworthen 1982y actualizada

— en 1993. Sin embargo,creemosquela división establecidaporesteautor obedecemás

al curso clínico que a una sólida realidad patológica.
-A

La falta de criterios comuneshistopatológicosy terminológicos sobrelas

neumoníasintersticiales,tanto enotrasespeciesanimales comoen los escasostrabajos

de medicina equina, nos obligaron a considerarotras clasificacionesrealizadasen

medicinahumanapor Liebow (1975) y Barrios y Selman(1991) de vigenciaactual.
-a

Estamosde acuerdocon estaclasificación, la cual señaladiversas categorías

(N.I,U, N.I.D, NICO, N.I.L y N.I.B.O) que incluyen característicaslesionales

diferentes, pero queclínicamentese manifiestancomo enfermedades intersticiales

difusasde etiologíaincierta. Esta premisaestáavaladapor los estudiosde Cotrany

col. (1991) que consideranestaenfermedadcomo restrictivaal afectaral alveolo e

intersticio, hechoque coincideenveterinariaconnumerososartículos Buergelty col.

(1986), Turck y col, (1981), Winder y Fellenberg(1987> entreotros, peroque sólo

ha sido recogidobajo estepunto de vistapor Dixon y col. (1992>en caballos,

Conel fm decrearuna clasificaciónváliday quereunatodoslos posiblescasos

de neumonías intersticialesequinasbasadosen un fiel diagnósticohistopatológico

hemos incluido dos categoríasmás: neumoníaintersticial eosinofllica (N.I.E) y
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neumoníabronquiolo-intersticial (N.~

La neumoníaintersticial eosinofílica(N.I.E) ha sido recogida porBarrios y

Selman(1991) como unade las entidades delas enfermedadesrestrictivasy ha sido

observadapor primeravez enéquidospor Dixon y col. (1992),

Neumonía bronquiolo-intersticial (N.B.I) hasido unaentidadmuycuestionada

y polémica tanto clínica como histológicamente. Liebow y Carrington (1969) fueron

los primeros en señalar este proceso en medicina humana, si bien posteriormente es

reseñado por Costabel y Ciuzman (1991) como neumonía organizada criptogénica,

mientras que en veterinaria no existen noticias de esta entidad como tal hastalos —

trabajos de Jubby Kennedy(1990), Winder y col, (1988) y Dungworth(1992>,

Estamosde acuerdocon Liebow (1975) y Davisony col. (1983> enconsiderar

ja
posiblementea todasestasentidadescomo manifestacionesde neumoníaintersticial,

y que lasdistintascategoriasmeramenterepresentandistintosestadosen la patogénesis

o distintas respuestasindividuales adiferentesagentes.

En lo referentea los estudios histopatológicoe inmunocitoquímico,hansido

cxpuestoslos distintos casos estudiados de acuerdo con el siguiente esquema:

N.B,I

NIE

N.I.U FASE 1 FASE INICIAL

N,I.D

N.I,C.G
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N.LL

N.LB.O FASE INTERMEDIA

N.I.U FASE II

N.I.U FASE III FASE FINAL

Así encontramosque los caballos con fase agudade neumoníaintersticial,

caracterizadapor fenómenosinfiltrativos-exudativos,han sido encuadradasen la fase

inicial en cuyo grupo se han incluido los animalesdiagnosticadoscon neumonía

intersticial descamativa(N.I.D), neumoníaintersticial de célulasgigantes(N.I.C.G),

neumonía intersticial cosinornica (N.LE) y neumoníaintersticial usual en fase 1

(N .1. U). Es importanteseñalaral igual que Dungworth (1982) en otros animales

domésticosy Dixon y coL. (1992) enéquidos,que lasneumoníasintersticialesagudas

espontáneasson muy infrecuentes,siendoobjeto de estudioen contadasocasiones,

Asin-fismo la fase intermedia agrupaa los animalescon neumoníaintersticial

linfoide (N.LL), neumonía intersticialbronquitisobliterante(N.LB.O.) y neumonía

intersticialusualen faseII (N.LU). Estosprocesos presentanfenómenos proliferativos

y fibróticos tanto interalveolarescomo intraalveolares,lo cual contrastacon lo

reseñadopor Liebow (1975) en medicina humana.
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En cuanto a la fase final, incluye la neumoníaintersticial usual en fase III

(N.I.U), caracterizadapor la consolidación de los distintos mecanismosque

desembocanen una fibrosis pulmonar con imágenesde ‘honeycomb” tal y como

señalanLiebow (1975) y Barrios y Sehnan(1991) en el hombre,asícomo extensas

masas que se extienden por el parénquima pulmonar coincidiendo con las

descripcioneshistológicas denumerosospatólogosveterinarios ( Cagny y Gober,

1880; Fróhnery Zwick, 1932; Nieberle y Cohs,1967; Dungworth, 1992).

Como vemos todas estas categoriaspresentanuna serie de características

comunes agrupadas en las tres fases establecidas desdeun punto de vista

inmunocitoquimicoy quecoincidencon las tres fasesde la neumoníainterstcialusual.

Los resultadoshistopatológicosobservadosdurantela fase inicialdemuestran
a

la presenciade fenómenosagudos quecontrastancon la definición clásica delas

neumoníasintersticialesestablecida porLiebow (1975) en el hombrey Dungworth

(1982) en otros animales domésticosy considerana las neumoníasintersticialescomo

condicionesinflamatorias crónicasdondepredominala respuestaproliferativa.

La mayoríade los autores consultados(Katzensteiny col., 1976; Liebow

(1975), Auberbachy col. (1952), Fukuday col, (1987), Barriosy Selman<1991),

Pratt(1952),Ilonmay col, (1992) en el hombrey Dungworht,(1982, 1993), Buergelt

y col, (1986) y Turck y col. (1981) en veterinariaestande acuerdocon nosotrosen

señalarel procesode iniciación de las neumonías intersticialesespontáneascomo

consecuenciade un severodaño difuso de la pared alveolar,lo que origina unafase
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exudativa intraalveolarque se continua con una rápida respuesta proliferativay

fibrótica.

Estamosdeacuerdocon los principalesinvestigadores acercade las neumonías

intersticialescomo Liebow (1975) en medicinahumanay Dungworth (1982) en

veterinaria, los cuales enuncianque los fenómenosexudativosse producenpor la

lesión del endotelio delos capilaresalveolaresy los neumocitosmembranosos.

Además,a diferenciade nuestroshallazgosy los observadosen veterinariapor

Dungworth, (1982), Turck y col. (1981), Buergelt y col. (1986); Liebow (1975) y

Barrios y Selinan (1991),señalanenel hombreque lesionesmenosseverasproducen

escasodaño, produciendoun discretoedema septal,el cual secronifica y progresa

hacia una fibrosisintersticial, dandolugar a la típicas imágenespulmonaresde ‘panal

RWn

de abeja’ (“honeycomb’),sin producirsela organización intraluminal,

Segúnla clasificacióndeHonmay col. (1992)sobrelasneumoníasintersticiales

humanas,las consideracomo neumoníascrónicas,agrupandolasdentrodel epígrafe

de neumoníasintersticiales atípicas. Esta última forma coincide con nuestras

observaciones delasneumonías equinas, lascualesencuadramosdentrode neumonías

intersticialescrónicas,en contraposicióna lo establecidopornumerosos autorescomo

Tuck y col. (1981) y Buergelty col, (1986), los cualesrecogenestasmanifestaciones

dentrode las neumoníasintersticialesespontáneasagudas delos équidos.

Durante la fase incial observamos fenómenos exudativo-infiltrativos,

caracterizadospor la presenciade un exudadoeosinofllico enel lumen alveolar, así

285



DISCUSION

como por un discretoedemadel septointeralveolar,y el tejido conjuntivoque rodea

bronquiosy bronquiolos,hallazgosque han sido observadotambienpor Auberbach

y col. (1952), Liebow (1965,1975), Barriosy Selman (1991), Honmay col. (1992),

Nishimura y col, (1992) y Usui y col. (1992) en medicinahumana.En veterinaria,

fenómenos semejanteshan sido apreciadosen neumonías intersticiales agudas

espontáneaspor numerosos autores(Dungworth, 1982, 1993; Buergelty col., 1986;

Turck y col., 1981; Dixon y col,, 1992; Jonesy Hunt, 1983; Lindley, 1978) como

consecuenciade la acciónde tóxicosvegetales,reaccinesalérgicaso infeccionessobre

todo víricas,y apoyadospor numerososestudiosexperimentalescomo los realizados

por Adamsony col. (1988) utilizando a ratonesque exponíaa altas concentraciones

de oxígeno;Breezey col. (1984) en équidos utilizandomentapurpurao intoxicación

a
con paraquaten simios y hombre(Fukuday col,, 1985; 1987).

Asimismoconsideramos tambiénla dilatacióny proliferacióncapilarcomo uno

de los primeroscambiosque seaprecianen estafaseincial aguda, hechoque hasido

constatadopor Pratt(1958) y Raray col. (1989) en medicinahumana,apreciandola

membranade dichoscapilarescontinuay positiva frentea las proteinasdemembrana

colágeno tipoIV y laminina.

Durante estafase hemos podidocomprobaral igual que otros autoresen el

hombre (Camy col., 1984; Gustersony col,, 1984; Sala y col., 1987) que la

membranabasaldel tracto respiratoriode los équidoscontienentanto lamininacomo

colágenotipo IV.
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Bostmany col. (1991) utilizan al igual que nosotrosmaterial en solución

tamponada parapreservarla antigenicidad,realizandounadigestióndébil conpepsina

para aumentarla reactividad frentea ambasproteinasde membranabasal,y en nuestro

casotambién frente a fibronectina.

En el caso de la fibronectina y colágenotipo IV, conseguimosuna buena

inmunorreaccióndel material fijado en estassolucionesy embebidasen parafma;sin

embargo la antigenicidad no se preserva de igual forma para la lanuinina,

produciendoseunasobrefijacióny ocultaciónde los epítopostrasla fijación e inclusión

en parafma.Por lo que recomendamospara la laminina, al igual que Bostmany col.

(1991), realizarcortesen congelaciónde material frescoutilizando el criostato.

En las tres etapasestudiadashemos encontrado positividada laminina y

colágenotipo IV en la superficiecelular de fibroblastosy fibras musculareslisas, al

igual que Wartiovaaray col. (1974), Hynes y col. (1976), Cheny col. (1977) y

Davidson(1990).

En pulmonesnormalesel septo alveolar aparecerecorrido por unas líneas

fuertemente positivasa estasproteinas demembrana,las cualescorrespondencon la

membranabasalde los alveolos y capilares, sin embargoen la fase incial de las

neumoníasintersticiales equinasestapositividadaparece discretamentefragmentada

y discontinuaen algunos lugares,coincidiendocon los resultadosde Hara y col.

(1989) y Yousemy col, (1992) establecidosen individuoscon fibrosis pulmonar.

En los lugaresdel pulmóndondelos fenómenos infiltrativos-exudativoshabían
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provocado unadisgregaciónde los elementosseptales,podemosapreciardensosnidos

de membranasbasalespositivasfrentea lamininay colágenotipo IV. Estefenómeno

ha sidoobservadoporBostmany col. (1991) en procesostumorales,comomecanismo

de defensa para frenar el avance de células malignas, En nuestra opinión,

corresponderíana los restosde membranasbasalesde las célulasepitelialesalveolares

así comoaacúmulosdeestasproteínas demembrana,fundamentalmentecolágenotipo

IV, en la membrana plasmáticade células fibroblásticas (posiblemente

miofibroblastos), como resultadode una proliferación celular en estas áreas,

coincidiendo con loobservadopor Bostmany col. (1991) enpulmónhumano.

Un hechode gran significación, observadoal igual que nosotrospor Liebow

(1975), Barrios y Selman(1991) y Dungworth (1982, 1992) es la integridadde las

membranasactuandocomopilarparala reepitelizaciónen fasesintermediasy finales,

aun cuandola lesión en la paredseagrave. Estefenómenoha sido corroboradopor —

nosotros, observandoalveolos dondeidentificamos a ambas proteínasformando

pequeñostrazos continuosen el perfil del septo, los cualesaparecentapizadospor

céltilas grandescon citoplasmabasófilo y nucleo centralhipercromático(posibles

neumocitostipo JI). Estoshallazgoscoincidencon los de Kissler (1980),Kaup y col.

(1985) $‘ Buergelt y col. (1986) enla especieequina; Liebow (1975) y Barrios y

Selman(1991) en el hombrey Dungworth (1992) enel perro.

Sin embargo contrastacon lo expuesto porTiara y col. (1989), cuyos estudios

revelan quelas membranasbasalesintactas sólo son necesariasen los primeros
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estadios,observándoseposteriormentreepitelizaciones sobreel tejido fibroso.

Tal y comohemosvisto, la positividadde la membranabasaldel septoalveolar,

que en condicionesnormalesaparececomo el eje principal sepresenta desdibujada,

siendo sustituidapor unabandade fibronectinaque recorretodo el esqueletopulmonar

y la membranabasal de los capilares alveolares; imágenes semejanteshan sido

observadaspor Bostman y col. (1991) al describir la fibronectina como una

glicoproteinaasociadaa la membranabasaldel pulmónhumano.

Las membranashialinashan sido un rasgoconstanteen las distintascategorías

establecidas, coincidiendocon los distintos autoresno sólo en su presenciasino

tambiénen su composicióntanto enmedicinahumana(Liebow, 1975; Cederbergy

col., 1952; Fukuda y col., 1987) como en veterinaria (Buergelt y col., 1986;

Dungworth, 1982, 1992).

ParaBarrios y Selman(1991) en contrastecon nuestros resultados, establecen

que noexistesiemprepresenciademembranashialinasenlas neumonías intersticiales,
a-

solamenteen el casoque el dañoproducidoa la paredalveolarsea grave.

Con técnicasinmunocitoquimicas,observamosen estaetapadostiposdemasas

con una fuerte inmunorreacciónfrentea fibronectina.Unasque rodeanlos capilares

alveolarescon positividad difusa, y otras intraalveolares,que coinciden con las

membranashialinas,que seorganizande forma fibrilar. Un comportamientosimilar

ha sido observadopor Chen y col. (1978) en cultivos celulares, coincidiendo en

señalara estaproteinade matriz comola columnainicial para la fibrinogénesisdel
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colágeno.

Asismismo hemos apreciadopositividad intracelular a fibronectinaen los

inacrófagosactivadosa nivel luminal, hechoque ha sido observadopor numerosos

autores (Crystal y col., 1984; Sugarmany col., 1985; Diergelmanny col., 1986;

Mornexy col,, 1986;Martinety col., 1987). Algunos investigadoresde enfermedades

pulmonaresintersticialesfibróticascomoSinkin y col. (1992) y Driscolí y col. (1992)

han señalado mediantelavadosbroncoalveolaresy estudios“in vitro” un considerable

aumento de la liberación de fibronectina por macrófagos activadosdurante el

desarrollode la fibrosis pulmonar,utilizando estedato como inidicadordel proceso,

sin embargono es extrapolableen el casode los équidos, ya que estefenómenosólo

es observadoen las primerasdos fases,mientrasque en la fase fmal donde existela

fibrosis más severa, se aprecia incluso una disminución de esta glicoproteina

intracelularmente.

La inmunorreacciónal colágenoen esta etapa de las neumoníasesta muy

disminuida, como consecuenciade la acción lítica (colagenasas>de las células

inflamatoriasdurantela faseaguda,coincidiendocon los trabajos‘la vitro” realizados

por Huybrechtsy col, <1979), Hausery Vaes (1979),Werb y col. (1980), Reynolds

(1985) y Chin y col. (1985).

Duranteestafase, el colágenotipo 1 y III presentanuna escasa inmunotinción

en el parénquimapulmonarequino, la cual sereduceal tejido conjuntivo que rodea

bronquios,bronquiolosy grandesvasos;esta distribucióncoincidecon la observada
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por nosotrosen pulmónequinonormal y Davidsony col, (1990) en pulmónnormal

humano.

El colágenotipo III, presentóademáscierta positividad, más evidenteen las

áreasde proliferacióny dilataciónvascularcercanasal peribronquioy peribronquiolo,

lo que justifica el desarrollo inicial de la fibrosis intersticial. Este hallazgo es

imprtante, ya que numerosos procesosrespiratorios que asientan en las vias

condutoras, terminan porlesionarel tejidoconjuntivoque las rodea, hechoobservado

por Kaup y col. (1990) duranteel COPD equino.

Además, segúnnuestro criterio justificaría la inclusión de las neumonías

bronquiolo-intersticialesdentro del grupode enfermedades restrictivasequinas,

señaladopor Dixon y col. (1992), contrastandocon loseñaladoporDungworth(1992)

al considerarlascomo un tipo especialde bronconeumonía,

Por otro lado, el estudioy descubrimientode los factoresde crecimientoes

reciente,por lo que el conocimientoque existe de ellos es superficial y en nuestra

opinión seencuentraen una fasepreliminar.

Está teoríaestá justificadapor la prácticainexistenciade trabajos“in vivo” y

en contrasteconmuchostrabajosbioquímicose “in vitro” paradeterminaralgunasde

sus actividades (Assoiany col., 1983, 1987;Robertsy col,, 1983, 1985; Tucker y

col., 1984; Shimokadoy col,, 1985; Pantazisy col., 1986; Mornex y col., 1986;

Martinet y col., 1986; Osomio-Vargasy col., 1991).

Por estemotivo, consideramosde granrelevanciael estudiode estosfactores
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de crecimientopor distintas razones:porqueesun estudio“in vivo”; considerandola

revisión realizadaes el primer trabajo en pulmones equinos sobre factoresde

crecimiento(FC); por las similitudesdel pulmóndel equinoy humano, porlo que el

estudiodel procesofibrótico pulmonaren los équidos, puedetenercierta importancia

en el hombre. —

La principal acciónde los FC es la de promoverel crecimiento,actividadque

comparte conotras sustanciascomo hormonas,neuropéptidosy nutrientes (Pardee,

1989; Wall, 1991).

La determinaciónde los factoresde crecimiento presentesen las neumonias

intersticiales equinasconstituye unaspectonovedoso,y desconocido.Sóloexistenmuy

escasasreferencias enla bibliografia consultadaacercade la participaciónde los

factoresde crecimientoen la fibrosispulmonaridiopáticaen el hombre(Antoniades

y col., 1991; Fabisiaky col., 1992; Thornton y col,, 1992), —

Aún se reducemásel númerode trabajos,si consideramosaquellosautoresque

realizan estudiosinmunocitoquimicos sobre la fibrosis pulmonar, como los de

Antoniadesy col. (1991) en el hombrey no exite articuloalgunoqueinvestiguesobre

estosfactoresde crecimientoen el curso de la fibrosis pulmonar en las neumonias

intersticialescrónicas equinas.

De acuerdocon Puszteiycol, (1993) la reactividadde las célulasepitelialesy

mesenquimatosasdel pulmón equino frente a los anticuerposPDCIF y TGF fi de

hombre,demuestrala hipótesisde que cadafamilia de factoresde crecimientosurge
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de distintos genesancestralespor duplicacióny evolucióndivergente.

En nuestro caso,el anticuerpoPDGFhumano, detectalas tres cadenas AA,

AB y BB determinadaspor Antoniadesy Hunkapillen(1983>.

Los macrófagosalveolarespresentaroninmunorreacciónfrente al PDGF,

coincidiendocondiferentesautoresquerealizan estudios“in vitro” (Shimokadoy col.,

1985; Martinet y col,, 1986; Pantazisy col., 1986; Assoianmy col,, 1987; Osornio-

Vargasy col., 1991) y los realizados“in vivo” (Mornex y col., 1986; Antoniadesy

a-
col., 1991). Sin embargo,la expresiónde PDGFmostrada porlos macrófagosera

muy desigual,por lo que creemosal igual que Antonidadesy col. (1991), que la

máxima positividad se observa en macrófagosactivados, pero constrastacon lo

expuestopor Mornex y col. (1986) y Mairtinet y col. (1987) el cual señalaque los

macrófagosno activadostambiénliberancantidadessignificativasde PDGF.

La observaciónde una clara fluorescenciaen las célulasepitelialestantoa nivel

bronquialcomo bronquiolar, coincidecon las investigaciones realizadaspor Mornex

y col. (1986), Martinet y col. (1987> y Antoniadesy col. (1991) en pulmonesde

pacientescon fibrosis pulmonaridiopática. Estapositividad es manifiestaen las tres

etapasestablecidas,sin embargoexiste un espectacularaumento a medida quese

incrementala fibrosis pulmonar. Este hechoconfirma lo expuesto porAntoniadesy

col. (1991), los cuales señalanpor primera vez la presenciade PDGF en células

epitelialesno tumoralesdel hombre.

El anticuerpoTGF fi utilizado es procedentede plaquetasporcinas,por lo que
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se trata de un “pool’ de las tres formas. Así identificamos las dos formas

homodiméricasTQF ~31 y 2 y el heterodímeroTGF jSl-2

Durante las etapasinicial y mediala únicapositividadque observamos frente

a-

al TGF fi correspondeal citoplasmade un escasonúmero de células epiteliales

superficialesen bronquioloscon unamarcadahiperpíasiacelular.Al igual que en el

caso del PDGF, existía un incremento en el número de células epiteliales

discretamentepositivasaTGF fi en la fasefmal; sin embargono era tan espectacular

como en el casodel PDGF, Estehallazgono ha sido observadopor ningunode los

trabajosconsultados,y puedeestarprovocadopor la disminucióndel ph “in vivo” tal

y como señalaRichardsony Campion(1988) en fetos de cerdo o por la pérdidade

relación epitelio/matrizcomo consecuenciadel efecto mitogénicoproducidopor el

a

PDGF sobrelos fibroblastoscoincidiendocon los trabajosde Momex y col, (1986)
y Assoian y col. (1987). Este fenómenoprovocaríala expresión delTGF fi en las —

célulasepiteliales,lascualesestimulanla proliferacióny el aumentodecolágeno;estas

apreciacioneshan sido realizadaspor algunosautorescomo Berbardy col. (1990) y

Antoniadesy col. (1991) enprocesospatológicosdel hombre.

Todos los autores,tanto en patologíahumanacomo en veterinaria, coinciden

con nosotros en señalar la instauración de los fenómenos proliferativos

secundariamentea los exudativo-infiltrativos, los cualesjunto con la organización

intraluminal queseoriginaa partir de lasmembranashialinasdel lumen,determinan

el incio de la fase intermedia. —
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— No coincidimoscon algunosinvestigadorescomo Scaddingy Hison (1967),

Liebow (1975),Carringtony Gaenster(1978),Dixon y col. (1992)los cualesseñalan

que la inflamaciónprogresiva crónicano es frecuenteen los animalesaunquesi es el

tipo másfrecuenteen el hombre.

Quizás coincidimos con ellos en que no se presentenen la mayoríade las

especiesdomésticas,aunque consideramosque en los équidos existe una alta

incidenciadel procesopatológicoobjeto de nuestroestudio.

La imágen histológicaque presentala fase intermedia de las neumonías

intersticiales equinascoincidecon la neumonítiscriptogénicaorganizadaestablecida

por Davidsony col. (1983) y la neumonía organizadabronquiolitis obliterantede

Eppler y col. (1985) en medicinahumana,caracterizándosepor el acúmulode células

inflamatoriasy tejido fibrosoen el intersticio, y fibrosis intraalveolar.A estosrasgos

histológicosle añadimosla proliferacióny persistencia delas célulastipo II alveolares,

hechoque coincidecon Dungworth (1982).

Lafibrosis pulmonar,es un temade grantrascendenciaen patologiapulmonar

humana. En los últimos años, estefenómeno ha experimentado unaumento

considerableen la población mundialtal y como señalan Auberbachy col, (1952) y

Spencer(1975). Este hecho ha desencadenadoun estudioprofundo del problema,

aplicandolos últimos avances tecnológicos,para descubrirlas causasy desarrollode

la misma,

Ya hemosobservadoen la exposicióndenuestrosresultadoslas distintos tipos
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de neumoníasintersticialesque seaprecianen los caballos,con granrepercusiónde

algunasdeellasen la vidaútil del animal, ya quepasandesapercibidas,pero merman

su capacidadfisica (Viel, 1983; Kaup y col., 1990).

En la revisióndeesteapartadohemospodido comprobardesdeel puntode vista

experimentalel desarrollo progresivode estalesióna nivel del pulmóndel hombrey

animalesde experimentación(Adamsony col., 1988;Spencer,1975; Liebow, 1965,

1975, Fukuda y col., 1985, 1987;Bassety col,, 1986).

Unacaracterísticacomún en las distintas categorias elaboradases el desarrollo

de fibrosis pulmonar (Spencer,1975; Harrixon y Laurent, 1991; Barrios y Selman,

1991).

Así, las neumoníasintersticialesconsideradascomo infiltrativas-exudativas

-a

(neumonía intersticialdescamativa,neumoníaintersticialde célulasgigantes,neumonía

intersticial eosinofllica, neumoníabronquiolointersticial y neumoníaintersticial usual

en fase 1) progresantal y como señalaLiebow y col. (1965) en medicinahumana,

hacia una fibrosis pulmonar total. Este mismo hecho sucede en las neumonias

intersticialesequinas. Otros autores (Liebow, 1975; Spencer, 1975) han

observadogrados variables defibrosis en el resto de las neumonías intersticiales

(linfoide y con bronquiolitis obliterante)de la clasificación establecida porLiebow.

Liebow (1975), Barrios y Selman(1991) y Spencer(1975> establecenen el

hombre,primariamentela fibrosis anivel del septointeralveolar, desarrollandocomo

procesofinal el pulmónen panaldeabeja,Estaidea contrastacon las investigaciones —
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realizadaspor Fukuday col. (1987), Katzensteiny col. (1976), Auberbachy col,

(1952), Cederbergy col. (1965>, quienesdestacanla importanciaquetiene la fibrosis
a-

intraalveolara partir de los exudadosque salendel septo como consecuencia dela

lesión a nivel de la unidadalveolo-capilar(edema),

Coincidimos con estos investigadoresy con las observacionesrealizadasen

veterinaria, por Dungworth(1982) en las queestableceque eldesarrollode la fibrosis

en las neumonías intersticiales equinases consecuenciade lesiones severas,no sólo

a- localizadasa nivel de] septointeralveolarsino tambiéndel lumen alveolar.

Básicamente nuestroshallazgos histológicosdel desarrollode la fibrosis en el

pulmónequinocoincidencon los expuestospor Bassety col. (1986) y Fukuday col.

(1987) en medicina humany Dungworth (1982) en veterinaria, Incluso nos

atreveríamosa asegurarque el fenómenode fibrosis intraalveolaren el pulmón de

caballo,juega un papel fundamentalen el desarrollode la fase final de la fibrosis

pulmonar.

Así encontramos en la etapa intermedia, numerosas masas fibróticas

incorporadasa la pared alveolar,como consecuenciade la organización de las

membranashialinasporpartede célulasfibroblásticasdel septo,que son atraidaspor

factores quliniotácticos (tales como fibronectina) y de crecimiento (PDCIF y

fibronectina) liberadosen la luz, las cualesconstituyenla fibrosis intraalveolar. Estas

observacionescoincidencon las expuestas porPostlethwaitey col. (1980, 1984) y

Basset y col. (1986) en el curso de enfermedadesintersticialeshumanas y las
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realizadaspor Fukuday col. (1985, 1987)en simiosy hombrecomo consecuenciade

la intoxicacióncon paraquant.

La organización de estas formaciones avanza,adhiriendoseal septo y

provocandonumerosasirregularidadesen la luz alveolar,hechoquehasidoobservado

por Bassety col. (1986) y Fukuday col. (1987) enel hombre; estasmasaspueden

progresarhacialas porciones conductoras bajas,originando bronquiolitisobliterante

tal y como señalanEppler y col. (1985) y Barrios y Selman(1991) en medicina

humana.

Esta última imagen con septos engrosados, unidoa la presenciade áreas

enfisematosasconcuerdacon la imagen descrita por numerososmédicos como

‘pulmon en panal de abeja” (‘honeycomb”) (Bassety col., 19896; Fukuda y col.,

1987;Harrisony Laurent, 1991;Barrios y Selman,1991; Usui y col., 1992; Honma —

y col., 1992).

Al inicio de esta etapa,observamosque la proliferación y dilatación de los

capilares alveolares reemplazaal paréquimaalveolar, Las membranasde estos

capilaresaparecencontinuase inmunorreactivasfrentea laminina y colágenotipo IV,

confirmandolos hallazgosdeRaray col. (1989) en individuoscon fibrosis pulmonar.

El considerableaumento deexpresiónde la fibronectinaenestaetapacoincide

conla manifestadoporLimper y Roman(1992) en distintos procesosrespiratoriosdel

hombre. Esta fuerte positividad difusa frente a la fibronectinano sólo se localiza a

nivel del tejidoconjuntivoquerodeabronquiosy bronquiolossino tambiénenel septo
a-
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alveolar, siendomásmarcadaen zonaspericapilares.

Asimismo,considerandolos acúmulosde fibronectinaen zonasderegeneración

epitelial (por partede neumocitostipo II) y las masas intraluminalesfuertemente

positivas, con gran número de célulasfibroblésticasjóvenesasentadassobre zonas

ricas de fibronectina,podemosindicaral igual que Limper y Roman(1992) que esta

glicoproteina extracelular tiene una función promotora de la proliferación y

diferenciacióncelular.

a- Estoshallazgosjustifican los resultadosde Raray col. (1989> que indicanuna

reepitelizaciónindependientede lasmembranasbasalesintactas,ricasen colágenotipo

IV y laminina,produciéndosela regeneraciónepitelial sobretejido fibroso, Imágenes

semejanteshan sido halladaspor nosotrosdurante la fase fmal de las neumonías

intersticialescrónicas equinas, dondeno encontramospositividad frenteal colágeno

tipo IV y laminina, a excepciónde las membransde los capilaresdispersosentrelas

masasconjuntivas,sin embargosí encontramosáreasde reepitelización.

Las placas intraluminares observadasen fasesde fibrosis aparecenligeramente

teñidasfrente a colágenotipo III, más marcadosi existíaproliferación de células

fibroblásticas,hechoque coincidecon las observaciones deBaternany col. (1981) y

Raghuy col. (1985) en tejido fibrosohumano,ya que consideraque este aumentoen

fasestempranasestarelacionadocon la presenciade miofibroblastos.

En la fase intermediaobservabamosel máximo aumento de colágenotipo III

como consecuenciade la fibrosis septaly la organizaciónconjuntiva de las masas

299



DISCUSION

intraalveolarespor partede las células que migrandel septo.

A diferenciade esto, la positividad apreciada frenteal colágenotipo 1 en esta

fase intermedia fué focal a nivel del septo, permaneciendoestáticaalrededorde

bronquiosy bronquiolos, aunqueen estadiosfmales defibrosis adquiríanuevamente

un aumento,conpatrónsemejanteal colágenotipo III. Estosresultados coinciden,con

lo observadopor la mayoríade los autores(Batemany col,, 1981; Raghu y col.,

1985;Shahzeidiy col., 1991) en pacientescon fibrosispulmonaridiopática, los cuales

señalanel aumentode colágenotipo III durantefasesincial e intermedia,existiendo

posteriormenteuna vuelta a la produccióndel colágenotipo 1.

Posiblementela fibronectinay PDGF es liberadopor los macrófagosen los

primeros momentosde las neumonías intersticiales equinas,al igual que Sugarmany

col. (1985) y Diergelmanny col, (1986) comprobaron“in vitro” con macrófagos

alveolaresprocedentesde individuos con fibrosis pulmonaridiopática.

Quizáestaliberaciónde fibronectinay PDGF en la faseinicial, produzcanuna

proliferaciónfibroblásticaque originaríaun aumento enel depósitode proteinas de

matriz extracelular, tal y cómo señalaDavidson (1990) en medicina humana,

observandoun aumentoespecialmente defibronectinay colágenotipo III. Estehecho
-a

es característico deuna fibrosis pulmonaractiva y crónica,segúnexpone Wicky col.
a-

(1992) en individuos conla enfermedaddel ‘pulmón de granjero”,

A medida queavanzael procesode fibrosis en la fase intermediase observa

una fuerte positividad al colágenotipo 1 en las paredesalveolares,que se hacemás
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intensaen fasesfinales de fibrosis, tanto en el septo comoen las masasintraluminales

adheridas aeste. Por tanto, estamos de acuerdo con lamayoría de los autores de

medicina humana (Wicky col., 1992; Shahzeidiy col., 1991;Batemany col,, 1981;

Raghy y col., 1985; Mc Donaldy col., 1986) en señalaral colágenotipo 1 como el

— colágenopredominanteen las áreasestablecidasde fibrosis pulmonary al colágeno

tipo III como típicode lesionesfibróticasiniciales.

La fase intermediasecaracterizópor unagranactividadproliferativa después

de la lesiónaguda.Así coincidiendocon Bitterman(1983, 1986) encultivos celulares

de fibroblastosy Martinety col. (1987)en tejido pulmonar fibrótico,hemosobservado

la presenciade célulasfibroblásticaspositivas, a nivel citoplasmático,frentea PDGF

en las masasintraalveolaresadosadasal septoalveolar. Estafuertepositividadde los

fibroblastosen las masasintraalveolareses un hechoconfirmado segúnCheny col,

(1992) por la actividad fibroproliferativa, consecutiva a la acción del PDGF

macrofágicode forma paracrinay de forma autocrinafibroblástica.

La bibliografla consultadano ha desveladoningunanuevaaportaciónsobrelas

extensasmasasde tejido conjuntivo que sustituyen ampliaszonasde parénquima

pulmonardurantela fase fmal de estosprocesoscrónicosen los équidos, y por ello

siguenvigenteslos estudiosrealizadospor Cagnyy Gobert (1880),Fróhnery Zwick

(1932) y Nieberle y Cohrs (1967), denominandoa estas lesiones dentro de la

neumoníalardácea.Estasimágenesseproducen comoconsecuenciade un dañodifuso

extensoqueproduce,tal y comoantes señalamos,la progresiónfibrótica tanto anivel
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intersticial comointraluminal.

Histológicamenteobservamos enestaetapa algunasoquedadesentrelas masas

fibróticas, cuyocontornoaparece recubiertopor unacélulas epitelialescúbicascon

nucleocentral. Resultados semejanteshan sido apreciadospor Spencer(1975), Hara

y col. (1989) y Dungworth(1982, 1992).El origende la reepitelizaciónpropuestopor

nosotros coincidecondichostrabajosseñalandoqueprocedende célulasbronquiolares

de reserva,y que en ocasionessufrenuna metaplasiahaciacélulas tipo II de forma

ciliada o células tipo fetal. En etapas inicialesde fibrosis se observan imágenes

parecidas,confundiéndosecon procesostumorales coincidiendocon Spencer(1975)

y Liebow (1975) en medicinahumanay Dungworth (1982, 1992) en veterinaria;sin

embargo,en las fases finalesapreciamosuna imAgen más o menosglandular,como

-aconsecuenciade la reepitelización directamentesobreel tejido conjuntivo,conpérdida

de membranasbasales,todo ello conlíevaademásfenómenos deinflamacióny fibrosis —

septal.Estadescripciónhistológicapuedecoincidir conunalesiónpreneoplásica,y de

hecho algunosautorescomoZatuchniy col. (1953),Beavery Shappiro(1956),Meyer

y Liebow (1965) y Liebow (1975) en el hombre y Dungworth (1982, 1992) en

animales domesticosy de experimentación, señalanla posibilidad de desarrollar —

tumoresbronquioalveolares consecutivosa procesosfibróticos crónicos,hechosque
a-

hastala fechano sehan podido confirmar.

En estaúltima fase,la positividada la fibronectinaespuntualen el septo, sm

embargoen las áreasde colágenoextensas,presentanunapositividadfibrilar formado
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una tramaque coincidecon la distribuciónde colágeno1, fenómenoque tambiénha

sido observadopor Bornsteiny Ash (1977) y Vahen y col, (1978).

Sin embargo, zonas que habían sufrido lesiones severasdel parénquima,

presentanextensas masasde tejido conjuntivo donde podemosobservardiferentes

imágenes, en las cuales podemos observarinmunorreaccióntanto extra como

intracelular, tanto más fuerte y amplia frente al procolágenotipo 1 y en menor

extensiónal III, lo que demuestraen estesentidoy de acuerdocon Raghu(1985) el

papel fisiológico del colágeno tipo III en etapas inicialesdel procesode fibrosis

pulmonar.

Algunas de las áreas anteriormente señaladaspresentaronuna máxima

proliferacióncelular conuna discretapositividad citoplasmática frentea ambos tipos

de procolágeno(1 y III) y escasa matriztotalmentenegativa, hechoque no ha sido

observadoporningunode los autores consultados,

Por ello, consideramosque la matriz que liberan al medio exterior, pueda

corresponderaalgunade lasproteinasdematriz extracelularno estudiada por nosotros

comoglicosaminogicanoso proteoglicanos,las cuales según Hedmany col. (1982) y

Roberts(1991) estanmuy interrelacionadascon la complejamalla de fibronectinaen

estasáreas;e inclusoalgún tipo de colágenocomo el tipo VI o VII, tal y como señala

Minor (1980), Davidson(1990) y Harrisony Laurenten fibrosis pulmonar humana.

En la fasefmal caracterizadapor unafibrosispulmonartotal observamosareas

fibroproliferativascon grannúmerode fibroblastoscon fluorescenciaa PDGFen el
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citoplasma, frentea otraszonasdondeaumentael colágenoy disminuyeel númerode

célulaspositivas.Estehallazgo coincideconlasobservaciones“in vitro” realizadaspor

Fabisiaky col. (1992) con fibroblastospulmonareshumanos,y ponende manifiesto

-a

el papel que juegan los fibroblastos no sólo como productoresde colágenosino
tambiénde PDGF,

Las fibras musculareslisas del músculo de Reissensen delos bronquiolos

también manifestóuna discretapositividad a PDGF, confirmando los estudiosde

Mendozay col, (1990) acercade la expresiónde las fibras musculareslisas a este

factor de crecimientodurantela gestación.

En ningunade las etapasanteriores,los fibroblastospresentaronpositividad

frente al TGF fi. Es en estaetapafinal dondese aprecia una discreta fluorescencia

citoplasmáticaen los fibroblastos delas masas conjuntivas, posiblementecomo

consecuenciade un aumento enla sensibilidadal estímulo denumerosascitoquinas, —

hechoque concuerdacon los trabajosde Davidson(1990).

HastaahoralasúnicasfuentesdeTGF fi observadascorrespondíana plaquetas,

macrófagosy linfocitos (Assoiany col,, 1987),hechosqueno hansidoobservadospor

nosotros.

SegúnRobertsy col. (1985) el TGF ¡3 es un factorde crecimientonegativo,

cuyo fallo en la expresióndeterminaun crecimientoincontroladode los fibroblascos.

Estefenómenoes observadoen las dos primerasfasesde las neumonías intersticiales

equinas;por el contrariodurantela fase final observamosunaligerafluorescenciaen
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las áreasdeproliferaciónfibroblástica,pensandoquepodríanen esteperíodoestimular

la producciónde colágenotal y como muestranestudios“in vitro” (Fine y Goldstein,

1987; Ignotzy Massagué,1986; Jgnotzy col,, 1987; Yoshiday col., 1991; Williams

a

y col., 1991). De hechola positividadse conservarelativamenteincluso en aquellas

áreasconabundanciadematriz extracelular,y desapareceenaquellaszonasde fibrosis

madura.

Estasobservacionescontrastancon lasrealizadaspor numerosos autores(Sport

— y Todaro, 1980; Robertsy col., 1985; Kaplan y col., 1982; Doolittle y col., 1983;

Waterfield y col., 1983; Downward y col., 1984), quienes establecenla hipótesis

autocrina, segúnla cual la transformaciónmaligna debíaresultarde la expresión

positiva inapropiadaa factores de crecimiento, que eran producidospor células

autotransformadas.

Hoy en día, el estudio de la fibrosis en medicina humanay animales de

experimentaciónse dirigen tal y como señalannumerosos autores(Spencer,1975;

Liebow, 1975; Barrios y Selman, 1991; Harrison y Laurent, 1991; Dungworth)a

desvelar los elementosque provocan dos de los fenómenos fundamentalesque

acontecenen dicho proceso: la proliferaciónfibroblásticay el depósitode colágeno.

En el caso dela fibrosis pulmonaren los équidospareceestarmásligado a la

proliferaciónfibroblasticaproducidaprincipalmenteporPDGFy fibronectina,que al

hecho de estimular la producciónde colágeno; sin embargo, el depósito se va

incrementadode forma indirecta comoconsecuenciadel aumentoen el número de
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célulasquelo producen,hechoqueha sidocomprobadoporAntoniadesy col, (1991)

y Fabisiaky col,, (1992) en el hombrey de formamás directa enlas últimas fasespor

el estímulo queproduceel TGF fi procedenteen estecasode célulasepitelialesen las

primerasetapasy fibroblastos enla fase final.

Estosresultadosnos alientanparaseguir desvelandoalgunosde los mecanismos

más íntimos del procesode fibrosis pulmonar en los équidos implicadosen la

hemorragiapulmonarinducidapor el esfuerzo,asícomo paradeterminaren que grado

participan estos procesos crónicosen el desarrollo de neoplasiasy que rasgos

histológicose inmunocitoquimicosmarcanla diferencia.

-a
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1%- En los pulmonesde 100 animales estudiados(8 muestrasdiferentesde cada

animal)hemosobservadolos siguientestiposdeneumonías:neumoníaintersticialusual

(68%),neumoníabronquiolointersticial(10%),neumoníaintersticialdescamativa(8%),
-a

neumoníaintersticial linfoide (5%), neumoníaintersticial bronquitisobliterante(5%),

neumoníaintersticialeosinofflica(2%)y neumoníaintersticialdecélulasgigantes(2%).

2o.~ Los sietetipos histológicosenunciadossecorrespondencon tresfasesde neumonía

intersticial: Fase inicial: Caracterizadapor la presenciade fenómenosexudativos-

infiltrativos; Faseintermedia:Dondeseobservaunamarcadaproliferaciónvasculary

celular,y f~~jijjal conpresencia defibrosis pulmonartotal. Estastres fasespodrían

encuadrarseen los tipos A, B y O, descritosmacroscópicamente.

30• En un 47%de las neumonías intersticialesestudiadas aparecióetiologíainfecciosa;

bacteriasprincipalmentede los géneros Streptococcus, Stafilococcusy Pseudomonas

y en un 21% presencia de anticuerposvíricos de Influenza; siendo especialmente

significativa la relaciónde las neumonías intersticialeslinfoides, conla presenciade

anticuerpos frenteal virus InfluenzaA/Equi-1.

40 El aislamiento microbiológiconegativo,no implica ausencia de lesiones,y asíun

338%de las neumoníasintersticialesusualesno presentaronni crecimientobacteriano
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ni detecciónde anticuerposvíricos en sangre.

50 Las membranasbasalesinmunorreactivasacolágenotipo IV y larninina,son muy

evidentesen la faseinicial y parecenserel puntode partidade la reepitelización;sin

a
embargodurantela fasefinal de fibrosis, no observamospositividadsubepitelialfrente

a ambasproteínasde matriz extracelular.

6o,~ La fibronectina esla primera proteínade matriz extracelular detectada enla fase

inicial de neumonías intersticiales crónicas equinas, y se mantiene en etapas

posteriores;actuando comopatrón parala colagenizaciónen la fase final de fibrosis,

7%- La presenciade colágenotipo III durantela fase inicial y su aumento enla fase

intermediaescaracterísticade una fibrosispulmonar activay crónica,siendosustituido

en etapasposteriorespor el colágenotipo 1, típico de una fibrosis madura,que se

n

encuadraen el denominado“pulmón de panalde abeja”.
8o,~ La participación de los factoresde crecimientoen las neumonfasintersticiales

crónicasequinases muy desigual.El PDUF seobservaen todas las fasestanto en

fibroblastos como en macrófagosy células epiteliales, comprobandoen la fase de

fibrosis que actúa comoun potenteactivadorde proliferaciónfibroblástica.

Por otro lado el TGF ¡3 pareceestimular discretamenteen la fase final la

producciónde colágeno,actuandocomo fuentesde estefactor fibroblastos y células

epiteliales,peroen pequeña cuantía.
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En estetrabajohemosrealizadoun estudiosobrelas neumoníasIntersticialescrónicasequinas.
estableciendouna clasificación histopatológicabasada enlos trabajosde Liebow (1975) y Barrios y
Selman (1991) en el hombre: neumonía intersticial usual (N.I.U.=68%), neumonía bronquiolo
intersticial(N.B.l.=lO%), neumoníaintersticial descamativa(N.I.D.=8%), neumoníaintersticial linfoide
(N.l.L.=5%), neumonía intersticial bronquiolitis obliterante(N.IB .0.=5%), neumonía Intersticial
eosinofllica(N.I.E.=2%)y neumoníaintersticialde célulasgigantes(N.I.C.G.=2%),clasificándolasen
función de las característicaslesionalesy el grado de librosis comiin quepresentan,Estos tipos los
hemosagrupadoen tresfases,las mismasqueutilizamos en el estudioinmunocitoquimico.

Todasestascategoríasobedecena distintas respuestasfrentea diferentes agentesinfecciosos,
sobre todo virus (AIEqui-l) y bacterias(Streptocoeussp., Stafi]ococossp., Pseudomonassp.) y
presentantres patrones macroscópicos diferentes.

La faseinicia] secaracterizaporfenómenos exudativos.infiltrativos;la faseintermediamuestra
unamarcadaproliferaciónno sólo vascularsino tambiéncelular(célulasfibroblásticas),y por último
la fase final presentaunaproliferacióny acúmulode proteínasde matriz, sobretodo tipo colágeno.
Duranteestastres fases podemosobservarcomo progresala fibrosis pulmonaren los équidoscomo
consecuenciadel avancede la fibrosis tanto ínter como intraalveolar, dandocomoresultadofinal la
imágenhistológicade pulmón en panalde abeja.

El estudio inmunocitoquimicorevelóen la faseinicial unapositividad linealy discontlnuaen
el septoy lumen alveolarfrente a lamininay colágenoIV, reaccionandofrenteaestosanticuerposlas
membranasbasales delos capilaresy la superficie decélulasfibroblásticas,Estainmunorreacciónse
mantienee incluso aumentaen la faseintermediacomo consecuenciadel procesode angiogénesis,
quedandoreducidaa la membranabasal de un escasonumero de vasosentre las masasfibróticas
durantela fase final.

La fibronectina tiene su máxima positividad enla fase incial e intermediapresentándoseno
sólo como unaproteínade matriz extracelularasociadaa la membranadel epitelio y capilares,sino
tambiénen el citoplasmade los macrófagosactivados,Ambas fasespresentanuna fuerte reacción
inmune frentea la fibronectinaespecialmenteen las masasperivascularese intraalveolarescon tina
positividad más o menosfibrilar que es la baseparala fibrinogénesisdel colágeno.Sin embargoen
la fibrosis total de las neumoníasintersticiales equinasse apreciaunadisminucióncon unareacción
más difusa a manerade red.

Tantoel colágenotipo 1 comoel III presentaronunadisminuciónmarcadadurantela primera
fase, paraproducirseun espectacularaumentodel colágenotipo III en el intersticio y en las masas
intraalveolaresen la faseintermedia.El colágenotIpo 1 presentóescasapositividaden estasprimeras
etapas, aunquesu reacción fue muy intensa. Enla fase final existeun cambio significativo en la
producción de colágenotipo III a tipo 1, pudiendoobservarunapositividadheterogéneaen lasdistintas
áreasde fibrosis frente a ambos tiposde colágeno.

La participaciónde los factoresde crecimientofue muy diferenteen las neumonías crónicas
equinas.Así, macrófagos,célulasepitelialesy fibroblastosfueronidentificados comofuentesdel factor
decrecimientoderivadode plaquetas(PDGF)durantee] procesodefibrosispulmonarequina,El papel
que juegapareceestar relacionadocon un efecto mitógenoparalas célulasepitelialesy sobretodo
fibroblastos,En el caso delfactordecrecimientotransformante (TGF¡3, su participaciónenel proceso
de la fibrosis pulmonarequina,no estaclara, ya que sólo actúaen las últimas fases, estimulando
debilmentea los fibroblastosparaincrementarla producciónde colágeno,

Por tanto,consideramosque elprocesode fibrosis pulmonaren las neumonías intersticiales
crónicasequinases consecuenciadel estímulomitógenosobrelos fibroblastos dela fibronectinaen
las primerasetapasy el PDGFen fases finales.
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In this work we haverealizeda study aboutequinechronlcinterstitial pneumonlastablishlng
a histopathologicalclassiflcationbased intheLiebow (1975)anóBarriosandSelman(1991)’s papers
on human medicine: usual interstitial pneumonia (UIP=68%), bronchiolointerstitial pneumonia
(BIP= 10%),descamative interstitial pneumonia(DIP=8%), linfoide interstitialpneumonia(LIP=5%),
bronchiolitis obliterans interstitial pneumonia(BOIP=5%), gigant celís interstitial pneumonla
(GCIP=2%) and eosinophilic interstitial pneumonla(EIP=2%), Wc considerbr classlfication the
commoncharacteristichistopathologicalandmegradeof fibrosis thatthepneumonlaspresented.We
havegroupedtogetherte different typesof pneumonlasin threepliases,te samethat we usedin te
immunocytochemicalstudy. AII tesecathegoriesare different answersagainstsevera] infectious
agents, overalí virus(AIEqui-l) and bacterias(Streptococcussp., Staphylococcussp., Pseudomonas
sp.) presented threedifferent macroscopicpattern.

Initial phase was characterizedby exudativeand infiltrative fenoinenas;intermediatephase
show a vascularand cellular strong proliferation,and te final phasepresentedcelularproliferation
andextracellularproteinacumulation,mainly collagen. In aH te phases,pulmonary fibrosis in te
horseswas caused by an advance of te ínter and intraalveolar fibrosis which originated te
histological imageof the honeycomblung as fina] result.

Wc observeda lineal and discontinouspositivity In me septaand lumen alveolar agalnst
laminin andtypeIV collagenlocalizatedin te basementmembranesofte capyllariesandthe surface
of flbroblastic celís during initial period. Ibis immunorreactionwas maintainedand even increased
in tbe intermediatephasebecauseof te angiogenesisprocessand were reducedat dic basement
membranesof a few numberof vesselsbetweentlbrotic massesduring te lastphase.

Fibronectinhasit is strongest positivityin te intial andintermediatephase,it is presentednot
only as a extracellular matrix glycoprotein assoeiatedto te epithellum and caplílaries basa]
membranes,but also in te cytoplasmod active macrophages. Bothphasespresentedthe gratest
immunostainingagaintsfibronectinspeciallyin te perivascularand intraalveolarmaseswlth moreor
less fibrilar positivity whlch is te pattern¡br te fibrinogenesisof collagen. Howeverin te tota]
fibrosis of [beequinelnterstltial pneumoniawe appreciateda decreasewith a more dlffusereaction
similar to network.

Type 1 and type Hl collagen presenteda severedecreasein te first phase, producing a
espectacular increaseof te type III collagenin te interstitlum and te intraalveolarmassesin te
intermediatephase.Type 1 collagenpresentedscarcepositlvity in tesetirst period, neverthelessit is
lmmunorreactionwas very intense.In te fina] phasetereis a meanchangein dxcproductionof type
111 collagenfor type 1 collagen,we couid observea heterogenouspositivity in the differentarcasof
fibrosis agalntsbotlx types of collagen.

The contributionof growthfactors werever>’ dufferentin dxc equinechronic pneumonia.So,
macrophages,epitelialcelisandfibroblastswereIdentificatedasa seurceof PDGFdurlngte equine
pulmonaryfibrosis.
Ibe main role could be relationatedwit mitogeneffect for te epitelial celísandoveralí flbroblasts.
On [heother hand,te functionof te TGF j3 is not clearyet in te equinepulmonar>’ fibrosis, since
it that only participatein te last phase,stimulatingweakly te fibroblastslo mercasete production
of collagen.

Finalí>’, we considertat te pulmonaryfibrosis processin te equine chronlc interstitial
pneumoniais consecuenceof mitogen stimulationon te fibroblasísby fibronectin in te first period
andPDGFin te last phase.
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FE DE ERRATAS

* Página211, en la Fig.

* Página213, enla Fig.

dice x 240 debedecir x

* Página217,en la Fig.

dice x 210 debedecir x

* Página219,en

* Página229, en

* Página231, en

* Página233, en

* Página239,en

* Página 241, en

* Página 243,en

* Página247,en

* Página 249,en

* Página255,en

x 200 debe decir

* Página261,en

185 debe decirx

* Página263,en

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

la Fig.

x 400.

la Fig.

300.

la Fig.

4, donde dice x300 debe decir x19.

5, dondedice x 300 debe decirx 75 y en la Fig. 6, donde

99.

9, donde dicex

120.

11,

22,

24,

26,

32,

34,

36,

40,

41,

45,

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde

donde

180debe decir x198 y en la Fig. 10 donde

dice x 210 debe decirx 75.

dice x 185 debedecir x 198.

dice x 185 debe decir x150.

dice x 150 debe decir x198.

dice x 120 debedecir x 240.

dice x 90 debe decirx 99.

dice x 300 debe decir x600,

dice x 150 debe decir x198.

dice x 150 debedecir x 198,

A) donde dicex 150 debedecir x 240; C) donde dice

49, a) donde dicex 312 debedecir x 300; B) donde dicex

50, dondedice x 185 debedecir x 300,

“o
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