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INTRODUCCION

El estudio de las NEUMONIAS es un problema complejo tanto en el hombre como
en los animales. La terminologia, clasificacién, etiologia, patogenia, clinica y patologia
son muy variadas. En Veterinaria tienen importancia porque provocan altos indices de
morbilidad, en menor medida de mortalidad y pérdidas econémicas de interés. En los
EQUINOS, las inflamaciones del pulmén tienen una significacién muy especial, ya que
en su mayoria son animales dedicados a practicas deportivas, trabajo, silla o paseo y todo
ello conlleva una relacién directa con el aparato respiratorio: pulmén sano o neuménico,
son dos extremos sinénimos de salud y enfermedad, con repercusiones muy claras en la
vida 1til del animal (Wilkie, 1982, citado por Dungworth, 1982; Viel, 1983).

El término neumonia deriva del griego Pneumon, que significa pulmén y se
dividen atendiendo a criterios etiol6gicos, morfolégicos y vias de entrada. Revisando los
libros més cldsicos de los Gltimos afios, Jubb y Kennedy (1990), Dungworth (1992) y
Thomson (1989), podemos considerar los siguientes tipos:

* Neumonias focales: con imégenes macroscépicas tipicas de formaciones nodulares,

distribuidas por el parénquima pulmonar y vias de entrada aerdgena o0 hematdgena. En
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este sentido se podrian considerar como tales, desde las metdstasis tumorales, hasta la
tuberculosis, parasitosis o neumonias embélico-metastética por Rodoccus equi en potros.

* En segundo lugar tenemos las neumonias lobares y lobulillares, segin se afecten
lobulillos o lobulos completos del pulmén; ambos tipos son de entrada principalmente via
aerégena y se denominan bronconeumonias con ejemplos muy tipicos tales como las
neumonias del transporte y las complicaciones bacterianas de virosis: Influenza,
Rinoneumonitis, Arteritis viral o Peste equina.

* En tercer lugar se describen las neumontas difusas, también denominadas neumonitis
0 neumonias intersticiales, en las que se afectan difusamente los pulmones, siendo la via
de entrada fundamentalmente hemat6gena. Las causas cldsicas son virosis, intoxicaciones
por oxigeno, paraquat, alcaloides pirrolicidinicos, shock endotéxicos e hipersensibilidad
por parésitos y mohos,

Estos tipos de neumonias no son absolutamente puros. Una vez iniciado el proceso
patologico, el agente etioldgico generalmente de entrada aer6gena, alcanza posteriormente
la via hematGgena a partir del peribronquio y peribronquiolo con lo cual las
bronconeumonias provocarfan neumonitis y al contrario, las neumonias intersticiales
comienzan con lesiones del tabique interalveolar y finalizan con bronquiolitis y bronquitis,
En ambos casos se denominan neumonias bronquiolo-intersticiales.

El diagnéstico de una neumonia es muy fAcil tanto para el clinico como para ¢l

pat6logo, pero la identificacién del tipo de neumonia es més complicado, y para ello se

4
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deben unir los diferentes diagndsticos: clinico, anatomopatoldgico, radioldgico,
microbioldgico y virol6gico. Podria considerarse suficiente con el micrabioldgico o
virol6gico, pero la complejidad etiolégica de las neumonias es evidente; en un mismo
caso pueden actuar dos virus, tres bacterias, un micoplasma y ademds, una
hipersensibilidad parasitaria, con lo cual tendremos resultados parciales para el
tratamiento farmacolégico, el cual no serd efectivo, y de ahi la complejidad de los
tratamientos en las neumonias. Consideramos por otra parte que el estudio citolégico e
histopatoldgico son imprescindibles para evidenciar tamafio y grado de lesién, siendo de
gran utitidad para emitir tanto el pronédstico como el tratamiento.

El tema objeto de este trabajo, lo hemos denominado neumonias intersticiales
crénicas y entendemos por tanto, que no significan procesos puros, sino que las lesiones
son producidas en su mayor parte por agentes de entrada aerégena o hematdgena, y que
alteran tanto el intersticio interalveolar como las vias aéreas (principalmente bronquiolos).

En nuestro caso el estudio se centrara bisicamente, en el intersticio interalveolar,
peribronquiolo, peribronquio, y tabiques interlobulillares en definitiva lo que
denominamos estroma o matriz extracelular. Imdgenes semejantes a las encontradas por
nosotros se han denominado de manera muy diferente por distintos autores a lo largo de
Ia historia;

- Neumonitis (Llorente Lazaro, 1859, 1873),

- Neumonias crénicas (Cagny y Gobert, 1880),
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- Neumonias intersticiales (Nieberle y Cohrs, 1967),

- Neumonias viricas (Dungworth, 1982; Dahme y Weiss, 1989),

- Neumonias atipicas (Dahme y Weiss, 1988),

- Neumonias difusas (Thomson, 1989),

- Neumonias intersticiales crénicas (Gerber, 1973, 1990; Rodriguez y col., 1992),

- Neumonias bronquiolo-intersticiales (Liebow y Carrington, 1969; Dungworth, 1992),

- Alveolitis fibrosante criptogénica (Rudd y col., 1981),

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

- Enfermedad pulmonar crénica (Griining y col., 1989),

- Enfermedad pulmonar infiltrativa difusa crénica (Carrington y Gaensler, 1978),

- Fibrosis pulmonar idiopética (Turner-Warwick y Haslam, 1987; Cotran y col., 1991),

- Fibrosis alveolar idiopdtica (Spencer, 1968, 1975),

- Fibrosis pulmonar intersticial (Rochemonteix-Galve y col., 1990),

- Neumonias criptogénicas organizadas (Davison y col., 1983; Geddes, 1991),

- Neumonias criptogénicas bronquiolitis obliterante (Costabel y Guzman, 1991),

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

- Neumonias intersticiales criptogénicas (Marcato, 1990),

- Neumonias intersticiales usuales (Liebow, 1975; Selman y Barrios, 1991),
Bésicamente son todos ellos procesos patolégicos del pulmén que tienen via de

entrada aereo-hematégenas con lesiones en alveolos, bronquios, bronquiolos y tabique

6
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interalveolar, lesiondndose los capilares aqui existentes y provocindose fenémenos de
preestasis y estasis. Estos conllevan a un edema de pared y espacio alveolar, que
evoluciona hacia una organizacién de placas de fibrina y formacién de membranas
hialinas, muerte y descamacién de neumocitos, reepitelizaciones, atelectasias por pérdida
de surfactante, y fibrosis posterior por mediacién de factores de crecimiento; las lesiones
enunciadas en estas localizaciones, pueden ser semejantes a las que aparecen en paredes
de bronquios y bronquiolos tras la entrada via aerégena de diferentes agentes etiologicos
y su diseminacion secundaria por via linfohemat6gena de vasos pericanaliculares,

Ello justifica que en unos casos la alteracién es muy amplia v serfan las auténticas
neumonias difusas y en otros, las lesiones son mas focales; por otro lado, la pleura suele
alterarse debido a la conexién de los vasos de las paredes canaliculares con los
subpleurales,

Las neumonias crénicas estan estudiadas con escasa profundidad en cualquier
especie animal. En los equinos, como tales neumonias crénicas, también estan poco
estudiadas. Sin embargo, existen abundantes trabajos sobre enfisema en caballos, antiguo
huelfago y actual COPD, aunque al revisar la bibliografia sobre patologia de este proceso,
comprobamos que tiene aspectos tipicos de las neumonias crénicas; en realidad son
neumonias crénicas con una bronquiolitis obstructiva muy espectacular (Sasse, 1971;
Gerber, 1973; Viel, 1983; Winder y col., 1987; Beech, 1991; Dixon y col., 1992).

En definitiva, consideramos que las neumonias intersticiales crénicas son una

7
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mezcla de neumonias focales, lobulillares, lobulares y difusas, y que al mismo tiempo
presentan imégenes semejantes a las descritas en el COPD e incluso en casos muy
avanzados, podrian llegar a confundirse con ciertos tipos de tumores pulmonares. Para
comprender mejor las imdgenes observadas, vamos a seguir la divisién de Liebow ( 1975)
para las neumonias humanas, actualizada por Selman y Barrios (1991) y de Dungworth
(1992) para las neumonias de los animales, asi estudiaremos dentro de las neumonias
cronicas equinas, diferentes subtipos tales como: neumonia intersticial cldsica o usual,
neumonia intersticial con bronquiolitis obliterante, neumonia intersticial descamativa,
neumonia intersticial linfoide, neumonia intersticial de células gigantes, neurnonia
intersticial eosinofilica y neumonia bronquiolo-intersticial. Tras esta divisién realizada con
técnicas habituales estudiaremos con técnicas més sofisticadas la matriz extracelular y

factores de crecimiento celular con el fin de establecer una correlacién entre los distintos

tipos considerados,
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JUSTIFICACION

Tras la lectura de la introduccién puede comprenderse que cualquier aportacion
cientifica al conocimiento de las neumonias, puede conllevar a establecer mejor el
diagnéstico, prondstico, tratamiento y en definitiva a luchar mejor contra la enfermedad.

Por otra parte queremos hacer constar, que existen dos procesos patoldgicos
pulmonares de los equinos como son, los tumores pulmonares y la hemorragia nasal
inducida  por esfuerzo, que podriamos entroncarlos con los aspectos de matriz
extracelular que estudiamos en este trabajo; cualquier veterinario clinico de caballos sabe
que uno de los graves problemas de los animales dedicados a practicas deportivas es la
hemorragia del esfuerzo cuya etiologia y patogenia son poco conocidas. Pensamos que
las alteraciones vasculares y de matriz extracelular observadas en las neumonias cronicas,
podrian ser una base importante en el desarrollo de la hemorragia del esfuerzo.

Ademads, las sugestivas lesiones aparecidas en fases terminales de fibrosis
pulmonar, su parecido con los tumores bronquiolo-alveolares y la localizacién de las
lesiones, nos hacen sospechar de una relacién entre ambas alteraciones patolégicas, Por

ello, consideramos que el trabajo no solo aporta técnicas y observaciones novedosas, sino

I1
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que abre la puerta para continuar con el estudio de otras enfermedades pulmonares

equinas de gran trascendencia en la practica clinica diaria y en el mundo cientifico actual.

12
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OBJETIVOS

Con este trabajo nos planteamos los siguientes objetivos:
L.- Estudiar los tipos de neumonias mas frecuentemente observados en pulmones de 100
animales procedentes del Matadero Municipal de Madrid siguiendo la clasificacién de

Liebow (1975).

2.- Clarificar la relacién entre los tipos de neumonias descritos con imAgenes
macroscépicas ¢ histol6gicas, obtenidas con técnicas habituales, y los resultados

virol6gicos y microbioldgicos de exudados bronquiales.

3.- Detectar un ndmero significativo de sustancias presentes en la matriz extracelular
fundamentalmente proteinas de adhesién celular (laminina y fibronectina), asi como

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

inmunocitoquimicas,

4.- Comprobar la existencia de factores de crecimiento que justifiquen la angiogénesis

y fibrosis presentes en las neumonias crénicas de los caballos.

15
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REVISION BIBLIQGRAFICA

La consulta bibliografica de los iiltimos afios, ha dejado patente la importancia

y complejidad de las enfermedades pulmonares, tanto en el hombre como en los

animales. Por ello esta revisién la dividiremos en cinco puntos:

I.- Breve historia de las enfermedades pulmonares.

[I.- Neumonias intersticiales: N.I. Croénicas.

III.- Fibrosis pulmonar.

IV.- Proteinas de matriz extracelular en el pulmén.

V.- Factores de crecimiento.

Las referencias bibliogrificas en los distintos apartados se referiran
fundamentalmente al hombre y caballo, por la gran similitud que presentan la

anatomia, fisiologia y patologia de los pulmones de ambas especies.

19
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L- BREVE HISTORIA DE LAS ENFERMEDADES
PUTMONARES.

Las enfermedades pulmonares crénicas del caballo han sido importantes para
el hombre desde el afio 333 a.J.C., cuando fue descrito por Arist6teles, el "drawing
in of the flank". Desde entonces hasta el s. XVII existe un gran vacio de
conocimientos acerca de los problemas respiratorios en los animales y més
concretamente en la especie equina (Smith, 1924; Cook y Rossdale, 1963; Gillespie
y Tyler, 1969).

Quizd una de las primeras y mas importantes obras histéricas sobre patologia
respiratoria en caballos es la de Floyer (1698). En su "Treatise of the Asthma", la
descripcion del enfisema pulmonar en una yegua es claro y representa una visién
frecuentemente perdida para la mayoria de los escritores recientes. En sus escritos
sobre "tumores flatulentos” (flatulent tumnors), se describen dos tipos: el primero es
el "broken wind" producido como consecuencia de la ruptura o dilatacién de las
vejigas de los pulmones, que contienen demasiado aire. Este autor no pudo encontrar
otras alteraciones y, este "tumor flatulento", por tanto, seria la causa de todos los
sintomas respiratorios observados.

Gibson, un cirujano ingles, en 1751 escribe ampliamente sobre el "broken

20
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wind" (Smith, 1924). Describe los pulmones como de gran tamafio y con pérdida de
elasticidad. Pensaba que la enfermedad deberia ser hereditaria, peroc més
frecuenterente de origen dietético y no tiene duda de que un caballo sano podria
desarrollar el "broken-wind" en una noche. Smith (1924), relata sobre los escritos de
Gibson (1751), y comenta: que en los 170 afios que han transcurrido desde su muerte,
poco ha sido afiadido a sus observaciones sobre el "broken-wind".

Muchos escritores de 1a época de Gibson como Clark en 1837, eran repetitivos
y erroneos. Clark examiné caballos con enfisema a finales de 1700 y pensé que era
el primero en describir esta lesién. Un estudio notable fue realizado por Delafond en
1844, el cual observd que de 54 caballos con "broken-wind" examinados, encontré 45
con enfisema (Percivall, 1853). Ademds de estos hallazgos, Percivall (1853) previno
que muchos caballos con "broken-wind" no tenian enfisema, y su visién se refleja
asimismo en los escritos de Law (1896).

Williams (1874), escribié:

"No he dudado en afirmar que el "broken-wind" es generalmente debido a la
alimentacién con productos inadecuados, més particularmente de mala calidad: henos
mohosos o groseros, con un alto contenido en fibra o que se le ha permitido que
* maduren demasiado antes de cortarlos".

Stommer, en 1887, atribuye este problema a bronquitis/bronquiolitis,
broncospasmo y desarrollo de enfisema. Posteriormente, algunos investigadores

(Smith, 1924} dedicaron una gran parte de sus escritos al tema de las enfermedades
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respiratorias del caballo sin aportar observaciones novedosas.

Law (1896), Baker (1900) y Malkmus (1912) estudiaron ampliamente la
relacion entre las dietas y el "broken-wind" en équidos; de este grupo de
investigadores, sélo Malkmus ofreci6 alguna aportacién sobre este tema, definiendo
al proceso como "heaves" y en tal sentido comenta que:

"...es una enfermedad incurable y crénica de los pulmones 6 del corazén,
caracterizada por una respiracién laboriosa y dificultada”.

Esta definicién tiene un sentido anatomopatolégico e incluye un nimero de
enfermedades cronicas incurables de los pulmones y del corazén, relacionadas con la
dificultad respiratoria,

Ambos términos, "heaves" y "broken-wind", sugieren una implicacién
respiratoria, pero hay una tendencia en la literatura alemana por incluirlo bajo el
términd “heaves" y que representa aquellas condiciones cardiacas que causan
clinicamente disnea.

Bezangon, Jong y Wilbert (1922), realizaron un trabajo de gran importancia
sobre "enfisema pulmonar del hombre y los animales”, en el cual se trataban las
semejanzas estructurales, asi como las distintas caracteristicas histopatol6gicas y
etioldgicas del proceso patolégico de forma general, Pero no es hasta 1934 cuando es
tratado en profundidad este tema por Kountz y Alexander en su estudio denominado
"Emphysema”. Ellos discuten esta enfermedad en el hombre y otros animales,

mostrando en dibujos las lesiones anatomopatoldgicas en el pulmén de caballo, y
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definen:

"El enfisema no estd limitado sélo al hombre, sino que sucede
espontdneamente, y bajo condiciones experimentales, en ciertos animales (Cook vy
Rossdale, 1963)."

Durante los afios treinta existe una gran confusién entre asma y enfisema y asf
Larsson (1936) realizo un experimento en caballos con enfisema, los cuales dieron
positivos a un test de piel con extractos de heno mohoso (Cook y Rossdale, 1963),
Estos hallazgos han sido confirmados con posterioridad por McPherson y col. (1979a),
Halliwell y col. (1979) y Beech (1991), entre otros.

En medicina humana, el asma cursa con una eosinofilia, confirmando la
etiologia alérgica, sin embargo no ocurre igual con los équidos en donde este signo
no es un rasgo caracteristico de un estado alérgico. Ello no justifica que el enfisema
equino no sea una condicién alérgica (Sjoberg y Akerblom, 1938 citado por Cook y
Rossdale, 1963). Ademds caballos sensibilizados no desarrollan necesariamente signos
clinicos de un asma alérgico. Estos animales tienen cambios neuménicos en el
intersticio pulmonar y el alveolo y en casos avanzados fibrosis: pulmonar.,
Normalmente en medicina humana se producen como consecuencia de reacciones
alérgicas tipo I'y I11, y en los équidos es una reaccién alérgica de tipo mixto (Gerber,
1969, 1973 y 1990).

Los €quidos con enfisema, muestran un aumento de la sensibilidad a la

inyecci6n de histamina, como en el caso del asma humano. La inyeccién intravenosa
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de histamina en caballos normales produce un sindrome igual al descrito en el
enfisema humano agudo, aunque hay ausencia de tos (Andberg y 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 concentracién de histamina que
tienen los caballos con "broken-wind".

Desde 1945, como consecuencia de un aumento en la incidencia del enfisema
en el hombre, se ha centrado la atencién sobre las semejanzas que existen entre el
enfisema equino y humano, y que no han sido encontradas en otras especies (Cook y
Rossdale, 1963).

Algunos autores (Obel y Schmiterléw, 1948), sefialan que el enfisema alveolar
en el caballo es causado por un espasmo agudo o crénico de las fibras musculares lisas
de los bronquiolos y conductos alveolares. Segiin estos autores el broncospasmo actua
como un mecanismo difuso "check-valve", el cual permite la entrada de aire en los
espacios alveolares pero no asi su salida. El alveolo se dilata y origina una dificultad
en la nutricién vascular, provocando la ruptura de la pared.

Este concepto de enfisema en el caballo es semejante al que existe en medicina
humana, el cual es producido por un estado asmético crénico (Hinshaw y Garland,
1956; Lister, 1958 citado por Cook y Rossdale, 1963: Cook y Rossdale, 1963;
Gillespie y Tyler, 1969; Eyre, 1972).

Segtin la WHO en 1961, se define enfisema en medicina humana como:

"una lesién anatémica caracterizada por un anormal y permanente

24



REVISION BIBLIOGRAFICA

engrandecimiento de los espacios aéreos distales de los bronquiolos terminales y
acompafiado por la destruccién de sus paredes”.

Esta definicién separa el enfisema de la sobreinflacién, que cursa con
engrandecimiento del espacio alveolar sin destruccién de sus paredes (Viel, 1983). El
proceso es frecuentemente secundario a una bronquitis obstructiva, particularmente en
casos alérgicos asociados con broncoespasmo y también a un alto consumo de
alimentos ricos en triptéfano. Alstrdm y Lauritzson (1953) confirman reiteradamente
la etiologia alérgica.,

Cook y Rossdale (1963), clasificaron el "broken-wind" como una enfisema
alveolar generalizado, que origina obstrucciéon durante la espiracién. M4s
recientemente otros autores (Thurlbeck y Lowell, 1964) reconocen la existencia de
otro tipo de lesiones respiratorias crénicas en caballos con signos de "heaves" o
"broken-wind".

Una préctica inapropiada es la descripcién anatémica del "enfisema", la cual
no puede ser fielmente diagnosticada clinica, funcional ¢ radioldgicamente en caballos
vivos. La demostracion de los cambios enfisematosos sélo pueden ser determinados
especificamente en el examen postmorten (Thurlbeck y col.,, 1970; Matsuba y
Thurlbeck, 1971). Como Gerber correctamente observé en 1969 "heaves" es un
sintoma, no una enfermedad.

Estudios posteriores dentro de la medicina veterinaria, descartan las

denominaciones "heaves", "broken-wind" o "enfisema" como consecuencia de una
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confusa definicién, aplicaci6n y descripcién de estos términos en favor de enfermedad
pulmonar crénica obstructiva (EPCO) mds conocida por las siglas inglesas COPD
(Chronic Obstructive Pulmonary Disease) (Sasse, 1971; McPherson y Lawson, 1974;
Cook, 1976; McPherson y col., 1978; Littlejohn, 1979). Algunos autores como
Michell y col. (1968) consideraron que el término COPD es més preciso para describir
el estado clinico de incapacidad por una disnea severa durante el ejercicio.

Actualmente este es el vocablo més apropiado, ya que describe un complejo
rango de alteraciones respiratorias crénicas originadas primariamente en el pulmén
(Littlejohn y col., 1979). Asi el término cronica se utiliza para delimitar la duracién
de este proceso en el tiempo, y que Gerber (1969) acoté en no més de 3 meses;
obstructivo para describir el bloqueo de las vias respiratorias; el término asi abarca
condiciones cronicas en todos los niveles de las vias respiratorias bajas del pulmén
desde el bronquio al alveolo.

Sasse (1971) considera COPD a una entidad especialmente clinica y fisiol6gica,
mientras que la enfermedad pulmonar obstructiva deberia ser considerada como un
sindrome clinico tal y como sugiere Burrow (1981).

COPD es un término més funcional que patolégico. Dentro de éste se puede
incluir el asma, bronquitis, bronquiolitis, alveolitis, enfisema, fibrosis y neoplasias
como causas que puden romper el intercambio gaseoso normal, el cual determina la
potencial capacidad pulmonar (Littlejohn y col. 1979).

En la Moderna literatura médica se utiliza el término EPOC (enfermedad
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pulmonar obstructiva crénica) con una idea mas funcional que descriptiva (Sasse,
1971). Este término fue utilizado en América del Norte para describir pacientes con
bronquitis crénica, mietras que en Gran Bretafia es utilizado para definir la cronicidad
irreversible de la enfermedad en las vias respiratorias (Burrows, 1981; Viel, 1983).

En medicina veterinaria, esta terminologia ha sido utilizada erroneamente dando
la impresién de que COPD, "heaves” y "enfisema" son sinénimos e intercambiables.
La descripcion clinica del término "heaves" es correctamente aplicado a caballos con
toses y esfuerzo espiratorio, pero no necesariamente progresan hacia COPD
(Littlejohn, 1979; Breeze, 1977, 1979).

En Gran Bretafia (Simposio Internacional, 1985), consideran que COPD no
cubre todas las causas de enfermedad pulmonar crénica, porque en muchas ocasiones
no se conocen, aunque parece ser que la mitad de los casos de patologias pulmonares
equinas obedecieran a COPD,

Todo este confusionismo originé que en 1985 el profesor E, Deegan organizara
en la ciudad de Hannover un Simposio Internacional cuyo objetivo principal era
estandarizar la terminologia utilizada en el campo de la enfermedad crénica obstructiva
pulmonar de los équidos, asi como la metodologia y la temmologia de los ruidos
pulmonares. De esta forma se discutieron las multiples denominaciones utilizadas en
los distintos trabajos para describir este proceso, tal y como se refleja en la Tabla 1.

La mayoria de los nuevos términos usados no tienen una clara base fisiol6gica

(Simposio Internacional, 1985). De esta forma Derksen (1991), sefial6 que muchos de
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tos términos empleados no son otra cosa que sintomas inherentes al concepto de
COPD. En estos afios son escasas las aportaciones fisiopatolégicas de este proceso,
si bien afladen a la etiologia alérgica, dietética e infecciosa una predisposicién genética
por defecto de una proteina sérica en determinadas estirpes de équidos (alpha-1-

antitripsina) (Breeze y col., 1977; Beech, 1991; Marti y col., 1991; Marti y col.,

1992).

DENOMINACIONES l AUTORES
L ]
HEAVES Breeze, 1979 .
BROKEN-WIND Cook y Rossdale, 1963
ENFISEMA PULMONAR Eyre, 1972,
EQUINO Cook, 1976
ENFISEMA ALVEOLAR Alexander, 1959;
CRONICO Gillespie y Tyler, 1969
BRONQUITIS Cook, 1979;
CRONICA Marti y col., 1991, 1992
ENFERMEDAD OBSTRUCTIVA Muylle y Oyaert 1973;
PULMONAR Gerber, 1986
ENFERMEDAD PULMONAR Littlejohn, 1979,
OBSTRUCTIVA CRONICA McPherson y col., 197%a y b
ENFERMEDAD DE LAS VIAS Viel, 1983, 1985;
RESPIRATORIAS BAJAS Winder y col., 1987
ENFERMEDAD Breeze y col., 1977;
PULMONAR Halliwell y col., 1979;
CRONICA Griining y col., 1989;
Kaup y col., 1990b
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Asimismo se ha observado en los ultimos cinco afios un avance en el estudio
patogénico de la enfermedad en los équidos. Este desarrollo es consecuencia de los
hallazgos e investigaciones realizadas en el dmbito de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica en la especie humana, con la descripcién de un grupo de entidades:
enfisema, asma bronquial, bronquitis crénica y bronquiectasia, La Sociedad Americana
Tordcica publicd las bases de un diagnéstico estandarizado para diferenciar pacientes
con COPD y con asma, quedando constituido COPD por una triada histopatolégica
(bronquitis crénica, bronquiolitis crénica obstructiva y enfisema), que estd mds acorde
con lo que ocurre en veterinaria, tal y como sefiala Beech en su libro "Equine
Respiratory Disorders": en el caballo se produce principalmente por las interrelaciones
entre la bronquitis-bronquiolitis y el enfisema alveolar (Beech, 1991; Cotran y col.,
1991; Kerrebijn, 1991; Barnes, 1992).

Este sindrome, Enfermedad Respiratoria Obstructiva Crénica, se presenta en
todo el mundo, la etiologia no esta clara en muchos casos, aunque el medio ambiente
parece estar relacionado con el mismo. Los veterinarios ingleses (Eyre, 1972;
Mcpherson y col., 1979) lo asociaron a una enfermedad reversible de las vias
respiratorias de los caballos debido a una hipersensibilidad por mohos que sucede
cuando la alimentacién es a base de heno y paja, Ia cual estd asociada con una
obstruccién significativa de las vias respiratorias (Simposio Internacional, 1985), pero
no revelan la patologfa subyacente (Viel, 1983). La mayorfa de los autores aplican el

término de COPD a todos los casos observados aunque estd claro que muchos de ellos
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no tienen una obstruccién significativa de las vias respiratorias bajas. Por acuerdo de
la reunién celebrada en Hanndver, se consideré que el COPD no es un término
conveniente en este contexto. El término de enfermedad pulmonar crénica fue sugerido
por Deegen durante este Simposio, como Gptimo aunque este puede incluir lesiones
del parénquima y de las vias respiratorias (Simposio Internacional, 1985).

Por todo ello, el término que mayor aceptacién ha tenido en la década de los
noventa frente a los de COPD, "broken-wind", "heaves", asma, enfermedad alveolar
crénica y neumonia intersticial atipica, entre otros es el de enfermedad pulmonar
crémica,

Asi Cook y Rossdale (1963) y McPherson y col, (1979b) sefialan la edad como
un factor de riesgo de presentacién de estos procesos pulmonares crénicos, situando
la mdxima incidencia entre 6-10 afios.

Desde un punto de vista etiolégico, algunos autores (Nuytten y col., 1983) han
observado el papel limitado que juegan los microorganismos patégenos en los procesos
respiratorios de los équidos, determinando una frecuencia de aislamiento bacteriano
semejante, entre los grupos de caballos normales y enfermos.

Whitwell y Greet (1984) en lavados traqueobronquiales y Mair y Lane (1989)
en lavados traqueales y tejido pulmonar de équidos, han coincidido en sefialar que al
Streptococus zooepidemicus como el microorganismo potencialmente patégeno con
mayor incidencia en el tracto respiratorio equino.

Las neumonias crénicas del caballo no son un grupo especifico de
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enfermedades. Los cambios primariamente intersticiales son vistos en caballos con
neumopatias alérgicas, especialmente hipersensibilidad tipo Il y con lesiones
puramente virales (Influenza). En casos avanzados los signos sugieren enfisema
pulmonar cronico, pero la neumonia crénica aislada puede causar signos disnéicos
tipicos de una enfermedad pulmonar obstructiva (Gerber, 1986 citado por Hungerford,
1992).

Posiblemente los problemas terminol6gicos son una expresion de las distintas
etiologias y miltiples asociaciones patogénicas, la mayoria de las cuales no estan muy
claras en la actualidad (Kaup y col. 1990a).

Para numerosos autores (Cook y Rossdale, 1963; Eyre y col., 1972; Cook,
1976, McPherson y col., 1979a y b; Griining y col., 1989; Kaup y col., 1990a;
Madelin y col., 1991) todas estas enfermedades pulmonares crénicas equinas con
distintas denominaciones tienen una etiologia poco comprendida, si bien sélo algunos
(Cook, 1976; Gerber, 1973; McPherson y col., 1979b; Simposium Internacional,
1985; Robinson, 1991; Marti y col., 1991) sefialan al medio ambiente como uno de
los principales factores desencadenantes.

Para algunos investigadores (Halliwell y col., 1979; McPherson y col., 1979a;
Eyre y col., 1982) la etiologia de estos procesos seria alérgica como consecuencia de
una hipersensibilidad desarrollada frente a los mohos del heno (Micropolispora faeni
y Aspergillus fumigatus) y para otros como Griining y col. (1989) serfa por la

exposicidn a una concentracion de particulas en suspensién como consecuencia de una
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falta de ventilacién adecuada. Como sefialan estos y algunos autores mas (Kaup y col.,
1990a; Robinson, 1991; Beech, 1991) estos factores que desencadenan enfermedades
cronicas afectan normalmente a caballos estabulados durante largos periodos de
tiempo,

Asi, Hungerford (1992), recoge un estudio detallado, realizado por Gerber
(1973) en Suiza, sobre enfermedades pulmonares cronicas, describiendo distintas
manifestaciones y lesiones como:
~ - bronquiolitis crénica,

- bronquitis crénica,

- bronquitis/bronquiolitis crénica asmética,

- bronquiolitis crénica con enfisema pulmonar crénico alveolar,
- neumonia croénica.

En la bibliograffa, hay muy poca informacién acerca de alteraciones de la
regién alveolar en el caballo, con la excepcién del enfisema alveolar y el asma
bronquial (Alexander, 1959; Gillespie y Tyler, 1969; Kaup, 1985; Kaup y col.,
1990b; Gerber, 1990), y ante esta situacion terminolégica la siguiente via de estudio

se centrard en la revision de las neumonias intersticiales, en especial aquellas de curso

crénico.
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II- NEUMONJAS INTERSTICIALES: N.T.CRONICAS,

El estudio de este proceso patolégico ha experimentado un gran avance en los
ltimos afios, sin embargo son escasas las referencias anteriores que centran su
atencion en las neumonias intersticiales, sobre todo en équidos,

El término de neumonia intersticial 6 neumonitis es conocido desde antiguo
pero esta manifestacion difiere clinica e histolégicamente de la que hoy conocemos
(Llorente Lazaro, 1859, 1873).

Quizéds Cagny y Gobert (1880) realizaron una de las primeras aportaciones,
designando la neumonia intersticial en medicina veterinaria y mds en concreto en el
caballo, como una neumonia crémica que cursa con una inflamacién del tejido
conjuntivo perialveolar y perilobular, incluyéndola ademds dentro de las inflamaciones
del pulmén tal y como hoy las conocemos.

Estos autores definen la "neumonia crénica como una induracién del tejido
elastico”, Asimismo, describen macro y microscépicamente esta enfermedad,
delimitando las lesiones al tercio inferior de uno o ambos pulmones. Estos 6rganos no
se retraen a la apertura de la cavidad tordcica, sino que forman un blogue compacto
e indurado. Presentan una coloracion gris pizarra ("induracién gris") 6 blanca, anéloga

al del tejido fibroso ("induracién blanca"), distribuyéndose ambas alteraciones de
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forma irregular. Estas lesiones son debidas a la transformacién fibrosa y
engrosamiento del tejido conjuntivo interalveolar. La zona sana, presenta vesiculas
dilatadas (enfisema), observandose lesiones de bronquitis crénica (Cagny y Gobert,
1880).

A principios del siglo XX, son escasas las aportaciones que se realizan sobre
este tema. En 1901 un patélogo alemédn, Lange, describi6 esta lesién patolgica con
el nombre de "bronquitis y bronquiolitis obliterante” en el hombre, con una
cicatrizacion constrictiva consecutiva a bronquiolitis y obstruccién de la ventilacién.

En medicina veterinaria, Fréhner y Zwick (1932) clasifican las neumonias
segin la naturaleza del exudado 6 la extensién de la lesion, haciendo hincapié en la
neumonia intersticial bajo la denominacién de "induracién 6 esclerosis pulmonar";
histopatologicamente ~ describen unas neoformaciones noduliformes, difusas 6
circunscritas de tejido conjuntivo en el pulmén entre los distintos alveolos y lobulillos,
y alrededor de los bronquios. Asimismo, incluyen la dilatacién de los bronquios
aferentes (bronquiectasias) y alveolos sanos (enfisema) como consecuencia de la
infiltracién de tejido conjuntivo. Estos autores sefialan en la especie equina la
presencia de neumonta larddcea, caracterizada por nédulos de aspecto sarcomatoso
semejante al tocino.

Quizds una de las aportaciones mds relevantes en veterinaria sea la realizada por
Nieberle y Cohrs (1967), los cuales situan la inflamacién crénica del pulmén en el

septo alveolar y el tejido peribronquial; mds concretamente en el tejido intersticial, el
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cual lo divide en: tejido conjuntivo peribronquial (y periarterial), interlobular e
intralobular del alveolo y septo. Asi distinguen tres tipos de inflamaciones:

- Neumonia intersticial peribronquial, que generalmente también agrupa a la
peribronquiolar. Siempre se desarrolla con bronquitis y bronquiolitis. Su origen suele
ser viral, aunque también se han dado casos semejantes por una etiologia parasitaria,
La inflamacién es generalmente de tipo celular y hay una infiltracién de linfocitos,
células plasmaticas e histiocitos, los cuales forman gruesas capas alrededor del
bronquio (peribronquitis nodosa). La fibrosis peribronquial se desarrolla en casos

cronicos.

- Neumonja intersticial interlobunlillar. que se extiende al tejido conjuntivo

intersegmental ¢ interlobulillar. Normalmente se asocian a neumonias alveolares,
particularmente a las de tipo fibrinoso (neumonfa del transporte y pleuroneumonia
contagiosa del bovino, asf como la neumonia fibrinosa de ovejas y cabra). La pleuritis
se presenta frecuentemente, y esta asociada con un engrosamiento subpleural del tejido
conjuntivo, el cual se continua con el septo interlobular.
- Neumonia infersticial intralobulillar: Afecta al septo alveolar y a los capilares
interalveolares, Se presenta una infiltracién acinar y del septo principalmente por
histiocitos, linfocitos y células plasmiticas. Ocasionalmente se observan un gran
nimero de neutréfilos y sobre todo de eosinéfilos.

En los afios setenta destaca un trabajo de gran importancia en el que se realiza

un estudio en matadero, sobre la incidencia de la neumonia crénica intersticial en la
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poblacién equina de Suiza, sefialando un valor més aito del que cabria esperar
clinicamente (Gerber, 1969, 1973); este hecho fue corroborado por Winder y
Fellenberg (1987) y Griining y col. (1989), los cuales sefialan una inflamacién severa
y crénica de la porcion respiratoria, no necesariamente acompafiada por disnea; por
tanto ambos procesos deben tener distinta patogenia.

Liebow (1975) realiza la primera clasificacién de las neumonias intersticiales
en medicina humana, ateniéndose a criterios histol6gicos, y asi las divide en:
- Neumonia intersticial usual 6 cl4sica.
- Neumonia intersticial cldsica con bronquiolitis obliterante.
- Neumonia intersticial descamativa.
- Neumonia intersticial linfoide.
- Neumonia intersticial de células gigantes,

Dichos procesos no son patognoménicos de ningdn factor etiolégico especifico.

Es importante destacar la proliferacién atipica del epitelio en neumonias
intersticiales crénicas, especialmente cuando son focales, y parecen ser precursoras de
adenocarcinomas periféricos de pulmén (Zatuchni y col., 1953; Beaver y Shapiro,
1956; Meyer y Liebow, 1965) en el hombre.

Sin embargo es a partir de los afios 80 cuando encontramos las primeras
referencias que profundizan en las neumonias intersticiales humana y equina
considerando algunas de las causas, asi como los aspectos histopatolégicos mas

destacados.
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La mayoria de los trabajos sobre neumonfas intersticiales se refieren al hombre
6 modelos experimentales sobre enfermedades humanas. La preocupacién en medicina
veterinaria se centra en problemas bronconeumdnicos, los cuales originan graves
pérdidas econémicas. Sin embargo, la neumonta intersticial comprende una proporcidén
significativa de las enfermedades animales espontaneas, particularmente fas producidas
por infecciones, t6xicos 6 alergenos (Dungworth, 1982; Buergelt y col., 1986).

El principal problema que nos encontramos es que la neumonfa intersticial
espontdnea en los animales es generalmente demasiado fragmentaria en relacién a
rasgos clinicos y diagnédsticos (Dungworth, 1982).

En Australia, se ha descrito una neumonia crénica supurativa intersticial en
caballos alimentados con croton (Eupatorium adenophorum ) (Buergeit y col., 1986;
Winder y col. 1988; O’Sullivan, 1979).

Neumonia granulomatosa crénica fibrosante causada por la inhalacién de
silicatos ha sido observado en los caballos que trabajaban en las minas de California
(Schwartz_ y col., 1981).

Destacada importancia tienen los efectos hepatotéxicos de los alcaloides
pirrolicidinicos de plantas como Senecio sp.; estos agentes también tienen un
significativo efecto neumotdxico y son productores de neumonfa intersticial aguda en
los caballos (Jones y Hunt, 1983 citado por Dixon y col., 1992; Dungworth, 1985).

Asfmismo se ha observado neumonia intersticial aguda y edema de pulmén en

un caballo (Lindley, 1978 citado por Dixon y col., 1992), como consecuencia de la
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ingestion de menta purpura (Perilla frutescens); este hecho ha sido confirmado
experimentalmente por Breeze y col. (1984), sefialando que esta planta posee un
potente agente neumotoxico, €l cual es selectivo para dafiar el alveolo.

Es sin duda Dungwoth (1982), el artifice de establecer las bases genéricas de
las neumonias intersticiales esponténeas en los animales domésticos (perro, gato, oveja
y animales de experimentacién); ademés sefiala que frecuentemente la naturaleza
especifica de las lesiones, obliga a considerar una gran variedad de posibles agentes
causantes; para este autor las infecciones sistémicas son mayoritiriamente, causas
espontineas de neumonias intersticiales en los animales.

En el caso de las neumonias intersticiales de los équidos, sefiala este autor la
escasez de referencias biblidgraficas existentes en relacion a este tema. Existe una falta
de designacién morfolégica completa y satisfactoria sobre los cambios en la
enfermedad pulmonar intersticial. Dos términos son mayoritariamente utilizados:
neumonia intersticial (Liebow, 1975) y alveolitis difusa fibrosante (Scadding y Hinson,
1967). El primero es el m4s apropiado en patologfa veterinaria, ya que cubre aspectos
morfoldgicos, etiolégicos y patogénicos.

El término de alveolitis fibrosante ha sido utilizada convencionalemente en
patologia humana para designar alteraciones en el parénquima de causa desconocida,
sin embargo no se ha usado en enfermedades pulmonares intesticiales de los animales
(Spencer, 1975; Dungworth, 1982).

Las neumonias intersticiales han sido cldsicamente definidas como condiciones
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inflamatorias crénicas, en las cuales hay predominantemente, una respuesta
proliferativa en la pared alveolar y tabiques interlobulillares (Liecbow, 1975;
Dungworth, 1982).

Un estudio mds profundo en medicina humana ha desvelado una lesién aguda,
caracterizada por una fase exudativa intraalveolar Ia cual se continua con una rapida
respuesta proliferativa y fibrética (Katzenstein y col., 1976). Esta lesién pulmonar
aguda en el hombre, puede estar causada o asociada con gran niimero de situaciones
desencadenantes como virosis severas, sustancias quimicas (alta concentracién de
oxigeno, bleomicina...), pancreatitis aguda, shock y septicemia.

Clinicamente, el rasgo comin en el hombre es el sindrome distress respiratorio
del adulto para distinguirlo del neonatal (Petty y Ashbaugh, 1971; Pratt, 1978 citados
por Dungworth, 1982). En medicina veterinaria es mds apto referirse al sindrome
respiratorio distress agudo (SRDA), sin distinguir la forma adulta de la neonatal; este
proceso se caracteriza por una disnea de presentacion repentina y estaria representado
clinicamente en el caballo por el COPD (Breeze y Carson, 1982 citado por
Dungworth, 1982),

Patogénicamente, la neumonia intersticial resulta de un difuso y desigual dafio
- al septo alveolar. La ausencia de lesién alrededor de las porciones conductoras
distingue las neumonias intersticiales de las bronconeumonias. Las lesiones se
distribuyen ampliamente a través de los pulmones, con gran implicacién de las

regiones dorsocaudales, hecho que contrasta con la distribucién craneoventral en lag
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infecciones bronconeuménicas (Dungworth, 1982).

No se sabe porque las neumonias intersticiales, ya sean de origen hematégeno
0 aerdgeno, son frecuentemente mas severas en las regiones dorsocaudales del
pulmon. Se piensa que las zonas menos ventiladas y perfundidas son las ventrales tanto
en el hombre como en los animales (Dungworth, 1982). Este hecho ha sido
comprobado en el caballo por algunos autores (Mason y col., 1983; Amis y col.,
1984; Dobson y col. 1985; Rose, 1987; Pascoe, 1985; Winder y van Fellenberg,
1987), lo que justifica la mayor vulnerabilidad de estas 4reas pulmonares.

Histol6gicamente las neumonfas intersticiales en veterinaria pueden ser agudas
y cronicas, tal y como sefiala Dungworth (1982). La respuesta inflamatoria tiene lugar
predominantemente en la pared alveolar y tejido intersticial de! pulmén.

Las neumonias intersticiales agudas_tienen una fase inicial en la cual el rasgo
mds obvio es la presencia de exudado en el lumen alveolar; ésta es la principal razén
para el uso alternativo del término alveolitis difusa y la designacién de "atipica™ sobre
todo en el ganado bovino (Dungworth, 1982, 1992; Jubb y Kennedy, 1990).

La lesion aguda se centra en las células endoteliales del alveolo/capilar y células
cpiteliales tipo I. Observdndose alveolos llenos de un exudado serofibrinoso; y
congestion y edema de las paredes. La fibrina y detritus celulares se condensan para
formar membranas hialinas en los espacios aéreos. Hay normalmente leucocitos y
globulos rojos en el exudado alveolar y en el intersticio se localizan mayoritariamente

células mononucleares. Posteriormente, se produce una rapida proliferacién de células
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epiteliales tipo II (fase proliferativa), en la cual es comiin observar nidos sincitiales y
células individuales atipicas de gran tamafio, forma anormal y basofilas. Estas
imigenes han sido algunas veces erroneamente interpretado como una proliferacién
neoplasica. Finalmente se produce la diferenciacion de los neumocitos tipo II a tipo
I (Dungworth, 1982),

Se pueden evidenciar algunos aspectos complementarios a la respuesta epitelial
que se producen como consecuencia al dafio alveolar:
- alveolos tapizados por células derivadas de las células epiteliales bronquiolares no
ciliadas (Nettesheim y Szakal, 1972 citado por Dungworth, 1982);
- metaplasia de células tipo II de forma ciliada, escamosa 6 células tipo fetal
(Adamson y Bowden, 1979);
- proliferaci6n de células tipo II como respuesta a efectos toxicos del 60-100 % oxigeno
(Dungworth, 1982);
- posibilidad de que células epiteliales alveolares ejerzan algtn control sobre [a
proliferacién de fibroblastos (Haschek y Witschi, 1979 citado por Dungworth, 1982);
- ocasionalmente se puedan producir tumores bronquioloalveolares en el hombre
(Liebow, 1975) y animales de experimentacién (Dungworth, 1982).

.a mayoria de las neumonia intersticiales agudas de los animales se resuelven
dejando una cicatriz.

La inflamacién progresiva crémica—no es frecuentemente encontrada en los

animales; aunque es el tipo de neumonia intersticial en el hombre, que ha recibido més
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atencién (Scadding y Hinson, 1967; Liebow, 1975; Carrington y Gaenster, 1978). La
inflamacién crénica estd normalmente asociada con una persistencia o repetida
exposicibn a los agentes causales., Frecuentemente los procesos
etiol6gicos/inmunoldgicos son conocidos 6 se sospecha al menos parcialmente de sus
mecanismos patogénicos,

Los rasgos centrales de neumonia intersticial crénica son acumulacién
intraalveolar de varias células mononucleares (principalmente macré6fagos),
proliferacion y persistencia de células tipo II alveolares y engrosameniento intersticial
con actimulo de células linfoides y tejido fibroso. La hiperplasia de fibras musculares
lisas en los espacios aéreos, se observan en casos avanzados (Dungworth, 1982).

La neumonfa crénica del hombre con estos aspectos histopatoldgicos ha sido
denominados "neumonia intersticial usual" (NIU) por Liebow (1975). Aquelias que
presentan otros rasgos diferenciales han recibido distintas denominaciones como
"neumonia intersticial descamativa", "neumonia intersticial linfoide", "neumonia
intersticial con bronquiolitis obliterante fibrosa” y "neumonia intersticial de células
gigantes” (Liebow, 1975).

Dentro de la patologia respiratoria humana existen tres trabajos de gran
importancia, los cuales centran su atencidn en los datos clinicos y aspectos patoldgicos
de las neumonias intersticiales. De igual forma encontramos una gran confusién
terminoldgica sobre este tema.

Fue Davison (1983) el primero en describir y denominar a este proceso con el
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término de "neumonitis criptogénica organizada” (NOC), por la combinacién de
hallazgos clinicos y patoldgicos y la ausencia de un agente etiolégico concreto; sin
embargo coincide exactamente con las observaciones que hizo Lange en 1901 y que
recogi6 bajo el término de "bronquitis y bronquiolitis obliterante” (BO). Este describié
un rasgo histolégico caracterizado por la presencia de pequefios nidos de tejido
conjuntivo en los espacios aéreos, que indican una organizacién del exudado existente
por fibroblastos y capilares de las paredes alveolares. Algunas de las lesiones
microscopicas observadas inclufan; fibrosis intraalveolar, células intraalveolares,
fibrosis intersticial y células inflamatorias intersticiales (linfocitos v células
plasmiticas, asf como también algunos neutrdfilos y eosinéfilos). La alteracién
histologica bésica esta centrada en la regién alveolar.

Eppler y col., (1985) revisaron 2000 casos de biopsias pulmonares humanas y
observé que 94 de ellos contenfan la palabra BO, y de ellos 50 no tenian causa
sefialada y los cambios patolégicos observados de neumonia organizada eran descritos
bajo el término de neumonia organizada bronquiolitis obliterante (NOBO).

El modelo histolégico era igual que el descrito por Davison en neumonia
organizada criptogénica del hombre y también originalmente descritos por Licbow y
Carrington (1969) como neumonia bronquiolointersticial.

Geddes (1991) sefiala que numerosos patSlogos humanos describen algunos
modelos de respuestas en los pulmones frente a lesiones: bronquiolitis con ¢ sin

obliteracion, e inflamacion intraalveolar y fibrosis. La forma fue descrita como un
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rasgo comun en infecciones y fue encontrada con bronquitis y bronquiectasias, pero
ocasionalmente suceden aisladas. El modelo, mas tarde, fue normalmente visto en el
contexto de la neumonia infecciosa organizada, y ocasionalmente origina cambios que
se extienden hacia las pequefias vias respiratorias. Su estudio se centra en las
alteraciones de la porcién conductora de las vias respiratorias bajas, y lo encuadré
dentro de la denominaci6n de "bronquiolitis obliterante” (BO),

Considerando las tres manifestaciones descritas en medicina humana
conjuntamente BO (Lange, 1901; Geddes, 1991), NOC (Davison, 1983) y NOBO
(Eppler y col., 1985), emergen dos grupos de patologfas pulmonares: el primero son
enfermedades de las vias respiratorias bajas y alveolos normales y el segundo grupo
se corresponde con alteraciones de los alveolos que presentan tejido de granulacién y
se extiende variablemente hacia [a porcién conductora.

Sin duda fue Turk y col. (1985) el primero en describir una neumonia
intersticial aguda como alveolitis fibrosante en un caballo, sefialando la dificultad de
alcanzar una conclusién sobre su etiologia. Segin este autor las lesiones son
semejantes a la influenza humana, aunque el titulo que presentaba para mixovirus por
fijacién de complemento fue 1/20, insuficiente para adscribirle la lesion.

Otros autores han sefialado fibrosis del septo alveolar, y epitelizacién del
alveolo con discreta inflamacién mononuclear, como consecuencia de bronquitis y
bronquiolitis en los équidos (Ing, 1985).

Lesiones alveolares han sido observadas en caballos con COPD severo, en los
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que aparecia principalmente enfisema alveolar. En animales con bronquitis/litis crénica
se observé una alveolitis fibrosante, infiltracién de células mononucleares incluyendo
fibroblastos y mastocitos. Ademés se apreciaron dreas de reepitelizacién de neumocitos
tipo I y acmulo de macréfagos alveolares con fagocitosis del surfactante durante la
secreccion (Kissler, 1980; Kaup y col., 1985).

La apariencia focal de la alveolitis fibrosante debe ser la razén por la que sélo
algunos autores han mencionado cambios semejantes en caballos con enfermedad
pulmonar crénica (Sasse, 1971; Nicholls, 1978: Schoon y Deegen, 1983 citado por
Kaup y col., 1985).

En 1986, Buergelt y col., realizaron un estudio retrospectivo sobre la
enfermedad pulmonar proliferativa intersticial de los équidos, profundizando en el
tema mediante un completo analisis histopatoldgico y microbioldgico. Sefialan algunos
aspectos histologicos diferenciales de los expuestos hasta ahora, como necrosis
coagulativa de la pared alveolar, con hemorragia focal alveolar y edema en la fase
aguda. En casos crénicos, no hay presencia de trombos, pero si de hiperplasia
fibromuscular de las 4reas menos afectadas; también existe un engrosamiento ¢
hiperplasia del epitelio bronquiolar y algunas veces el lumen de estos bronquiolos
contienen: neutréfilos, macréfagos, detritus de células inflamatorias y mucina. En
algunos animales las paredes bronquiolares presentan aciimulos de linfocitos. Existen
muchas 4dreas de reemplazamiento del alveolo por coldgeno y una fuerte fibrosis del

septo interalveolar. Asimismo este autor estima una incidencia del 70 % de neumonias
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intersticiales en animales menores de un afio.

La mayoria de los autores (Dungwoth, 1982; Buergelt y col., 1986; Winder y
Fellenber, 1987, Winder y col., 1988; Marcato, 1990) coinciden en la descripcién
macroscépica de los pulmones con neumonia intersticial: son érganos que no se
colapsan a la apertura de la cavidad toricica; presentan una consistencia compacta,
casi carnosa, mas prominente en la regién del hilio que en las 4reas periféricas. El
parénquima muestra una alternancia de 4reas pélidas blanco amarillentas y 4dreas de
color plrpura. Faltan fenémenos exudativos bronquiales evidentes y lesiones
enfisematosas.

Para Winder y Fellenber (1987) la incidencia de este proceso es de un 15,6 %
e histolégicamente diferencian tres tipos de neumonias intersticiales:

- Neumonia crénica granulomatosa broncointersticial,
- Neumonia crénica difusa broncointersticial,
- Neumonfa crénica focal intersticial.

Estos mismos autores (Winder y col., 1988) sefialaron la escasa incidencia de
la neumonia crénica intersticial en el caballo y describen 2 casos inusuales: neumonia
broncointersticial granulomatosa semejante a los casos reportados de neumonitis
hipersensible en el hombre y neumonia intersticial con bronquiolitis crénica, con
etiologia, posiblemente, de hipersensibilidad en cabalios.

Estas neumonias intersticiales crénicas con o sin granulomas estan presentes en

todos los casos de neumonitis hipersensible, y la fibrosis intersticial es el cambio més
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obvio del estado crénico de la enfermedad (Reyes y col., 1982; Winder y col., 1988).

Un estudio inmunocitoquimico con inmunoglobulinas sobre las neumonitis han
puesto de manifiesto un aumento de Ig A, Ig G (Fc) y Ig G (T) en células plasméticas
y macrofagos; este aumento se centra alrededor de los vasos sanguineos y bronquiolos,
semejante al encontrado en COPD de los équidos (Winder y Fellenber, 1986, 1987:
Winder y col., 1988). En los tejidos dafiados se aprecian numerosos macréfagos con
material fagocitado y los complejos inmunolégicos probabiemente contribuyan a la
fibrosis pulmonar (Dungworth, 1982; Winder y col., 1988).

Uno de los libros cldsicos de medicina veterinaria Dahme y Weiss (1988),
incluye las neumonias intersticiales del caballo, dentro de un proceso respiratorio
denominado "Tos del Hipédromo", desencadenado por un virus del género
Orthomyxovirus, y dando lugar a las formas crénicas de neumonia; en este mismo
grupo se incluyen las neumonias atipicas de los bévidos, de origen alérgico producido
por hipersensibilidad al Actinomices termdfilos; asi como el maedi ovino, originado
por el virus del Visna-Maedi.

Marcato (1990) indica que los caballos afectados tienen frecuentemente entre
3-6 meses y manifestan signos de dificultad respiratoria, insensible a la terapia;
asimismo sefiala la dificultad de atribuirle una etiologia concreta y de ahi la
denominacién de neumonia intersticial criptogénica semejante al hombre y a la
neumonia intersticial atfpica criptogénica del ternero de cria intensiva.

Cordier y col. (1989) en una revisién de 16 pacientes confirman la distribucién
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alveolar de las alteraciones. Todos los pacientes mostraron algun grado de inflamacién
intersticial y fibrosis.

Miyagawa y col. (1991) sefialaron la presencia de eosinéfilos en el material de
biopsia de algunos pacientes. Las vias respiratorias bajas estaban relativamente
afectadas en este proceso y los alveolos tenfan muchos rasgos en comin con
NOBO/NQOC, si bien con un gran predominio de eosinéfilos,

En todos los articulos de medicina humana revisados por Geddes (1991), los
vasos sanguineos eran escasos y no habia evidencia de infeccién microbiana.,

Du Bois y Geddes (1991) confirman la existencia de 2 entidades clinicamente
distintas, pero con aspectos histologicos semejante: bronquiolitis obliterante (BO) y
neumonia organizada criptogénica (NOC) 6 neumonfa organizada bronquitis obliterante
(NOBO). La imagen histopatoldgica coincide con la descrita anteriormente por otros
autores, si bien sefiala que la obliteracién de las vias respiratorias bajas por fibrosis
madura no ha sido descrita.

Los rasgos patolégicos de NOBO coinciden con los de una neumonia
organizada y son poco especificos. Hay alguna confusién acerca de la utilizacion del
término NOBO. Algunas veces se aplica a procesos con causa conocida. El hecho de
que el mismo modelo suceda como resultado de causas muy diferentes tales como
infecciones y drogas, presentando semejantes alteraciones del tejido conjuntivo,
confirman que NOBO no es una entidad clinicopatolégica aislada sino una forma de

respuesta pulmonar frente a distintos insultos. Actualmente se aplica este término con
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cardcter restrictivo a aquellos casos de causa desconocida (Kitaichi, 1992).

Uno de los tratados mds importantes de patologia humana (Cotran y col., 1991)
establece una divisién amplia de los procesos respiratorios del hombre:

L.- Por una parte describen un grupo de enfermedades que cursan con obstruccién a
cualquier nivel de las vias respiratorias; ENFERMEDADES OBSTRUCTIVAS.

2.- Por otro lado, agrupa aquellos procesos que cursan con una disminucion de la
capacidad pulmonar, que afectan al parénquima alveolar: ENFERMEDADES
RESTRICTIVAS.

Es en este Gltimo punto se encuadran las enfermedades pulmonares intersticiales
difusas. Segiin estos autores la manifestacién mds precoz de todas ellas es una
alveolitis, es decir, una acumulacidn en el interior de las estructuras alveolares de
células descamadas e inflamatorias.

Barkerville y col. (1992) realizan un estudio experimental con monos rhesus
mediante la inoculacién del virus de inmunodeficiencia del simio. Los resultados
mostraron que un 20% de los animales desarrollaron una neumonia intersticial
caracterizada por una infiltracién difusa del pulmén por linfocitos, células plasméticas
y otros elementos linfoides, que siguiendo la clasificacién de Liebow, incluyeron
- dentro de las neumonias intersticiales linfoides. Parece ser que este tipo neumoénico
tiene una conexién compleja con los linfomas, y que esté relacionado con infecciones
virales y fenémenos inmunolégicos.

Quizd, una de las tltimas aportaciones, en el campo de las neumonias
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intersticiales de équidos, haya sido un caso de enfermedad intersticial aguda
cosinofilica en un poni (Dixon y col., 1992), El animal presentd una alteracién
respiratoria severa, tipica de una neumonta intersticial aguda (alveolitis), caracterizada
por una exudacién masiva de un fluido rico en eosinéfilos, que procedia de las vias
respiratorias bajas. No hubo evidencia de parasitosis, y si parecia tener una etiologia
inmunitaria. Este hecho fue comprobado, ya que el animal no respondia al tratamiento
con antibiGticos y sf a los corticosteroides. Casos semejantes han sido descritos en el
hombre por Carrington y col. (1969), Fox y Seed (1980) (citados por Dixon y col.,
1992) y Selman y Barrios (1991), como neumonia eosinofilica aguda mediada por
reaccién inmune; sin embargo, su causa etiol6gica permanece desconocida.

En la actualidad, las investigaciones en medicina humana se centran en las
diferentes entidades descritas como neumonias intersticiales; su estudio se realiza con
técnicas sofisticadas tanto clinicas (tomografia computerizada de alta resolucién y
scanning) como patoldégicas (hibridacién in situ e inmunocitoquimica, entre otras). Son
escasos los trabajos publicados al respecto (Selman y Barrios, 1991; Nishimura y col.,
1992; Honma y col., 1992; Usui y col., 1992); uno de los més sobresalientes es el
realizado por Honma y col. (1992), que establecen criterios clinicos y patoldgicos
sobre la neumonia intersticial idiopatica. Asf divide a esta por su curso clinico en
aguda y crénica. Posteriormente y por los hallazgos patolégicos, las agrupan en dos
tipos: neumonia tipica y atipica. En el tipo agudo estan presente una alveolitis con

marcado edema e infiltracién celular de la pared alveolar y formacién de membranas
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hialinas. La forma tipica de la neumonia crénica s6lo presenta cambios patolégicos
clasicos de neumonia intersticial y/o fibrosis representada por la imigen de
"honeycomb" (panal de abeja). La forma atipica tiene ambos cambios intersticiales,
formacién de una cicatriz interalveolar y fibrosis, secundariamente se origina un
enfisema bulloso. Sin embargo todavia permanece obscura la continuidad entre el
curso agudo y crénico.

En la actualidad Dungworth (1992) mantiene la divisién de las neumonias
intersticiales en agudas y crénicas que realiz6 en 1982 en los animales domésticos, si
bien contempla algunos trabajos realizados en patologia humana, haciendo especial
hincapié en algunos factores que estimulan o inhiben la sintesis de coldgeno y la
proliferacién fibrobldstica. En el caso de las neumonias intersticiales cronicas,
establece distintas categorfas, segin la etiologia del proceso que provoca dicho
proceso,

Un hecho importante, aportado por este autor ha sido el establecimiento de la
neumonia broncointersticial por primera vez en veterinaria, como una entidad aislada
tanto de los procesos bronconeumondnicos como intersticiales propiamente.

Como vemos la mayoria de los estudios actuales se centran en el campo de la
histopatologia humana, y abarcan a un grupo de entidades morbosas que tienen como
patr6n histol6gico comuin en su fase final la fibrosis pulmonar. Es por ello, que
dedicaremos la parte final de nuestro estudio, a la revisién de este proceso v a su

conexién con proteinas de matriz extracelular.
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IL.- FIBROSIS PULMONAR,

Este apartado de la revisidn bibliografica se centra en la fibrosis pulmonar que
se produce en el transcurso de la neumonia intersticial. Ambas entidades han sido
ampliamente estudiadas en medicina humana y asf nos encontramos con que la mayorfa
de las referencias y los dltimos avances de estos procesos patoldgicos se refieren a
enfermedades pulmonares del hombre o modelos experimentales en animales de
laboratorio.

Desde hace tiempo se conoce un grupo de enfermedades humanas de etiologfa
incierta, las cuales predisponen a una fibrosis alveolar intersticial crénica. Estas tienen
un inicio normalmente subpleural y se encuadran dentro de las enfermedades del
coldgeno entre las que se incluyen la “enfermedad reumatoide”, "dermatomiositis",
"esclerosis sistémica progresiva", "lupus difuso eritematoso”, "pulmén de Hamman-
Rich®, "alveolitis esclerosante” y "neumonia intesticial usual", entre otras (Hamman y
Rich, 1944).

Pratt (1958) fue el primer médico en relacionar los cambios que se producian
en el parénquima pulmonar después de la administracién terapéutica de oxigeno,
observando las mismas lesiones en pacientes que morian de causas muy diferentes.

Uno de los primeros cambios que aparecfan fue la congestién de los capilares
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alveolares, seguida de una proliferacién capilar y ocasionalmente de una fibrosis
intersticial.

Asimismo, Cederberg y col. (1965) observaron que aunque la presencia de
membranas hialinas no es un signo patognomdnico de la intoxicacién por oxigeno,
consideran a este como un hallazgo inicial y tipico en pacientes sometidos a altas
concentraciones de oxigeno.

Segin algunos autores (Auerbach y col., 1952; Liebow, 1975) en procesos
agudos que causan lesién pulmonar, ya sean de causa conocida (exposicién continua
a altas concentraciones de oxigeno, mercurio, éxido de cadmio, diéxido de nitrégeno
y radiaciones, asi como también en neumonfas agudas por bacterias, virus, ricketsias
y protozoos) o no, el epitelio alveolar puede ser destruido por completo o en parte, y
el endotelio capilar alveolar sufrir diferentes grados de alteracién,

En el hombre, durante esta fase temprana de lesidn, el lumen alveolar se rellena
con plasma como consecuencia de la lesién vascular, produciéndose posteriormente
presencia de fibrindgeno en luces alveolares que se solidifica, organiza y origina la
formacién de membranas hialinas (Auerbach y col,, 1952). Acompaiiando a estas
alteraciones, existe un gran nimero de neurnocitos granulares descamados en la luz del
alveolo; el intersticio de las paredes alveolares se infiltra con linfocitos incluyendo
centros germinales, eosindfilos, células plasmaticas y una pequefia cantidad de tejido
conjuntivo fibroso. La arquitectura alveolar estd alterada y la muerte del individuo se

producia rdpidamente como consecuencia de una insuficiencia respiratoria (Spencer,
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1975).

Este proceso inicial recibié la denominacién de neumonfa intersticial
descamativa (N.LD) por Liebow y col. 1965.

En aquellos casos en los que el individuo o el modelo experimental sobrevivian,
s¢ presentaba una rdpida organizacién del exudado fibrinoso intraalveolar por un
proceso andlogo a la incorporacién del trombo mural a la intima de la pared de los
vasos sanguineos. Las paredes de los alveolos sufrfan un engrosamiento, llegando a
- producir en algunas zonas una total obliteracién del espacio alveolar. Los capilares
supervivientes estan muy dilatados pero el lecho capilar aparecia disminuido. Algunas
paredes alveolares eran destruidas y como resultado aparecian 4reas enfisematosas. El
nimero de fibroblastos aumentaba progresivamente en el intersticio alveolar. Los
neumocitos tipo Il granulares se regeneraban y cubrian la superficie de la masa
contractil de fibrina, mientras que la hendidura originada por la contraccién de la masa
de fibrina intralveolar estaba ocupada por células potencialmente fibrobldsticas.
Temporalmente quedaba una pequefia placa de tejido fibroso en el intersticio de 1a
pared alveolar como restos de la reorganizacién (Auerbach y col.,, 1952; Spencer,
1975).

En la fibrosis pulmonar intersticial se produce un estado persistente de edema
alveolar intersticial. Este edema crénico produce un engrosamiento y fibrosis del septo
interlobulillar, asf{ como también Ia dilatacién de los vasos linfaticos. En la mayoria de

los casos de fibrosis alveolar establecida, los cambios resultan en parte, como

54



REVISION BIBLIOGRAFICA

consecuencia de ambos procesos: la presencia de edema crénico y la fibrosis, aunque
el mecanismo responsable de estos cambios se desconoce en muchos casos (Spencer,
1975).

La mayorfa del exudado fibrinoso es eliminado sin residuos, por enzimas
fibrinoliticas. Algunas de estas son liberadas por la desintegracién de neutréfilos y
células macrofdgicas, especialmente si el exudado ha resultado de una neumonia
bacteriana, En el hombre se ha observado un incremento de la incidencia de fibrosis
pulmonar intersticial en los iltimos afios como consecuencia de una incompleta
resolucion de exudados neumdnicos, causados por la inhibicién de la respuesta de
células inflamatorias tras un tratamiento antibiotico (Auerbach y col., 1952; Spencer,
1975).

En general, el agente causal que produce el exudado intraalveolar alcanza el
pulmén via aerdgena, sin embargo en ocasiones puede llegar a la pared alveolar por
la sangre (via hematica). Esto sucede en algunos procesos como el sindrome urémico
o la fiebre reumdtica aguda como respuesta inmunoldgica al estreptococo B hemolitico,
exposicién a paraquant o bleomicina. En estas condiciones, se produce una gran
cantidad de exudado intraalveolar rico en fibrina, que llena la luz alveolar. Ademds el
tejido conjuntivo se extiende hacia el interior de los conductos alveolares y los
bronquiolos respiratorios distales produciendo bronquiolitis obliterante, hecho que ya
fue descrito por Masson y col. en 1937 (Spencer, 1975; Adamson y Bowden, 1979).

A raiz de estas observaciones, Liebow (1975), sefiala un tipo de neumonia
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intersticial con bronquiolitis obliterante, caracterizada por la organizacion de placas
fibrosas intrabronquiolares en el curso de una neumonia intersticial usual. Eppler v col.
(1985) recogen cambios histopatolégicos semejantes dentro del término de bronquiolitis
obliterante con neumonfa organizada. Sin embargo, los hallazgos posteriores realizados
con microscopfa electrénica, sugieren que la organizacién conjuntiva del proceso debe
empezar en estructuras distales a los acinis mds que en los bronquiolos (Kawanami y
col., 1982; Fukuda y col., 1987).

Otras lesiones pulmonares infrecuentes, causan grados variables de fibrosis
intersticial pulmonar, son la neumonfa intersticial linfoide (N.IL) y la neumonia
intersticial de células gigantes (N.I.C.G) (Liebow, 1975; Spencer, 1975).

Una de las alteraciones intersticiales del pulmén que ha acaparado mayor
atenci6n en los dltimos afios, ha sido la fibrosis pulmonar idiopdtica (FPI) del hombre
de causa desconocida. En este sentido la neumonia intersticial usual (N.I1U.) en
medicina humana, ha sido definida como una lesion difusa pulmonar la cual finaliza
con fibrosis intersticial, envolviendo a los bronquiolos respiratorios, conductos
alveolares y primariamente a los alveolos (Spencer, 1975); esta se encuadra en el grupo
de enfermedades del hombre de causa desconocida que cursan con fibrosis alveolar
intersticial crénica (neumonias intersticiales crénicas).

Spencer (1975) sefial6 en el curso de algunos procesos patoldgicos tales como
abscesos pulmonares y tuberculosis caseosa que se produce una cicatriz fibrosa. Pero

incluso en estas alteraciones, donde el dafio final es amplio, 1a lesién es menor que la
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originada en la fibrosis alveolar como secuela de neumonias intersticiales. Por otra
parte un menor grado de lesién pulmonar puede originar la destruccién de la pared
alveolar, dando lugar al enfisema. No es infrecuente por tanto, encontrar pequefias
dreas focales de pulmdn enfisematoso, como consecuencia de una fibrosis intersticial
alveolar.

La fibrosis pulmonar idiopatica (FPI) ha sido definida por algunos autores
(Fulmer, 1982; Crystal, 1987; Selman, 1990; Selman y Barrios, 1991) como una lesién
crénica del tracto respiratorio inferior que incluye inflamacién y una alteracién
progresiva de la unidad alveolo-capilar en el proceso fibrético. Este consiste, en un
aumento en la poblacidn fibrobldstica y un acimulo excesivo de coldgeno intersticial,
el cual origina una alteracién del intercambio gaseoso, causando fallo respiratorio
progresivo. La fibrosis puede ser localizada en el interior del intersticio alveolar o
extenderse al espacio alveolar.

Para Katzenstein y col. (1976) el dafio alveolar difuso, es una reaccién
inespecifica del pulmén a multitud de agentes lesionantes, cuyo denominador comin
es la lesién del endotelio y epitelio alveolar, la cual puede producir la salida de fluidos
y células, y en algunos casos progresa hacia fibrosis intersticial extensa.

Dungworth (1982) en medicina veterinarfa determina, que la produccién de
fibrosis es un rasgo critico de la fase proliferativa, porque es considerado generalmente
como irreversible, al menos en su forma madura. La proliferacién de fibroblastos puede

ocurrir tempranamente 72 horas después de dafios severos alveolares. Es m4s evidente
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cuando el alveolo esta lleno con exudados fibrinosos. Se observan ademis pro-
fibroblastos en el interior del alveolo en pulmones de ratas de tres dfas de edad después
de la inyeccién con paraquant, Este mismo autor, comenta que la matriz de coldgeno
puede ser detectada histolégicamente en 5-7 dias después de observar el exudado
alveolar de fibrina, y una fibrosis intersticial. Ambas fibrosis, intraalveolar yle
interalveolar son secuelas de lesiones exudativas severas, Por tanto el rango de fibrosis
es dependiente de la intensidad de la inflamacién.

Estudios realizados en medicina humana han centrado sus investigaciones en los
cambios fibréticos que suceden en otras enfermedades, y as{ sefialan el dafio alveolar
difuso como la alteracién mds frecuente en pacientes con sindrome respiratoria de
distress del adulto (SRDA), donde se producen fenémenos fibréticos en estadios
iniciales de la enfermedad (Katzenstein y Askin, 1982a).

En la fase aguda del sindrome respiratorio del distress agudo (SRDA), se
observa un edema alveolar y formacién de membranas hialinas. Estas tltimas se
desarrollan en los conductos alveolares y en algunos casos se localizan de forma difusa
sobre las paredes alveolares, provocdndose a continuacidn una fibrosis intraalveolar
(Fukuda y col., 1987).

Es principalmente en la década de los 80 cuando la fibrosis pulmonar recibié
mayor atencién. Asi se realizé una clasificacién morfolégica del proceso patolégico
siguiendo dos modelos: fibrosis intersticial e intraalveolar (Katzenstein y Askin, 1982b;

Basset y col,, 1984; Fukuda'y col., 1987; Hara y col., 1989),
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Segun Bassety col. (1986) y Fukuda y col. (1987), el estado proliferativo abarca
procesos crdnicos tales como la neumonitis crénica organizada. Ademas consideran dos
etapas en esta proliferacién: Inicial y de Remodelacidn.

La etapa inicial se caracterizaba por la observacién de una pared alveolar
engrosada, asociada con edema y presencia de células intersticiales. La formacién de
membranas hialinas estd asociada con fibrosis intraalveolar, Este tipo de fibrosis podfa
tener tres modelos de organizacién:

1.- Masas intraluminales, las cuales estan conectadas con la pared alveolar por un
pediculo estrecho y que llena parcialmente el espacio aéreo.

2.- Cambios obliterativos, consistentes en una fibrosis intraluminal difusa que
obstruye completamente el espacio alveolar,

3.- Incorporacién mural, son masas fibréticas sobre la paredes alveolares del
conducto alveolar & estructuras alveolares, normalmente localizadas bajo las
membranas hialinas.

Las masas intraluminales generalmente son aisladas, de tejido conjuntivo Yy
pobres en células. Las células y fibras de tejido conjuntivo tienen una disposicién
concéntrica o paralela. No existe tapizado de células epiteliales sobre la organizacién
intraluminal y la vascularizacién es pobre o ausente.

Esta dltima etapa de remodelacién—muestra una lesién fibrética y obliteracién

de alveolos. Las paredes alveolares se muestran irregulares en grosor y estan cubiertas

por una o varias capas de células epiteliales estratificadas o cibicas, asociadas a una
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dilatacién irregular de los espacios aéreos (Basset y col., 1986; Fukuda y col., 1987).
Realmente a este proceso de fibrosis intraalveolar se le ha prestado menor

atencion que al fenémeno intersticial, y quizas sea Fukuda y col, (1987), quienes mejor

resumen esta lesién como consecuencia de un dafio difuso alveolar:

- Lesion de las células epiteliales, denudacién y formacién de una hendidura de la

membrana basal epitelial.

- Activacién y migracién de miofibroblastos hacia el espacio intraalveolar a través de

la hendidura de la membrana epitelial.

- Ataque de los miofibroblastos migrados al lado luminal de la membrana epitelial.

- Produccion de elementos extracelulares de tejido conectivo dentro del espacio

intraalveolar,

La activacidn, migracién y proliferacién de estas células intersticiales y la
regeneracion de las células epiteliales en el alveolo va a depender de varios factores
quimiotdcticos y de crecimiento liberados por macréfagos activados y otras células
inflamatorias {(Crystal y col., 1984; Fukuda y col., 1985, 1987).

Adamson y col. (1988) desarrollan un modelo experimental de fibrosis pulmonar
utilizando ratones y sometiéndolos a altas concentraciones de ox{geno; estos radicales
libres tienen su primer efecto sobre las células de la barrera aire/sangre, especialmente
del endotelio capilar y el epitelio alveolar tipo I. Asimismo han observado que la
reaccién fibrética desarrollada en el tejido pulmonar procedente de estos animales, libre

de células sanguineas y otros agentes circulantes, sugiere que la pérdida de la

60



REVISION BIBLIOGRAFICA

interaccion epitelio/fibrolastos por necrosis epitelial y retraso en la reparacion, debe ser
suficiente para promover el crecimiento fibrobldstico y un exceso de depésito de
colageno.

La localizacién de la fibrosis juega un papel muy importante en la patogenia de
las enfermedades intersticiales fibréticas del pulmén. De hecho, algunos autores (Basset
y col., 1986; Hara y col., 1989) sefialan que las enfermedades intersticiales estan mas

frecuentemente asociadas con la fibrosis intraalveolar de lo que se pensaba hasta ahora.

Durante las ultimas décadas, se ha observado que la fibrosis pulmonar es una
de las respuestas tisulares del parénquima pulmonar a muchas y variadas causas de
lesion, produciéndose en gran cantidad de procesos, independientemente de la especie
animal, y generalmente avanza hacia estadios finales de la enfermedad (Spencer, 1975;
Hara y col., 1989; Barrios y Selman, 1991).

Es importante destacar, que ya sea fibrosis intersticial o intraalveolar, ambos
compartimentos se van a encontrar afectados, origindndose finalmente una fibrosis
pulmonar total o mds comidnmente denominada "pulmén en panal de abeja"
("honeycomb lung") (Basset y col,, 1986; Fukuda y col., 1987, Barrios y Selman,
1991; Harrison y Laurent, 1991),

La patogenia de la fibrosis intersticial pulmonar incluye una serie compleja de
pasos, pobremente comprendidos, en los cuales, las distintas células pulmonares,

inmunes e inflamatorias, interaccionan célula-célula mediante sefiales, factores de
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estimulacién e inhibicién y probablemente mediadas por una susceptibilidad genética
(Schraufnagel y col., 1987, Selman, 1989; Pardo y Selman, 1991).

Por ello debemos tener en cuenta la existencia de diferentes mecanismos, 10s
cuales potencialmente pueden dirigir la excesiva deposicion de coldgeno y otras
proteinas de matriz en el intersticio pulmonar. Las teorias normales estan basadas sobre
la hipétesis de que hay una alveolitis la cual inicia y debe perpetuar el desarrollo de
la fibrosis pulmonar por estimulacién de la proliferacién fibrobléstica dentro del
intersticio (Spencer, 1975; Liebow, 1975; Beurgelt y col., 1986; Barrios y Selman,
1991; Dixon y col., 1992; Dungworth, 1992).

Para facilitar la revision sobre el estudio de la fibrosis pulmonar, vamos a
dividir este apartado en dos puntos:

IIL.1.- Proliferacién fibroblastica.

[IL.2.- Metabolismo del coldgeno fibrobldstico del pulmén: Depésito de coldgeno.
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IL1.- PROLIFERACION FIBROBLASTICA

Elsdale y Bard (1974) exponen que la superficie del epitelio pulmonar es
invariablemente no adhesiva para los fibroblastos u otras células epiteliales, indicando
que los fibroblastos no deben proliferar sobre el epitelio.

Las lesiones graves en la superficie del epitelio del pulmén deben ser similares
a la reparacién de una herida en la piel donde lesiones extensas o con reparacién
retardada estan asociadas con una cicatriz. Es posible que como resultado de lesiones
severas se produzca la alteracién prolongada de la relacién intercelular normal, sobre
todo entre las células epiteliales y los fibroblastos, El control de la proliferacién de
células mesenquimatosas ha sido también estudiado mediante experimentacién "in
vitro", obteniendo un sobrecrecimiento del tejido conjuntivo si no se le afiaden celulas
epiteliales, Por ello, las células epiteliales estan envueltas en el control del crecimiento
fibrobléstico, y asf 1a pérdida de relacién por lesiones severas, como la producida por
hiperoxia prolongada, produce un aumento del depésito de coldgeno y una proliferacién
fibrobldstica (Spencer, 1975).

Es posible que "in vivo", cuando el sustrato normal de coldgeno se pierde o
digiere, la base de matriz extracelular que inhibe el crecimiento fibroblistico se pierda

tambi€n, y resulte una proliferacién fibrobldstica (Raghu y col., 1985),
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Este mecanismo se considera de gran importancia en la patogenia de la fibrosis
pulmonar ya que el niimero de fibroblastos estd aumentado en la enfermedad pulmonar
fibrética (Adler y col., 1986; Basset y Soler, 1987).

Algunos autores (Postlethwaite y col., 1984; Adler y col., 1986; Basset y Soler,
1987, Wahl y col., 1987; Selman y Barrios, 1991) han demostrado que las células
inflamatorias localizadas en el tracto respiratorio pueden producir mediadores para la
proliferacién fibrobldstica y consideran de gran importancia, por su intima proximidad
* a las células productoras de coldgeno, a los macréfagos y linfocitos intersticiales.

La maxima atencién se ha centrado en los macréfagos alveolares obtenidos por
lavados broncoalveolares, ya que su estudio "in vitro" es m4s accesible, observdndose
un considerable aumento en el nimero de macréfagos alveolares activados que estan
presentes en muchas enfermedades intesticiales pulmonares. Tanto macréfagos como
linfocitos estan presentes en el intersticio de individuos con fibrosis pulmonar. Estas
células liberan varios mediadores potentes los cuales pueden estimular la proliferacién
fibrobldstica y son quimioticticos para las células mesenquimatosas (Spencer, 1975;
Martinet y col., 1987).

Sin embargo, hay hipétesis alternativas las cuales han sido propuestas para
explicar las observaciones de un aumento en el nimero de fibroblastos y asi:

Jordana y col. (1988a) y Adamson y col. (1988) recientemente demostraron que
cultivos in vitro de fibroblastos derivados de tejidos pulmonares fibréticos proliferan

mds rdpidamente que los controles. Ellos observan una marcada heterogenicidad en las
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caracteristicas proliferativas con ciertos clones derivados de lineas celulares que
exhiben un fenotipo de répida replicacién. Estos autores proponen que las condiciones
de lesion y reparacién prevalecen en el medio del tracto respiratorio inferior, el cual
seleccionarfa estos clones de rdpida divisién y permitirfa su predominio,

Otros autores (Raghu y col., 1988; Selman y Barrios, 1991), también
encontraron variabilidad en el rango de proliferacién fibrobldstica en diferentes 4reas
de los pulmones.

Varios estudios realizados en medicina humana sugieren que los mastocitos
juegan un papel importante en la modulacién del proceso fibrético. En la fibrosis
pulmonar ha sido observado un incremento en el nimero de estas células (Kawanami
y col,, 1979). Los niveles de histamina estan elevados en el fluido del lavado
broncoalveolar de pacientes con fibrosis pulmonar idiopdtica, y los macréfagos
alveolares poseen un receptor H, y pueden liberar un factor desencadenante de
histamina en los mastocitos pulmonares humanos (Schulman y col.,, 1989). La
histamina puede también, bajo determinadas condiciones, estimular la proliferacién
fibroblastica (Jordana y col., 1988b).

Adamson y col. (1988) realizan una importante aportacién, estableciendo la
relacién entre las lesiones del epitelio alveolar y su reparacién como induccién de
fibrosis pulmonar en animales de experimentacién (ratones Swiss-Webster). Esto
sugiere que el crecimiento preferencial de los fibroblastos es un resultado directo de

la necrosis celular, en concreto del epitelio.
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En el pulmén normal, la produccién celular es baja, y hay escasa proliferacién
de fibroblastos intersticiales, a diferencia de lo que ocurre en otros tejidos e incluso en
distintos lugares anatémicos, donde se observa una heterogenicidad fibrobldstica
(Adamson, 1985; Adamson y col., 1988). Este hecho ha sido corroborado por Phipps
y col. (1990), los cuales afirman que el pulmén normal humanao exhibe una
morfologfa heterogenea tnica. Sin embargo contrasta con los hallazgos de Raghu y
Kavanagh (1991), quienes describieron numerosas poblaciones fibrobldsticas en el
pulmén, que demostrarfan la marcada heterogenicidad de este tipo celular en este
organo.

Hay por tanto hallazgos que demuestran que la deposicién del coldgeno
pulmonar resulta de la proliferacion fibrobldstica, en respuesta a la presencia de células
mediadoras y aunque la relacién entre el aumento en el nimero de fibroblastos y el
aumento de sintesis del coldgeno pulmonar ha sido demostrado, las sefiales reguladoras
de la biosintesis del coldgeno que también son importantes, han sido poco investigadas

(Selman y Barrios, 1991).
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I1. 2.- METABOLISMO DFI. COLAGENQ EN EL PULMON;
DEPOQSITO DF. COLAGENQ

El término de fibrosis se refiere a un aumento en los elementos del tejido
conjuntivo con respecto al nimero de células especializadas, El tejido fibroso es
definido como un aumento en la cantidad de coldgeno (absoluto y/o relativo) en
relacion a muchas otras moléculas que estan normalmente presentes en el mismo tejido
(Montfort y Pérez-Tamayo, 1978).

El rasgo comiin de fibrosis debe ser un desequilibrio en la homeostasis normal
del coldgeno; Ia sintesis excede a la degradacién, resultando un acimulo excesivo de
esta proteina (Laurent, 1986),

Huybrechts y col. (1979) y Hauser y Vaes (1979) han demostrado la
cooperacién de linfocitos, macréfagos y fibroblastos en la degradacién inflamatoria de
los componentes de la matriz extracelular,

Hay algunas investigaciones relativas a fibrosis experimental que demuestran,
la importancia del modelo catabélico del coldgeno en el desarrollo de la fibrosis y asf:
Laurent y McAnulty (1983) en el conejo inducen fibrosis mediante tratamiento con
bleomicina; Phan y col. (1981) en rata con el mismo producto y Takahashi y Koda

(1984) en higados de ratén con esquistosomiasis; todos ellos coinciden con una
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marcada disminucién en la actividad colagenolitica como causa de fibrosis pulmonar
y hepitica.

Christner y col. (1985), realizaron un estudio de actividad enzimética en el
hombre mediante lavados broncoalveolares con "sindrome respiratorio del distress
agudo” (SRDA), sefialando una actividad enzimdtica positiva frente al coldgeno I y II1.
Por tanto, el aumento de la actividad colagenasa tipo I debe reflejar el fenémeno
inflamatorio, principalmente la alveolitis neutrofilica, la cual parece ser necesaria para
que el pulmén vuelva a su estructura y fisiologfa normal,

El estudio de las interacciones entre las células inmunes y fibroblastos ha
demostrado la existencia de varios mecanismos que participan en la modulacién de
sintesis de coldgeno en procesos de reparacion y en fibrogénesis; todo esto incluye al
menos 3 posibilidades de identificacién:

1.- Secreccidn de componentes quimiotdcticos para fibroblastos. Sus efectos deben
alterar el ndmero local de células atraidas para la sintesis de coldgeno (Postlethwaite
y col., 1980).

2.- Secreccion de factores mitdticos que inducen la proliferacién de fibroblastos. Esta
accién debe ser equivalente a quimioatraccién, aumentando el nimero total de
fibroblastos por drea (Postlethwaite y col., 1984),

3.- Secreccién de inductores a la sintesis de coligeno que ejercen su accién por
estimulacién directa de fibroblastos existentes. Esta respuesta produce al aumento de

sintesis de coldgeno y secreccién sin duplicacion (Seyer, 1985).
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El papel de las células T y macréfagos en la modulacién de la actividad
fibrobldstica y el depésito de coldgeno, ha sido analizado en ciertas condiciones
fibréticas asociadas con las reacciones de inmunidad mediada por c€lulas. Una de estas
condiciones fibréticas incluye granulomas (Goodwin y col., 1972), enfermedades
inducidas por pardsitos (Jafee y Claman, 1983), esclerosis sistémica progresiva
(Cathcart y Krakauer, 1981) y fibrosis pulmonar idiopatica (Bitterman y col., 1983,
Rochemonteix-Galve y col., 1990). En estas alteraciones ha sido descrito un aumento
del niimero de mastocitos.

Schmidt y col. (1984) demostraron que los factores contenidos en el
"sobrenadante” ("supernatant") de sflice del medio de cultivo, estimulaban los
macré6fagos, hecho que previamente habia sido descrito por Heppleston y Styles (1967)
siendo identificado este producto secretor macrofégico como interleukina-1 (IL-1).

Algunos autores (Sugarman y col., 1985) observaron que los macréfagos
estimulados secretaban 3 potentes efectores sobre la funcién fibrobléstica: fibronectina,
PDGF y factor de crecimiento derivado de macrofagos alveolares.

Ast algunos estudios "in vitro" han comprobado que los macréfagos pueden
modular fuertemente las funciones de los fibroblastos; Diegelmann y col. (1986)
' utilizando el sobrenadante ("supernatants") de macréfagos activados en cultivos
celulares, mostraron cambios en la conducta de los fibroblastos a través de factores
quimioticticos.

El catabolismo tisular del coldgeno incluye la degradacién de las fibras de
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coldgeno, proteoglicanos y otros agregados macromoleculares. Su disolucién es debida
a la secreccién por células vecinas (macréfagos y fibroblastos) de metaloproteinasas
de matriz (MMP), un grupo de enzimas capaces de hidrolizarlos. La degradacién de
la matriz extracelular es funcién de un grupo de metaloenzimas, colagenasas de
mamiferos, que exhiben una especificidad sobre el tipo de coldgeno, dependiente del
PH neutro y con requerimiento de calcio para su actividad. La degradacién de
proteoglicanos sucede bajo la accién de otra MMP, estromelisina, y con la
participacién de distintas proteasas no especificas. Su actividad es modulada por
factores que producen los linfocitos estimulados (Huybrechts y col., 1979; Hauser y
Vaes, 1979; Werb y col., 1980; Reynolds, 1985; Chin y col., 1985).

La participacion de linfocitos T en la patogenia de la fibrosis ha sido recogida
por Callis y Lucas (1986) usando ratones deficientes en este tipo celular (Swiss nude).
Ellos muestran que los cambios inflamatorios que se producen después de la inhalacién
de silice, estan disminuidos en animales inmunodeficientes, observdndose al mismo
tiempo una caida o supresién en la deposicién de coldgeno pulmonar,

Son escasos los estudios relativos al metabolismo del coldgeno en pulmones
normales y fibréticos humanos, principalmente aquellos relacionados con la
degradacidn del coldgeno. Selman y col., (1986) analizan el metabolismo del coldgeno
en tejido pulmonar de 11 pacientes con fibrosis pulmonar idiopética, compardndolos
con individuos control. El resultado fue un aumento significativo del contenido de

coldgeno en los individuos con fibrosis pulmonar.
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Otra posibilidad que producirfa un incremento de coldgeno serfa un aumento de
la transcripcién de los genes de coldgeno y un aumento de la traslacién 6 reduccién
de la degradacién del RNA mensajero del procoldgeno (Sporn y col., 1987).

Normalmente es considerado al fibroblasto como la cldsica célula fibrogénica,
sin embargo existen otras células de origen no mesodermal que pueden jugar un papel
importante en la sintesis de coldgeno bajo circunstancias normales o no. Asi, Grouch
y col. (1987), utilizando cultivos primarios de células epiteliales tipo II de pulmén de
rata, demostraron la produccién de proteinas de coldgeno por estas células. El coldgeno
identificado es relacionado genéticamente con el tipo IV, Hay evidencias histoldgicas
de la presencia de nenmocitos tipo Il en 4reas con diferentes grados de fibrosis en
alteraciones pulmonares intersticiales, elevando la posibilidad del papel que ellos deben
Jugar en la produccién de coldgeno (Selman, 1989).

Por otro lado, un grupo amplio de estudios ha mostrado que una caida en la
degradacidn de coldgeno estd intimamente relacionado con el desarrollo de la fibrosis
y con una disminuci6n selectiva de la actividad colagenasa, especialmente en las fases
tardfas de su evolucion. Asi el andlisis molecular de la fibrosis incluye cirrosis hepdtica
del hombre (Pérez-Tamayo, 1982), fibrosis pulmonar idiopdtica del hombre (Selman
y col., 1986}, neumonitis hipersensible del hombre (Selman y col., 1988) y modelos
animales de fibrosis pulmonar (Selman y col., 1985), renal (Gonzilez-Avila y col.,
1988) y hepatica (Pérez-Tamayo y col., 1987).

La patogenfa de la fibrosis intersticial pulmonar incluye una serie compleja de
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procesos pobremente comprendidos en los cuales las células inmunes e inflamatorias,
interaccionan célula-célula con factores de estimulacién e inhibicién y probablemente
ello se una a ciertas susceptibilidades relacionadas genéticamente, con participacidén en
grados variables de cada factor mencionado (S chraufnagel y col., 1987; Selman, 1989).

Ramos y col. (1988) y Selman y col. (1989) comprobaron que la sintesis de
coldgeno no muestra diferencias significativas en el pulmén del hombre, entre dos
grupos de individuos estudiados: sanos y con fibrosis pulmonar. Estos hallazgos fueron
inesperados, ya que en muchos modelos animales de fibrosis pulmonar, casi siempre
se observa un aumento en la sintesis de coldgeno.

Un actimulo excesivo de matriz extracelular en el pulmdén, es el resultado de un
complejo proceso de influencias sobre el gen regulador, parte del cual debe ser debido
a la presencia de citoquinas inflamatorias, que directamente estimulan la sintesis de
dicha matriz (Davidson, 1990).

Montafio y col. (1989) y Pardo y Selman (1991) observaron que los pacientes
con estados avanzados de enfermedad pulmonar, que tenian un claro dominio de la
fibrosis sobre la inflamacién, presentaban un notable descenso en la degradacidn del
coldgeno; este hecho, junto con una sintesis normal, sugiere la persistencia y progresion
de la fibrosis, la cual podria estar intimamente relacionada con una disminucién en la
actividad colagenolitica. Aunque la causa molecular del defecto es desconocido, varias
hipétesis sugieren que una alta cantidad de inhibidores de la colagenasa estan envueltos

en el desarrollo del proceso.
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Numerosos han sido los estudios realizados en el hombre (Selman y col.,, 1986,
Pardo y Selman, 1991) y modelos animales (Ramos y col,, 1988; Selman y col., 1989),
para determinar posibles cambios en el metabolismo del coldgeno sobre todo o que
se refiere a la actividad colagenolitica.

Los resultados de Pardo y Selman (1991) sugieren que una baja actividad
colagenolitica estd asociada con la presencia de fibrogénesis y que en algunos animales
de experimentacién, a los cuales se les sometia a paraquat y altas concentraciones de
oxigeno para la induccién de la fibrosis pulmonar, deben exhibir esta alteracién en
estadios tempranos de la evolucién de esta enfermedad, fijado en tres semanas.

Segtin dichos autores, durante el proceso evolutivo de la fibrosis pulmonar se
produce una pérdida de la homeostasis del coldgeno. Una secuencia hipotética de los
cambios patolégicos que se producen durante la fibrosis pulmonar incluirfa; después
de la lesién inicial hay una inflamacién, seguida por un aumento en la secreccién de
factores de crecimiento y consecuentemente la proliferacién fibrobldstica.
Inmediatamente, aparece una fibrosis progresiva. Durante la inflamacién deberia estar
aumentada potencialmente la actividad colagenolitica, pero la fibrosis ocurre cuando
la degradacién del colidgeno empieza a disminuir. Despues de la proliferacion
fibrobldstica deberia haber dos picos transitorios de aumento en la sintesis de coldgeno:
el primero podrfa corresponder a coldgeno tipo I1I y en el segundo al coldgeno tipo I
(v quiza V), el cual es el principal tipo genético en la forma avanzada de Ia fibrosis

pulmonar en el hombre. Aunque la sintesis del col4geno deberfa volver después dé un
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tiempo a valores normales, la relacién con la degradacién de coldgeno es siempre
anormal, el rango entre la sintesis y degradacién es més alto que el normal, sin
considerar sus valores individuales. De hecho es obvio que no podamos deshechar el
aumento de sintesis de coldgeno en la patogenia de la fibrosis pulmonar,

También es importante sefialar las altas concentraciones de sustancias
inhibidoras de las colagenasas en individuos con fibrosis pulmonar idiopatica (Pardo
y Selman, 1991),

La modulacién fisiolégica de la degradacién de la matriz extracelular del
pulmén es desconocida; sin embargo, ha sido obtenida una gran cantidad de
informacién utilizando células 6 tejidos derivados de reacciones de varias
inflamaciones. Esto permite la investigacién de las interacciones célula-célula las cuales
se dirigen hacia la secreccién de proteasas que degradan la matriz extracelular (Vadillo-
Ortega y Gonzdlez-Avila, 1991),

Durante intercambios extensos de tejido conjuntivo, como sucede en la fase de
reparacion de una inflamaci6n, hay una compleja red de sefiales de comunicacién que
coordinan la reparacién de zonas de matriz extracelular previamente a la destruccién
por la respuesta inflamatoria. Estas sefiales ligan las células efectoras inmunes y las
poblaciones celulares locales; las formas incluyen linfocitos T y macréfagos, y mds
tarde comprenden fibroblastos (Selman y Barrios, 1991).

De esta forma, la produccién de coldgeno por los fibroblastos en la inflamacién

es modulada por la activacién de las células inmunes y es muy posible que una
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regulacién anémala de esta interpretacidn, debe disparar el depésito fibrético de
coldgeno (Vadillo-Ortega y Gonzilez-Avila, 1991).

Por tanto, la excesiva deposicién de coldgeno en la fibrosis puede ser debida a
un aumento de la sintesis de coldgeno, disminucién de la degradacién de coldgeno, o
ambos procesos operan simultineamente o en periodos distintos (Pardo y Selman,
1991).

En la actualidad algunos autores (Pardo y Selman, 1991) sefialan que el iltimo
mecanismo que dirige el desarrollo de la fibrosis pulmonar depende del conocimiento
sobre el metabolismo del coldgeno y las otras moléculas de la matriz extracelular,
controladas bajo condiciones fisolégicas. La pérdida de su regulacién durante estados
inflamatorios y fibroproliferativos sucede a lo largo de diferentes enfermedades
fibréticas (fibrosis idiopdtica pulmonar, neumonitis hipersensible, entre otras). Por tanto

es importante conocer el rango de produccién del coldgeno en condiciones normales

y patoldgicas.
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IV.- BROTEINAS DE MATRIZ EXTRACELULAR

La importancia de la matriz extracelular para la forma y diferenciacién celular,
embriogénesis y enfermedad ha sido ampliamente reconococida por gran nimero de
autores (Gross, 1974; Stenman y Vaheri, 1978; Chen y col., 1978; Hedman y col,,
1982). Los componentes envueltos en el sistema de matriz intercelular son coldgenos,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos, complejo proteina/polisacaridos, proteinas
microfibrilares y otras glicoproteinas no coldgenos. Estos componentes han sido
extensamente investigados, particularmente, el coldgeno ¢l cual constituye mds de un
tercio del total de la proteina corporal (Ramachandran y Reddi, 1976).

"In vitro" las células del tejido conjuntivo pulmonar sintetizan procoldgeno tipo
[y III, que son .los mayores tipos de coldgeno en el pulmén, asi como
glicosaminoglicanos, fibronectina y elastina (Yamada y Weston, 1974; Hance y col.,
1976, Castor y col., 1979).

Los cultivos de células normales adherentes sintetizan y depositan una matriz
de tejido conjuntivo, la cual debe mostrar diferencias estructurales dependiendo del
fenotipo celular y las condiciones de cultivo (Conrad y col. 1977, Dessau y col., 1978,
Alitalo y col., 1980, Hedma;l y col,, 1982).
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La transformacién fibrobrdstica maligna generalmente origina un fallo en el
depésito de matriz pericelular cuando es un crecimiento "in vitro" (Wartiovoaara y col,,
1974; Yamada y Olden, 1978).

La matriz pericelular de cultivos fibrobrasticos humanos esta compuesta por
fibronectina, procoldgenos I y III como polipeptidos y dcido hialurénico, heparan,
sulfato y condroitin sulfato como glicosaminoglicanos (Hedman y col., 1982).

Durante el desarrollo embrionario, la interaccion de las células con la matriz
extracelular es importante en la regulacién de la conducta celular, Asf, moléculas
extracelulares, como Ia fibronectina, promueven la adhesién, expansién y formacién
de lugares de adhesién especializados en una variedad de células (Duband y col,,
1986).

Campbell y col. (1987) ponen de manifiesto la importancia de la matriz
extracelular al resaltar el efecto destructivo de la misma por parte de las células durante
el proceso inflamatorio, destacando la afeccién de estas estructuras pulmonares durante
procesos crénicos no neoplasicos.

El pulmén posee una gran variedad de componentes de la matriz extracelular
que comprenden el esqueleto y los elementos adhesivos de la porcién conductora
(bronquios de segundo y tercer orden, y bronquiolos), alvéolos y el drbol circulatorio
(traquea y bronquios de primer orden). Los componentes de matriz extracelular estdn
envueltos en todos los estados de la biologfa pulmonar: desarrollo, funcién normal y

estados de enfermedad aguda y crénica. Por ello, células y tejidos del pulmoén
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interaccionan con la matriz aunque un gran ndimero de receptores de superficie,
especialmente integrinas (moléculas de adhesién), juegan un papel importante en la
lesién y reparacién del pulmén (Davidson, 1990).

Antes de pasar a revisar el papel relevante de estas proteinas de matriz en el
proceso de fibrosis pulmonar, es interesante considerar algunos de los aspectos basicos
de las mismas, siguendo el esquema expuesto en los materiales y métodos sobre las

proteinas de matriz extracelular,
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IV.1.- PROTEINAS FIBRITARFES DE MATRIZ EXTRACELULAR:
COLAGENOS,

IV.1.1.- COLAGENOS MAYORES.

Al realizar una profunda revisién bibliografica en este tema, comprobamos que
uno de los mejores articulos al respecto pertenece a Davidson (1990), el cual nos
comenta que los coldgenos mayores son las proteinas mayoritarias en el pulmén del
hombre en condiciones normales, Ellos comprenden el 15 al 20% del peso seco, y
juegan un papel vital en la estructura y funcién del pulmén.

Forman las mallas tridimensionales las cuales estdin embebidas de células
intersticiales y protefnas de matriz extracelular tales como elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanos, hialurénico y laminina. El coldgeno forma una familia de
moléculas consistente, en al menos 13 tipos distintos, cada uno iinico en sus
caractersticas fisicas y quimicas, y con una distribucién especial. Los coldgenos
intersticiales, tipo I, II y III, comprenden el 95% el total. Los tipo I y II son
encontrados en el intersticio del pulmén, en las paredes de 1a porcién conductora, vasos
sanguineos y septo alveolar. El coldgeno tipo I, es una molécula semirigida con forma
de varilla, la cual da fuerza estructural a estos tejidos, mientras que el tipo III es més

flexible; su proporcién contribuye a las caracteristicas fisicas del pulmén y vias aéreas.
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El tipo II es el mayor componente de los cartilagos en la porcién conductora.

El papel de estas méleculas es desconocido, pero deben jugar una baza
importante en la modulacién de las caracteristicas estructurales de la matriz extracelular
en el tejido pulmonar, Estudios realizados utilizando técnicas inmunocitoquimicas han
demostrado més precisamente la distribucién de coldgenos en el intersticio pulmonar.
El coldgeno tipo III sigue un modelo semejante a una cinta dentro del intersticio y
agregados alrededor del punto de entrada hacia el alveolo. También aparece como
modelo lineal en asociacién con capilares. El tipo I estd codistribuido con el tipo III
y forma un modelo mds irregular el cual, probablemente, se corresponda con los

agregados de coldgeno observados en microscopia electrénica (Davidson, 1990).

IV.1.2.- COLAGENOS MENQRES

En las dltimas decadas, ha aumentado el nimero de protefnas de coldgeno
identificadas, algunas de las cuales se agrupan dentro del término colectivo de
coldgenos menores, por su escasa abundancia. Muchas de estas, se podrian identificar
dentro de la categoria de coldgenos no fibrilares, debido al hecho de que las regiones
helicoidales de las cadenas constituyentes son interrumpidas, en una o mas posiciones,
por dominios globulares que otorgan flexibilidad y quizds también sirvan para otros
papeles funcionales (Mayne y Burgeson, 1987; Burgeson, 1988),

El mejor conocido hoy dia es el coldgeno tipo IV, que parece ser constituyente
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exclusivo de las membranas basales, localizdndose sobre todo bajo el epitelio, asi como
en la matriz pericelular de células mesenquimatosas tal como las fibras musculares
lisas (Davidson, 1990).

Las moléculas de coldgeno tipo IV estd compuesta de tres diferentes cadenas
alfa en varias proporciones. No tiene organizacion fibrilar paralela; es semejante a una
malla entre cuyas redes existen otras glicoproteinas. Este modelo de ensamblaje esta
basado, en parte, sobre la disposicién molecular de las moleculas tipo IV: dos
segmentos de triple helice con distinta longitud conectados por una regién bisagra y
un dominio globular en el carbono terminal (Davidson, 1990).

La relacion normal entre ¢l epitelio alveolar, endotelio y la matriz extracelular
es obvia en el alveolo pulmonar. Las células epiteliales y endoteliales producen
colageno tipo IV y otros componentes de la membrana basal. En la zona més delgada
del septo alveolar las respectivas membranas basales se unen de tal forma que la
distancia entre ¢l aire y la sangre puede ser menor de 0,2 um. En la zona gruesa del
septo alveolar las membranas basales del epitelio y endotelio estin separadas por un
intersticio consistente en coldgeno y otras protefnas de matriz, junto con célulaé
residentes, primariamente fibroblastos y ocasionalmente macréfagos (Davidson, 1990).

Asimismo, los coldgenos menores tipo IV y V estdn codistribuidos con laminina
a lo largo de la membrana basal del alveolo capilar, El tipo V también est4 presente

en el intersticio (Harrison y Laurent, 1991).

81



REVISION BIBLIOGRAFICA

1V.1.3.- COLAGE - SIS R.

El contenido de coldgeno en el tejido normal est4 finamente regulado y es el
resultado de una compleja serie de interacciones entre las células locales. En términos
bioquimicos, el coldgeno tisular depende de un balance entre la sintesis y degradacién.
La fibrosis estd caracterizada por una ruptura de este mecanismo que dirige la
acumulacién de coldgeno en el intersticio. Ademds de la falta de conocimiento sobre
- la patogenia de la fibrosis, el fenémeno ha sido ligado con la alteracién en el proceso
normal de reparacién que sigue o acompaiia a la respuesta inflamatoria (Montfort y
Pérez-Tamayo, 1978; Pérez-Tamayo, 1978).

Minor (1980) realiza una profunda revisién sobre el papel del coligeno en
procesos fibroticos de reparacién del tejido conjuntivo. Asi confirma que el tipo de
coldgeno sintetizado cambia con la diferenciacién y la edad, asi como también en los
distintos estados de la respuesta a la reparacién de células muertas e inflamacién.
Algunos estudios sugieren que estos cambios en la actividad sintética deben obedecer
a modificaciones en células mesenquimatosas productoras de estos coldgenos
(fibroblastos y miofibroblastos).

En éreas de fibrosis iniciales el intersticio engrosado contiene mds coldgeno tipo
II que el pulmén normal, mientras que en 4reas de fibrosis establecidas predomina el
coldgeno tipo I (Bateman y col., 1981; Raghu y col., 1985).

Mc Donald y col. (1986) en hombre utilizando anticuerpos monoclonales,
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mostraron el aumento del niimero de fibroblastos interstictales tefiidos para procoldgeno
tipo I en areas de fibrosis pulmonar activas.

Shahzeidi y col. (1991) realizan un examen de biopsias pulmonares de pacientes
con fibrosis pulmonar idiopética y controles, mediante técnicas de hibridacién "in situ",
para determinar la expresioén del coldgeno tipo IIL. Estos concluyen resaltando que el
coldgeno tipo III aparece en pulmones normales y fibréticos, observando un marcado
anmento en estos ultimos, confirmando la hipéStesis de que la activacién de fibroblastos
se dirige al incremento de la produccién de coldgeno, como parte importante de la
patogenia de la fibrosis pulmonar,

Wick y col. (1992) observan mediante andlisis inmunohistoquimico de la matriz
extracelular que en algunos desordenes del coldgeno, como la hipersensibilidad a
Microspora faeni (“pulmén del granjero"), aparece un aumento intersticial en el
procoldgeno y coldgeno tipo I, e incluso méds marcado el incremento en el procoldgeno
tipo Il y fibronectina, Este hecho es caracteristico de una fibrosis crénica y activa

pulmonar en base a una enfermedad inmune,
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IV.2.- MAMW&AM

Estas moléculas, todas de naturaleza glicoproteica, estdn envueltas en la
interaccion células-matriz; de hecho actuan como ligandos para los receptores de las
superficie celular, asi como también poseen lugares de unién para varios componentes
de la matriz extracelular, Por ello, parecen ser cruciales en los procesos de anclaje y

separacién, migracion celular, morfogénesis y organizacién de la matriz.

IV.2.1.- LAMININA

Se considera como un factor de ataque para las células epiteliales y endoteliales.
Es una glicoproteina trimérica de gran tamafio, consistente en tres cadenas distintas
geneticamente: A, Bl y B2, La cadena A de laminina tiene cerca de 400 kDa de
tamafio, mientras que las dos cadenas B son algo mas pequenas, alrededor de 280 kDa.,
Las moleculas de laminina consisten en una combinacién de estas tres cadenas, las
cuales se ensamblan formando una estructura en cruz, con puntos de unién para la
superficie celular, para el colageno tipo IV y el proteoglicano heparan sulfato. La
laminina es un componente de todas las membranas basales (Grant y Leblond, 1988)

y presumiblemente actue como puente entre las membranas plasmdtica de las células
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epiteliales y la matriz pericelular (l4mina basal).

En la membrana basal de la traquea y bronquios, existe una ldmina fibroreticular
como componente adicional de la membrana basal (Sakai y col., 1986).

Algunos autores como Sarkr y col. (1987) han determinado que la membrana
basal del tracto respiratorio del hombre, contiene laminina y coldgeno tipo 1V,

Asi se ha observado que la membrana basal de los alveolos pulmonares
contienen capas extras, las cuales aparecen como una estructura tridimensional
compuesta de una lamina densa entre dos l4minas licidas (externa e interna) (Tisdale
y col., 1988).

Bosman y col. (1991) han observado con microscopia electrénica la presencia
de un depdsito irregular y descontinuo de material de membrana basal en la superficie
de los miofibroblastos,

Yousem y col. (1992) corroboran los trabajos de Hara y col. (1989) en fibrosis
pulmonar del hombre, al describir la fragmentacién de la membrana basal y la
deposicién de coldgeno tipo I'V y laminina por células mesenquimatosas de vasos y
porcién conductora pulmonar como consecuencia de la fibrosis producida durante el

proceso de rechazo de aloinjertos pulmonares humanos.

IV.2.2.- FIBRONECTINA

Es una proteina grande, externa, y con diferentes denominaciones, asi como
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proteina sensible a la transformacién (LETS), fibronectina (Chen y col., 1978), proteina
de superficie celular (Yamada y Weston, 1974), galactoproteina A (Gahmberg y
Hakamori, 1973) o proteina Z (Wickus y col., 1974).

Pertenece a las glicoproteinas mayores de superficie celular presente en la
estructura de la matriz de fibroblastos (Wartiovaara y col,, 1974), miofibroblastos,
algunas células epiteliales (Chen y col., 1977), fibras musculares lisas (Chen, 1977) y
células endoteliales (Jaffe y Mosher, 1978).

Esiste una pérdida de esta proteina relacionada con la transformacién oncogénica
de las células, asf como un aumento de la tumorigenicidad en una serie de lineas
celulares transformadas de rata por un adenovirus (Chen y col., 1978).

Estudios con inmunofluorescencia frente a fibronectina y colageno tipo I, en
cultivos celulares (células mesenquimatosas), ponen de manifiesto en fases tempranas
la liberacidn por parte de las células de fibronectina de forma fibrilar, y no coldgeno,
sobre la membranas celulares estableciendo el contacto célula-célula. Sin embargo, la
expresion de coldgeno tiene modelos distintos, comienza en forma de mancha (difuso),
y luego adopta el modelo fibrilar, Estas investigaciones determinan, que la fibronectina
sirve como columna inicial para la fibrinogénesis de otros sistemas de matriz, tales
como el coldgeno (Chen y col., 1978),

La proteina de adhesién mejor estudiada, es un dfmero (440,000 Pm) de una
glicoproteina grande con lugares de unién para muchos componentes incluido coldgeno,

fibrinogeno, heparan sulfato (heparina), paredes estreptococicas y sus receptores de
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superficie celular (Hynes y Yamada, 1982; Editorial, 1989).

La molécula proteica esta dividida en un niimero funcional y estructural de
dominios. Un solo gen de fibronectina codifica muiltiples formas de protefnas a través
de un mecanismo alternativo de unién (Hynes, 1985). El mismo mecanismo es
responsable de diferencias entre las formas celular y plasmdtica de la glicoproteina, la
cual ha sido originalmente identificada como molécula circulante, denomindandose como
“globulina insoluble fria" (Saba, 1989).

La fibronectina es critica en ¢l ataque medido por células del coldgeno fibrilar;
sin embargo, también parece estar envuelta en la opsonizacién para la desnaturalizacidn
del coldgeno. La fibronectina puede tambien unirse al dominio del coldgeno de
complemento, Clq (Rennard y col., 1983).

La primera secuencia de anlisis y el estudio del mapeo del péptido se dirige
a la definicién de la zona de unién celular ("celular binding") de la molécula de
fibronectina, la cual es sorprendentemente pequefia, consistente en una secuencia de
arg-gly-asp-ser (RGDS) (Ruoslahti y Pierschbacher, 1987).

Los receptores para fibronectina son miembros de una familia creciente de
moléculas de adhesién denominadas integrinas (Hynes, 1987; Ruoslahti, 1988). Estas
se definen como complejos lugares de unién transmembrana, los cuales interaccionan
con el citoesqueleto sobre su cara citoplasmética. Esta disposicién estructural
probablemente forma la base para el acoplamiento del citoesqueleto con la matriz

extracelular. Ademds se ha podido comprobar que varios factores de ataque pueden
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utilizar el mismo tipo de receptor de superficie celular (Burridge y Fath, 1989),

La fibronectina y los procoldgenos estdn intimamente codistribuidos en una red
fibrilar (Bornstein y Ash, 1977; Vaheri y col,, 1978) pero la relacién de los
glicosaminoglicanos a la red de fibronectina-procol4geno no ha sido definida.

La adiccién de fibronectina con puentes de unién fotoactivos, a cultivos de
fibroblastos de hamster, produjeron un entrecruzamiento de la glicoproteina a
proteoglicanos sulfatados (Perkins y col., 1979).

La fibronectina interacciona con macromoléculas polianionicas tales como
heparina, heparan sulfato (Stathakis y Mosessan, 1977; Ruoslahti y Enguall, 1980),
dcido hialurénico (Yamada y col., 1980) o ADN (Zardi y col., 1979).

Las uniones de glicosaminoglicanos sulfatados a la fibronectina deberfan por
tanto ser parcialmente responsables del anclaje de los proteoglicanos a la matriz
fibrilar. Tal mecanismo es soportado por la similitud de la composicién de
glicosaminoglicanos en matriz aislada y en fibronectina inmunoprecipitada. Deberia
considerarse que la fibronectina de la matriz fibrilar est4 unida al colageno, y que la
unién de la fibronectina al coldgeno induce un cambio conformacional en la molecula
de fibronectina; una forma que tendria més afinidad por glicosaminoglicanos sulfatados
(Hedmanl y col., 1982).

Los glicosaminoglicanos sulfatados muestran un rango de enlace entre colageno
y fibronectina (Johansson y Hook, 1980) estabilizando el complejo

fibronectina/coligeno (Ruoslahti y Enguall, 1980) y /e inducen la precipitacion de
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fibronectina y coldgeno y promoviendo el ensamblaje filamentoso de esta proteina
(Jilek y Hérmann, 1979).

Los proteoglicanos estdn implicados en un nimero importante de fenémenos
celulares. Estan presentes sobre la superficie celular, y se piensa que estdn envueltos
en la adhesidn de células normales y transformadas. Ellos deben también funcionar
como mediadores de superficie celular especificos, interaccionando discretamente con
la diferenciacién celular y movimiento durante el desarrollo (Hayman y col., 1982).

"In vivo" la interaccién de la fibronectina con la superficie celular es un
prerequisito para el movimiento celular; asi el bloqueo de los dominios celulares de
unién a la fibronectina inhibe la migracién de estas células (Rovasio y col,, 1983,
Boucant y col,, 1984a y b; Duband y col., 1986).

Hsieh y Chen (1983) realizan estudios in vitro con fibroblastos de raton (Py3T3)
determinando que la fibronectina de la matriz puede bipolarizar todas las células
fibrobl4sticas hacia una morfologfa fusiforme y a un alineamiento paralelo, semejante
al observado en secciones histoldgicas del tejido conjuntivo.

Es importante considerar el papel de esta glicoproteina en células transformadas,
ya que la mayoria de las células malignas fallan en el depésito de la matriz extacelular
"in vitro", y muchas parecen expresar este defecto también "in vivo" (Ruoslahti, 1988).

Bosman y col. (1991) determinaron que la fibronectina es una molécula asociada
a la membrana basal, més que un verdadero componente de ella.

La fibronectina es un componente de la matriz extracelular, que aumenta su
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cantidad durante enfermedades pulmonares fibréticas. Los macrdfagos alveolares son
una potencial fuente de esta molécula, Sinkin y col. (1992) utilizaron hibridacién "in
situ”, demostrando que los macréfagos alveolares de conejos expuestos de forma siibita
al 100% de oxigeno durante 64 horas, tenfan aumentado 20 veces los niveles de
ARNm de fibronectina en relacién a los animales control. Ademds, las células
obtenidas por lavados broncoalveolares expresaban diez veces més fibronectina, en
relacion a las células de animales controles.

Ademds algunos autores (Driscoll y col., 1992) comprueban que la fibronectina
es un buen indicador de fibrosis. Este hecho es determinado por la liberacién en fases
iniciales de fibronectina por los macréfagos alveolare, determinando el desarrollo de
una enfermedad pulmonar intersticial con fibrosis pulmonar.

La fibronectina interacciona con numerosos tipos celulares incluyendo células
mesenquimatosas e inflamatorias. "In vitro" la fibronectina sirve como un sustrato
adhesivo y promotor de la proliferacién celular y citodiferenciacién. Durante el
desarrollo, matrices ricas en fibronectina son depositadas en localizaciénes especificas
y regulan la migracién direccional de las células embrionarias. En particular, la matriz
de fibronectina parece ser de importancia critica en el desarrollo normal
cardiopulmonar, Recientes investigaciones han documentado el aumento de expresién
de la fibronectina en numerosas lesiones pulmonares como el sindrome respiratorio del
distress, neumonia organizada, bronquiolitis obliterante y fibrosis pulmonar idiopética.

Ademds, la fibronectina puede interaccionar con un gran niimero de microorganismos
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y por tanto también es potencialmente importante en la adhesién microbiana del
epitelio de la porcién conductora y la consiguiente infeccién del sistema respiratorio
(Limper y Roman, 1992).

En la actualidad el estudio de esta proteina se centra en el campo de la
Oncologfa, realizando numerosos estudios "in vitro" con células neopldsicas sobre la
expresion de esta glicoproteina de superficie y valorando su capacidad tumorogénica;
asimismo, "in vivo" la falta de expresién de la fibronectina es muy indicativa de la
malignidad de las células, asi como de su capacidad de migracién y metdstasis

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

Son polipéptidos que interaccionan con receptores especificos celulares,
produciendo diferentes respuestas bioldégicas, que incluyen, la modulacién de la
diferenciacién fenotipica, cambios en la motilidad celular y estructura del citoesqueleto,
y alteracién en el rango de proliferacién. El fenémeno biolégico de promover el
crecimiento no es exclusivo de los factores de crecimiento (FC). Hormonas,
neuropeptidos y nutrientes pueden también inducir la proliferacién celular (Pardee,
1989; Wall, 1991).

Los FC se diferencian de las cldsicas hormonas en varios aspectos. Son
producidos por més de un tipo celular; tienen un amplio rango de acciones bioldgicas,
algunas de las cuales se solapan, y en general, actuan a corta distancia, La mayoria de
las células de los mamiferos secretan un gran nimero de FC y responden a una
variedad de estas moléculas de una forma autocrina o paracrina (Pusztai y col., 1993).

La accion local de estos FC es coordinar la organizacién de los tejidos. Ast, en
fases como la reparacién de inflamacién, hay una compleja red de comunicacién de
seflales que coordinan la reparacién de zonas de matriz extracelular, secundaria a la

destruccién por la respuesta inflamatoria. Estas sefiales se establecen entre las células
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inmunes efectoras (linfocitos T y macréfagos) y las poblaciones celulares locales
(fibroblastos) (Antoniades y col., 1991).

Los efectos locales son asegurados por la corta vida media de estas moléculas
en el espacio extacelular, y por su asociacién con la matriz extracelular y con varias
proteinas de unidén a los FC (Rouslahti y Yamaguchi, 1991; Pusztai y col., 1993),

En la circulacién sanguinea han sido detectados diferentes FC entre los que se
incluyen: factor de crecimiento insulinico-like (IGF-1, -II) (Cullen y col., 1991), factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) (Ross y col,, 1990), factor de
crecimiento epidermal (EGF) (Oka y Orth, 1983), y factor de crecimiento
transformante § (TGF-B) (Massague, 1990). La mayorfa de estos elementos presentes
en el suero forman complejos con proteinas, las cuales parcialmente los inactivan, El
sistema efector y el papel fisioldgico de los FC circulantes, con la excepcién de IGF-1
el cual media los efectos de la hormona de crecimiento, no estan completamente
estudiados (Pusztai y col,, 1993),

Algunos FC recientemente identificados no se incluyen dentro de las anteriores
familias. Asi, el FC Hepatocitico (HGF) estd estructuralmente relacionado con la
familia de proteasas séricas, pero le falta la actividad proteolitica. El factor de
' crecimiento de células endoteliales derivado de plaquetas (PDECGF) es un polipéptido
tinico no relacionado con secuencias conocidas. Alguna de las caracterizaciones
recientes de los FC, como endotelin-1 y gro, representan nuevos descubrimientos en

las actividades de péptidos clasificados formalmente dentro de distintas familias con
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actividades primarias sobre la fibra muscular lisa vascular y las células inflamatorias
respectivamente (Pusztai y col., 1993),
Los FC son grupos de familias diferentes con secuencia homéloga y similitudes

estructurales de los péptidos. Cada familia debe surgir de distintos genes ancestrales

por duplicacién y evolucién divergente (Pusztai y col., 1993),

dos familias concretas:

* Familia de Factores de crecimiento derivados de plaquetas (FCDP), constituida
por dos polipeptidos relacionados, con cadenas alfa y beta, las cuales forman homo
(AA,BB) y hetero (AB) dimeros . Estas formas isomorfas se unen por diferentes
afinidades a dos receptores PDGF distintos y, por tanto, debe tener diferentes
actividades biolégicas.
* Familia de factores de crecimiento transformante beta (FCT B), que incluye un
grupo de proteinas homodimeros homélogos intimos. Estos son secretados en formas
inactivas y requieren un medio acido, o divisién por proteinasas séricas, para su
activacion (Pusztai y col., 1993).

Ambos factores de crecimiento son normalmente conocidos por las siglas
inglesas, por ello nos referimos a ellos como PDGF (platelet derivated growth factor)
y TGF B (transforming growth factor B).

El aislamiento y clonaje molecular de numerosos FC durante los tltimos afios,
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han dado un nuevo empuje a las interaciones celulares en general y en particular al

proceso de malignidad tumoral (Pusztai y col., 1993).
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V.L.- EACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS.

V.11 - ESTRUCTURA Y LOCALIZACION

El PDGF es un péptido plaquetario, componente de los granulos alfa,
quimiotdctico y mitégeno para los fibroblastos y fibras musculares lisas de los vasos.
La expresion de proteina PDGF-like es un rasgo comin de muchas células
transformadas (Kaplan y col., 1979a y b).

La forma dimérica del PDGF es necesaria para la expresién de su actividad
bioldgica. PDGF humano (PDGFh) es un heterodimero de dos cadenas polipeptidicas,
PDGF-1 (0 A) y PDGF-2 (o B) (Antoniades y Hunkapiller, 1983).

Las células de mamiferos expresan los dos genes 1 y 2, y tienen la posiblidad
de sintetizar y procesar estas cadenas polipeptidicas hacia su actividad bioldgica
homodimérica (Robbins y col., 1983; Owen y col., 1984; Nister y col., 1988),

Asi hay 3 isoformas activas de PDGF: el heterodimero PDGFh y los
homodimeros PDGF-1 y PDGF-2. Las acciones biolégicas de las formas isoformas de
PDGF en las células diana son mediadas a través de las uniones a receptores celulares
de superficie.

PDGFh es una proteina mitogénica que consiste en dos cadenas polipeptidicas

homélogas (PDGF-1 y 2), ligada por puentes disulfuro. La cadena PDGF-2 es
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codificada por un gen diferente localizado en el cromosoma 7 (Antoniades y col.,

1991).

V.1.2,- EUNCION

Normalmente al PDGF se le ha aplicado un papel muy genérico, intervinendo
en la reparacién de heridas. Segiin Ross y col. (1974) la exposicién "in vitro" de
células musculares lisas adrticas a PDGF, debe estimular la proliferacién de estas
células en el proceso de la aterogénesis. "In vivo", se comprueba el efecto final de la
adhesién plaquetaria y 1a degranulacidn sobre las celulas musculares lisas adrticas; pero
no esta claro que las fibras musculares lisas adrticas proliferen como respuesta al
PDGF,

Asimismo, "in vivo" circula en la sangre almacenado en los granulos alfa de las
plaquetas. Estas células tienen afinidad por zonas lesionadas, agregandose y liberando
sus contenidos, incluyendo PDGF. De esta manera, las plaquetas selectivamente liberan
PDGFh en el lugar de la lesién contribuyendo a la regeneracién del tejido (Antoniades
y Owden, 1984; Antoniades y col., 1987; Ross y col,, 1986).

Las células endoteliales vasculares (Di Corleto y Bowen-Pope, 1983; Barret y
col,, 1984; Sitaras y col., 1987) y macréfagos activados (Shimokado y col.,, 1985;
Martinet y col., 1986; Pantazis y col., 1986) presentan la expresién de dos genes PDGF

y sintetizan PDGF-like mitogénico. Asi el PDGF derivado de plaquetas, células
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endoteliales y macréfagos "in vivo", parece jugar un papel importante en el tejido de
reparacion y mantenimiento.

Los macréfagos activados secretan PDGF (Shimokado y col., 1985; Martinet y
col., 1986; Mornex y col., 1986), el cual parece ser controlada en parte, por la
induccién de su ARNm (Assoian y col., 1987).

En contraste a estas funciones fisiolégicas, la expresién inapropiada de PDGF
ha sido ligada a varias alteraciones proliferativas del hombre, como se ha observado
en algunas lineas celulares derivadas de tumores malignos (Graves y col., 1984,
Pantazis y col., 1985; Betsholtz y col., 1985; Nister y col., 1988).

Mendoza y col. (1990) realizan un estudio inmunocitoquimico sobre la expresion
del PDGF en fibras musculares lisas del miometrio durante la gestacién en mujeres,
demostrando el papel de este factor en un proceso fisiolégicamente reversible como es
la adaptacién del vtero al embarazo, La expresién del PDGF en las fibras musculares
lisas aumenta como consecuencia del incremento de la expresién del ARNm del
PDGF-AA pero no del PDGF-BB, el cual no fue visto en iiteros normales o gravidos,
La cantidad de PDGF-AA aumenté durante la gestacién y disminuyé durante el
puerperio,

La funcién principal del PDGF es inducir la mitosis en células diana
quiescentes. Ademds, ha demostrado ser un potente quimiotactico para el cultivo de
fibras musculares lisas arteriales y fibroblastos, Otras funciones incluyen su

probabilidad de promover efectos pleiotrdpicos sobre el metabolismo celular, tal como
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proteinas, lipidos y sintesis de prostaglandinas, y modular las uniones a los receptores
de varios componentes biolégicos, incluyendo lipoproteinas de baja densidad (LLDL)
y serotonina, La sintesis de componentes mayores de la matriz de tejido conjuntivo,
tal como el coldgeno, glicosaminoglicanos y proteoglicanos es estimulado por PDGF.,
Otros procesos asociados con la remodelacién de tejidos, tal y como endocitosis y
resorcion de hueso, también han sido relacionados con PDGF (Ross y col., 1986;
Antoniades y col., 1987, 1991).

Osornio-Vargas y col., 1991, determinan que el macréfago alveolar libera PDGF
y ello es responsable en parte de la proliferacidn y del aciimulo de células intersticiales
observada en el pulmén después de la inhalacién de particulas inorgénicas.

Antoniades y col. (1991) y Ramael y col. (1992) sefialan que el PDGF es el
mayor mitGgeno también para los células gliales y osteoblastos.

Fabisiak y col. (1992) consideran al PDGF, como un decisivo mediador del
crecimiento y fenotipo fibroblastico en el pulmdn. Las fuentes celulares del PDGF
dentro del pulmén estan mal definidas. La posibilidad de los fibroblastos pulmonares
de producir PDGF "in vitro" fue detectado, mediante el empleo de "northern” y
"western blot". Asi, fibroblastos derivados de pulmén adulto y fetal de rata revelaron
expresion a la cadena proteica A del PDGF. El gen del PDGF A fue mis baja que los
limites de deteccién en dos lineas de fibroblastos de pulmén humano examinados de
la misma manera. La transcripcién de PDGF B, no fue detectado en alguna de las

lineas de fibroblastos pulmonares examinadas. El medio de cultivo de estas mismas
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lineas de fibroblastos pulmonares fue recogido y testados por su capacidad para
promover ¢l crecimiento, utilizando como células diana, fibroblastos pulmonares de
feto humano. Ambos fibroblastos pulmonares de adulto y feto, comenzaron a producir
un potente y eficaz estimulo para el crecimiento celular, La actividad promotora del
crecimiento en el medio de cultivo derivado de fibroblastos de rata, funciona como
factor competente y fue parcialmente inhibido por anticuerpos anti-PDGF. Asi los
fibroblastos pulmonares de rata "in vitro" producen potentes FC los cuales al menos
uno parece ser PDGF-AA. Existen diferencias en la expresion del PDGF-AA entre los
fibroblastos pulmonares de feto y adulto humano. Los FC producidos por los
fibroblastos pueden jugar un importante papel en la reparacién del pulmén a través de

la produccién de PDGF-AA "in vivo",

V.1.3.- EACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS
EN EL PROCESO DE FIBROSIS PLT MONAR

PDGF es un mitdgeno fibrobldstico que estimula la proliferacién celular y la

sintesis de coldgeno (Stavenow y col., 1981; Deul y Huang, 1984 citados por Fine y

Goldstein, 1987).

Diferentes dominios sobre la molécula del PDGF parecen activar selectivamente

la proliferacién celular o la quimiotaxis (Senior y col., 1984).
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Estos autores consideran que hay problemas técnicos y conclusiones erréneas
en actividades de FC, ya que sf el PDGF inducia la formacién de coldgeno, a través
de un mecanismo que es independiente de la proliferacién celular, no es cierto en este
momento, puesto que el PDGF y TGF f, son derivados de plaquetas. TGF f es
efectivo a concentraciones bajas, por lo que muchos de los preparados de PDGF
utilizados en experimentos de coldgeno, fueron contaminados con pequefias cantidades
de TGF B (Ignotz y Massagué, 1986).

PDGF y fibronectina han sido considerados como "factores competitivos" e,
insulina y factores de crecimiento derivados de los macréfagos alveolares, como
“factores de progresion" para los fibroblastos pulmonares del hombre (Bitterman y col.,
1983; 1986).

Estudios en animales con fibrosis pulmonar experimental (Selman y col., 1983;
Selman y col., 1989) demuestran la presencia de proteinas del PDGF-like en las células
alveolares mononucleares de pulmones fibréticos.

Una de las mds importantes contribuciones para comprender porqué el niimero
de células mesenquimatosas esta aumentado en la fibrosis pulmonar, ha sido el
reconociendo en macréfagos alveolares de pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI) espontédnea de FC para fibroblastos. Estos incluyen PDGF que es un potente
agente quimiotictico y un "factor de competencia" para el crecimiento fibrobldstico
(Martinet y col,, 1987)

Raghu y col. (1988) observd que cultivos de células semejantes a fibroblastos
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de persona adulta normal y pulmén de hombre fibrético experimentan replicacién
celular sélo en presencia de PDGF.

PDGF-like es sintetizado por macréfagos alveolares activados humanos
(Shimokado y col., 1985), y los macrofagos alveolares son las células inflamatorias
predominantes en la alveolitis (Crystal y col., 1984) y en la reparacién de heridas
(Mornex y col., 1986).

Por tanto el papel del PDGF debe ser importante en la regulacin del
crecimiento de células fibroblasticas diploides del hombre y en la patogenia de la
fibrosis pulmonar humana (Raghu y Kavanagh, 1991).

Los sucesos incluidos en el desarrollo de la fibrosis pulmonar en pacientes con
fibrosis pulmonar idiopitica (IPF) no son plenamente comprendidos. Recientes
hallazgos "in vivo", demuestran una base molecular ligada a la fibrosis y ala
producién de factores de crecimiento mitogénicos en los pulmones de estos pacientes.
Estos estudios moleculares han demostrado por primera vez la fuerte expresion de ¢-
sis/PDGF y proteina PDGF-like por células epiteliales ctibicas en biopsias pulmonares
de pacientes con alteraciones pulmonares intersticiales, La importancia de estos
hallazgos es la fuerte expresién de proteinas PDGF-like por células epiteliales en
pulmones humanos con alteracién proliferativa pulmonar. Esta fue la primera
demostracién de la expresién de PDGF por células epiteliales no malignas. Asimismo,
las células mononucleares alveolares presentaron positividad frente a la proteina PDGF

(Avila y col., 1987; Antonides y col., 1991).
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Mornex y col. (1986), Martinet y col. (1987) y Antoniades y col. (1991)
reportaron la expresién espontdnea del gen c-sis y la liberacién de PDGF mitégeno por
macrdéfagos alveolares de hombre, no activados, obtenidos por lavado broncoalveolar
de individuos con fibrosis pulmonar idiopdtica (FPI). Los macréfagos alveolares
obtenidos con FPI liberan pequefias cantidades de PDGF mitégeno. El control de las
muestras pulmonares de individuos sin fibrosis pulmonar idiopdtica no expresan c-sis
ARNm o proteina PDGF-like. Estos hallazgos "in vivo" prueban una relacién entre
PDGF y la fibrosis pulmonar.

Estos estudios "in vivo", determinaron que las proteinas estaban localizadas
primariamente en las células mononucleares alveolares y en las células epiteliales
ciibicas de individuos con alta proliferacién pulmonar. La especificidad de la reaccion
inmunofiuorescente fue testada en estudios paralelos usando suero preinmune, o
competicién con exceso de PDGF. Las muestras control fueron realizadas utilizando
muestras de individuos sin alteraciones proliferativas pulmonares, los cuales no
expresaban proteinas FCDP-like (Antoniades y col., 1991).

El significado de estos hallazgos determinaron el inicio de numeroso estudios
"in vivo" (Antoniades y col. 1991). En estos trabajos, se investiga la expresién c-sis
ARNm y proteinas del PDGF-like en biopsias pulmonares humanas con FPI y as{
como de controles por medio de técnicas de hibridacién "in situ" e inmunocitoquimicas
usando un antisuero especifico PDGF. Estas investigaciones corrobaron la presencia

de PDGF en células epiteliales de individuos con fibrosis pulmonar.

103



REVISION BIBLIGGRAFICA

Thornton y col. (1992), realizaron un estudio sobre la influencia de los factores
de crecimiento de los fibroblastos en tejido conjuntivo asociado a enfermedades
pulmonares intersticiales. La fibroproliferacién es una parte importante de esta
respuesta fibrética, y es mediada a través de FC tales como PDGF, I[LGF y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF o). Aunque hay evidencias que tmplican a estas citoquinas
en alteraciones fibréticas, la fuerte evidencia "in vivo" es casi inexistente. Estos
autores, para comprobar el papel que juegan los FC en las alteraciones inflamatorias
del pulmén asociadas con enfermedades del tejido conjuntivo, han obtenido células
alveolares mononucleares de individuos, mediante lavados broncoalveolares y han
realizado posteriormente pruebas para la liberacién esponténea de FC fibrobldstico.
Comprobaron que la actividad de los FC fue mas alta al principio que en fases finales,
Por medio de anticuerpos determinaron la actividad de los FC comprobando que en
pacientes normales era debida al TNF o, mientras que los pacientes con enfermedad
pulmonar intersiticial secretaron grandes cantidades de PDGF y fibronectina, ademis
de TNF B. Aproximadamente 40-50% del total liberado de la actividad de los FC
corresponde al PDGF y el 100% a la combinacién de PDGF, FNT alfa y la
fibronectina.

Chen y col., (1992) manifiestan que las células mesenquimatosas presentan una
gran actividad del estado proliferativo despues de una lesién aguda pulmonar por
medio de PDGF. Por tanto, la respuesta fibroproliferativa continua provoca una extensa

fibrosis intraalveolar, incluso cuando el proceso inflamatorio ha terminado.
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Powel y col. (1992) comparan la expresién del PDGF en ratas que sufren una
hiperoxia (respiran 87% de oxigeno)en relacidn a los niveles de deteccién en pulmén
normal. EI ARNm de la cadena A del PDGF aumenta a las 12-18 horas despues de la
exposicion, volviendo posteriormente a situaciones normales. En el caso del PDGF-B
responde mayoritariamente a la hiperoxia aumentando diez veces el dia 3 de la
experiencia. Este aumento, precede a una respuesta proliferativa de fibroblastos de la
adventicia microvascular, precursores de las fibras musculares lisas y celulas epiteliales,

la cual se origina el dia 4.
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V.2.- FACTOR DE CRECIMIENTQ TRANSEQRMANTE BETA

V.2.1- ESTRUCTURA Y T OCALIZACION.

TGF B es uno de los primeros péptidos reguladores del crecimiento (Holley,
1980), que ha sido purificado de forma homogénea, determindndose tanto su
composicién como secuencia aminoacidica (Assoian y col., 1983; Frolik y col., 1983;
Roberts y col., 1983a).

Dos formas distintas del TGF han sido purificadas:

* El tipo alfa: son péptidos de cadena simple de 5.700 daltons con 3 puentes disulfuro
en posiciones homélogas a las del factor de crecimiento epidermal (EGF), con el cual,
tienen una secuencia homéloga (Roberts y col., 1985).

TGF oy EGF, se unen al receptor EGF y tienen acciones bioldgicas indistintas
"in vitro", Asi EGF pertenece a la familia TGF o (Roberts y col,, 1983a; Massagé,
1983 citado por Roberts y col., 1985).

* Eftipe—beta:—tiene una secuencia primaria diferente y consiste en dos cadenas
peptidicas, aparentemente iguales, cada una de 12.500 daltons, cruzadas por puentes
disulfuro (Assoian y col., 1983; Frolik y col., 1983; Roberts y col., 1983a), El TGF B

se une a un unico receptor de superficie celular distinto del receptor EGF (Frolik y
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col., 1984; Tucker y col., 1984),

Este factor de crecimiento esta distribuido en muchas células normales y
tumorales (Roberts y col., 1983b). Ha sido purificado de rifién bovino (Roberts y col.,
1983a), placenta humana (Frolik y col., 1983) y plaquetas humanas (Assoian y col.,
1983).

La concentracién del TGF 3 en las plaquetas es 100 veces superior a la existente
en otras células 6 tejidos. Este es liberado de las plaquetas durante la degranulacién
inducida por la trombina. Esto sugiere que TGF B y el PDGF estan en el interior de
los granulos alfa (Kaplan y col., 1979 a y b; Assoian y col. 1983),

TGF B 1 y 2 se unen a tres tipos distintos de receptores de alta afinidad
(Massagué y Like, 1985). Los tres tipos de receptores del TGF B coexisten en la
mayoria de los tipos celulares y tejidos examinados.

Hay dos formas homodiméricas del TGF : TGF B1 y 2, y estan estructural y
bioldgicamente relacionadas, pero exiben sélo el 70% de la identidad en la secuencia
aminoacidica y muestran diferencias adicionales en los dominios del carboxilo terminal
(Cheifetz y col. 1987 ),

Las plaquetas porcinas contienen TGF 3 1 y 2, as{ como el heterodimero TGF
B1-2. El FCT beta 1 ha sido sdlo identificado en plaquetas humanas, La
caracterizacion inicial del TGF 3 estd basada sobre los efectos de proliferacion celular
(Ignotz y col., 1987).

La familia TGF B pertenece a la mds extensa superfamilia de moléculas
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peptidicas, que incluye factores tan importantes como la sustancia inhibidora

Miilleriana, factor morfogénico del hueso, activinas e inhibinas (Pusztai y col,, 1993),

V.2.2.- EUNCION

El' factor de crecimiento y transformacién (TGF) ha sido definido
funcionalmente como grupo de péptidos que inducen la reversibilidad de células no
neoplésicas a expresar su fenotipo transformado; como consecuencia de la pérdida de
inhibicién dependiente del ritmo de crecimiento, e independiente del anclaje (De Larco
y Todaro, 1978 citados por Roberts y col,, 1985; Roberts y col,, 1983a y b).

La funcién principal del TGF f es la participacién en procesos de reparacion
de lesiones, estimulando la proliferacién celular, sintesis proteica y produccién de
coldgeno en un sistema vivo (Sporn y col., 1983),

Los estudios iniciales se realizaron en dos lineas celulares de fibroblastos no
tumorales, para definir la regulacién bifuncional del crecimiento celular del TGF B.
Estas son células de rifién normal de rata (NRK) que requieren TGF B y o o EGF para
formar colonias en agar blando (Anzano y col., 1982; Anzano y col., 1983), asf como
en células de embrién de ratén (AKR-2B) que requieren sélo TGF B para crecer bajo
condiciones de ensayo independientemente del anclaje (Moses y col., 1984 citado por
Roberts y col., 1985; Tucker y col., 1983).

EI TGF j al estimular el crecimiento independientemente del anclaje, no resuita
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mitégeno pata las lineas celulares experimentales que crecen bajo condiciones
dependientes del anclaje (Assoian y col., 1983; Roberts y col., 1983; Tucker y col,,
1984).

Holley y col. (1980), Tucker y col. (1984) y Moses y col. (1984) purificaron
TGF B y un inhibidor del crecimiento en un medio de células de rifién de mono verde
Africano (BSC-1), determinando que ambas sustancias son idénticas.

Roberts y col. (1985) utilizan por un lado fibroblastos 3T3 muc-transfected
Fischer de rata, donde el TGF B puede funcionar como inhibidor o estimulante del
crecimiento independiente del anclaje y dependiendo del tipo de factor de crecimiento
que opera en la célula junto a él. Ademds muestra la inhibicién del TGF P sobre el
crecimiento independiente del anclaje de muchas lineas celulares tumorales. Asimismo,
puede actuar de forma sinérgica o antagénica con otros factores de crecimiento tales
como EGF, PDGF u otros factores presentes.

La respuesta bifuncional de las células al TGF B depende de células tumorales,
células fibrobldsticas y epiteliales (Roberts y col., 1985)

A mediados de los afios ochenta Roberst y col. (1985), recogen la hipétesis
autocrina de Sporn y Todaro (1980), segiin la cual la transformacién maligna debia
resultar de la expresion positiva inapropiada a factores de crecimiento. Asf los factores
de crecimiento peptidicos especificos son producidos por las células autotransformadas
las cuales tienen sus propios receptores funcionales. Numerosos han sido los estudios

que evidencian esta hipétesis (Doolittle y col., 1983; Waterfield y col., 1983),
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particularmente con el hallazgo de oncogenes que codifican factores de crecimiento o
sus receptores,

Esta hipétesis autocrina se ha extendido a factores de crecimiento negativo como
el TGF B. El fallo en la expresién autocrina de la actividad fisiolégica del TGF
originé un crecimiento incontrolado de ciertas células que requieren este péptido como
sustancia que regula el crecimiento normal (Roberts y col., 1985).

TGFs de varias fuentes permiten el crecimiento independiente del anclaje de
 fibroblastos no transformados (Sporn y col.,, 1986) y promueven el crecimiento
monocapa bajo determinadas condiciones (Shiphey y col., 1985). Por otro lado, ellos
pueden inhibir el crecimiento de ciertos tumores y células normales (Tucker y col.,,
1984; Roberts y col., 1985).

TGF B inhibe la adipogénesis (Ignotz y Massague, 1985 citados por Fine y
Goldstein 1987) y miogénesis (Massagué y col., 1986) y promueven la condrogénesis
(Rosen y col., 1986 citados por Ignotz y col., 1987) y la diferenciacién de lineas
celulares epiteliales (Masui y col., 1986). Los efectos del TGF P sobre la expresion de
fenotipos especificos suceden frecuentemente en ausencia de cambios en el rango de
proliferacién celular.

El papel paracrino de los macréfagos durante la reparacién de una herida "in
vivo", puede ser demostrada en estudios donde se comprueba que la fibrosis se suprime
cuando la infiltracién monocitica es bloqueada. Por esta razén algunos autores

consideran a los macréfagos como el segundo tipo de fuente importante de factores de
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crecimiento durante la reparacién "in vivo". Estas células aparecen "a priori” en la
curactén de heridas produciendo como resultado una respuesta fibrética (Ross y col,,
1986).

El mecanismo de control responsable de la induccién de la secreccién del TGF
B durante la activacién de monocitos parece no actuar a nivel del ARN, ya que los
niveles det ARNm para el TGF 3 son similares en los monocitos estimulados & no
(Assoian y col., 1986, 1987).

Ast la secreccion de este factor de crecimiento es semejante a Ia observada para
la proteina del PDGF producida por estas células (Shimokado y col., 1985; Martinet
y col,, 1986; Mornex y col., 1986), ademds el mecanismo de control de la secreccién
del TGF 8 y PDGF durante la activacién del monocito es diferente.

Asimismo, las moléculas efectoras derivadas de linfocitos T estimulan la sintesis
de coldgeno en cultivos fibroblasticos sin aumentar el contenido de ADN; la
produccién del TGF P es también mediada por linfocitos T (Postlewaite y col., 1984;
Kehrl y col., 1986).

Estudios "in vitro" sobre cultivo de fibras musculares lisas de aorta bovina
demuestran que el TGF B produce inhibicién del crecimiento cuando las células son
cultivadas en una monocapa y actuan de forma sinérgica con EGF y PDGF,
estimulando el crecimiento cuando las células son cultivadas en agar blando. Estos
experimentos sugieren que la liberacién del TGF f durante 1a degranulacién plaquetaria

debe ser un elemento importante en la regulacién de la divisién de las fibras
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musculares lisas (Assoian y Sporn, 1986).

Fine y Goldstein (1987) examinaron los efectos del TGF B sobre la produccién
y proliferacién de cultivos fibrobldsticos de pulmén en feto humano, Estos describen
que el TGF B es un potente estimulador de la sintesis de colidgeno en cultivos
fibroblasticos, Resaltan también la produccién persistente de coldgeno durante al menos
72 horas en cultivos con TGF P. Estos efectos suceden sin estimulacién de la
proliferacién fibrobldstica.

El TGF {3 estimula la produccién de moléculas de matriz extracelular tales como
fibronectina y coldgeno (Ignotz y Massagué, 1986; Roberts y col., 1986): en este
iltimo caso, se ha comprobado, en cultivo de fibroblastos pulmonares humanos, que
produce un aumento en la produccién de ambos tipos de coldgenos I y III sin alterar
la proporcidn.,

TGF B 1y 2 aumenta la sintesis de fibronectina y coldgeno (Massagué y col.,
1986; Ignotz y Massagué, 1986; Roberts y col., 1986) en muchos tipos de células en
cuitivo o "in vivo",

Ademas el TGF 8 1 parece regular la produccién de proteinas que pueden
modificar la matriz extracelular por accién proteolitica de sustancias como el activador
del plasmindgeno o el inhibidor del activador del plasminégeno (Laiho y col., 1986),
procolagenasa (Chua y col., 1985) y varias otras proteinas secretadas de funcion
todavia desconocida (Nilsen-Hamilton y Holley, 1983 citados por Ignotz y col., 1987).

Asf controlarfa la expresién de fenotipos especificos "in vivo" para regular la-
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composicidén de matrices extracelulares.

El TGF B es prototipo de una gran familia de factores polipeptidicos que
controlan el desarrollo de tejidos en organismos de Drosophila y humanos (Ignotz y
col., 1987). Sin embargo ha sido recientemente apreciado que el FCTs puede afectar
profundamente a varios procesos de diferenciacién celular.

Articulos previos concernientes a la modulacién de los componentes de la matriz
extracelular por el TGF B, consideran como un factor importante, la medida del rango
de acumulacion de fibronectina y coldgeno I. Este efecto podrfa ser mediado por
cambios en el rango de sintesis y/o estabilizacién de varias proteinas (Ignotz y col.,
1986, 1987).

Ignotz y col. (1987) realizan distintos experimentos "in vitro" con fibroblastos
y mioblastos de rata, indicando que el aumento de sintesis de fibronectina y coldgeno
tipo I es el mayor componente de la accién del TGF [ sobre la matriz extracelular, La
posible alteracion de la composicidn y cantidad de matriz extracelular en fibroblastos,
mioblastos y otros tipos de células producidas por el TGF B "in vivo" no estd ain
establecida.

Estos mismos autores, demuestran que el TGF B 1 controla los niveles de
fibronectina y coldgeno tipo I, al menos en parte, por aumento en los niveles de los
respectivos ARNm. El aumento en los niveles de ARNm de fibronectina y colageno
tipo I es una respuesta temprana de las células al TGF p.

Se ha observado en algunas células al igual que en monocito/macréfago la
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produccién de una proteina de unién para el TGF B, que a su vez estimula también el
propio factor de crecimiento. Esta proteina efectivamente inhibe la interaccién entre el
TGF By su receptor de superficie; el resultado del estudio comprueba que el complejo
TGF beta-proteina de unién es biolégicamente inactivo (Lawrence y col., 1984;
Assoian y col., 1987).

Aungque los estudios iniciales con TGF B estaban basados sobre la premisa de
ser un péptido especifico para la iniciacién del cancer, la identificacién del mismo en
un gran nimero de células y tejidos normales sugiere que esta proteina tiene un papel
fundamentalmente regulador en el fisiologismo humano. Es muy clara su implicacién
en los procesos de reparacién e inflamacién, ya que plaquetas, macréfagos y linfocitos
son todos ellos fuentes de TGF 8 (Assoian y col., 1987).

El TGF B es producido en forma latente por una gran variedad de células "in
vitro". Normalmente este es activado por extremos de pH, sugiriendo que el acceso a
un medio ambiente dcido debe activar el TGF 8 "in vivo" (Sporn y col., 1987),

Existen otros posibles mecanismos "in vivo" que activan el TGF B, tales como
la exposicion a plasmina y catepsina D, proteasas como el plasmindgeno activado y
colagenasa tipo IV, las cuales estan asociadas con las membranas de las células
endoteliales (Keski-Oja y Moses, 1987).

Richardson y Campion (1988) indican el papel del TGF B en la regulacién de
la actividad angiogénica, y posiblemente en la formacién o regulacién del desarrollo

de los adipocitos en el tejido conjuntivo adiposo subcutdneo de fetos porcinos, en las
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ultimas etapas de gestacidn. Se desconoce el papel fisiolégico del TGF B durante la
fase inicial del desarrollo del tejido adiposo.

Cocultivos de pericitos con células endoteliales de capilares, inhibieron
totalmente la proliferacién de estas células endoteliales, siendo el TGF B activado el
causante de dicha inhibicién. Sin embargo, los cultivos independientes de estas células,
solo revelaron que tanto las células endoteliales como los pericitos producen TGF B
en forma latente. Aun mds, la adicién al cultivo de pericitos y células endoteliales de
anticuerpos neutralizantes frente al TGF B bloquea el efecto inhibidor. El papel de las
interacciones célula-célula en la activacién del TGF B es indicado por la falta de
actividad inhibitoria 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
pulmén humano para determinar la regulacion de los niveles de proteoglicanos en el
medio. Los resultados sugieren que la unién celular y la fibrinogénesis deberia
aumentar por el TGF Bl a través de la via de regulacion coordinada de la expresién
de decorina, coldgeno, fibronectina y quiza otras moléculas de la matriz.

Williams y col. (1991) indican que los componentes de la matriz extracelular
“deben ser importantes en la regulacién de las sintesis de coldgeno por los fibroblastos
pulmonares. El coldgeno tipo I es el componente de la matriz que se acumula en el
intersticio durante la fibrosis pulmonar y es sintetizado por los fibroblastos pulmonares

humanos en cultivos celulares. El TGF B estimula la sintesis de coldgeno tipo Iy la
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expresion ARNm alfa | (I) colageno. Estos autores estudian los efectos del coldgeno
tipo I soluble sobre la formacién de coldgeno inducido por el TGF [ en fibroblastos
quiescentes de pulmén de embrién humano. Estos resultados indican que el colageno
soluble tipo I causa una modificacién en el coldgeno, quizds por la alteracién en la
formacién del entrecruzamiento. Este dato sugiere que el colageno afecta a su propia
deposicién dentro de la matriz extracelular debido a reacciones fibréticas.

Matrisian y col. (1992) consideran que el TGF P juega un papel importante en
la regulacién de las metaloproteinasas de matriz (estromelisina) y parece desempefiar
un interesante papel en el desarrollo embriolégico y en la morfogenesis del pulmén
murino; asi el tratamiento de pulmones embrionarios en cultivo de organos con EGF
o TGF o origina una estimulacién del crecimiento y/e inhibicién de la divisién
morfogénetica. Sin embargo, el TGF 3 tiene un efecto contrario sobre el crecimiento
del pulmén rudimentario murino y es inhibidor del crecimiento en forma
dosis/dependiente. Este ejemplo ilustra el papel potencial de los FC en la regulacion
de la degradacién de la matriz por metaloproteinasas en el complejo proceso del

desarrollo.

V.2.3.- FACTOR DF. CRECIMIENTQ TRANSEORMANTE BETA-—
PROIIFERACION CELULAR

La funcién de estas moléculas es todavia oscura. Los experimentos de

transfeccién celular demuestran que al menos, algunos de ellas son capaces de inhibir
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la sintesis de DNA y la proliferacion celular, y de producir un efecto citostatico
(Pepperkok y col., 1988).

Varias linfoquinas y moduladores inmunes de origen linfocitico han sido
mostrados también como influyentes en la proliferacién fibrobldstica incluyendo
interferon (Hunnunghake y col., 1986; Elias y col., 1987) v un factor inhibidor del
crecimiento fibrobldstico (Lemaire y col., 1986).

Los efectos proliferativos del TGF B sobre cultivos de células mesenquimatosas
son mas complejos (Roberts y col,, 1985; Assoian y col,, 1986; Massague y col.,
1985), probablemente son bifuncionales (estimula y/e inhibe), dependiendo de la
presencia de otros FC coexistentes. El inico efecto del TGF B sobre los fibroblastos
del pulmén humano de ambas muestras pulmonares, normal y fibrético, parece ser
citostatico.

Otros peptidos mediadores que podrian influir en el crecimiento de fibroblastos
pulmonares son secretados y liberados por los macréfagos alveolares (King y col.,
1989). Estos FC por tanto actuan sobre los fibroblastos pulmonares intersticiales de una
forma paracrina. Estos incluyen FC derivado de macréfagos alveolares y fibronectina
(Bitterman y col., 1986), TGF, interferon e interleuquinas (Wewers y col., 1984),

El papel potencial de neuropeptidos (bombesina o péptido liberador de gastrina,
sustancia P, péptido vasoactivo intestinal, que son liberados por las células
neuroendocrinas  pulmonares) como factores reguladores del crecimiento de los

fibroblastos pulmonares del hombre estd poco estudiado en el momento actual y
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necesita ser mds investigado. Ademés FC tales como insulina, entre otros, son liberados
también de otros lugares para la modulacién del crecimiento de fibroblastos
pulmonares (Raghu y Kavanagh, 1991).

El potencial proliferativo intrfnseco de los fibroblastos pulmonares en individuos
sanos (o células "fibroblastic-like") es regulado por promotores del crecimiento
(mitdgenos) y factores supresivos (inhibidores). Estos factores de creciento reguladores
estan disponibles en las células "fibrobl4stic-like" en ambiente local y su liberacién es
de forma paracrina. El resultado final parece ser una combinacién de efectos de varios
factores que regulan el crecimiento fibroblastico en una funcién autocrina, paracrina
y endocrina (Raghu y Kavanagh, 1991).

Los mecanismos moleculares de inhibicién del crecimiento inducidos por los FC
no estan bien dilucidados. Es atribuido a una baja regulacién en la expresion
oncogénica y la induccién de nuevas proteinas ausentes en celulas proliferativas
(Sorrentino, 1989),

Recientes observaciones revelan una posible unidn entre la inhibicion inducida
por FC de la proliferacién celular y anti-oncogenes activados. TGF B ha sido mostrado
para prevenir la fosforilizacién de la proteina RB, as{ mantiene la desfosforilizacién,
produciendo un estado de crecimiento supresor (Laiho y col., 1990),

El TGF B es el mds ubicuo regulador negativo de la proliferacién celular. Solo
unas pocas células mesenquimatosas tales como los fibroblastos, pero no celulas

epiteliales, proliferan en respuesta a TGF . Aun més, inhibe la proliferacién de células
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neopldsicas incluyendo carcinomas de pulmén, mama, endometrio e higado, y
melanoma, asf como fibro y osteosarcoma "in vitro" (Bernard y col.,, 1990). 1La
aparente contradiccion entre la actividad inhibitoria bien documentada del TGF B "in
vitro", y su capacidad de promover la formacién de un tumor en ciertos ¢asos "in vivo"
(Torre-Amione y col., 1990) nos da una idea sobre la problemética de extrapolar los
resultados de experimentos "in vitro" a situaciones "in vivo". Estas situaciones
contradictorias podrian ser aunadas, al considerar la complejidad de la red de
citoquinas, que operan "in situ" produciendo sefiales que promueven el crecimiento
(presentes o inducidas por el TGF B), y que podrian tener algin efecto directo
antiproliferativo del TGF B. Una prolongada exposicién a FC, como en lfneas celulares
transformadas, puede producir una desensibilizacién y escape al estimulo inhibitorio.
Los efectos angiogénicos e immunosupresivos del TGF B representa una actividad pro-
tumorogénica "in vivo". El crecimiento de las celulas tumorales "in situ" es
determinada por un delicado balance de actividades pro y anti-tumorogénicas.

Los fibroblastos pueden ser estimulados para dividirse por los factores de
crecimiento o mitdgenos en la fase G, del ciclo celular y promueven la sintesis de
ADN vy el crecimiento celular. Las células en estado G, deben recibir factores de
crecimiento con competencia y progresion, para completar el ciclo celular, La
competencia de los FC que activan células, como por ejemplo los fibroblastos
pulmonares humanos, en la fase G1 son: PDGF, matriz extracelular, fibronectina y

factor de crecimiento fibrobldstico. Insulina y FC derivados de macréfagos alveolares
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son ejemplos de la progresién de FC que actuan mds tarde en la fase G1 del ciclo
celular, proceso crucial para la iniciacién siguiente de la sintesis de ADN (Raghu y
Kavanagh, 1991).

En los dltimos afios se han realizado estudios sobre el TGF B y miembros de
esta superfamilia, comprobando que son potentes factores reguladores del crecimiento,
principalmente regulan la proliferacién celular y la diferenciacién durante el desarrollo
embriolégico (Whitby y Ferguson, 1991). Estudios previos (Kulyk y col., 1989;
- Leonard y col.,, 1991) han sugerido la participacién de este factor de crecimiento en
la diferenciacién mesenquimatosa hacia tejido cartilaginoso. Asi Sato y Tuan (1992)
comprueban el efecto de la deficiencia sistémica de calcio en el embrién de pollo,
sobre el TGF f3, produciéndose un aumento de la expresién a este factor en células
mesenquimatosas diferenciadas, las cuales también aparecieron fuertemente positivas
al coldgeno tipo II.  Este hecho confirma la diferenciacién de las células
mesenquimatosas hacia tejido cartilaginoso.

La mutacién del gen RB proporciona a las células una resistencia a la inhibicién
del TGE B (Pusztai y col., 1993),

Un concepto nuevo e interesante, en la inhibicién del crecimiento celular e el
reconcimiento de las moleculas de unién de los FC; frecuentemente las regiones ©
dominjos de unién de los reptores especificos que recubren las celulas, pueden
fomentar la actividad de los FC (Pusztai y col., 1993).

El mecanismo de regulacién de la proliferacién celular, comienza con la
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activacion en los puntos de unién de los receptores de FC, a través de cambios en la
dimerizacion y conformaci6n; esta activacién dispara un sistema de procesos
bioquimicos que incluye fosforilacién de proteinas, glicerol diacil, fosfato de inositol,
prostaglandinas y generacién de nucledtidos ciclicos y alteracién intracelular de las
concentraciones idnicas de calcio, sodio e hidrégeno (Pusztai y col., 1993).

Estos procesos provocan cambios en la morfologia y citoesqueleto, asi como
alteraciones en el modelo metabdlico de la glucosa y sintesis de proteinas, y
eventualmente culmina en la progresién del ciclo celular (Pusztai y col,, 1993).

Los dos mayores “puntos criticos" ("check-point"), los cuales controlan la
progresion de la fase G1 a S, es regulado por signos extracelulares, la mayoria por GF
y hormonas. En células cancerosas, el control es frecuentemente alterado en este punto. ’
El segundo "punto critico" es independiente de las sefiales extracelulares y €s
controlado por procesos internos de cromosomas, replicacién y aumento de la masa
celular. Este mecanismo de control recae sobre la segregacién cromosémica en casos
de incompleta o anomala replicacién del ADN. La pérdida de funcién de este
mecanismo, es manifesta en los tumores, considerando que las células neopldsicas son
frecuentemente aneuploides. Sin embargo, poco es conocido acerca del mecanismo
molecular de este control. En fibroblastos el progreso a través del periodo de transicién
G1/S es subdividido en dos pasos referidos como competencia y progesién. La
competencia es el paso inicial en el cual el precursor celular de la transicién de la fase

quiescente (GO/G1), entra en la fase S. Una corta exposicién al PDGF hace que las
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células competentes avancen en su progresién hacia la fase S, Sinuembargo, la
progresion requiere la presencia de EGF y IGF. El mecanismo molecular de estos
efectos complementarios inducidos por diferentes receptores tirosina quinasa no es
comprendido  todavia. También ha sido observado que el modelo
competencia/progresién no es universal; muchos de los tipos responden a estimulos
simples como la proliferacién. La progresion del ciclo celular depende de cambios en
la actividad de una familia de proteinas (quinasas ciclina-dependientes) (Pusztai y col.,
1993). |

La mayoria de los estudios de regulacién de la proliferacién en células de
mamiferos, han sido desarrollados en distimas modelos animales o "in vitro". Las
evidencias para implicar a los FC en la patologia humana "in vivo" es circunstancial,
Como resultado del amplio uso de la inmunocitoquimica e hibridacién “in situ", hay
una rdpida acumulacion de hallazgos para la expresién de FC y sus receptores en
tejidos normales y condiciones patoldgicas. Sin embargo, la cuestién bésica de si FC
son ademds secretados por celulas tumorales "in vivo" ha de ser aclarada. Nuevos
experimentos nos acercan a este hecho, como los ensayos realizados en placas
hemoliticas, las cuales detectan la secrecién de FC por células tumorares individuales.
El impacto de los FC sobre el prondstico y aplicacién terapéutica, y sus resultados se

comprobaran en afios futuros (Pusztai y col., 1993).
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V.24.- FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSEORMANTE:

El TGF [ debe ser un factor importante que contribuye a la sintesis del tejido
conjuntivo alterado en la fibrosis pulmonar, El aumento del contenido de coldgeno en
lesiones inflamatorias o fibréticas debe ser un resultado de las acciones combinadas del
TGF f y el PDGF (Ooshima, 1981; Morton y Barnes, 1982; .Narayanan y col., 1983).

Las células fibroblasticas son la mayor fuente de coligeno en el parénquima
pulmonar. Durante la respuesta inflamatoria del pulmén, son expuestas a varias
sustancias derivadas de la sangre, dafio del tejido, y células inflamatorias, Estas
sustancias, incluyen complejos inmunes, componentes del suero, factores de
crecimiento y citoquinas, se cree que activan los fibroblastos causando la divisién,
proliferacion y sintesis del coldgeno y otros componente de la matriz. Entre varias de
estas moléculas que pueden influenciar la actividad de los fibroblastos merece atencién
el TGF B. Es secretado por plaquetas y macréfagos, mostrandose como puente de
unién de fibrosis y angiogénesis, acelerando la curacién de heridas, y causando unl
aumento persistente de la sintesis de coldgeno I y III en cultivos de fibroblastos (Sporn
y col,, 1987 Ignotz y col., 1987; Varga y col., 1987), El papel principal del TGF B en
la fibrosis pulmonar humana estd expresada por macréfagos alveolares.

TGF f es un polipéptido regulador del crecimiento y diferenciacién (Sporn y

col,, 1987), influye en la sintesis y degradacién de componentes de la matriz por
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diferentes tipos celulares, que especificamente promueven la sintesis de coldgeno por
fibrobldstos pulmonares (Fine y Goldstein, 1987) y producen una respuesta de tejido
fibrético “in vivo" (Sporn y col., 1987), Como factor que desarrolla la acumulacién de
matriz, hay que considerarlo interesante en su posible implicacién en la curacién de
heridas y fibrosis.

Recientemente ha sido demostrado que TGF B tiene un efecto regulador en la
sintesis de proteoglicanos andlogos al PGI (Biglican) y PGII (Deconina), y es originado
por una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo fibroblastos pulmonares y
células epiteliales del pulmén (Overall y col., 1989). El efecto del TGF B es
incrementar dos veces mds la sintesis de la estructura central y la masa molecular de
glicosaminoglicanos.

Clark y col. (1989) han observado una disminucién en la sintesis de coldgeno
por fibroblastos pulmonares del hombre, expuestos a gamma-interferon,

Antoniades y col. (1991) han estudiado la sintesis de colagenos en cultivos
celulares de fibroblastos de muestras de pulmones humanos normales y fibréticos, v
evaluaron los efectos del TGF B. Ambos fibroblastos de pulmones normales y
fibréticos sintetizan cantidades similares de coldgeno. El coldgeno tipo I es el coldgeno
mayor sintetizado por ambos tipos celulares normales y fibréticos, y en relativa
proporcién el coldgeno I, IIl y V. TGF B causa de 2 a 4 veces aumento en la
estimulacién de la produccién de coldgeno y los niveles de RNAm del coldgeno sin

casi proliferaci6n fibrobldstica "in vitro"; todos los tipos de coldgeno (LIl y V) son
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estimulados por el TGF .

Bajo determinadas circustancias es probable que el TGF B y otros FC pueden
actuar como sinergistas o antagonistas de células fibrobldsticas en el paréngquima
pulmonar "in vivo". Otros mecanismos tales como la disminucién en la degradacién
y en la sintesis de coldgeno, deben contribuir a la intrincada malla que tiene como
resultado la alteracion del tejido conjuntivo, y como consecuencia la fibrosis pulmonar

(Antoniades y col., 1991).
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MATERIALES Y METODOS —

L- ANIMALES UTHIZADOS.

Los animales objeto de estudio fueron caballos sacrificados mediante puntilla
y degiiello posterior. Durante la fase de faenado, se relizaba la extraccién de la triquea
y pulmones. En ese momento realizabamos la inspeccién de estos érganos, y

selecciondbamos las patologfas pulmonares objeto de nuestro estudio.

[.1- NUMEROQ

La recogida de muestras se realizé ininterrumpidamente desde Septiembre de
1991 a Agosto de 1992 en el Matadero Municipal de Madrid,

En el periodo indicado se sacrificaron 1425 caballos, que representa un 56,8%
del total de los équidos. El nimero de pulmones decomisados supuso un 34,93% del
porcentaje sobre el sacrificio total, de los cuales el 57% se correspondian con
decomisos por neumonias inespecificas.

En nuestro estudio hemos empleado los pulmones de 100 animales,

correspondientes al grupo decomisado por neumonias, 1o cual significa un 7% del total
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de caballos que se sacrifican en el matadero Municipal de Madrid (Legazpi). Al mismo

tiempo recogimos 5 pulmones sanos.

1.2.- PROCEDENCIA

Las zonas de origen de los caballos, fueron la Comunidad de Madrid y las
provincias limftrofes de las comunidades de Castilla Ia Mancha y Castilla-Ledn, en

- concreto: Toledo, Avila, Segovia, Guadalajara, Cuenca y Ciudad Real,

La gran mayoria de los animales estudiados se corresponden con caballos
cruzados (n=92), y en un pequefio porcentaje Pura Raza Espafiola (n=5), Pura Sangre

Ingles (n=2) y Raza Arabe (n=1).

En los animales objeto de estudio la edad se determiné con arreglo a la
denticion, empleando los criterios expuestos por la American Association of Equine

Practitioners en 1988 (Tablas 2-6 y Griéfico 1).
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L.5.- SEXO

La distribucion de los animales por sexo, se especifica en las Tablas 2-6.

Asimismo podemos comprobar en el Grafico 2 que un 80% de los animales
eran hembras frente al 20% de machos. La razén que justifique este hecho podrfamos
encontrarla en el alto nimero de hembras reproductoras de desvieje con problemas

obstétricos que son enviadas al matadero.

II.- TOMA DE MUESTRAS,

IL.1.- MUESTRAS DE SANGRE

Tras el degiiello recogiamos sangre total para el estudio virol6gico,
centrifugando posteriormente a 2,500 r.p.m. De esta forma obteniamos el suero de

cada animal para detectar los niveles de anticuerpos frente a los virus estudiados.

I1.2.- MUESTRAS DE PUILMON

Una vez recogido el material en el Matadero, nos desplazabamos al
Departamento de Patologfa Animal II (Facultad de Veterinaria de Madrid), donde

realizdbamos una detallada descripcién macroscépica de los pulmones, y
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fotografiabamos los casos més interesantes para nuestro trabajo.
A continuacién procediamos a la toma de muestras de las zonas objeto de
estudio siguiendo las pautas indicadas por Viel (1983) y Drommer y col. (1985). Asi

obtenfamos ocho muestras, cuatro de cada pulmén tal y como indica el Grafico 3.

II.- PROCESADO DE LAS MUJESTRAS.

Se realizaba dependiendo del tipo de estudio, y asi podemos distinguir:
- Estudio microbioldgico y virolégico.
- Estudio histopatologico: Técnicas Convecionales

Técnicas Immunocitoquimicas

HI.1.- ESTUDIO MICROBIOLOGICQ Y VIROLOGICO,

Para ello se utilizaron hisopos con medio de transporte "Stuart Biomedics"
(Ref. T 1004 8E) y medio de transporte "Stuart Modificado Difco” (Ref. 9340-26-0),
los cuales eran introducidos en los bronquios principales de cada pulmén; se tomaban
asimismo muestras de parénquima para aislamiento microbiolégico. Antes de 24 horas
las muestras se sembraron en placas de cultivo. El procesado e identificacion se
desarrollaron siguiendo la metodologia utilizada en el Laboratorio Agropecuario

Regional de Algete (Madrid).
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El estudio viroldgico se realizé sobre muestras de sangre total obtenidas en el
sangrado de los animales y tras la centrifugacién a 1500 r.p.m., obtuvimos un suero
que era congelado a - 18° C. La valoracién de los anticuerpos se realizé frente a
Paramixovirus tipo 1 y 2, mediante inhibicién de la hemaglutinacion (IHA). Para ello
titulamos el virus usando el método de aglutinacién de glébulos rojos de oveja,
determinando asi la unidad virica aglutinante (UVA) para cada subtipo, necesarias
como patrén para la prueba posterior de la IHA:

1 UVA = A/Equi 1 = 1/167
1 UVA = A/Equi 2 = 1/367

El laboratorio Agropecuario de Algete sefiala el titulo de anticuerpos frente a

influenza tipo A en 1/20 como valor significativo, para la técnica de inhibicién de la

hemoaglutinacién.

II1.2.- ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

II1.2.1.- TECNICAS CONVENCIONALES

[I1.2.1.1.- FIJACION E INCLUSION

Las muestras destinadas para este estudio fueron fijadas en formol al 10%. Tras

la fijacion se tallaron e introdujeron en "casettes" de pldstico y lavadas en agua
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corriente durante 2-4 horas. Para incluir las muestras hemos utilizado un procesador
automdtico de tejidos " Shandon—Elliot Bench SCE 0400". La inclusi6n fue en parafina
sintética "Histotec pastillas" (Merck) con punto de fusién 56°- 58°C. La formacién
de los bloques se realizé en una consola Tissue-Tek (Dispensadora de parafina,

Consola Térmica y Crioconsola: Miles Scientific).

[11.2.1.2.- CORTE

Una vez confeccionados los bloques de parafina fueron cortados en un
microtomo de rotacién Leitz, modelo 1516 de cuchillas desechables, con un grosor de
3-5 um,

Las secciones obtenidas eran depositadas en la superficie de agua caliente a una
temperatura aproximadamente de 37-40° C para favorecer la eliminacién de pliegues.
A continuacion se recogieron las muestras mediante portas, desengrasados previamente

con alcohol-eter y secadas en una estufa a 37° C, durante 12 horas.
[I1.2.1.3.- TINCION

Para el diagnostico histopatolégico se aplicaron diversas técnicas convencionales

de tincién:

- Hematoxilina/eosina.
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- Tricrémico de Masson.
- Tricrémico de Gallego.
- P.A.S. (Acido Peryodico de Schiff).

Tanto los colorantes como los tiempos empleados en cada una de ellas son los

habituales seguidos en nuestro laboratorio de Histopatologia.

[II.2.2.- TECNICAS INMUNOCITOQUIMICAS

[I1.2.2.1.- FIJACION, INCLUSION Y CORTE

La fijacion se realizé en liquido de Bouin (75% de 4cido picrico a saturacion,
25% de formalina comercial, y 1-2 gotas de 4cido acético glacial por cada 10cc de la
mezcla anterior) durante un periodo de 10-12 horas. Posteriormente las muestras se
lavaron mediante cambios sucesivos en alcohol de 40°, donde permanecieron varias
horas o dias hasta su inclusién,

Formol tamponado comercial en proporcién 1/10 (Assens Llofriu S.A., Cod.
n® 0713).

El proceso de tallado, inclusién y corte es anilogo al desarrollado para
microscopia convencional, si bien, los portas estaban recubiertos con poli-L-Lisina-
Agarosa (MN: 4,000 - 15,000; Sigma Chemical Company) y se secaron a temperatura

ambiente durante 24 horas antes de su utilizacién.
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II1.2.2.2.- INMUNOTINCION

Las técnicas inmunocitoquimicas aplicadas han sido peroxidasa-antiperoxidasa
(P.AP) segin el protocolo de tincién descrito por Sternberger (1978) e

inmunofluorescencia indirecta (I.F.I).

La técnica de P.A.P, se desarroll6 segun las distintas etapas establecidas:

1°.- Desparafinar Xilol...................... 10 min. x2
Etanol 100°................. 5 min. x2
Etanol 96°.................. 5 min.

En el caso de la fibropectina, colAgeno tipo IV vy laminina era necesario utilizar

un tratamiento enzjmaético suave con pepsina, para aumentar la capacidad antigénica
de la muestra. Tras la inhibicién de la peroxidasa endégena y el posterior lavado en
agua destilada (5 min, x3), las preparaciones se sumergieron en una solucién 0,4%
de pepsina comercial (procedente de la mucosa del estémago de suidos: 1:10000; 515
unidades/mg solido; 2,200 unidades/mg proteina: Sigma Chemical Co.) en CIH 0,01
N a ph 2,0, constituida por:
* 99,6 ml de CIH 0,01 N.
*0,4 g de pepsina comercial.

Las muestras se mantuvieron en esta solucién a 37° C durante 5-10 min. como

maximo. Realizada la digestion las secciones se volvieron a lavar en agua destilada 5

min, x3.
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2°.- Lavar con tamp6n PBS, ph 7,2.............. 5 min. x3

La preparacion de la solucién tampén se realiz6 empleando el siguiente

protocolo:
* Cloruro sodico (NaCl).................... 8,7 grs.
* Fosfato monopotdsico (KH,PO,).......... 0,272 grs.
* Fosfato bisédico (Na,HPO,)............. 1,136 grs.

Las cantidades utilizadas se disuelven en un litro de agua destilada, midiendose

posteriormente en un Phmetro y ajustidndose el ph a 7,2.

3°.- Inhibieién-dedaPeroxidasa Endbgena:.....30 min.

* Para ello se sumergen las preparaciones en una solucién de agua oxigenada
al 0,3% en PBS (1 ml de H,0, al 30% en 100 ml de PBS).

4°.- Lavar en tampén PBS, ph 7,2................. 5 min. x3

de cerdo (DAKO-PATTS 901, Dilucién 6ptima 1/30) por corte, incubando durante 30

min, a temperatura ambiente, en cdmara himeda.

6°.- Incubacién con el primer anticuerpo: Esta capa era variable, dependiendo del tipo

de antisuero empleado. En nuestro trabajo hemos usado antisueros frente a las
siguientes proteinas de matriz extracelular:
* Proteinas no fibrilares.

- Laminina.

- Fibronectina.
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* Proteinas fibrilares: Coldgenos.

- Coldgenos Mayores: coldgeno tipo I y III,

- Colagenos Menores: coldgeno tipo IV,

Asf los anticuerpos empleados como primera capa fueron:

6°.1.- FIBRONECTINA

Suero antifibronectina plasmatica humana obtenida en conejo (Chemicon INT.-
AB 1940). Dilucién de trabajo 1/100.

6°.2.- LAMININA

Antilaminina policlonal de membrana basal del tumor " engelbretll~ﬁohnswmm"
de ratén obtenido en conejo (Chemicon INT.- AB 940), Dilucién de trabajo 1/100.

6°.3.- COLAGENO TIPO I

Suero anticoldgeno tipo I de dermis bovina obtenido en conejo (Chemicon INT. -
AB 749). Dilucién de trabajo 1/100.,

6°.4.- COLAGENO TIPO III

Suero anticoldgeno tipo III bovino obtenido en conejo (Chemicon INT.- AB
750). Dilucién de trabajo 1/100.

6°.5.- COLAGENO TIPO 1V

Suero anticoldgeno tipo IV procedente de placenta humana obtendio en conejo
(INC Immunobiologicals- 68124). Dilucién de trabajo 1/100,

* Los distintos anticuerpos eran incubados durante 24 horas a 4°C en cémara

hiimeda.
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7°.- Lavar en tamp6n PBS, ph 7,2................. 5 min. x3

8°.- mgnmnluw;plmm_qu&lunmﬁd&d&h&pﬁmems anticuerpos

han sido obtenidos en conejo, utilizamos como puente anticuerpos de conejo obtenidos
en cerdo (Swine antirabbit immunoglobulins, DAKO-PATTS Z. 196). Dilucién de

trabajo 1/100. Las muestras se incubaron durante al menos 30 minutos en camara

htiimeda.
9°.- Lavar en tampén PBS, ph 7,2................. 5 min. x3
10°.- Incubacién con ¢l complejo P.A.P.: Empleamos PAP de conejo(PAP rabbit

DAKO-PATTS Z.96) a dilucién 1/64 durante 30 minutos a temperatura ambiente en

cAmara himeda.

drochlorada-en tabletas de

concentracion 10 mg (Sigma Immunochemicals.D-5905). La solucién empleada
constaba de: 40 ml/PBS, 40 ul de H,0, al 30% y una tableta de 10 mg DAB.

Los tiempos empleados en el revelado se adjuntan en la siguiente Tabla 7:

ANTICUERPO | TIEMPO DEDAB |
FIBRONECTINA 2 MIN. J
LAMININA 7 MIN.
| COLAGENO TIPO I 3 MIN,
COLAGENO TIPO Il | 10 MIN.
|_COLAGENO TIPO IV 10 MIN.
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13°.- Lavar en agua destilada durante 10 min.

14° .- Contrastado con hematoxilina de Carrazzi....S min,

11°,- Deshidratar: Etanol 96°.............. 1 min.
Etanol 100°............. 1 min. x2
12°.- Aclarar; Xilol.........covvvnviniins 2 min, x2

13°.- Montaje con Histoclac o DPX.

La técnica de I.F.I. fue utilizada para detectar factores de crecimiento en los
pulmones de los animales objeto de estudio. Asi despues del desparafinado y lavado
con PBS segtin lo descrito para la técnica de P.A.P,, incubamos las muestras con el
anticuerpo primario:

* FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE 8 (Transforming Growth
Factor - TGF ):

Suero anti-TGF § procedente de plaquetas porcinas obtenido en conejo (British
Biotechnology Products Ltd. BDA 5). Dilucién de trabajo 1/5.

* FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (Platelet Derived
Growth Factor - PDGF);

Suero anti-PDGF procedente de PDGF natural humano obtenido en cabra
(British Biotechnology Products Ltd. BDA 16). Dilucién de trabajo 1/30.

El 2° paso de esta técnica consistia en lavar con PBS ph 7,2 (5 min.x3).

A continuacién incubamos en completa oscuridad y en cdmara himeda con el

conjugado correspondiente para cada factor de crecimiento:
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* Utilizamos Ig G (H+L) de oveja anti Ig G de conejo FITC (Conjugado con
Isotiocianato de Fluoresceina: ImmunoBiologicals 683081-0012) para el TGF 3.
Dilucién de trabajo 1/50.
* En el caso del PDGF usamos Ig G (H+L) de conejo anti Ig G de cabra FITC
(Conjugado con Isotiocianato de Fluoresceina. Sigma Immuno Chemicals. F-7367).
Dilucién de trabajo 1/64.

Posteriormente se lavan las preparaciones con PBS ph 7,2 (5 min.x3} y se
montan en un medio acuoso (Glicerina tamponada: 9 partes de PBS ph 7 + 1 parte

de glicerina -Merck. No 4094),

II1.2.2.3.- DILUCION OPTIMA DE TRABAJO

Para determinar la dilucién 6ptima de trabajo en los diferentes anticuerpos
primarios, se utilizaban varios cortes seriados de una misma muestra ademds de una
seccion de tejido pulmonar normal. A partir de ahi, y teniendo como patrén la
dilucién que la casa comercial recomienda en cada caso, estandarizamos las distintas
diluciones de trabajo en 1/50, 1/75, 1/100, 1/200, 1/300 y 1/500, eligiendo como
Optima aquella més alta y con mayor reaccién tintorial a nivel tisular.

En el caso de los factores de crecimiento, capa puente y PAP de conejo, se

utilizaron las diluciones recomendadas por el fabricante.
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II1.2.2.4.- UTILIZACION DE CONTROLES

[11.2.2.4.1.- Controles Negativos

Realizamos los controles negativos pertinentes mediante la sustitucién del

anticuerpo primario por PBS. El resto de la técnica era idéntica.

[11.2.2.4.2.- Controles Positivos

La mayoria de los anticuerpos primarios utilizados tienen como inmundgenos
proteinas de otras especies (coldgeno bovina, laminina de ratén, entre otras) y no
habian sido testados en tejidos equinos por lo que no se conocia su reactividad para
el caballo. Al poner a punto las 'diversas técnicas se han utilizado como controles
positivos secciones de tejidos de las correspondientes especies, siempre que ha sido
posible.

Una vez comprobada la reacci6n cruzada para los tejidos equinos, nos sirvieron
como controles positivos internos determinadas estructuras  pulmonares
inmunorreactivas frente a los distintos anticuerpos, basdndonos en estudios
inmunocitoquimicos previos.

En el caso de los factores de crecimiento con inmunoftuorescencia utilizamos

tumores mamarios caninos con una marcada fibroplasia, con sus correspondientes
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controles negativos.

IV.- ICONOGRAFIA.

Las imigenes macroscdpicas se realizaron con una cdmara Reflex "Minolta"
dotada de un objetivo macro de 50 mm, 1:3,5, con pelicula Kodak Ektachrome 160.

Para las microfotografias empleamos pelicula Kodak Ektachrome 64 de
Tungsteno y microscopio Olympus AH-3 (Vanox AHB53), con sistema de autofocus
y dos cdmaras incorporadas,

En el caso de las muestras para inmunofluorescencia, las fotograffas fueron
realizadas con una cémara Orthomat transistorizada acoplada a un microscopio

Orthoplan, utilizandose pelicula Kodak Ektachrome 160 (luz artificial).
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RESULTADOS

Una vez realizada la revisién bibliogrdfica la cual pone de manifiesto la
importancia de las neumontas intersticiales y la fibrosis pulmonar, principalmente en
hombre y equinos, expondremos nuestros resultados de acuerdo con el siguiente

esquema;
I.- Estudio microbiolégico.
I.1.- Aislamiento microbiolégico.
I.2.- Valoracidn viroldgica.,
II.- Estudio anatomopatoldgico.
I1.1.- Macroscépico.

I1.2.- Histopatolégico.

III.- Estudio Inmunocitoquimico.
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I.- ESTUDIO MICROBIOLOGICQ.

L1.- AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO

El andlisis microbioldgico de los pulmones, revel6 las siguientes bacterias
clasificadas segin la tincién de Gram: * Gram positivas: Staphylococcus sp.
Streptococcus grupo C
Streptococcus zooepidemicus
Streptococcus alpha hemolitico
Corynebacterium sp.
Actinobacillus equuli
* Gram negativas: Escherichia coli
Pseudomonas sp.
Bacilius sp.
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Providencia sp.
Asimismo se han aislado levaduras en un 12% de los animales objeto de
estudio.,

De los 100 animales procesados un 47 % tenfan crecimiento significativo, un
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39% presentaban aislamiento negativo y un 14% tenfan crecimiento no significativo.
Estas tres categorias se establecieron de acuerdo a los siguientes pardmetros:
* crecimiento o no,
* aislamiento en pureza y
* nimero de colonias,
Los resultados del examen bacterioldgico se reflejan en las Tablas 7-16 y
Grdfico 4. Establecemos las distintas categorias, anteriormente mencionadas,
valorando cada crecimiento bacteriano de 1 a 3 cruces, tal y como sefialamos en este

esquema;

* Crecimiento-negative: ausencia de colonias en la placa de agar (-).

* Crecimiento-no-significative: detectamos su presencia, sin embargo el crecimiento
no es importante. Se representa por una cruz (+).

* Crecimiento significativo:-Su aislamiento es valorable, el crecimiento es en pureza,
por ello los consideramos potencialmente patégenos. Se representan con dos a tres
cruces: ++ significativo o ++ + altamente significativo.

La incidencia que mostraba cada uno de los organismos aislados queda reflejada
en la Tabla 13, y en ambos casos, supera el 100%, al considerar el 39% de los
animales con crecimiento negativo. Este hecho se explica por el aislamiento de
mujltiples microorganismos en un mismo pulmén, siendo incluso significativo para més
de un agente, que en nuestro caso representa el 34,4% de los animales del grupo de

caballos con aislamiento microbiano.
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La mdxima incidencia sobre el mimero total de animales estuvo representada
por Streptococcus sp. (35%), Levaduras sp. (12%), Staphylococcus sp. (11%) y
Pseudomonas sp. (10%).

Es importante sefialar que en el caso de las levaduras, sélo se consideran
patdgenas aquellas que crecen a temperatura de 37°C, con lo que la incidencia se
reduce a un 4%.

Asimismo las tres bacterias potencialmente patgenas tuvieron en un gran
mimero de casos (58% para Streptococcus sp.; 20% para Pseudomona sp.; 12% para
Staphylococcus sp.) un crecimiento altamente significativo y por ello las consideramos

causantes de procesos patolégicos respiratorios en los animales objeto de estudio.
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1.2.- YALORACION VIROLOGICA

La deteccidn virica se realizé midiendo el nivel de anticuerpos en sangre frente
al Mixovirus Influenza: variedades Praga 56 (A/Equi 1) y Miami 63 (A/Equi 2)

Los resultados de este estudio reflejan que un 79% de los caballos, presentaban
titulo de anticuerpos negativo frente a las distintas variedades viricas enfrentadas,

Un 21% mostraban tasas de anticuerpos considerados como significativos.
Hemos de sefialar que de este grupo un 62,5% tenian titulos altos sélo frente a una de
las dos variedades (A/Equi-1) y el 37,5% restante frente a ambas variedades viricas
(Grafico 5). Dentro de este ultimo grupo observamos dos animales que presentaban

titulos muy elevados:

Caballo n® 33.......... 1/640 1/1280
Caballo n® 95.......... 1/320 1/80

Asimismo, hemos intentado establecer una relacién estadfstica entre la deteccidn
virica de anticuerpos y los estudios macroscépicos e histolégicos.

El resultado no ha sido significativamente estadfstico, sin embargo
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consideramos que son de interés algunas de las asociaciones realizadas entre la
valoracion virica y algunas caterogias histolégicas.

Asi los cinco équidos diagnosticados histolégicamente con neumonia intersticial
linfoide (NIL), presentaron todos titulos de anticuerpos significativos sélo frente a la
variedad A/Equi-1.

Igualmente pudimos comprobar que los animales con neumonia intersticial
bronquiolitis obliterante (NIBO), mostraron titulos frente a A/Equi-1 (2 caballos) y
A/Equi-2 (3 animales).

Los équidos serolégicamente negativos representaban un 85% vy estaban
diagnosticados en su mayoria de neumonia intersticial usual (NIU); en este mismo

grupo se incluyen las dos neumonias intersticiales eosinofilicas.
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II.- ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO,

II.1.- MACROSCOPICO

Desde el punto de vista anatomopatolégico macroscéopico podemos agrupar los

distintos procesos pulmonares de nuestros caballos en tres tipos diferentes (Tablas 18-
21):
TIPO A.- Este presentaba focos neumdnicos recientes, distribuidos de forma irregular,
y afectando a lobulillos o lobulos, dependiendo de su extensién. Los i6bulos en los
que normalmente se asientan estas lesiones son los craneales, as{ como la zona de
union entre los l6bulos craneal y caudal.

Macroscdpicamente estas dreas aparecen consolidadas y atelectasicas; segin la
naturaleza del proceso y la an.tigiiedad del mismo su color varia del rojo oscuro al rosa
grisiceo, Alrededor de estas 4reas se observan pequefias zonas prominentes de color
blanquecino correspondientes a enfisemas vicariantes (Fig. 1).

A la palpaci6n estas zonas eran firmes y de una consistencia semejante a la del
higado. La superficie de corte era irregular, y de la misma fluia un liquido que variaba
del color rojizo al blanco. Los bronquios de estas zonas estaban afectados
frecuentemente, y presentaban un contenido mucosanguinolento en su interior.

Estas lesiones anatémicas se corresponden con las tipicas bronconeumonias

lobares de los "Sindromes Respiratorios" (Bronquiolo Intersticiales).
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TIPO B.- El segundo grupo de pulmones se caracterizan por ser muy voluminosos,

sobre todo, en la regién del hilio mds que en dreas periféricas. Asf, hemos valorado
el abombamiento de los mismos, designando a cada uno con cruces (de una a tres):
- Ligeramente voluminoso +
- Voluminoso + +
- Muy voluminoso + + +
Ademds el parénquima presentaba un aspecto tostado o piirpura con pequefias
~ dreas blanquecinas. La consistencia era firme, y la superficie de corte mostraba
también color tostado. Las imdgenes macroscépicas coinciden con las propias de una
neumonia intersticial (Fig. 2).
Tipo C.- Los pulmones mostraban lesiones antiguas de procesos neumdnicos.
Normalmente se trataba de cicatrices fibrosas localizadas en los dos Iébulos craneales,
o en uno de ellos, La imagen mds tipica de estos pulmones, son densas masas
subpleurales en el borde fundamental del 16bulo caudal del pulmén. Al corte se
presentan extensas dreas del parénquima pulmonar de aspecto blanquecino, con una
consistencia semejante al caucho, Masas semejantes se observan alrededor de los
bronquios. Al primer proceso se le denominada neumonta larddcea y al segundo
bronquitis nodosa. Estas imdgenes coinciden con las propias de Neumonfas Crénicas.
Asimismo se observan enfisemas localizados a nivel de los 16bulos craneales y
las zonas mds marginales de los ldbulo caudales (Fig. 3).

La incidencia de cada uno de los distintos tipos anatomopatoldgicos descritos
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se recoge en el Gréfico 5 y fué:

* 17% de los caballos tenfan el tipo A,

*34% de los pulmones de caballo presentaban un patrén C,
*49% de animales corresponden al tipo B,

Un 15 % de los animales presentaban depésito de carbén en los linfiticos de

la pleura (antracosis).

Asimismo, comprobamos la existencia de vasos varicosos subpleurales en

alguno de los pulmones estudiados.
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I1.2.- HISTOPATOLOGICO

Para el estudio y clasificacién de los distintos procesos respiratorios observados
en los équidos objeto de estudio y desde el punto de vista histoldgico, hemos realizado
una divisén en base a otras clasificaciones previas establecidas tanto en medicina
humana (Liebow, 1975; Selman y Barrios, 1991) como en veterinaria (Dungworth,

1993). Con esa base hemos obtenido los siguientes resultados (Tablas 18-21 y Grafico

5

I1.2.1.- Neumonfa Intersticial Linfoide (NIL) . ... ................. 5%
I1.2.2,- Neumonia Intersticial Eosinofilica (NIE) ... ................ 2%
I1.2.3.- Neumonfa Intersticial Descamativa (NID) . .. ............... 8%

I1.2.4.- Neumonia Intersticial de Células

Gigantes (NICG) . . . .. . oot i e e 2%
I1.2.5.- Neumonia Bronquiolo Intersticial (NBD) . . ................ 10%
I1.2,6.- Neumonfa Intersticial con Bronquiolitis Obliterante (NIBO) . ., .. .. 5%
I1.2.7.- Neumonfa Intersticial Usual (NIU) . . .. .. ... .o v s, 68 %

Desarrollaremos las lesiones observadas en cada tipo enunciado, centrando el
estudio en la luz alveolar, septo alveolar y porcién conductora (bronquio y

bronquiolo).
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I1.2.1.- NEUMONIA INTERSTICIAL LINFOIDE

En nuestro estudio representa un 5% de la incidencia total de neumontas.

Se aprecian masas de aspecto polipoide en algunas luces alveolares, compuestas
por fibras de coldgeno, fibroblastos, linfocitos, células plasmaticas y macréfagos.
Estas estructuras se corresponden con organizaciones fibréticas intraluminales que se
unen a los septos colindantes,

En el septo alveolar, la NIL presenta una fibrosis septal variable con un fuerte
infiltrado de células redondas, principalmente linfocitos, y en menor ndmero,
histiocitos y células plasmadticas.

Se observan mangitos perivasculares linfociticos, sobre todo alrededor de
grandes vasos.

Existen verdaderas formaciones linfoides en el parénquima y alrededor de los
bronquiolos con las estructuras tipicas de centro germinal claro y corona linfocitaria.
Tanto en los septos como en la l4mina propia de bronquios y bronquiolos aparece un
discreto niimero de eosinéfilos.

Lla mucosa de los bronquiolos estd infiltrada por una gran mimero de linfocitos

(Fig. 4 y 5).

I1.2,2.- NEUMONIA INTERSTICIAL EQOSINQFILICA

Este tipo histol6gico, junto con la neumonia intersticial de células gigantes

155



RESULTADOS

(NICG), representan la menor incidencia dentro de las neumonias estudiadas (2%).

El lJumen de algunos alveolos aparece ocupado por un liquido de color rosado
{edema alveolar).

En este edema alveolar, se observa un escaso mimero de células tales como
linfocitos, células plasmaticas y neumocitos descamados.

Se comprueba gran nimero de eosinéfilos en la mayoria de las luces alveolares,
algunos de los cuales aparecen degranulados.

En otras zonas, se aprecia una organizacién intraluminal de redes de fibrina;
dichas masas estan rodeadas por células fibroblésticas, y eosinéfilos que quedan
atrapados en su interior.

El septo alveolar aparece recubierto, en algunas dreas, por células de aspecto
cibico, con ndcleo grande y rico en heterocromatina; en otras zonas se aprecia la
proliferacién de células muy semejantes pero con micleo y nucleolo claros que
asemejan a neumocitos tipo II. Existen dreas donde parece que existe una total
disolucién de la arquitectura del septo interalveolar.

En algunos casos se aprecia un engrosamiento fibrético de la pared
interalveolar, con numerosos eosindfilos dispersos entre dicho tejido conjuntivo.

Los capilares interalveolares aparecen dilatados. Algunos de ellos contienen
eosinéfilos.

Observamos verdaderos tapones de eosindfilos en la luz de bronquios y

bronquiolos, asi como una peribronquitis y peribronquiolitis eosinofflica.
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Existe un aumento de tejido conjuntivo que rodea a estas porciones conductoras,
comprobandose, en el seno del mismo algunos manguitos perivasculares con
abundantes eosinéfilos y algunos linfocitos.

Las fibras musculares lisas que rodean a bronquios y bronquiolos, aparecen
disueltas en algunas zonas e infiltradas por eosin6filos, macréfagos e histiocitos en

otras (Fig. 6 y 7).

I1.2.3.- NEUMONJA INTERSTICYATL, DESCAMATIVA

Ocupa el tercer lugar, con un 8% de incidencia dentro de las neumonias
estudiadas.

En las luces alveolares se observa abundante cantidad de macréfagos alveolares
desprendidos y activados, con numerosas vacuolas en su citoplasma. Existe en algunas
zonas una gran cantidad de células binucleadas siendo escasas las células gigantes.

En algunos alveolos podemos apreciar membranas hialinas, las cuales aparecen,
a veces, rodeadas por células de niicleo alargado y cromatina laxa que se corresponden
con fibroblastos jévenes.

Existe una hipertrofia del septo alveolar con proliferacién y dilatacién de
capilares, Se observan edema e hialinosis; estas masas hialinas rosdceas con
hematoxilina-eosina presentan abundantes células de aspecto fibrobldstico, sin ser

todavia una auténtica fibrosis septal. En esta localizacién se aprecia también un
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discreto infiltrado de linfocitos, células plasmaticas y eosinéfilos (Fig. 8). La porcién

conductora tiene aspecto normal.

11.2.4.- NEUMONIA INTERSTICIAL DE CELULAS GIGANTES.

Representa tan sélo el 2% de las imagenes histopatolégicas observadas en

nuestros animales de estudio.

Microscépicamente presentan las mismas caracteristicas que una neumonia
intersticial descamativa (NID), aunque con un grado maés avanzado en el proceso de
fibrosis intraluminal e interalveolar. Dentro de las distintas células que aparecen
dispersas en la luz alveolar, se aprecia un significativo aumento del nimero de células
gigantes multinucleadas, con respecto al resto de elementos que la componen (Fig. 9

y 10).

IL.2.5.- NEUMONIA BRONQUIOLOQ INTERSTICIAL

Este grupo representa el 10% de las neumonias clasificadas histol6gicamente;
la mayoria se encuadran dentro del 17% de los pulmones, que se clasifican
macroscopicamente como grupo A.

Se observan las luces de los alveolos tanto de los.adyacentes a los bronguiolos

y bronquios, como de los mds alejados, repletos de neutréfilos, glébulos rojos, detritus
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celulares, exudado serofibrinoso, macréfagos de aspecto espumoso cargados de
vacuolas y células epiteliales descamadas.

Asimismo, se aprecian en algunos puntos del parénquima focos necréticos,
compuestos principalmente por detritus celulares y acimulo de polimorfonucleares
neutrofilos y macrégagos.

Existe una marcada dilatacién de los capilares septales, asi como una
proliferacion de neovasos.

La superficie alveolar aparece libre de células, salvo en algunas zonas donde
se aprecian reepitelizaciones de neumocitos tipo 1I.

El tejido conjuntivo peribronquial y peribronquiolar, se halla fuertemente
infiltrado, principalmente por neutréfilos, linfocitos, histiocitos y células plasmaticas
en disposicién perivascular o dispersos en la ldmina propia. Los tabiques
interlobulillares presentan un marcado edema.

En bronquios y bronquiolos, existen verdaderos tapones mucosos con
hipertrofia e hiperplasia de células caliciformes y abundantes neutréfilos. Sin embargo
en algunos casos, encontramos hiperplasia epitelial y asimismo una metaplasia
escamosa en la mucosa bronquial, que origina una marcada disminucién del nimero
de células caliciformes.

A nivel bronquiolar se observa un crecimiento hiperplésico por parte de las
células epiteliales, que dan a la mucosa un aspecto fruncido, Algunos bronquiolos

presentan necrosis de la mucosa, con una fuerte infiltracién de neutréfilos, linfocitos,
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macréfagos y un pequefio ntiimero de eosindfilos (Fig. 11, 12 y 13).

I1.2.6.- NEUMONIA I
OBLITE TE

Presenta una incidencia del 6% dentro de nuestro estudio. Histolégicamente el
parénquima de este tipo de neumonia intersticial es semejante al de una NIU (fase II)
con un grado variable de fibrosis septal,

Por ello, nuestra atencién se centra en la descripciébn de la bronquiolitis
obliterante. Dentro de los distintos animales hemos observado una infiltracién discreta
de células redondas en el epitelio y ldmina propia de los bronquiolos. La luz de estos
presentaba dos imégenes diferentes dependiendo de la antigiiedad del proceso.

Una fase inicial caracterizada por tapones constituidos por moco, linfocitos y
células epiteliales descamadas.

Por otro lado, cuando el proceso localizado en la luz de los bronquiolos avanza,
y existen lesiones mds severas en el epitelio, se observa una masa m4s organizada,
como consecuencia de la migracion de fibroblastos o células semejantes, desde la
lamina propia de la mucosa bronquial, asi como macréfagos y células endoteliales al
exudado localizado en el lumen,

Primero las células fibroblésticas rodean a la masa central, y después aparecen

aisladas en su interior; esta esta estructura intraluminal queda adherida a la lémina
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propia del bronquiolo, produciendo la obstruccién total o parcial de esta porcién

respiratoria (Fig. 14 y 15).

I1.2.7.- NEUMONIA INTERSTICIAL USUAL

Es el tipo de neumonia que se presenta con mayor incidencia (68%), Para su
mejor comprensién, hemos dividido esta entidad en tres fases, las cuales pueden
observarse a la vez dentro del mismo animal; sin embargo, a veces, existe un

predominio de alguna de ellas sobre el resto.

N.I.U, FASE |

Se aprecia un liquido de color rosado con hematoxilina-eosina en algunos
alveolos (edema alveolar), que tiende a organizarse (Fig. 16),

Se observan macréfagos septales activados que se localizan en el lumen

alveolar, .

La mayoria de los alveolos aparecen desnudos u ocasionalmente presentan

neumocitos tipo II.

Es una etapa, caracterizada por la dilatacién y proliferacién de los capilares
septales (Fig. 17), cuyas membranas basales aparece claramente tefiida con la técnica
de P.A.S.

No obsevamos lesiones en la porcién conductora.
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N.LU. FA

Desaparece la arquitectura propia del parénquima pulmonar. Las luces
alveolares son reemplazadas en algunas zonas, por nuevos capilares de reciente
formacién (Fig. 18).

El exudado extravasado se organiza alrededor de los capilares y en las luces
alveolares, dando lugar a membranas hialinas, caracterizadas por ser masas eosinéfilas
y acelulares con técnicas habituales, que rdpidamente son invadidas por células con
nicleo alargado y cromatina densa junto a otras de nucleo mas claro y nucleolo
evidente, ambas son de aspecto fibroblastico; estas células se organizan dentro de las
masas hialinas, y quedan adheridas a los septos alveolares.

En ocasiones la organizacién intraluminal se aprecia como en casos anteriores
y con caracter puntual, y otras veces se observan extensas fibrosis intraalveolares (Fig.
19 y 20).

Destacan pequefias dreas de proliferacién epitelial (neumocitos tipo II) con
intentos de recubrir los alveolos desnudos (Fig. 21).

En esta fase son muy espectaculares las imédgenes e hipertréfias e hiperplasias
vasculares que denominamos dreas de angiogénesis v que se evidencian en zonas de
septos alveolares afectadas con las lesiones descritas.

Las dreas enfisematosas se aprecian alrededor de las zonas descritas y sobre

todo en localizaciones subpleurales.
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N.I.U FASE III

Al confluir las masas fibréticas intraluminares y septales se forman amplias
areas de fibrosis pulmonar caracterizadas por una intensa proliferacién de células
fibrobldsticas y un aumento en el depdsito de proteinas de matriz extracelular (Fig.
22).

Estos hechos producen un engrosamiento de los septos alveolares, unido a
pequerias zonas enfisematosas adyacentes dan al pulmén la tipica imagen de panal de
abgja descrito en humana. En este caso los tipos celulares que predominan son
fibroblastos, y un discreto infiltrado de células redondas (linfocitos y células
plasmdticas) (Fig, 23).

Dentro de las masas fibréticas hay dos diferentes imagenes histoldgicas. En
algunas zonas se observa un aumento en el nimero de fibroblastos jévenes, con escasa
cantidad de matriz extracelular, y en otras el niimero de fibroblastos es escaso con un
predominio de matriz extracelular tipo coldgeno, observiandose en ambos casos un
discreto infiltrado de células plasmaticas y linfocitos entre el tejido conjuntivo.

Algunas zonas de las masas fibréticas con intensa proliferacién fibrobldstica
presentaban una matriz extracelular de aspecto mucoide, a diferencia del aspecto
fibrilar tipico del coldgeno observado con tricrémico de Masson.

Asimismo visualizamos una clara proliferacién de formaciones vasculares en
areas de crecimiento fibrobl4stico, mientras que estos neovasos aparecen més dispersos

en las zonas de fibrosis marcada.
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Hemos de destacar acimulos de linfocitos semejantes a nédulos linfoides en el
interior de estas masas compactas de tejido conjuntivo (Fig. 24).

En las éreas de evidente organizacién conjuntiva se aprecian hendiduras
epiteliales, tapizadas por células ciibicas de micleo claro, células planas con nicleo
denso de aspecto endoteliforme y a veces se recubren de células ciliadas cubicas o
cilindricas. Adem4s de estos tipos celulares observamos unas células con niicleo
redondeado y picnético en disposicion central, con halo claro alrededor, que recuerdan
a células bronquiolares; estas imagenes descritas dan al parénquima un aspecto
glandular, semejante a pulmones fetales e incluso en algunos animales, recuerdan a
tumores pulmonares (Fig. 23).

Hay una marcada fibrosis peribronquial y peribronquiolar, muy semejante a la
descrita anteriormente, con gran abundancia de vasos sanguineos.

A nivel de los bronquios y bronquiolos existe una hiperreactividad de células
secretoras, con hiperplasia tanto de células caliciformes como de glandulas
bronquiales. Este fen6meno disminuye a medida que aumenta la fibrosis pulmonar,
sobre todo pericanalicular. Observamos asimismo fibrosis perivasculares,

Finalmente comprobamos la existencia de una relacién estadisticamente
significativa (Chi X* = 25,495 - GL = 12 -Probabilidad = 0,0126 menor o igual que
0,05) entre hallazgos histopatolgicos y el aislamiento microbiolégico.

Asi del 39% de neumonifas intersticiales con aislamiento negativo un 82%

correspondid a las neumonias intersticiales usuales.
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En lo referente al aislamiento microbiolégico casi la totalidad de las neumonias
intersticiales presentaron algin tipo de crecimiento salvo las neumonias intersticiales
linfoides y eosinofilicas.

Muy importante de destacar es el crecimiento significativo obtenido en la
mayoria de las neumonfas bronquiolointersticiales (n=10), neumonias intersticiales
descamativas (n="7), neumonias intersticiales de células gigantes (n=1) y neumonias
intersticiales bronquitis obliterante (n=2),

Aungque no encontramos una relacién significativamente estadistica entre los
distintos grupos histopatolégicos y bacterianos, siempre hallamos crecimiento frente
a Streptococcus sp. en las neumonias bronquiolo intersticiales y neumonias

intersticiales descamativas.
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I11.- ESTUDIO INMIINOCITOQUIMICO

Centraremos la atencién en el estudio inmunocitoquimico de las proteinas de
matriz extracelular y factores de crecimiento durante las neumonias equinas observadas
en nuestro estudio histopatoldgico con técnicas habituales. El desarrollo de este
apartado seria demasiado amplio, y en muchos casos incluso repetitivo, por ello para
referirnos a nuestros hallazgos inmunocitoquimicos agruparemos los distintos procesos
en tres categorias o fases, teniendo como referencia la deposicion de las proteinas de
matriz extracelular en el transcurso del fenémeno de fibrosis en las tres fases de la
neumonia intersticial usual (NIU),

Asi consideramos tres fases:

III.1.- Fase inicial En Ia cual podemos incluir las neumonias:
* intersticiales descamativas (NID),
* intersticiales usuales en fase I (NIU),
* intersticiales eosinofilicas (NIE),
* intersticiales de células gigantes (NICG),
* bronquiolointersticiales (NBI).
En todas ellas se aprecian fendmenos infiltrativo-exudativos.

I11.2.- Fase intermedia, integrada por:
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* neumonias intersticiales usuales en fase II (NIU),
* neumonias intersticiales linfoides (NIL),
* neumontias intersticiales con bronquiolitis obliterante (NIBO).

En conjunto se observa principalmente el desarrollo de fibrosis intraalveolar e

interalveolar. Si las lesiones inciales no son demasiado severas, no se desarrolla la
fibrosis intraalveolar, progresando sélo a nivel del intersticio, asi como alrededor de
vasos, bronguios y bronquiolos.
[11.3.- Fase final, caracterizada por fendémenos de fibrosis pulmonar total; se identifica
con la fase III de la neumonia intersticial usual (NIU) y se caracteriza por la
sustitucién de amplias zonas del parénquima pulmonar por tejido conjuntivo. Las
imégenes observadas se corresponden con el término ingles de "honeycomb" (panal
de abeja),

Comenzaremos a discribir las proteinas de matriz extracelular estudiadas y
existentes en cada una de las fases anterioremente descritas, y que recogemos en las

Tablas 22-25.
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II.1.- FASE INICTAL

LAMININA Y COLAGENO TIPO IV

Son las proteinas mayoritarias de la membrana basal. Ambas presentan el
mismo patrén de inmunotincién extracelular. Este modelo es muy uniforme siguiendo
el contorno de las membranas basales de las distintas estructuras de la arquitectura
pulmonar. Por ello nos referiremos indistintamente a cualquiera de las dos. Sin
embargo, en algunas ocasiones tuvimos problemas con reactividad de la laminina,
incluso después del tratamiento enzimAtico.

Esta fase se caracteriza por un proceso infiltrativo-exudativo. El septo alveolar
aparece engrosado por el edema, el infiltrado de células inflamatorias (linfocitos,
histiocitos y células plasmiticas) y la proliferacién de células de aspecto fibrobl4stico.
Estas paredes son recorridas por unas membranas, semejantes a bandas longitudinales
irregulares, fuertemente positivas a laminina y coldgeno tipo IV, Entre estas bandas
se observan algunos capilares septales. En determinadas 4reas se aprecian densos nidos
de membranas discontinuas, que confluyen en algunos puntos, donde encontramos
células de aspecto fibrobldstico. Estas zonas presentan una mayor inmunotincién frente
a ambas proteinas extracelulares.

Observamos en el perfil de la luz alveolar, una fuerte expresién frente a
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coldgeno tipo IV, y en menor intensidad a laminina; en ocasiones apreciamos algunas
zonas con una fuerte positividad lineal, la cual aparece discontinua y fragmentada
frente a laminina y coldgeno tipo IV, formando auténticos nidos de membranas
basales.

Las fibras musculares lisas tanto de los vasos sanguineos como de los musculos
de Reissensen, presentan una positividad difusa, en contraste con la tincién nitida que

se observa en los pulmones normales equinos (Fig. 25).

FIBRONECTINA

Hemos observado que la positividad lineal en las membranas basales del septo
a laminina y coldgeno tipo IV, aparececen desdibujadas. Sin embargo la
inmunoreaccion a la fibronectina en esta fase, se presenta como una complicada y
entramada red, que parece constituir el armazén pulmonar.,

La fibronectina se expresa en el contorno de las fibras musculares lisas de vasos
y porci6én conductora, asi como en fibroblastos y membranas basales de capilares,
siendo mas d.ifus.a en el citoplasma de los macréfagos.

Existen unas masas que rodean a los capilares, y que a veces los separa dentro
del septo alveolar, que se muestra fuertemente positiva frente a esta proteina,

Actumulos extracelulares subepiteliales de esta proteina, aparecen en los
bronquios y bronquiolos, justo por encima de las fibras musculares lisas. Ademas

hemos observado pequefias dreas perivasculares fuertemente positivas.
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Las masas intraluminales que se organizan en esta fase (membranas hialinas)
presentan una marcada positividad frente a la fibronectina con un aspecto mas o menos
fibrilar, y forma concéntrica en la luz alveolar.

Las membranas basales donde asientan las dreas de reepitelizacién aparecen
fuentemente tefiidos con este anticuerpo, siendo mds intenso en algunos actimulos

puntuales de dichas membranas (Fig. 26).

COLAGENO TIPO III

Existe también una clara disminucion de positividad en relacién al pulmén
equino normal.

El tejido conjuntivo que rodea a los bronquios, bronquiolos y grandes vasos,
aparece fuertemente tefiido frente al coldgeno tipo III, observindose como progresa
la reaccion hacia los septos alveolares mas cercanos.

Algunas placas intraluminares aparecen ligeramente tefiidas, sobre todo en
aquellas que existe en ellas una proliferacion fibrobl4stica.

En las dreas de angiogénesis se visualiza un discreto entramado fibrilar positivo,
que rodea los capilares y ocupa el septo alveolar. Esta positividad del tabique alveolar
es mas evidente en los alveolos adyacentes a vasos, bronquios y bronquiolos.

En esta etapa podemos apreciar una mayor inmunopositividad del pulmén de

los équidos, frente al coldgeno tipo I que al tipo I (Fig. 27).
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COLAG

Desde un punto de vista cualitativo, la cantidad de coligeno tipo I que se tifie
con estos métodos inmunocitoquimicos es mucho menor, que el observado en el
pulmoén de équido normal, sin embargo, se mantiene la misma distribucién,

Pequefias cantidades de coldgeno tipo I aparecen positivas, rodeando a los
capilares y en forma puntual en el septo alveolar.

Las dreas de tejido conjuntivo peribronquial y peribronquiolar, presentan
inmunotincion frente al procoldgeno tipo I,

Algunas regiones del parénquima presentan paredes alveolares y masas

intraluminares organizadas con expresion a este tipo de coldgeno (Fig. 28).

PDGE

Durante esta fase inicial hemos observado una positividad heterogénea entre las
distintas poblaciones de macrofdgos que observabamos a nivel luminal. Asi apreciamos
células que expresaron una fuerte positividad frente a la proteina PDGF, a diferencia
de otras con una débil o incluso nula expresién.

El epitelio bronquiolar, y en menor medida bronquial, presenté algunas células
basales con una fuerte inmunofluorescencia frente al PDGF, més marcada a nivel del

polo apical de la célula (Fig. 29 y 30).
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IGF 8
La tnica reaccion observada se presentd en bronquiolos. La reaccién se observé
de forma aislada en células epiteliales bronquiolares, situadas preferentemente en la

capa més externa del epitelio (Fig. 31).
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II.2. - FASE INTERMEDIA

LAMININA Y COLAGENO TIPO TV

Histoldgicamente observamos que las dreas de angiogénesis, alrededor de los
capilares del tabique interalveolar, presentan wuna fuerte inmunotincién frente a
laminina y coldgeno tipo IV.

Apreciamos una marcada tincién frente a ambas proteinas, que rodea la
membrana plasmaética de las fibras musculares lisas, en vasos de mediano calibre,
bronquios y bronquiolos.

Existen unas masas de aspecto amorfo y acelular, alrededor de los capilares
septales, rodeadas por una pequefia membrana positiva a estas proteinas;
frecuentemente esta inmunorreaccién pericelular corresponde con las prolongaciones
citoplasmicas de células de morfologia alargada y ndcleo oval central, semejantes a

fibroblastos (Fig. 32 y 33).

. FIBRONECTINA

Se observa positividad frente a la fibronectina, que dibuja el contorno del septo
y define el perfil de los capilares alveolares, sobre todo en las areas de angiogénesis;

sin embargo existe una inmunoreaccién muy intensa en masas -adyacentes a los
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capilares alveolares que adoptan formas diversas.

Asimismo esta proteina extracelular aparece fuertemente positiva en la matriz
que rodea vasos, bronquios y bronquiolos; los limites de la membrana plasmdtica de
las fibras musculares lisas de vasos de mediano y gran calibre, asi como el musculo
de Reissensen aparecen con una inmunotinicién muy marcada.

Las masas intraluminares que observamos en estadios iniciales, aparecen muy
organizadas y adheridas a la pared. Estas estructuras presentan una inmunoreaccién
marcada frente a la fibronectina, la cual no se observa en los citoplasmas de las
cclulas fibroblasticas que lo componen, aprecidndose un halo negativo entre el micleo
y la matriz que rodea a la membrana plasmdtica de estas células.

La pleura aparece engrosada y presenta un positividad de aspecto fibrilar (Fig.

34),

COLAGENO TIPO III

Se observa un depdésito positivo frente al coldgeno tipo III alrededor de los
capilares que se extiende al resto de la pared infiltrandola y separarando estos vasos
del lumen alveolar. Como consecuencia de esta infiltracién de coldgeno tipo III,
aumenta la distancia alveolo/capilar.

En el lumen alveolar, las masas que aparecfan positivas a la fibronectina, se
mostraron intensamente tefiidas frente a este tipo de coldgeno.

El tejido conjuntivo que rodea los vasos, bronquios y bronquiolos tiene una
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expresién poco intensa de coldgeno tipo III.
La pleura aparece engrosada y positiva frente a este tipo de coldgeno,
Consideramos que durante esta fase la reaccién frente a este procolageno es

maxima (Fig. 35).

COLAGENO TIPO I

Presenta el mismo patrén de inmunotincién que el coldgeno tipo I1I aunque la
inmunopositividad es menor desde un punto de vista cuantitativo, si bien observamos
que es mds fuerte y puntual en las paredes alveolares.

Es importante destacar, que las masas intraluminales organizadas con fuerte

proliferacién de células fibroblasticas y débil reaccién al coldgeno tipo III, son

discretamente positivas (Fig. 36).

PDGKF

En 4reas de fibrosis intraluminal la reacci6n frente a este factor de crecimiento
se presenta en el citoplasma de células fibroblasticas que proliferan en dichas masas
fibréticas, adosadas al septo alveolar.

Asimismo existe un aumento en el nimero de células del epitelio sobre todo
bronquiolar que expresan esta proteina a nivel del citoplasma, m4s marcado a nivel

del polo apical (Fig. 37 y 38).
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Existe un aumento del mimero de células epiteliales bronquiolares que presentan
positividad frente al TGF 8, semejante al que se produce frente al PDGF, pero menos

signiftcativo (Fig. 39).
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II1.3.- FASE FINAL

LAMININA Y COLAGENO TIPO IV

En las dreas de fibrosis, se observa una total negatividad a estas proteinas de
matriz, con la excepcion de las membranas de los neocapilares y de las hendiduras

vasculares, que disminuyen a manera que aumenta dicha fibrosis (fig. 40).

FIBRONECTINA

El aumento de la positividad a la fibronectina observado en estadios previos a
nivel del septo, disminuye paulatinamente en fases mas avanzadas, quedando reducida
al tejido conjuntivo que rodea grandes vasos, bronquios y bronguiolos, asf como en
las fibras musculares lisas que componen las estructuras anteriores.

En la pared alveolar quedan pequefias reacciones focales frente a este
anticuerpo; que en algunos casos se hace mds patente en dreas de proliferacién
vascular,

Las zonas con marcada desorganizacién arquitectural, con sustitucién del
parénquima pulmonar por extensas masas de tejido conjuntivo presentan una
inmunorreaccién difusa de fibronectina, que forma en estas 4reas, una complicada

malla de aspecto fibrilar (Fig. 41 y 42).
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COLAGENO TIPO III

A medida que avanza el proceso de fibrosis hacia la imagen de "pulmén en
panal” ("honeycomb"), se observa que la positividad frente al coldgeno tipo III,
desaparece, quedando reducida a pequefias zonas en: pleura, septo interlobulillar,
matriz que rodea vasos, bronquios y bronquiolos.

Las estructuras organizadas a nivel intraluminal aparecen adheridas al septo
alveolar, y presentan una débil expresién de inmunotincién frente al procoldgeno tipo
1.

Existen unas dreas extensas de tejido conjuntivo que sustitayen al parénquima
con una marcada proliferacién fibrobldstica, y es en estos lugares donde se aprecia una
fuerte inmunorreaccion frente a esta proteina fibrilar, Las 4reas de matriz que han
sustituido al parénquima pulmonar en estos animales, aparecen por tanto positivas al
coldgeno tipo III, Sin embargo el comportamiento en esta fibrosis pulmonar no es
homogéneo. Asi encontramos:

* Areas con una reaccién menos intensa en zonas ricas en matriz, y escaso nimero

de fibrocitos (fibroblastos viejos).

* Zonas de abundante proliferacion fibroblastica (fibroblastos jévenes), en las que la

matriz aparece fuertemente positiva.

* Imégenes con proliferacién fibrobléstica y matriz de aspecto mucoide negativa.
En las dos dltimas 4reas podemos apreciar el citoplasma de los fibroblastos

fuertemente positivos frente a este procoldgeno tipo III, sobre todo mas evidente en
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el ultimo caso donde contrasta la positividad citopldsmica de color marrén frente al

color azul-violeta de la hematoxilina de la matriz extracelular (Fig. 43, 44 y 45).

COLAGENO TIPO I

Al igual que hemos descrito en la fase anterior, a medida que aumenta la
cantidad de tejido conjuntivo en el parénquima pulmonar, se hace m4s evidente la
intensidad y cantidad de coldgeno tipo I. Sin embargo al igual que comentamos
anteriormente existen unas 4dreas que presentan negatividad a nivel de la matriz
extracelular, observandose una positividad intracelular evidente frente al procoldgeno
tipo I en los fibroblastos que proliferan.

El patrén del coldgeno tipo I es semejante al coldgeno tipo III en las tres

modalidades de fibrosis expuestas anteriormente (Fig, 44 y 45).

PDGF

Existe un espectacular aumento en el nimero de células que expresan PDGF
a nivel citoplasmético. Ademds encontramos una positivdad difusa en este periodo en
las fibras musculares lisas del misculo de Reissensen,

El modelo de tincién con inmunofluorescencia que presenta el PDGF, se
asemeja a lo descrito en los coldgenos tipo I y III, y asi encontramos:
* Areas ricas en matriz y algunos fibrocitos: tienen positividad algunas células y la

matriz es negativa.
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* Zonas de abundantes fibroblastos jévenes y escasa matriz. La positividad celular es

espectacular,

* Imégenes con pocos fibroblastos positivos y matriz de aspecto mucoide y negativa.
También encontramos una marcada positividad en epitelios bronquiales

hiperplasiados (Fig. 46, 47, 48 y 49),

TGF 3

En contraposicién a las otras dos etapas, es durante esta fase cuando hallamos
la maxima expresién frente a TGF 8; sin embargo, nunca alcanza la fuerte positividad
que hemos observado durante las tres etapas con PDGF.,

La miéxima fluorescencia se aprecia a nivel del epitelio bronquiolar, con una
fuerte hiperplasia. Algunas células expresan una intensa reaccién en el citoplasma,
tanto en las zonas marginales como en los polos basal y apical, extendiéndose desde
la membrana basal hasta el lumen bronquiolar y que contrasta con la negatividad del
micleo.

En las masas fibréticas encontramos una discreta inmunofiuorescencia en el
citoplasma de algunos fibroblastos, manteniéndose esta positividad incluso en zonas
de abundante matriz extracelular; sin embargo esta reaccién desaparece en las dreas

de fibrosis madura con escasez de células fibroblisticas (Fig. 50).
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TABLA 3.- IDE ACION DE L E

TABLAS B ICONOGRAFIA

 N° ANIMALES | SEXO ]' EDAD
E-1 | HEMBRA 8 ANOS
E-2 HEMBRA 4 ANOS
E-3 MACHO 6 ANOS
E-4 HEMBRA 5 ANOS
E-5 HEMBRA 40 MESES
E-6 HEMBRA 30 MESES
E -7 HEMBRA 18 MESES
E-8 HEMBRA 8 ANOS
E-9 MACHO 18 MESES
E - 10 HEMERA 30 MESES
E-11 MACHO 8 ANOS
E-12 MACHO 20 MESES
E- 13 MACHO 15 ANOS
E - 14 MACHO 2 ANOS
E-I5 HEMBRA 30 MESES
E-16 HEMBRA 7 ANOS
E-17 HEMBRA 9 ANOS
E- 18 HEMBRA 11 ANOS
E-19 MACHO 2 ANOS
E-20 HEMBRA 22 ANOS
E - 21 HEMBRA 20 MESES
E-22 HEMBRA 3 ANOS
E-23 MACHO 12 ANOS
E-24 HEMBRA 17 ANOS
E-25 HEMBRA 12 ANOS
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TABLA 4.- IDENTIFICACION DE 1.OS ANIMALES,

184

_ N° ANIMALES | SEXO | EDAD *
E - 26 | MACHO 2 ANOS .
E-27 HEMBRA 20 MESES
E-28 HEMBRA 15 ANOS
E-29 HEMBRA 6 ANOS
E-30 HEMBRA 3 ANOS
E - 31 HEMBRA 7 ANOS
E-32 HEMBRA 10 ANOS

"E-33 HEMBRA 3 ANOS
E - 34 HEMBRA 17 ANOS
E-35 HEMBRA 23 ANOS
E - 36 HEMBRA 17 ANOS
E - 37 HEMBRA 20 ANOS
E - 38 HEMBRA 13 ANOS
E -39 HEMBRA 18 ANOS
E-40 HEMBRA 16 ANOS
E-41 MACHO 8 ANOS
E - 42 HEMBRA 5 ANOS
E - 43 MACHO 20 ANOS
E - 44 HEMBRA 8 ANOS
E-45 HEMBRA 2 ANOS
E - 46 HEMBRA 7 ANOS
E-47 HEMBRA 3 ANOS
E - 48 MACHO 7 ANOS
E - 49 MACHO 8 ANOS
E - 50 HEMBRA 2 ANOS
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TABLA 5.- IDENTIFICAC

N° ANIMALES M SEXO u EDAD
E - 51 MACHO 9 ANOS
E-52 HEMBRA 7 ANOS
E-53 MACHO 14 ANOS
E - 54 HEMBRA 6 ANOS
E - 55 HEMBRA 14 ANOS
E - 56 HEMBRA 10 ANOS
E - 57 HEMBRA 19 ANOS
E - 58 HEMBRA 15 ANOS
E-59 MACHO 30 MESES
E - 60 HEMBRA 15 ANOS
E - 61 MACHO 7 ANOS
E-62 HEMBRA 3 ANOS
E - 63 HEMBRA 2 ANOS
E - 64 HEMBRA 20 MESES
E - 65 HEMBRA 9 ANOS
E - 66 HEMBRA 15 ANOS
E- 67 MACHO 3 ANOS
E - 68 MACHO 2 ANOS
E - 69 HEMBRA 20 ANOS
E-70 MACHO 5 ANOS
E-71 HEMBRA 2 ANOS
E-72 HEMBRA 12 ANOS
E-73 HEMBRA 13 ANOS
E- 74 MACHO 2 ANOS
E-75 HEMBRA 17 ANOS
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TABLA 6.- IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES,

| N° ANIMALES || SEXO " EDAD
E-76 HEMBRA 3 ANOS
E-77 HEMBRA 20 MESES
E-78 HEMBRA 2 ANOS
E-79 HEMBRA 4 ANOS
I E - 80 I HEMBRA 3 ANOS
E - 81 HEMBRA 30 MESES
E - 82 HEMBRA 8 ANOS
E - 83 HEMBRA 9 ANOS
E -84 HEMBRA 12 ANOS
E -85 HEMBRA 4 ANOS
E - 86 MACHO 40 MESES
E - 87 HEMBRA 15 ANOS
E - 88 MACHO 14 ANOS
E - 89 MACHO 4 ANOS
E - 90 HEMBRA 25 ANOS
E-91 HEMBRA 12 ANOS
E-92 HEMBRA 3 ANOS
E -93 HEMBRA 14 ANOS
E-9% HEMBRA 40 MESES
E-95 HEMBRA 2 ANOS
E - 96 MACHO 3 ANOS
E-97 HEMBRA 20 ANOS
E - 98 HEMBRA 2 ANOS
E-99 HEMBRA 15 ANOS
E-100 |  HEMBRA 18 MESES
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TABLA 7. - AISLAMIENTO MICROBI

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MICROBIOLOGICO

cﬂll
I

NEGATIVO NO NO NO NO NO NO NO NO NO

ACTINOBACILLUS
EQUULI

BACILLUS sp,

CORYNEBACTERIUM + |+

E. COLI T

K. PNEUMONIE

K. OXYTOCA

LEV. T* AMBIEM.

LEV. T® 37°C

PROVIDENCIA

PSEUDOMONAS sp. + 4

STAPHYLOCOCCUS T | FFF |+ et s

STREPTOCOCCUS o
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS ' + +
GRUPO C

TABLA 8, - AISLAMIENTQO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERO_ DE ANIMALES
CULTIVO 11 12 13 14 15 16 17 i8 19 20
MICROBIOLOGICO
NEGATIVO NO NO s SI ST NO

ACTINOBACILLUS
EQUULI

BACILLUS sp. +
CORYNEBACTERIUM
E. COLI + +
K. PNEUMONIE +
K. OXYTOCA
LEV., T* AMBIEM, +
LEVY, T® 37°C
PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp.
STAPHYLOCOCCUS +

STREPTOCOCCUS +++

ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS +
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS
GRUPO C

rJ’I
—

Escasamente significativo (+), Medianamente significativo (+ +), Slgnificativo (+ + ). 187



TABLA 9, - A

NUMERO DE ANIMALES

TABLAS E ICONOGRAFIA

CULTIVO 21
MICROBIOLOGICO

NEGATIVO NO

23 24 25 26 27

SI NO NO NO NO

NO NO NO

28 29 30

ACTINOBACILLUS
EQUULI

BACILLUS sp.

CORYNEBACTERIUM

E. COLI

K, PNEUMONIE

K. OXYTOCA

LEV. T* AMBIEM.

LEV. T* 37°C

PROVIDENCIA

PSEUDOMONAS sp,

STAPHYL.OCOCCUS

STREPTOCOCCUS ++
ZOOEPIDIDIMUS

+++

+++

+ -+ +

STREPTOCOCCUS
a HEMOLITICO

++

STREPTOCOCCUS
GRUPOQ C

+ ok

TABLA 10. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO,

NUMERQ DE ANIMALES

CULTIVO 31
MICROBIOLOGICO

NEGATIVO NO

SI

34 35 36 37

51 SI SI

SI

NO NO NO

38 39 40

ACTINOBACILLUS
EQUULI

BACILLUS sp.

CORYNEBACTERIUM

E, COLI

K, PNEUMONIE

K, OXYTOCA

LEV. T* AMBIEM. +

LEV, T* 37°C

PROVIDENCIA

PSEUDOMONAS sp.

STAPHYLOCOCCUS +

STREPTOCOCCUS
ZQOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS +
a HEMOLITICO

++ o+ +

STREPTOCOCCUS
GRUPO C

+++

188 Escasamente significativo (+), Medianamente significativo (+ +), Significativo {++ +).
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TABLA 11. - AISI/

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50
MICROBIOLOGICO

NEGATIVO S1 NO S1 81 NO NO SI ]| NO NO

ACTINOBACILLUS + 4+
BQUULI

BACILLUS sp.
CORYNEBACTERIUM
E. COLL
K. PNEUMONIE
K. OXYTOCA
LEV. T* AMBIEM. ++

LEV. T2 37°C
PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp. e
STAPHYLOCOCCUS

STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS +
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS ‘ r— PRI s
GRUPO C

TABLA 12. - AISLAMIENTO MICROBIQOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERO DE ANIMALES
CULTIVO ST |7 52 | 53 [ 54 | 55 | 56| 57 ] 58 ] % | 60
MICROBIOLOGICO ||
NEGATIVO || ST | st | s | st | s | s

ACTINOBACILLUS
BQUULI

BACILLUS sp.
CORYNEBACTERIUM
E. COLI
K. PNEUMONIE
K. OXYTOCA
LEV. T* AMBIEM.
LEV. T? 37°C
PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp.
STAPHYLOCOCCUS ' +

STREPTOCOCCUS

ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS
GRUPO C

§I

NO SI SI

Escasaments significativo (+), Medianamente significative (+ +), Significativo (+ + +). 189
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TABLA 13. - 2

NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
MICROBIOLOGICO
NEGATIVO NO 81 NO NO NO NO NO NO NO NO

" ACTINOBACILLUS Y+ + |+
EQUULI

BACILLUS sp. + +
CORYNEBACTERIUM + 4+
E. COLI
K. PNEUMONIE
K. OXYTOCA s
LEV. T* AMBIEM, " T
| LEV. T" 37°C 4+
PROVIDENCIA i
PSEUDOMONAS sp. _ b | e+
STAPHYLOCOCCUS ++ 4 [

STREPTOCOCCUS || ++ T T
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS
GRUPCG C

TABLA 14, - AISLAMIENTQ MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERGO DE ANIMALES

CULTIVO 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80
MICROBIOLOGICO

NEGATIVO "No | No | st | N6 | No | No | mNo | wo | woo ] st
ACTINOBACILLUS
EQUULI
BACILLUS sp.
CORYNEBACTERIUM

[ E. COLI

K. PNEUMONIE T

K. OXYTOCA
LEV. T* AMBIEM.
LEV. T® 37°C :
PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp. T e
STAPHYLOCOCCUS ' +
STREPTOCOCCUS
ZOOEPIDIDIMUS
STREPTOCOCCUS T+ v+ "
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS + +
GRUPO C

190 Escasamente signifieativo (+), Medianamente significativo (+ +), Significativo (+ ++).
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TABLA 15, - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PUILMON EQUINO,
NUMERO DE ANIMALES

CULTIVO 81 82 83 84 85 86 B7 88 89 90
MICROBIOLOGICO ]

—— ) A——— P

NEGATIVO NO NO sI SI NO NO 81 NO SI )

ACTINOBACILLUS
EQUULI

BACILLUS sp,

CORYNEBACTERIUM || + + T+
E. COLI ++

K. BNEUMONIE +++

K. OXYTOCA

LEV. T® AMBIEM. +
LEV. T* 37°C

PROVIDENCIA

PSEUDOMONAS sp. F+

[T STAPHYLOCOCCUS

STREPTOCOCCUS + + -+
ZOOEPIDIDIMUS

STREPTOCOCCUS ++
o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS
GRUPQ C

TABLA 16. - AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO EN PULMON EQUINO.

NUMERO DE ANIMALES _
CULTIVO 91 92 93 o4 95 96 97 98 99 100
MICROBIOLOGICO
NEGATIVO ST s1 sI NO | No | No | NO | NO | No | NO
ACTINOBACILLUS o
EQUULI

BACILLUS sp.
CORYNEBACTERIUM
E. COLI L n
K. PNEUMONIE [7+% T
K. OXYTOCA + +
LEV. T* AMBIEM,
LEV. T* 37°C g
PROVIDENCIA
PSEUDOMONAS sp, + 4+ T+ ++ +
STAPHYLOCOCCUS

STREPTOCOCCUS T T
ZOOEPIDIDIMUS
STREPTOCOGCUS T s

o HEMOLITICO

STREPTOCOCCUS T
GRUPO C

Escasamente significativo (+), Medianamente significativo (++), Significativo (+ + +). 191
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N°® INCIDENCIA INCIDENCIA
ORGANISMO ANIMALES SOBRE GRUPO || N° TOTAL
CTO SIGN. CON CTO SIGN. ANIMALES
AISLADO
N° (n=150) n=100)
‘ ANIMALES
CT NO SIGN.
29
STREPTOC. P 29/50 35
6
STAPHYLOC. 5 6/50 I
1
BACILLUS 1 1/50 2
1
PROVIDENC., 0 1/50 1
10
PSEUDOMONA 0 10/50 10
4
E. COLI 0 4/50 4
| 6
KLEBSIELLA ) 6/50 7
ACTINOB. 4
EQUULI 0 4/50 4
11
LEVADURAS 11/50 12
2
CORYNEBACT 2/50 4
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TABLA 18.-

TABLAS E ICONOGRARIA

NUMERO DIAGNOSTICO AISLAMIENTO DIAGNOSTICO
ANIMAL ANATOMOPATOLIGO | MICROBIOLOGICO | HISTOPATOLOGICO

1 TIPO C NEGATIVO N.IU
2 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.LU.
3 TIPO C SIGNIFICATIVO N.LD.
4 TIPO B NO SIGNIFICAT., N.I.U.
5 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.
6 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.LD,
7 TIPO B NO SIGNIFICAT., N.LL.
8 TIPO B SIGNIFICATIVO N.L.D.
9 TIPO B SIGNIFICATIVO N.IL.U
10 TiPO C SIGNIFICATIVO B.I.

11 TIPO B SIGNIFICATIVO N.LU.
12 TIPO A NO SIGNIFICAT. N.LE.
13 TIPO C NEGATIVO N.LU.
14 TIPO B NEGATIVO N.LU.
L5 TIPO B NEGATIVO N.LL.
16 TIPO C NO SIGNIFICAT. N.I.U.
17 TIPO C NEGATIVO N.LU
18 TIPO C NEGATIVO N.LU
19 TIPO A SIGNIFICATIVO B.I.

20 TIPO C NEGATIVO N.LU.
21 TIPO A SIGNIFICATIVO B.L.

22 TIPO A SIGNIFICATIVO B.L

23 TIPO B NEGATIVO N.ILL.
24 TIPO C NO SIGNIFICAT. N.IU.
25 TIPO C NO SIGNIFICAT. N.LU,
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NUMERO DIAGNOSTICO AISLAMIENTO DIAGNOSTICO
ANIMAL ANATOMOPATOLIGO | MICROBIOLOGICO | HISTOPATOLOGICO

26 TIPO A SIGNIFICATIVO B.L
27 TIPO A SIGNIFICATIVO B.I
28 TIPO B SIGNIFICATIVO N.ILU.
29 TIPO A SIGNIFICATIVO N.LL.
30 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.I.U.
31 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.I.U.
32 TIPO C NEGATIVO N.LU.
33 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
34 TIPO B NEGATIVO N.LE.
35 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
36 TIPO B NEGATIVO N.L.C.G.
37 TIPO B NEGATIVO N.IL.U.
38 TIPO C | SIGNIFICATIVO N.IU,
39 TIPO A SIGNIFICATIVO B.I.
40 _ TIPO C NO SIGNIFICAT. N.ILU.
41 ' TIPO C NEGATIVO N.I.U.
42 TIPO A SIGNIFICATIVO N.ID,
43 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
44 TIPO A NEGATIVO N.I.U.
45 TIPO B SIGNIFICATIVO N.1.U.
46 TIPO A SIGNIFICATIVO N.ID
47 TIPO C NEGATIVO NILU
48 TIPO C NEGATIVO N.IU.
49 TIPO A SIGNIFICATIVO B.L
50 TIPO C SIGNIFICATIVO N.IU.

194
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TABLA 20.- RESULTADOS
HISTOLOGICOS) Y M

{

NUMERO DIAGNOSTICO AISLAMIENTO DIAGNOSTICO
ANIMAL ANATOMOPATOLIGO | MICROBIOLOGICO | HISTOPATOLOGICO
51 TIPO C NEGATIVO N.LU.
52 TIPO C NEGATIVO N.I.U,
53 TIPO B NEGATIVO N.LU.
54 TIPO B NEGATIVO N.L.U.
55 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
56 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
57 TIPO C NEGATIVO N.I.U,
58 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.
59 TIPO B NEGATIVO N.L.U.
60 TIPO B NEGATIVO N.LU,
61 TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.LB.O.
62 TIPO B NEGATIVO N.LL.
63 TIPO B SIGNIFICATIVO N.IU.
64 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U,
65 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.LB.O
66 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.
67 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.
68 TIPO B SIGNIFICATIVO N.LU.
69 TIPO C SIGNIFICATIVO N.I.U.
70 TIPO B SIGNIFICATIVO N.ILU
71 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.ILU
72 TIPO C SIGNIFICATIVO N.LU,
73 TIPO B NEGATIVO N.LU,
74 TIPO B NO SIGNIFICAT. N.I.U.
75 L TIPO B o SIGNIFICATIVO N.I.C.G.
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TABLA 21.- RE!

TABLAS E ICONOGRAFIA

196

NUMERO DIAGNOSTICO AISLAMIENTO DIAGNOSTICO
ANIMAL ANATOMOPATOLIGO | MICROBIOLOGICO | HISTOPATOLOGICO
76 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.D. «
77 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.
78 TIPO B SIGNIFICATIVO N.LL.
79 TIPO C NO SIGNIFICAT. N.I.U,
80 TIPO B NEGATIVO N.I.B.O,
81 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.
82 TIPO A SIGNIFICATIVO B.L
83 TIPO B NEGATIVO N.I.B.O.
84 TIPO C NEGATIVO N.LU.
85 TIPO A SIGNIFICATIVO B.I.
- 86 TIPO C SIGNIFICATIVO N.IL.U.
87 TIPO C NEGATIVO N.LU.
88 TIPO C SIGNIFICATIVO N.LD.
89 TIPO B NEGATIVO N.I.U.
90 TIPO C NEGATIVO N.I.U.
91 TIPO C NEGATIVO N.LU.
92 TIPO B NEGATIVO N.L.U.
93 TIPO C NEGATIVO N.IU.
94 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.B.O.
95 TIPO A SIGNIFICATIVO N.1.D,
96 .TIPO A SIGNIFICATIVO N.I.U.
97 TIPO C SIGNIFICATIVO N.LU.
98 TIPO B SIGNIFICATIVO N.I.U.
99 TIPO C SIGNIFICATIVO N.LU.
100 TIPO B SIGNIFICATIVO NIU.




TABLAS E ICONOGRAFIA

MEMBRANA | MEMBRANA
BASAL BASAL
CAPILARES EPITELIO
FASE INICIAL +++ +1 + 4+ 42
FASE ++ +3 + + =4
INTERMEDIA
FASE FINAL + 4 +5
SEPTO ALVEOLAR LUMEN
ALVEOLAR

(1) Lineal y discontinua.

(2) Formacién de nidos de mebrana basal,

(3} Areas de angiogénesis,

{4) Superficie de In membrana plasmdtica de células fibroblésticas,

(5) Durante la fase final las masas fibréticas acupan ambos compariimentos.

TABLA 23.-

EXTRACELULAR l INTRACELULAR

SEPTO LUMEN MACROFAGOS

ALVEOLAR | ALVEOLAR (Citoplasma) 1
e || — S | S —

:

FASE +4+1 ++ 42 + 4+
INICIAL

FASE + + +3 + +4 + +
INTERMEDIA
FASE FINAL + +s5 - |

(1) Lineal.

(2) Trams o red,

(3) En masas perivasoulares y septo aiveolar,

(4) Masas intraalveolares.

(5) Las masas fibrdticas ocupan ambos compartimentos, Se observa una positividad difusa en dreas de pmllferamén celular, formando un

entramedo en zonas de fuerte colagenizacién.

(++ ) Inmunorreaccién fuertemente positiva; (+ +) Positiva;
(+) Ligeramente positiva; () Ausencia de reaccidn. 197
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TABLA 24.-

[ COLAGENO TIPO III [l COLAGENO TIPO I |

ERE R
PERIVASCULAR + e B o N B o & ok ol B s
-+
PERIBRONQUIAL/PE + + + + + + + + ++ +
RIBRONQUIOLAR
SEPTO ALVEOLAR ~/+ ++ -/+ +
+ + -+ | + 4+
LUMEN ALVEOLAR - ++ - +/++

+) Durante la fase final ambos compartimentos estan ocupados por una fibrosis masiva.
I.= FASE INICIAL; F.INT.= FASE INTERMEDIA; F.F.= FASE FINAL.

'-rjf-‘\'

| FASE FINAL |
COLAGENO { COLAGENO |
| TIPO 111 TIPO 1
e I T E——————
AREAS FUERTE M.E.' - -/ +
PROLIFERACION
CELULAR F.B.’ + + -+, ++
AREAS DEPOSITO DE MATRIZ | M.E.' +/++ + +
Y PROLIFERACION CELULAR
MEDIA E.B.? + + + +
ZONAS DE MAXIMA M.E.' +/+ + + -+ +
COLAGENIZACION F.B. + +/+ +

(1) M.E. = matriz extracelular. (2) F.B, = fibroblastos. Positividad citoplasmética,

(+++) Inmunorreaccién fuertemente positiva; (+ +) Positiva;
198 (+) Ligeramente positiva; (-) Ausencia de reaccién.
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TABLA 26.-
PLAQUETA
FASE FASE FASE
INICIAL | INTERMEDIA | FINAL
FIBRAS:
MUSCULARES - ; +
LISAS
MACROFAGOS' +/+ + -/ + )
ALVEOLARES
MASAS - +/++
FIBROBLASTOS® { INTRALUMINARES
SEPTO ALVEOLAR - -+ ++ +
CELULAS BRONQUIOS -~/ + +/+ + + +
EPITELIALES | BRONQUIOLOS + ++ ++
+

(+) La inmunofluorescencia frente al PDGF fue citoplasmdtica.

(+++) Inmunorreacci6n fuertemente positiva; (+ +) Positiva;
(+) Ligeramente positiva; (-) Ausencia de reaccién.
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TABL
F, A

CELULAS

FIBROBLASTOS’

TABLAS E ICONOGRAFIA

| EPITELIALES

FASE FASE FASE
INICIAL: | INTERMEDIA | FINAL
BRONQUIOS - -+
BRONQUIOLOS -/ -+ + +
MASAS - +/++
INTRALUMINARES ++ +
SEPTO ALVEOLAR - ~f +

(+) La inmunofluorescencia frente al TGF B fue citoplasmadtica.

(+++) Inmunorreaccién fuertemente positiva; (++) Positiva:
200 (+) Ligeramente positiva; (-) Ausencia de reaccién.
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DISTRIBUCION DE SEXOS EN LOS ANIMALES
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GRAFICO 3
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TABLAS E ICONQGRAFIA

VALORACION VIROLOGICA
DE LOS EQUIDOS

TITULO AC NO SIGN.
79

TITULO AC SIGN.

21

A/EQUI-1 ‘
62,5

[
I
"
|

A/EQUI-1 y AJEQUI-2
37,5

GRAFICO 5

205



TABLAS E ICONOGRAFIA

RESULTADOS MACROSCOPICOS DE LOS
PULMONES EQUINOS

TIPOA
/&\ 17

TIPOC
34

GRAFICO 6
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Fig. 2.- Pulmones tipo B. Vista dorsal.
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Fig. 20.- Neumonta intersticial usual (N.LU. . Fase intermedia. Masas de fibrosis
intraalveolares adheridas al septo (f). H&E x 198.
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Fig. 21.- Neumonfa intersticial usual (N.I1.U.). Fase intermedia. Reepitelizacién en
areas fibroticas (). H&E x 300.

Fig. 22.- Neumonfa intersticial usual (N.1.U.). Fase final. Reorganizacién conjuntiva.
Fibrosis masiva que sustituye al parénquima pulmonar. H&E x 185.
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Fig. 23.- Neumonfa intersticial usual (N.L.U.). Fase final. Pulmén con aspecto de
panal de abeja (honeycomb). H&E x 150.

Fig. 24.- Neumonia intersticial usual (N.I.U.). Fase final. Formacién linfoide en el
interior de 4reas de fibrosis madura. H&E x 185.
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Fig. 25.- P.A.P. anticoldgeno tipo IV. Fase inicial. Nidos de membranas basales en
luz y septo alveolar (f). x 198.

Fig. 26.- P.A.P. antifibronectina. Fase inicial. Formaciones intraluminares de aspecto
fibrilar fuertemente positivas. x 150.
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Fig. 27.- P.A.P. anticoldgeno tipo III. Fase inicial. Fuerte inmunorreacci6n alrededor
de las estructuras vasculares. x 240.

Fig. 28.- P.A.P. anticoligeno tipo I. Fase inicial. Discreta positividad de la matriz
extracelular septal, que comienza alrededor de los vasos. x 150.
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Fig. 29.- LF.1. antiPDGF. Fase inicial. Positividad heterogénea de los macr6fagos
M. x 1875.

Fig. 30.- LF.I. antiPDGF. Fase inicial. Positividad en las células epiteliales basales
del bronquiolo (A). x 470.
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Fig. 31.- LF.I. antiTGF B. Fase inicial. Escaso nimero de células positivas en el
epitelio bronquiolar (}). x 750.

Fig. 32.- P.A.P. antilaminina. Fase intermedia. Fuerte inmunorreaccién en las
membranas basales de los capilares en 4reas de angiogénesis. x 120.
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Fig. 33.- P.A.P. anticoldgeno tipo IV. Fase intermedia. Marcada positividad
membranas basales de los capilares en zonas de proliferacién vascular (A). x 600.

Fig. 34.- P.A.P. antifibronectina. Fase intermedia. Inmunorreaccién de la matriz
peribronquiolar, de pequefias masas perivasculares y membranas basales en édreas de
angiogénesis (). x 90.
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Fig. 35.- P.A.P. anticoligeno tipo III. Fase intermedia. Positividad muy extensa de
la matriz extracelular en el parénquima pulmonar. x 120.

Fig. 36.- P.A.P. anticoligeno tipo I. Fase intermedia. Fuerte positividad focal de
algunas masas perivasculares en el septo alveolar (}). x 300.
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Fig. 37.- LF.I. antiPDGF. Fase intermedia. Masa intraluminal adherida al septo
alveolar, donde se aprecia una fuerte fluorescencia citoplasmética de los fibroblastos.
x 185.

Fig. 38.- L.LF.I. antiPDGF. Fase intermedia. Epitelio bronquiolar. Células positivas
con marcada fluorescencia en el polo luminal. x 470.
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Fig. 4.- Neumonfa intersticial linfoide (N.I.L.). Numerosas formaciones linfoides
asociadas a bronquiolos (). H&E x 300.
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Fig. 39.- LLF.1. antiTGF B. Fase intermedia. Epitelio bronquiolar. Células
con positividad predominantemente en el polo luminal. x 470.

‘ -
” ﬂh i e
e

Fig. 40.- P.A.P. anticoligeno tipo IV. Fase final. Membranas basales de capilares,
positivas, en reas fibréticas (1). x 150.
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Fig. 41.- P.A.P. antifibronectina. Fase final. Positividad difusa del tejido conjuntivo
¢ intensa reaccién de membranas basales de capilares (). x 150.

Fig. 42.- P.A.P. antifibronectina. Fase final. Inmunorreaccién de fibronectina en
masas fibréticas con imagen a manera de red. x 75.
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Fig. 43.- Fase final. A) Fibrosis pulmonar. H&E x 150; B) P.A.P. anticoligeno tipo
IT1. Escasa reaccién en zonas ricas en matriz extracelular. x 150.
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Fig. 44.- Fase final. Proliferacion fibrobldstica en 4reas de fibrosis pulmonar. A)
H&E x300.; B) P.A.P. anticoldgeno tipo III. Positividad en matriz extracelular. x
300; C) P.A.P. anticoldgeno tipo I. Fuerte reaccién frente a este tipo de coldgeno. x
300.
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- AR .\ F PRI Ve 'Y 7 it B el
Fig. 45.- Fibrosis pulmonar con matriz extracelular de aspecto mucoide. A) H&E
x150; B) Matriz extracelular negativa y fibroblastos positivos (). P.A.P. anticoligeno
tipo 111 x300 y C) Matriz negativa y fibroblastos positivos (t). P.A.P. anticoldgeno
tipo I x200. Areas de matriz (1) y fibroblastos débilmente positivos (1) en D) P.A.P.
anticoldgeno tipo III x240 y en E) P.A.P. anticoldgeno tipo I x240.
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Fig. 46.- Fase final. Zona de proliferacion fibroblastica: A) H&E x300;
B) Numerosos fibroblastos fluorescentes frente a PDGF. I.F.I. antiPDGF x470.
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Fig. 47.- LF.l. antiPDGF. Fase final. Intensa positividad de los fibroblastos que
contrasta con la negatividad de la matriz extracelular. x 470.

Fig. 48.- LF.I. antiPDGF. Fase final. Matriz de aspecto mucoide negativa y
fluorescencia marcada del citoplasma de los fibroblastos que proliferan. x 470.
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Fig. 49.- Fase final. Epitelio bronquiolar: A) H&E x312; B) Creciente positividad de
las células epiteliales frente a PDGF. I.F.1. antiPDGF x 185.
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Fig. 50.- P.A.P. antiTGF f. Fase final. Discreta reaccién de los fibroblastos al TGF
B, en 4reas ricas en coldgeno (). x 185.
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Fig. 5.- Neumonia intersticial linfoide (N.I.L.). Infiltracién masiva de linfocitos en
el intersticio alveolar. H&E x 300.

S R e" i "“..'."W
N o T

Fig. 6.- Neumonfa intersticial eosinofilica (N.L.E.). Infiltrado eosinofilico en el
parénquima pulmonar. H&E x 240.
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Fig. 7.- Neumonia intersticial eosinofilica (N.I.E.). Eosinéfilos (4) y 4rea de
reepitelizacion (}). Tricrémico de Masson x 600.

Fig. 8.- Neumonfa intersticial descamativa (N.I.D.). Macréfagos activados (}) en las
luces alveolares y 4dreas de angiogénesis. H&E x 300.
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Fig. 9.- Neumonia intersticial de células gigantes (N.I.C.G.). Abundantes células

descamadas en la luz alveolar: macréfagos (}), neumocitos (§) y células gigantes
multinucleadas (). H&E x 180.

==

Fig. 10.- Neumonfa intersticial de células gigantes (N.I.C.G.). Descamacién celular
muy marcada en la luz alveolar con abundantes células gigantes multinucleadas (A).
H&E x 210.
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Fig. 11.- Neumonia bronquiolointersticial (N.B.I.). Luz bronquial repleta de
neutr6filos. Numerosos polimorfonucleares en la luz de las alveolos adyacentes. H&E
x 210.

Fig. 12.- Neumonfa bronquiolointersticial (N.B.L.). Hiperplasia de células
caliciformes. PAS x 240.
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Fig. 13.- Neumonfa bronquiolointersticial (N.B.1.). Metaplasia del epitelio bronquial.
PAS x 198.

Fig. 14.- Neumonia intersticial bronquiolitis obliterante (N.I.B.0O.). Bronquiolo con
masa intraluminal en fase de organizaci6n conjuntiva. H&E x 240.
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Fig. 15.- Neumonfa intersticial bronquiolitis obliterante (N.I.B.0O.). Masa conjuntiva
que obstruye parcialmente la luz bronquiolar. H&E x 150.

Fig. 16.- Neumonfa intersticial usual (N.I.U.). Fase inicial. Fenmenos infiltrativo-
exudativos. Tricrémico de Masson x 150.
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Fig. 17.- Neumonia intersticial usual (N.I.U.). Fase inicial. Areas de dilatacién y
proliferacién vascular. H&E x 150.

Fig. 18.- Neumonfa intersticial usual (N.L.U.). Fase intermedia. Areas de
angiogénesis. H&E x 150.
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DISCUSION

DISCUSION

Durante la primera parte de nuestra revisién hemos podido comprobar el
conocimiento que existe desde la Antigliedad hasta nuestros dias, acerca de algunos
problemas respiratorios en el hombre y en los équidos, relacionados con las neumonias
cronicas.

Sin embargo, los estudios realizados eran muy aislados, perdiéndose la visién
de conjunto, y dando lugar a la creacién de multiples términos para describir procesos
semejantes.

Asi encontramos el primer término que conocemos de la Edad Moderna,
"broken-wind", descrito por Floyer (1698) y que se utiliz6 durante dos siglos. Este
autor emplea el término "broken-wind" para describir la presencia de enfisema
pulmonar, hecho que fue corroborado por Cook y Rossdale (1963).

Posteriormente otros autores, entre los que destacamos a Malkmus (1912),
definieron el proceso como "heaves", que desde un punto de vista anatomopatolégico
agrupa un gran nimero de enfermedades crénicas de los pulmones equinos. Si
consideramos la definicién y aplicacién de "heaves" por Malkmus a caballos con
' "respiracién laboriosa y dificultada", hemos de establecer este término como un
sintoma mas que como una enfermedad, tal y como sefialé6 Gerber (1969).

A principios del siglo XX, gracias a los trabajos desarrollados por algunos
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investigadores veterinarios como Bezangon y col. (1922) y Kountz y Alexander
(1934), aumento atin mds la confusion al utilizar el concepto de enfisema humano para
describir algunos problemas respiratorios en los équidos. Este término adquirié gran
difusion, sobre todo a partir de 1945 como consecuencia del aumento de la incidencia
del enfisema en la poblacién mundial y el hallazgo de fuertes semejanzas entre el
pulmén humano y equino. Este hecho confundié aun mds al veterinario de équidos al
designar el enfisema del caballo, desde el punto de vista de la medicina humana, como
producto de un estado asmaético crénico.,

La causa principal de este problema fué el empleo inapropiado del término
"enfisema”, ya que los estados asmdticos equinos no pueden ser diagnosticados ni
clinica ni funcionalmente, s6lo a través del examen postmorten tal y como sefiala
Thurlbeck y col. (1970), y ademds tuvo como resultado la confusién entre asma y
enfisema.

Como podemos comprobar, muchos de los problemas terminoldgicos
encontrados en veterinaria, y més en concreto en la patologia pulmonar de] caballo son
herencia de la trasposicién conceptual desde la patologia humana. Este fenémeno se
agudiz0 aiin mas en los afios 70 a raiz de la aplicacién en patologia pulmonar equina
del acrénimo médico inglés COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease).

En el pasado este sindrome clinico fue conocido como "broken-wind", "heaves"

o "enfisema". Estos términos se utilizaban indistintamente, y parecia que habfa menos

confusioén entonces que ahora.
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Este problema terminolégico ha aumentado en los titimos diez afios, en nuestra
opinién y coincidiendo con Kaup y col. (1990), es consecuencia de los numeros
estudios etiolégicos y fisiolégicos, asf como de multiples asociaciones patolégicas del
pulmén equino.

Ello obligo a que estamentos médicos estatales, como la Sociedad Americana
Toracica (1987), estandarizaran y definieran precisamente, todos estos problemas
respiratorios y fundamentalmente este sindrome. De igual manera en 1985 se celebré
un Simposio Internacional sobre patologia respiratoria, para debatir estos problemas
y asentar bases metodoldgicas y terminolégicas sobre las enfermedades respiratorias
de los équidos.

Creemos al igual que Viel (1983) que COPD describe un sindrome clinico
respiratorio, y no revela la patologia subyacente.

Por este motivo, el término que mayor aceptacion ha tenido en los dltimos
afios, tal y como sefialan Gerber (1973) y Hungergord (1992), es el de neumonias
crénicas equinas, las cuales incluyen lesiones del parénquima y vias respiratorias.

Aunque este término incluye el parénquima pulmonar y lleva inherente cambios
en el intersticio alveolar, consideramos mas idéneo el uso de neumonia intersticial
cronica; asf, no sélo definimos el problema respiratorio en cuanto a su localizacién
sino que evidenciamos la evolucién de lag lesiones en el tiempo,

Sin embargo, encontramos que numerosos autores han sefialado, que las

enfermedades pulmonares mas importantes de los caballos como infecciones de las
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vias respiratorias superiores (Dixon y col., 1992), COPD (Nicholls, 1978),
hemorragia pulmonar inducida por el esfuerzo (O’Callaghan y col., 1987) entre otras,
afectan primariamente a la porcién conductora, en particular a los bronquiolos.

En contraste, la escasez de referencias bibliograficas acerca de cambios
patolégicos en la region alveolar del pulmén equino, con la excepeién del enfisema
alveolar, tal y como sefialan algunos autores (Kaup y col., 1985; Nicholls, 1978;
Schoon y Deegen, 1983; Sasse, 1971), ha puesto de manifiesto la necesidad de realizar
estudios mds profundos sobre este tema.

Segidn la opinién de Robison (1991), los caballos sufren poco de neumonias
cronicas, pero normalmente tienen obstruccién difusa de la porcién conductora del
pulmén,

Quizds la falta de conocimientos en relacién a neumonias intersticiales se deba,
de acuerdo con Kaup y col. (1985) a la ausencia de manifestaciones clinicas, las cuales
s6lo aparecen cuando las lesiones a nivel alveolar son muy severas.

Hemos de considerar que el principal problema que nos encontramos a la hora
de abordar el tema de las neumonias intersticiales espontdneas de los animales, y sobre
todo de los équidos, es el hallazgo de resultados demasido fragmentarios sobre todo
si consideramos la relacién clinico-patolGgica.

Asi lo demuestran estudios aislados sobre neumonias intersticiales en los
équidos como los realizados por Schwartz y col. (1981) en caballos que inhalaban

silicato; O’Sullivan (1979), Jones y Hunt (1983) y Breeze y col. (1984) en équidos
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alimentados con vegetales con altas concentraciones de alcaloides u otro tipo de
sustancias téxicas para estos animales (crotén, senecio sp., menta pdrpura).

Queremos destacar, al igual que al principio de nuestra discusién, que los pocos
articulos que encontramos al respecto de las neumonia intersticiales equinas no
presentan una uniformidad terminolégica ni descriptiva desde un punto de vista
histopatoldgico.

Sin embargo, en la actualidad algunos investigadores veterinarios especialistas
en la patologia pulmonar equina (Dixon y col., 1992) al igual que hicieran Cotran y
col. (1991) en el hombre, han agrupado las enfermedades respiratorias del caballo en
dos grupos: obstructivas (afectan principalmente a los bronquiolos) y restrictivas
(enfermedades del alveolo e intersticio), haciendo especial hincapie en la infrecuente
presentacidn de estas tltimas.

En este sentido, hemos de sefialar que como consecuencia de una mayor
preocupacion y estudio de la regién alveolar (septo y luz alveolar o parénquima) en
medicina humana, la controversia sobre la designacién de enfermedades clinicas desde
un punto de vista histolégico han desbordado el mundo de la Neumologia.

Asi podemos encontrar numerosos términos en medicina humana como
"alveolitis fibrosante" (Spencer, 1975), "neumonia intersticial usual" (Liebow, 1975),
"neumonitis criptogénica organizada" (Davison, 1983), "neumonia organizada
bronquiolitis obliterante" (Eppler y col., 1985); todos ellos tienen ciertos rasgos

histolégicos comunes, aunque clinicamente puedan existir diferencias (duracién del
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proceso, signos clinicos, incidencia, etc).

La designacién de las diversas denominaciones en patologia pulmonar humana
se realizaba de acuerdo a la alteracién patolégica que predominaba, tal y como sefiala
Geddes (1991).

En nuestra opinién, un fenémeno muy semejante al de medicina humana,
sucedi6 en patologia equina como consecuencia de la fragmentacién de los hallazgos
en las neumonia intersticiales, dando lugar a un gran nimero de denominaciones como
"neumonia crénica” (Gerber, 69 0 73), "neumonia crénica supurativa intersticial"
(Buergelt y col, 1986), "neumonia granulomatosoa crénica fibrosante" (Schwartz y
col., 1981), "neumonia intersticial" (Dungworth, 1982), "neumonia broncointersticial
granulomatosa” (Winder y col., 1988), "neumonia crénica difusa broncointersticial"
(Winder y van der Fellenberg, 1987) entre otros.

Finalmente, consideramos que los numerosos términos utilizados por los
distintos autores, sélo definen fases evolutivas de la neumonia intersticial crénica,
coincidiendo en este sentido, con los trabajos de Davison (1983), Geddes (1991) y
Costabel y Guzman (1991) en medicina humana,

Con el estudio bacterioldgico vy virolégico queremos desvelar alguna luz sobre
la incierta etiologia de las enfermedades pulmonares cronicas, tal y como sefialan
numerosos autores (Cook y Rossdale, 1963; Eyre y col., 1972; Cook, 1976;
McPherson y col., 1979; Dungworth, 1982; Buergelt y col., 1986; Winder y von

Fellengerg, 1987; Mair y Lane, 1989; Griining y col., 1989; Kaup y col., 1990).
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El estudio de la flora microbiana realizado en los équidos de matadero,
mediante la impregnacién de un hisopo en las vias respiratorias, puso de manifiesto
el aislamiento de gran nimero de géneros, tanto gram positivos como negativos, los
cuales coinciden basicamente con los encontrados por Adamson y col, (1985) en tejido
pulmonar y otros autores como Nuytten y col. (1983), Whitwell y Greet (1984) y
Morris (1984) en lavados traqueobronquiales equinos.

Hemos de considerar que el aislamiento de una bacteria con una frecuencia alta
no es indicativo de la etiologia del proceso, y asi Nuytten y col. (1983) sefialan
frecuencias de aislamiento semejante entre grupos de équidos normales y enfermos.

Estamos de acuerdo con la mayoria de los autores consultados (Litteljohn,
1979; Whitwell y Greet, 1984; Mair y Lane, 1989) en sefialar al Streptococus
zooepidemicus como el microorganismo potencialmente patdgeno con mayor
incidencia.

Ninguno de los articulos revisados han podido comprobar alguna relacién entre
la presencia de Streptococus zooepidemicus y el desarrollo de lesiones tipicas. En
nuestro caso, la presencia de este microorganismo estaba asociada a neumonias
intersticiales en fase inicial caracterizada por fenémenos infiltrativos-exudativos, hecho
que contrasta con las afirmaciones de Nuytten y col. (1983), los cuales sefialan el
papel limitado de los microorganismos patégenos en el desarrollo de procesos
respiratorios equinos.

Por otro lado, la ausencia de microorganismos en el aislamiento, no es
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sinénimo de falta de lesién a nivel pulmonar, y de hecho !a totalidad de los animales
con crecimiento negativo (39 %), presentaron lesiones de distintos grados, coincidiendo
con lo descrito por Nuytten y col. (1983); sin embargo no estamos de acuerdo con
estos autores en senalar la localizacion bronquiolar como lugar de asiento primario en
estas lesiones.

En lo concerniente a la valoracién virica, el estudio revelé la deteccién de
anticuerpos frente al virus influenza tipo A en un 21% de los casos estudiados. Sélo
en dos caballos detectamos niveles de anticuerpos significativos para los virus A/Equi-
1'y 2, diagnosticados histolégicamente como neumonia intersticial linfoide y neumonia
intersticial usual. Estos resultados nos hacen pensar, al igual que Turk y col. (1981)
y Dahme y Weiss (1989), la existencia de una relacién directa entre el virus influenza
y ¢l desarrollo de neumonias intersticiales espontineas en los équidos.

Coincidimos con Buergelt y col. (1986) en sefialar que la simple medida del
titulo de anticuerpos en sangre es insuficiente para correlacionar el virus, en nuestro
caso Influeza tipo A, con la induccién de un dafio alveolar difuso, pero si sugiere la
exposicién al mismo,

Segin los resultados microbiolégicos es dificil afirmar que el origen de estas
neumonias intersticiales sea infeccioso, sin embargo si podemos sefialar que en un
47% de los procesos respiratorios estaban implicadas bacterias patégenas y en un 21 %
el virus influenza. Estos hallazgos ponen de manifiesto, al igual que los estudios de

Dungworth (1982) la importancia que las infecciones respiratorias tienen como factor
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etiol6gico en las neumonias intersticiales espontdneas.

Asimismo hemos de tener en cuenta la media de edad de nuestros caballos,
estimada en ocho afios; ésta concuerda con la edad de méximo riesgo de presentacion
de estas neumonias intersticiales crénicas sefialada por McPherson y col. (1979b) y
Cook y Rossdale (1963) y contrasta con la que sefiala Marcato (1990).

Hasta ahora hemos considerado el estudic etiolégico de las neumonias
intersticiales desde un punto de vista general, sin embargo hemos de sefialar algunas
peculiaridades observadas dentro de las distintas categorias establecidas por nosotros
desde un punto de vista histolégico.

Un 47% de las neumonias intersticiales usuales o cldsicas, presentaron un
crecimiento bacteriano negativo, y en un 83% no se detectaron anticuerpos frente al
virus influenza. Esto deja un 33,8 %, sin etiologia determinada y que se incluian como
neumonias intersticiales de causa desconocida, coincidiendo con el 30-40% que sefiala
Liebow (1975) en el hombre y que denomina enfermedades criptogénicas o
idiopaticas.

En cuanto a las neumonias intersticiales eosinofilicas, considerando un amplio
estudio histolégico que excluye la infestacion parasitaria y el aislamiento microbiano
negativo, nos hace pensar al igual que a Dixon y col. (1992) en équidos y Barrios y
Selman (1991) en el hombre, que estos procesos son consecuencia de una respuesta
alérgica.

Esta teoria’ es avalada por los estudios de Winder y col. (1988) y Mc Pherson
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y col. (1979 a o b) que comprueban la participacién de antigenos como polen y
esporas de mohos (Micropolispora faeni y Aspergillus Fumigatus) mediante un test de
piel y los consideran causantes de neumonitis sensibilizante en caballos. Sin embargo,
los resultados histolégicos hallados por estos autores, difieren del fuerte infiltrado
eosinofilico encontrado en nuestros animales, no s6lo a nivel del septo y luz alveolar,
sino también en la luz y mucosa de bronquios y bronquiolos al igual que observaron
Dixon y col. (1992) en un caso de neumonia eosinofilica aguda en un poni,

Las neumonias intersticiales linfoides mostraron un curioso resultado
microbiolégico, ya que fue negativo el cultivo bacteriano (60%) y presentaron titulos
de anticuerpos viricos significativos frente a la variedad A/Equi-1 del virus influenza.
Estos hallazgos concuerdan con las aportaciones realizadas por Barkersville y col,
(1992) en monos rhesus, y Liebow (1975) y Barrios y Selman (1991) en medicina
humana, al sefialar €l papel que desempefian los virus en el desarrollo de este proceso
pseudoneoplasico.

A diferencia de lo observado hasta ahora, quizds sean las NID y NICG las que
presentan una etiologfa bacteriana mds clara, hecho que no coincide con lo expuesto
por Liebow (1975) en medicina humana.

Las neumonias intersticiales bronquitis obliterante son objeto de estudio
controvertido en medicina humana y mdis recientement en veterinaria. Nuestros
hallazgos implican una infeccién virica y complicaciones bacterianas secundarias,

teorfa que es apoyada por los estudios de Geddes (1991) y Costabel y Guzman (1991)
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en el hombre.

El principal problema estriba en dilucidar si la bronquitis obliterante se
producen por contigiiidad de lesiones intersticiales o por el contratio, es incialmente
un proceso neumonico intersticial que como consecuencia de una reinfeccién aerégena,
desencadena las lesiones a nivel de los bronquiolos.

Por Gltimo, Ias NBI son un tema muy polémico y debatido tltimamente no sélo
desde el punto de vista etiol6gico sino también histopatolégico. Algunos autores como
Dungworth (1992) sefialan como agente causante de esto proceso a virus, en concreto
a Mixovirus; sin embargo nosotros sélo hemos podido apreciar cierta exposicién al
virus A/Equi-1 en tres ocasiones, y si ha existido siempre aislamiento bacteriano,
fundamentalmente frente a Streptococcus sp.

Estamos de acuerdo con la mayoria de los autores consultados (McPherson y
col., 1979b; Gerger, 1973; Robinson, 1991; Buergelt y col., 1986; Marti y col.,
1991; Dungworth, 1982) en sefialar que la etiologia de las neumonias intersticiales
equinas obedece a un fendmeno multifactorial, donde intervienen agentes infecciosos,
toxicos, alérgicos, asi como factores fisiolégicos del propio animal que influyen en la
patogenia de la enfermedad,

Desde un punto de vista anatomopatolégico, hemos realizado una clasificacién
morfolégica de los pulmones equinos, considerando la distribucién lesional al igual
que otros autores han realizado en veterinaria (Dahme y Weiss, 1989; Thomson, 1988;

Dungworth, 1983) coincidiendo parcialmente con ellas, ya que en nuestro caso, hemos
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particularizado al pulmén del caballo con anatomia y fisiologia distinta al del resto de
las especies animales estudiada por esos autores.

Dentro de los puimones tipo A hemos encuadrado aquellos animales que
presentaban lesiones recientes de inflamacion en el parénquima pulmonar, afectando
tanto a la porcién conductora como al parénquima pulmonar y localizindose en las
regiones craneoventrales del pulmén, hallazgos que coinciden con las
bronconeumonias de Jubb y Kennedy (1990), Dungworth (1992) y Thomson (1989)
en otras especies domésticas. Esta divisién contrasta con la realizada por Dahme y
Weiss (1989), al incluir las neumonias equinas recientes dentro de las neumonfas
alveolares focales, hecho insélito ya que en los équidos normalmente son lobulillares
o lobares. Sin embargo, todos estos autores coinciden con nosotros en sefialar que la
via de entrada de los agéntes etiolégicos en estos pulmones es aerégena.

La incidencia del 17 % que presentaba este grupo es pequefia como consecuencia
de la elevada edad media (8 afios) de los animales estudiados, asi como por la
patologia individual de los équidos; hecho que contrasta con las grandes
concentraciones de animales y edades mds bajas que originan una incidencia cercana
al 80% en otras especies animales (ovinos, suinos, bovinos) y que causan graves
pérdidas econémicas (Thomson, 1988; Dahme y Weiss, 1989; Viel, 1983; Dungworth,
1982, 1992; Jubb y Kennedy, 1990).

Continuando con el estudio macroscépico comentaremos que 10s animales con

patrén B presentaban pulmones pélidos y voluminosos, que no se retraian a la
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apertura de la cavidad tordcica, formando un bloque compacto. Esta descripcién
coincide con la realizada por numerosos investigadores (Dungworth, 1982, 1993;
Buergelt y col., 1986; Winder y Fellenberg, 1987; Windr y col., 1988; Marcato,
1990) y se relaciona con neumonias intersticiales, hecho que compartimos con todos
ellos.

Anatémicamente las lesiones de estos 6rganos se asentaban en el tercio inferior,
en regiones dorsocaudales, coincidiendo con la mayoria de los autores consultados
(Cagny y Gobert, 1880; Dungworth, 1982, 1992; Buergelt y col., 1986; Winder y
Féllenberg, 1987; Winder y col., 1988; Marcato, 1990), asimismo coincidimos en que
la via original de entrada es normalmente hematégena y a veces aerégena.

Asimismo, estamos de acuerdo con Gerber (1973), Winder y Felienberg (1987)
y Griining y col. (1989) en sefialar una alta incidencia en estas imagenes
macroscpicas y asi en nuestros resultados representaba un 49%. Los autores
consultados opinan que no hay generalmente relacién clinico/patolégica en estos
procesos.

El dltimo grupo de estudio macroscépico, pulmones tipo C, se caracterizaban
por presentar algunas cicatrices conjuntivas en los 16bulos craneales y principalmente
grandes masas de color blanquecino de tejido fibroso en el borde fundamental del
l6bulo caudal. Descripciones semejantes han sido realizadas por distintos autores con
denominaciones diferentes asi Cagny y Gobert (1880) las denomina neumonias

cronicas, Fréhner y Zwick (1932) se refieren a estos como esclerosis pulmonares,
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Nieberle y Cohrs (1967) como neumonias larddceas con peribronquitis nodosa y en
la actualidad, Dungworth (1992) entre otros, las denomina neumonfas intersticiales
granulomatosas.

Diversos autores como Cagny y Gobert (1880), Thomson (1988), Winder y col.
(1988), Winder y Fellenberg (1987), Dungworth (1982,1992) concuerdan con
nosotros en sefialar que las neumonias intersticiales crénicas se situan en el tercio
inferior de los pulmones equinos. Estas lesiones pulmonares situadas primariamente
en zonas superiores condicionan una deficiente oxigenacién de los I6bulos caudales,
los cuales de por si estan sometidos a fenémenos de hipoperfusién e hipoxia tal y
como sefialan Pascoe (1985), Winder y Fellenberg (1987) en équidos v Dungworth
(1982) en otras especies animales.

Opinamos al igual que Kaup y col. (1985) que el origen de las neumonias
intersticiales crénicas en los équidos estd relacionado con fenémenos hipéxicos
consecutivos a otros procesos respiratorios mas frecuentes como bronconeumonias o
COPD.

Por todo ello, considerando nuestros resultados macroscépicos creemos que los
pulmones tipo C son el resultado final de los tipos A y B. Creemos que el patrén B
obedece & lesiones primarias directas tal y como enuncian Cagny y Gobert (1880) y
Fréhner y Zwick (1932) y el tipo A, es el resultado de reiteradas lesiones y contacto
constante con el antigeno que origina la enfermedad.

Uno de los principales objetivos de nuestro estudio, centraba su atencién en la
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realizaciéon de una clasificacién histopatolégica sobre las neumonfas intersticiales

crénicas equinas, y evitar con los problemas terminoldgicos existentes.

Por esta razén pensamos que existen clasificaciones actuales sobre neumonias
intersticiales en veterinarfa, como la realizada por Dungworth en 1982 y actualizada
en 1993. Sin embargo, creemos que la divisién establecida por este autor obedece mas
al curso clinico que a una sélida realidad patolégica.

La falta de criterios comunes histopatolégicos y terminolégicos sobre las
neumonias intersticiales, tanto en otras especies animales como en los escasos trabajos
de medicina equina, nos obligaron a considerar otras clasificaciones realizadas en
medicina humana por Liebow (1975) y Barrios y Selman (1991) de vigencia actual,

Estamos de acuerdo con esta clasificacin, la cual sefiala diversas categorias
(N.LU, N.I.D, N.I.C.G, N.ILL y N.L.B.O) que incluyen caracteristicas lesionales
diferentes, pero que clinicamente se manifiestan como enfermedades intersticiales
difusas de etiologia incierta. Esta premisa estd avalada por los estudios de Cotran y
col. (1991) que consideran esta enfermedad como restrictiva al afectar al alveolo e
intersticio, hecho que coincide en veterinaria con numerosos articulos Buergelt y col.
(1986), Turck y col. (1981), Winder y Fellenberg (1987) entre otros, pero que sélo
ha sido recogido bajo este punto de vista por Dixon y col. (1992) en caballos.

Con el fin de crear una clasificacién vélida y que reuna todos los posibles casos
de neumonias intersticiales equinas basados en un fiel diagnéstico histopatolégico

hemos incluido dos categorfas mds: neumonia intersticial eosinofilica (N.I.E) y
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neumonia bronquiolo-intersticial (N.B.I).

La neumonia intersticial eosinofilica (N.1.E) ha sido recogida por Barrios y
Selman (1991) como una de las entidades de las enfermedades restrictivas y ha sido
observada por primera vez en équidos por Dixon y col, (1992).

Neumonia bronquiolo-intersticial (N.B.I) ha sido una entidad muy cuestionada
y polémica tanto clinica como histolégicamente. Liebow y Carrington (1969) fueron
los primeros en sefialar este proceso en medicina humana, si bien posteriormente es
resefiado por Costabel y Guzman (1991) como neumonia organizada criptogénica,
mientras qué en veterinaria no existen noticias de esta entidad como tal hasta los
trabajos de Jubb y Kennedy (1990), Winder y col. (1988) y Dungworth (1992),

Estamos de acuerdo con Liebow (1975) y Davison y col. (1983) en considerar
posiblemente a todas estas entidades como manifestaciones de neumnonia intersticial,
y que las distintas categorias meramente representan distintos estados en la patogénesis
o distintas respuestas individuales a diferentes agentes.

En lo referente a los estudios histopatolégico e inmunocitoquimico, han sido

cxpuestos los distintos casos estudiados de acuerdo con el siguiente esquema:

N.B.I

N.I.LE

N.I.U FASE I FASE INICIAL
N.I.LD

N.IC.G
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N.IL

N.I.B.O EASE INTERMFEDIA
N.I.U FASE II

N.I.U FASE III FASE FINAL

Asi encontramos que los caballos con fase aguda de neumonia intersticial,
caracterizada por fenémenos infiltrativos-exudativos, han sido encuadradas en la fase
inicial en cuyo grupo se han incluido los animales diagnosticados con neumonia
intersticial descamativa (N.I.D), neumonia intersticial de células gigantes (N.I.C.G),
neumonfa intersticial eosinofilica (N.I.LE) y neumonia intersticial usual en fase I
(N.LLU). Es importante seiialar al igual que Dungworth (1982) en otros animales
domésticos y Dixon y col. (1992) en équidos, que las neumonias intersticiales agudas
espontineas son muy infrecuentes, siendo objeto de estudio en contadas ocasiones.

Asimismo la fase intermedia agrupa a los animales con neumonia intersticial
linfoide (N.I.L), neumonia intersticial bronquitis obliterante (N.I.B.0.) y neumonia
intersticial usual en fase I (N.I.U). Estos procesos presentan fendmenos proliferativos
y fibréticos tanto interalveolares como intraalveolares, lo cual contrasta con lo

resefiado por Liebow (1975) en medicina humana.
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En cuanto a la fase final, incluye la neumonia intersticial usual en fase III
(N.I.U), caracterizada por la consolidacién de los distintos mecanismos que
desembocan en una fibrosis pulmonar con imdgenes de "honeycomb" tal y como
seflalan Liebow (1975) y Barrios y Selman (1991) en el hombre, asi como extensas
masas que se extienden por el parénquima pulmonar coincidiendo con las
descripciones histolégicas de numerosos patélogos veterinarios ( Cagny y Gober,
1880, Frohner y Zwick, 1932; Nieberle y Cohs, 1967; Dungworth, 1992).

Como vemos todas estas categorias presentan una serie de caracteristicas
comunes agrupadas en las tres fases establecidas desde un punto de vista
inmunocitoquimico y que coinciden con las tres fases de la neumonia interstcial usual.

Los resultados histopatoldgicos observados durante la fase inicial demuestran
la presencia de fendémenos agudos que contrastan con la definicién cldsica de las
neumonfas intersticiales establecida por Liebow (1975) en el hombre y Dungworth
(1982) en otros animales domésticos y consideran a las neumonias intersticiales como
condiciones inflamatorias crénicas donde predomina la respuesta proliferativa,

La mayoria de los autores consultados (Katzenstein y col., 1976; Liebow
(1975), Auberbach y col. (1952), Fukuda y col. (1987), Barrios y Selman (1991),
Pratt (1952), Honma y col. (1992) en el hombre y Dungworht, (1982, 1993), Buergelt
y col. (1986) y Turck y col. (1981) en veterinaria estan de acuerdo con nosotros en
sefalar el proceso de iniciacion de las neumonias intersticiales espontineas como

consecuencia de un severo dafio difuso de la pared alveolar, lo que origina una fase
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exudativa intraalveolar que se continua con una rdpida respuesta proliferativa y
fibrética.

Estamos de acuerdo con los principales investigadores acerca de las neumonias
intersticiales como Liebow (1975) en medicina humana y Dungworth (1982) en
veterinaria, los cuales enuncian que los fenémenos exudativos se producen por la
lesion del endotelio de los capilares alveolares y los neumocitos membranosos.

Ademds, a diferencia de nuestros hallazgos y los observados en veterinarfa por
Dungworth, (1982), Turck y col. (1981), Buergelt y col. (1986); Liebow (1975) y
Barrios y Selman (1991), sefialan en el hombre que lesiones menos severas producen
escaso dafio, produciendo un discreto edema septal, el cual se cronifica y progresa
hacia una fibrosis intersticial, dando lugar a la tipicas imégenes pulmonares de "panal
de abeja" ("honeycomb"), sin producirse la organizacién intraluminal.

Segun la clasificacién de Honma y col. (1992) sobre las neumonias intersticiales
humanas, las considera como neumonias crénicas, agrupandolas dentro del epigrafe
de neumonias intersticiales atfpicas. Esta tultima forma coincide con nuestras
observaciones de las neumonias equinas, las cuales encuadramos dentro de neumonias
intersticiales crénicas, en contraposicién a lo establecido por numerosos autores como
Tuck y col. (1981) y Buergelt y col. (1986), los cuales recogen estas manifestaciones
dentro de las neumonias intersticiales espontineas agudas de los équidos.

Durante la fase incial observamos fendmenos exudativo-infiltrativos,

caracterizados por la presencia de un exudado eosinofilico en el lumen alveolar, asi
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como por un discreto edema del septo interalveolar, y el tejido conjuntivo que rodea
bronquios y bronquiolos, hallazgos que han sido observado tambien por Auberbach
y col. (1952), Liebow (1965,1975), Barrios y Selman (1991), Honma y col. (1992),
Nishimura y col. (1992) y Usui y col. (1992) en medicina humana. En véterinaria,
fendmenos semejantes han sido apreciados en neumonias intersticiales agudas
espontineas por numerosos autores (Dungworth, 1982, 1993; Buergelt y col., 1986;
Turck y col., 1981; Dixon y col., 1992; Jones y Hunt, 1983; Lindley, 1978) como
consecuencia de la accién de téxicos vegetales, reaccines alérgicas o infecciones sobre
todo viricas, y apoyados por numerosos estudios experimentales como los realizados
por Adamson y col. (1988) utilizando a ratones que exponia a altas concentraciones
de oxigeno; Breeze y col. (1984) en équidos utilizando menta piirpura o intoxicacién
con paraquat en simios y hombre (Fukuda y col., 1985; 1987).

Asimismo consideramos también la dilatacién y proliferacién capilar como uno
de los primeros cambios que se aprecian en esta fase incial aguda, hecho que ha sido
constatado por Pratt (1958) y Hara y col. (1989) en medicina humana, apreciando la
membrana de dichos capilares continua y positiva frente a las proteinas de membrana
colageno tipo IV y laminina.

Durante esta fase hemos podido comprobar al igual que otros autores en el
hombre (Cam y col., 1984; Gusterson y col., 1984; Sakr y col., 1987) que la

membrana basal del tracto respiratorio de los équidos contienen tanto laminina como

coldgeno tipo IV.
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Bostman y col. (1991) utilizan al igual que nosotros material en solucién
tamponada para preservar la antigenicidad, realizando una digestion débil con pepsina
para aumentar la reactividad frente a ambas proteinas de membrana basal, y en nuestro
caso también frente a fibronectina,

En el caso de la fibronectina y coldgeno tipo IV, conseguimos una buena
inmunorreaccion del material fijado en estas soluciones y embebidas en parafina; sin
embargo la antigenicidad no se preserva de igual forma para la laminina,
produciendose una sobrefijacién y ocultacién de los epitopos tras la fijacion e inclusién
en parafina. Por lo que recomendamos para la laminina, al igual que Bostman y col.
(1991), realizar cortes en congelacién de material fresco utilizando el criostato.

En las tres etapas estudiadas hemos encontrado positividad a laminina y
coldgeno tipo IV en la superficie celular de fibroblastos y fibras musculares lisas, al
igual que Wartiovaara y col, (1974), Hynes y col. (1976), Chen y col. (1977) y
Davidson (1990).

En pulmones normales el septo alveolar aparece recorrido por unas lineas
fuertemente positivas a estas proteinas de membrana, las cuales corresponden con la
membrana basal de los alveolos y capilares, sin embargo en la fase incial de las
neumonias intersticiales equinas esta positividad aparece discretamente fragmentada
y discontinua en algunos lugares, coincidiendo con los resultados de Hara y col.
(1989) y Yousem y col. (1992) establecidos en individuos con fibrosis pulmonar.

En los lugares del pulmén donde los fenémenos infiltrativos-exudativos habfan
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provocado una disgregacion de los elementos septales, podemos apreciar densos nidos
de membranas basales positivas frente a laminina y coldgeno tipo IV. Este fenémeno
ha sido observado por Bostman y col. (1991) en procesos tumorales, como mecanismo
de defensa para frenar el avance de células malignas. En nuestra opinién,
corresponderian a los restos de membranas basales de las céiulas epiteliales alveolares
asi como a acimulos de estas proteinas de membrana, fundamentalmente coldgeno tipo
IV, en la membrana plasmética de células fibrobldsticas (posiblemente
miofibroblastos), como resultado de una proliferacién celular en estas 4reas,
coincidiendo con lo observado por Bostman y col. (1991) en pulmén humano.,

Un hecho de gran significacién, observado al igual que nosotros por Liebow
(1975), Barrios y Selman (1991) y Dungworth (1982, 1992) es la integridad de las
membranas actuando como pilar para la reepitelizacién en fases intermedias y finales,
aun cuando la lesién en la pared sea grave. Este fenémeno ha sido corroborado por
nosotros, observando alveolos donde identificamos a ambas proteinas formando
pequeitos trazos continuos en el perfil del septo, los cuales aparecen tapizados por
células grandes con citoplasma baséfilo y nucleo central hipercromético (posibles
neumocitos tipo II). Estos hallazgos coinciden con los de Kissler (1980), Kaup y col.
(1985) y Buergelt y col. (1986) en la especie equina; Liebow (1975) y Barrios y
Selman (1991) en el hombre y Dungworth (1992) en el perro.,

Sin embargo contrasta con lo expuesto por Hara y col. (1989), cuyos estudios

revelan que las membranas basales intactas sélo son necesarias en los primeros
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estadios, observdndose posteriorment reepitelizaciones sobre el tejido fibroso,

Tal y como hemos visto, la positividad de 1a membrana basal del septo alveolar,
que en condiciones normales aparece como el ¢je principal se presenta desdibujada,
siendo sustituida por una banda de fibronectina que recorre todo el esqueleto pulmonar
y la membrana basal de los capilares alveolares; imAgenes semejantes han sido
observadas por Bostman y col. (1991) al describir la fibronectina como una
glicoproteina asociada a la membrana basal del pulmén humano.

Las membranas hialinas han sido un rasgo constante en las distintas categorias
establecidas, coincidiendo con los distintos autores no s6lo en su presencia sino
también en su composicién fanto en medicina humana (Liebow, 1975; Cederberg y
col., 1952; Fukuda y col., 1987) como en veterinaria (Buergelt y col., 1986;
Dungworth, 1982, 1992).

Para Barrios y Selman (1991) en contraste con nuestros resultados, establecen
que no existe siempre presencia de membranas hialinas en las neumonias intersticiales,
solamente en el caso que el dafio producido a la pared alveolar sea grave.

Con técnicas inmunocitoquimicas, observamos en esta etapa dos tipos de masas
con una fuerte inmunorreaccion frente a fibronectina. Unas que rodean los capilares
alveolares con positividad difusa, y otras intraalveolares, que coinciden con las
membranas hialinas, que se organizan de forma fibrilar. Un comportamiento similar
ha sido observado por Chen y col. (1978) en cultivos celulares, coincidiendo en

seflalar a esta proteina de matriz como la columna inicial para la fibrinogénesis del
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colageno.,

Asismismo hemos apreciado positividad intracelular a fibronectina en los
macrofagos activados a nivel luminal, hecho que ha sido observado por numerosos
autores (Crystal y col., 1984; Sugarman y col., 1985; Diergelmann y col., 1986;
Mornex y col., 1986; Martinet y col., 1987). Algunos investigadores de enfermedades
pulmonares intersticiales fibréticas como Sinkin y col. (1992) y Driscoll y col. (1992)
han sefialado mediante lavados broncoalveolares y estudios "in vitro" un considerable
aumento de la liberacién de fibronectina por macréfagos activados durante el
desarrollo de la fibrosis pulmonar, utilizando este dato como inidicador del proceso,
sin embargo no es extrapolable en el caso de los équidos, ya que este fendmeno sélo
es observado en las primeras dos fases, mientras que en la fase final donde existe la
fibrosis mds severa, se aprecia incluso una disminucion de esta glicoproteina
intracelularmente.

La inmunorreaccién al coligeno en esta etapa de las neumonias esta muy
disminuida, como consecuencia de la accién litica (colagenasas) de las células
inflamatorias durante la fase aguda, coincidiendo con los trabajos "in vitro" realizados
por Huybrechts y col. (1979), Hauser y Vaes (1979), Werb y col. (1980), Reynolds
(1985) y Chin y col. (1985).

Durante esta fase, el coldgeno tipo I y III presentan una escasa inmunotincion
en el parénquima pulmonar equino, la cual se reduce al tejido conjuntivo que rodea

bronquios, bronquiolos y grandes vasos; esta distribucién coincide con la observada
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por nosotros en pulmén equino normal y Davidson y col. (1990) en puimén normal
humano.

El coldgeno tipo III, presenté ademads cierta positividad, mds evidente en las
areas de proliferacion y dilatacién vascular cercanas al peribronquio y peribronquiolo,
lo que justifica el desarrollo inicial de la fibrosis intersticial. Este hallazgo es
imprtante, ya (ue NUMErosos procesos respiratorios que asientan en las vias
condutoras, terminan por lesionar el tejido conjuntivo que las rodea, hecho observado
por Kaup y col. (1990) durante el COPD equino.

Ademads, segliin nuestro criterio justificaria la inclusién de las neumonias
bronquiolo-intersticiales dentro del grupo de enfermedades restrictivas equinas,
sefialado por Dixon y col. (1992), contrastando con lo sefialado por Dungworth (1992)
al considerarlas como un tipo especial de bronconeumonta,

Por otro lado, el estudio y descubrimiento de los factores de crecimiento es
reciente, por lo que el conocimiento que existe de ellos es superficial y en nuestra
opinién se encuentra en una fase preliminar.

Estd teoria estd justificada por la préctica inexistencia de trabajos "in vivo" y
en contraste con muchos trabajos bioquimicos e "in vitro" para determinar algunas de
- sus actividades (Assoian y col., 1983, 1987; Roberts y col., 1983, 1985; Tucker y
col., 1984; Shimokado y col., 1985; Pantazis y col., 1986; Mornex y col., 1986;
Martinet y col., 1986; Osornio-Vargas y col., 1991).

Por este motivo, consideramos de gran relevancia el estudio de estos factores
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de crecimiento por distintas razones: porque es un estudio "in vivo"; considerando la
revisién realizada es el primer trabajo en pulmones equinos sobre factores de
crecimiento (FC); por las similitudes del pulmén del equino y humano, por lo que el
estudio del proceso fibrético pulmonar en los équidos, puede tener cierta importancia
en el hombre.

La principal accién de los FC es la de promover el crecimiento, actividad que
comparte con otras sustancias como hormonas, neuropéptidos y nutrientes (Pardee, |
1989; Wall, 1991).

La determinacién de los factores de crecimiento presentes en las neumonifas
intersticiales equinas constituye un aspecto novedoso, y desconocido. S6lo existen muy
escasas referencias en la bibliograffa consultada acerca de la participacién de los
factores de crecimiento en la fibrosis pulmonar idiopética en el hombre (Antoniades
y col., 1991; Fabisiak y col., 1992; Thornton y col., 1992),

Aln se reduce més el niimero de trabajos, si consideramos aquellos autores que
realizan estudios inmunocitoquimicos sobre la fibrosis pulmonar, como los de
Antoniades y col. (1991) en el hombre y no exite articulo alguno que investigue sobre
estos factores de crecimiento en el curso de la fibrosis pulmonar en las neumonias
intersticiales crénicas equinas,

De acuerdo con Puszteiy col. (1993) 1a reactividad de las células epiteliales y
mesenquimatosas del pulmén equino frente a los anticuerpos PDGF y TGF £ de

hombre, demuestra la hip6tesis de que cada familia de factores de crecimiento surge
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de distintos genes ancestrales por duplicacidn y evolucién divergente.

En nuestro caso, el anticuerpo PDGF humano, detecta las tres cadenas AA,
AB y BB determinadas por Antoniades y Hunkapillen (1983).

Los macréfagos alveolares presentaron inmunorreaccién frente al PDGF,
coincidiendo con diferentes autores que realizan estudios "in vitro" (Shimokado y col.
1985; Martinet y col., 1986; Pantazis y col., 1986; Assoianm y col., 1987; Osornio-
Vargas y col., 1991) y los realizados "in vivo" (Mornex y col., 1986; Antoniades y
col., 1991). Sin embargo, la expresién de PDGF mostrada por los macréfagos era
muy desigual, por lo que creemos al igual que Antonidades y col. (1991), que la
mdxima positividad se observa en macréfagos activados, pero constrasta con lo
expuesto por Mornex y col. (1986) y Martinet y col. (1987) el cual sefiala que los
macréfagos no activados también liberan cantidades significativas de PDGF.,

La observacién de una clara fluorescencia en las células epiteliales tanto a nivel
bronquial como bronquiolar, coincide con las investigaciones realizadas por Mornex
y col. (1986), Martinet y col. (1987) y Antoniades y col. (1991) en pulmones de
pacientes con fibrosis pulmonar idiopdtica. Esta positividad es manifiesta en las tres
etapas establecidas, sin embargo existe un espectacular aumento a medida que se
incrementa la fibrosis pulmonar, Este hecho confirma lo expuesto por Antoniades y
col. (1991), los cuales sefialan por primera vez Ia presencia de PDGF en células
epiteliales no tumorales del hombre,

El anticuerpo TGF @ utilizado es procedente de plaquetas porcinas, por lo que
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se trata de un "pool" de las tres formas, Asi identificamos las dos formas
homodiméricas TGF 8 1 y 2 y el heterodimero TGF 8 1-2

Durante las etapas inicial y media la unica positividad que observamos frente
al TGF § corresponde al citoplasma de un escaso mimero de células epiteliales
superficiales en bronquiolos con una marcada hiperplasia celular. Al igual que en el
caso del PDGF, existfa un incremento en el ndmero de células epiteliales
discretamente positivas a TGF @ en la fase final; sin embargo no era tan espectacular
como en el caso del PDGF. Este hallazgo no ha sido observado por ninguno de los
trabajos consultados, y puede estar provocado por la disminucién del ph "in vivo" tal
y como sefala Richardson y Campion (1988) en fetos de cerdo o por la pérdida de
relacion epitelio/matriz como consecuencia del efecto mitogénico producido por el
PDGF sobre los fibroblastos coincidiendo con los trabajos de Mornex y col. (1986)
y Assoian y col. (1987). Este fendmeno provocaria la expresién del TGF 3 en las
células epiteliales, las cuales estimulan la proliferacién y el aumento de coligeno; estas
apreciaciones han sido realizadas por algunos autores como Berbard y col. (1990) y
Antoniades y col. (1991) en procesos patolgicos del hombre,

Todos los autores, tanto en patologia humana como en veterinaria, coinciden
con nosotros en sefialar la instauraciéon de los fenémenos proliferativos
secundariamente a los exudativo-infiltrativos, los cuales junto con la organizacién
intraluminal que se origina a partir de las membranas hialinas del lumen, determinan

el incio de la fase intermedia.
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No coincidimos con algunos investigadores como Scadding y Hison (1967),
Liebow (1975), Carrington y Gaenster (1978), Dixon y col. (1992) los cuales sefialan
que la inflamacién progresiva cronica no es frecuente en los animales aunque si es el
tipo mds frecuente en el hombre,

Quizas coincidimos con ellos en que no se presenten en la mayoria de las
especies domésticas, aunque consideramos que en los équidos existe una alta
incidencia del proceso patolégico objeto de nuestro estudio.

La imédgen histolgica que presenta la fase intermedia de las neumonias
intersticiales equinas coincide con la neumonitis criptogénica organizada establecida
por Davidson y col. (1983) y la neumonia organizada bronquiolitis obliterante de
Eppler y col. (1985) en medicina humana, caracterizandose por el actimulo de células
inflamatorias y tejido fibroso en el intersticio, y fibrosis intraalveolar. A estos rasgos
histoldgicos le afiadimos la proliferacién y persistencia de las células tipo IT alveolares,
hecho que coincide con Dungworth (1982).

La fibrosis pulmonar, es un tema de gran trascendencia en patologia pulmonar
humana. En los dltimos afios, este fen6meno ha experimentado un aumento
considerable en la poblacién mundial tal y como sefialan Auberbach y col. (1952) y
Spencer (1975). Este hecho ha desencadenado un estudio profundo del problema,
aplicando los dltimos avances tecnolégicos, para descubrir las causas y desarrollo de

[a misma.,

Ya hemos observado en la exposicién de nuestros resultados las distintos tipos
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de neumonias intersticiales que se aprecian en los caballos, con gran repercusién de
algunas de ellas en la vida 1til del animal, ya que pasan desapercibidas, pero merman
su capacidad fisica (Viel, 1983; Kaup y col., 1990).

En la revision de este apartado hemos podido comprobar desde el punto de vista
experimental el desarrollo progresivo de esta lesion a nivel del pulmén del hombre y
animales de experimentacién (Adamson y col., 1988; Spencer, 1975; Licbow, 1965,
1975; Fukuda y col., 1985, 1987; Basset y col., 1986).

Una caracteristica comun en lag distintas categorias elaboradas es el desarrollo
de fibrosis pulmonar (Spencer, 1975; Harrixon y Laurent, 1991; Barrios y Selman,
1991).

Asi, las neumonias intersticiales consideradas como infiltrativas-exudativas
(neumonia intersticial descamativa, neumonia intersticial de células gigantes, neurnonia
intersticial eosinofilica, neumonia bronquiolo intersticial y neumonia intersticial usual
en fase I) progresan tal y como sefiala Liebow y col. (1965) en medicina humana,
hacia una fibrosis pulmonar total. Este mismo hecho sucede en las neumonias
intersticiales equinas. Otros autores (Liebow, 1975; Spencer, 1975) han
observado grados variables de fibrosis en el resto de las neumonias intersticiales
(linfoide y con bronquiolitis obliterante) de la clasificacién establecida por Liebow.

Liebow (1975), Barrios y Selman (1991) y Spencer (1975) establecen en el
hombre, primariamente la fibrosis a nivel del septo interalveolar, desarrollando como

proceso final el pulmén en panal de abeja. Esta idea contrasta con las investigaciones
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realizadas por Fukuda y col. (1987), Katzenstein y col. (1976), Auberbach y col.
(1952), Cederberg y col. (1965), quienes destacan la importancia que tiene la fibrosis
intraalveolar a partir de los exudados que salen del septo como consecuencia de la
lesion a nivel de la unidad alveolo-capilar (edema).

Coincidimos con estos investigadores y con las observaciones realizadas en
veterinaria, por Dungworth (1982) en las que establece que el desarrollo de la fibrosis
en las neumonias intersticiales equinas es consecuencia de lesiones severas, no s6lo
localizadas a nivel del septo interalveolar sino también del lumen alveolar.

Bésicamente nuestros hallazgos histolégicos del desarrollo de la fibrosis en el
pulmén equino coinciden con los expuestos por Basset y col, (1986) y Fukuda v col.
(1987) en medicina human y Dungworth (1982) en veterinarfa, Incluso nos
atreverfamos a asegurar que el fenémeno de fibrosis intraalveolar en el pulmén de
cabalio, juega un papel fundamental en el desarrollo de la fase final de la fibrosis
pulmonar.

Asi encontramos en la etapa intermedia, numerosas masas fibréticas
incorporadas a la pared alveolar, como consecuencia de la organizacién de las
membranas hialinas por parte de células fibrobldsticas del septo, que son atraidas por
factores quimiotdcticos (tales como fibronectina) y de crecimiento (PDGF y
fibronectina) liberados en la luz, las cuales constituyen Ia fibrosis intraalveolar. Estas
observaciones coinciden con las expuestas por Postlethwaite y col. (1980, 1984) y

Basset y col. (1986) en el curso de enfermedades intersticiales humanas y las
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realizadas por Fukuda y col. (1985, 1987) en simios y hombre como consecuencia de
la intoxicacién con paraquant.

La organizacién de estas formaciones avanza, adhiriendose al septo y
provocando numerosas irregularidades en la luz alveolar, hecho que ha sido observado
por Basset y col. (1986) y Fukuda y col. (1987) en el hombre; estas masas pueden
progresar hacia las porciones conductoras bajas, originando bronquiolitis obliterante
tal y como sefialan Eppler y col. (1985) y Barrios y Selman (1991) en medicina
humana.

Esta dltima imagen con septos engrosados, unido a la presencia de 4reas
enfisematosas concuerda con la imagen descrita por numerosos médicos como
“pulmon en panal de abeja" ("honeycomb") (Basset y col., 19896; Fukuda y col.,
1987; Harrison y Laurent, 1991; Barrios y Selman, 1991; Usui y col., 1992; Honma
y col., 1992).

Al inicio de esta etapa, observamos que la proliferacion y dilatacién de los
capilares alveolarey reemplaza al paréquima alveolar, L.as membranas de estos
capilares aparecen continuas e inmunorreactivas frente a laminina y coldgeno tipo IV,
confirmando los hallazgos de Hara y col. (1989) en individuos con fibrosis pulmonar.

El considerable aumento de expresién de la fibronectina en esta etapa coincide
con la manifestado por Limper y Roman (1992) en distintos procesos respiratorios del
hombre, Esta fuerte positividad difusa frente a la fibronectina no sélo se localiza a

nivel del tejido conjuntivo que rodea bronquios y bronquiolos sino también en el septo
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alveolar, siendo mas marcada en zonas pericapilares.

Asimismo, considerando los acimulos de fibronectina en zonas de regeneraci6n
epitelial (por parte de neurnocitos tipo II) y las masas intraluminales fuertemente
positivas, con gran nimero de células fibrobldsticas jévenes asentadas sobre zonas
ricas de fibronectina, podemos indicar al igual que Limper y Roman (1992) que esta
glicoproteina extracelular tiene una funcién promotora de la proliferacién y
diferenciacién celular,

Estos hallazgos justifican los resultados de Hara y col. (1989) que indican una
reepitelizacion independiente de las membranas basales intactas, ricas en coldgeno tipo
IV y laminina, produciéndose la regeneracioén epitelial sobre tejido fibroso. Imédgenes
semejantes han sido halladas por nosotros durante la fase final de las neumonias
intersticiales crénicas equinas, donde no encontramos positividad frente al coldgeno
tipo IV y laminina, a excepcién de las membrans de los capilares dispersos entre las
masas conjuntivas, sin embargo si encontramos 4reas de reepitelizacion.

Las placas intraluminares observadas en fases de fibrosis aparecen ligeramente
tefiidas frente a coldgeno tipo III, méds marcado si existia proliferacién de célulés
fibrobldsticas, hecho que coincide con las observaciones de Bateman y col. (1981) y
Raghu y col. (1985) en tejido fibroso humano, ya que considera que este aumento en
fases tempranas esta relacionado con la presencia de miofibroblastos.

En la fase intermedia observabamos el méximo aumento de coldgeno tipo III

como consecuencia de la fibrosis septal y la organizacién conjuntiva de las masas
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intraalveolares por parte de las células que migran del septo.

A diferencia de esto, la positividad apreciada frente al coldgeno tipo I en esta
fase intermedia fué focal a nivel del septo, permaneciendo estitica alrededor de
bronquios y bronquiolos, aunque en estadios finales de fibrosis adquiria nuevamente
un aumento, con patrén semejante al coldgeno tipo III. Estos resultados coinciden, con
lo observado por la mayoria de los autores (Bateman y col., 1981; Raghu y col.,
1985; Shahzeidi y col., 1991) en pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, los cuales
sefialan el aumento de coldgeno tipo III durante fases incial e intermedia, existiendo
posteriormente una vuelta a la produccidén del coldgeno tipo I.

Posiblemente la fibronectina y PDGF es liberado por los macréfagos en los
primeros momentos de las neumonias intersticiales equinas, al igual que Sugarman y
col. (1985) y Diergelmann y col. (1986) comprobaron "in vitro" con macréfagos
alveolares procedentes de individuos con fibrosis pulmonar idiop4tica.

Quiza esta liberacion de fibronectina y PDGF en la fase inicial, produzcan una
proliferacion fibroblastica que originarfa un aumento en el depdsito de proteinas de
matriz extracelular, tal y como sefiala Davidson (1990) en medicina humana,
observando un aumento especialmente de fibronectina y coldgeno tipo III. Este hecho
es caracterfstico de una fibrosis pulmonar activa y crénica, segin expone Wick y col.
(1992) en individuos con la enfermedad del "pulmén de granjero”.

A medida que avanza el proceso de fibrosis en la fase intermedia se observa

una fuerte positividad al coldgeno tipo I en las paredes alveolares, que se hace més
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intensa en fases finales de fibrosis, tanto en el septo como en las masas intraluminales
adheridas a este. Por tanto, estamos de acuerdo con la mayoria de los autores de
medicina humana (Wick y col., 1992; Shahzeidi y col., 1991; Bateman y col., 1981;
Raghy y col., 1985; Mc Donald y col., 1986) en sefialar al coldgeno tipo I como el
colageno predominante en las dreas establecidas de fibrosis pulmonar y al coldgeno
tipo III como tipico de lesiones fibréticas iniciales.

La fase intermedia se caracterizé por una gran actividad proliferativa después
de la lesion aguda. Asi coincidiendo con Bitterman (1983, 1986) en cultivos celulares
de fibroblastos y Martinet y col. (1987) en tejido pulmonar fibrético, hemos observado
la presencia de c€lulas fibrobldsticas positivas, a nivel citoplasmdtico, frente a PDGF
en las masas intraalveolares adosadas al septo alveolar, Esta fuerte positividad de los
fibroblastos en las masas intraalveolares es un hecho confirmado segiin Chen y col.
(1992) por la actividad fibroproliferativa, consecutiva a la accién del PDGF
macrofdgico de forma paracrina y de forma autocrina fibrobléstica,

La bibliografia consultada no ha desvelado ninguna nueva aportacién sobre las
extensas masas de tejido conjuntivo que sustituyen amplias zonas de parénquima
pulmonar durante la fase final de estos procesos crénicos en los équidos, y por ello
+ siguen vigentes los estudios realizados por Cagny y Gobert (1880), Frohner y Zwick
(1932) y Nieberle y Cohrs (1967), denominando a estas lesiones dentro de la
neumonia lardicea. Estas imagenes se producen como consecuencia de un daiio difuso

extenso que produce, tal y como antes sefialamos, la progresién fibrética tanto a nivel
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intersticial como intraluminal,

Histolégicamente observamos en esta etapa algunas oquedades entre las masas
fibroticas, cuyo contorno aparece recubierto por una células epiteliales ctibicas con
nucleo central. Resultados semejantes han sido apreciados por Spencer (1975), Hara
y col. (1989) y Dungworth (1982, 1992). El origen de la reepitelizacion propuesto por
nosotros coincide con dichos trabajos sefialando que proceden de células bronquiolares
de reserva, y que en ocasiones sufren una metaplasia hacia células tipo II de forma
. ciliada o células tipo fetal. En etapas iniciales de fibrosis se observan imégenes
parecidas, confundiéndose con procesos tumorales coincidiendo con Spencer (1975)
y Liebow (1975) en medicina humana y Dungworth (1982, 1992) en veterinaria; sin
embargo, en las fases finales apreciamos una imdgen mis o menos glandular, como
consecuencia de la reepitelizacion directamente sobre el tejido conjuntivo, con pérdida
de membranas basales, todo ello conlleva ademds fenémenos de inflamacién y fibrosis
septal. Esta descripcion histoldgica puede coincidir con una lesién preneoplésica, y de
hecho algunos autores como Zatuchni y col. (1953), Beaver y Shappiro (1956), Meyer
y Liebow (1965) y Liebow (1975) en el hombre y Dungworth (1982, 1992) en
animales domesticos y de experimentacién, sefialan la posibilidad de desarrollar
tumores bronquioalveolares consecutivos a procesos fibréticos crénicos, hechos que
hasta la fecha no se han podido confirmar.

En esta Gltima fase, la positividad a la fibronectina es puntual en el septo, sin

embargo en las 4reas de coldgeno extensas, presentan una positividad fibrilar formado

302



DISCUSION

una trama que coincide con la distribucién de coldgeno I, fen6meno que también ha
sido observado por Bornstein y Ash (1977) y Vaheri y col. (1978).

Sin embargo, zonas que habian sufrido lesiones severas del parénquima,
presentan extensas masas de tejido conjuntivo donde podemos observar diferentes
imdgenes, en las cuales podemos observar inmunorreaccién tanto extra como
intracelular, tanto mds fuerte y amplia frente al procoldgeno tipo I y en menor
extension al IIl, lo que demuestra en este sentido y de acuerdo con Raghu (1985) el
papel fisiolgico del coldgeno tipo I en etapas iniciales del proceso de fibrosis
pulmonar,

Algunas de las 4reas anteriormente sefialadas presentaron una méxima
proliferacion celular con una discreta positividad citoplasmitica frente a ambos tipos
de procoldgeno (I y III) y escasa matriz totalmente negativa, hecho que no ha sido
observado por ninguno de los autores consultados.

Por ello, consideramos que la matriz que liberan al medio exterior, pueda
corresponder a alguna de las proteinas de matriz extracelular no estudiada por nosotros
como glicosaminogicanos o proteoglicanos, las cuales segin Hedman y col. (1982) y
Roberts (1991) estan muy interrelacionadas con la compleja malla de fibronectina en
estas areas; e incluso algin tipo de coldgeno como el tipo VI o VII, tal y como sefiala
Minor (1980), Davidson (1990) y Harrison y Laurent en fibrosis pulmonar humana.

En la fase final caracterizada por una fibrosis pulmonar total observamos areas

fibroproliferativas con gran nimero de fibroblastos con fluorescencia a PDGF en el
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citoplasma, frente a otras zonas donde aumenta el coldgeno y disminuye el nimero de
células positivas. Este hallazgo coincide con las observaciones "in vitro" realizadas por
Fabisiak y col. (1992) con fibroblastos pulmonares humanos, y ponen de manifiesto
el papel que juegan los fibroblastos no sélo como productores de coldgeno sino
también de PDGF,

Las fibras musculares lisas del misculo de Reissensen de los bronquiolos
también manifestd una discreta positividad a PDGF, confirmando los estudios de
Mendoza y col, (1990) acerca de la expresion de las fibras musculares lisas a este
factor de crecimiento durante la gestacion,

En ninguna de las etapas anteriores, los fibroblastos presentaron positividad
frente al TGF 8. Es en esta etapa final donde se aprecia una discreta fluorescencia
citoplasmitica en los fibroblastos de las masas conjuntivas, posiblemente como
consecuencia de un aumento en la sensibilidad al estimulo de numerosas citoquinas,
hecho que concuerda con los trabajos de Davidson (1990).

Hasta ahora las anicas fuentes de TGF g observadas correspondian a plaquetas,
macréfagos y linfocitos (Assoian y col., 1987), hechos que no han sido observados por
nosotros,

Segun Roberts y col. (1985) el TGF 8 es un factor de crecimiento negativo,
cuyo fallo en la expresién determina un crecimiento incontrolado de los fibroblastos.
Este fendmeno es observado en las dos primeras fases de las neumonias intersticiales

equinas; por el contrario durante la fase final observamos una ligera fluorescencia en
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las 4reas de proliferacion fibrobldstica, pensando que podrian en este periodo estimular
la produccién de coldgeno tal y como muestran estudios "in vitro" (Fine y Goldstein,
1987; Ignotz y Massagué, 1986; Ignotz y col., 1987; Yoshida y col., 1991; Williams
y col., 1991). De hecho la positividad se conserva relativamente incluso en aquellas
dreas con abundancia de matriz extracelular, y desaparece en aquellas zonas de fibrosis

madura,

Estas observaciones contrastan con las realizadas por numerosos autores (Sporn
y Todaro, 1980; Roberts y col., 1985; Kaplan y col., 1982; Doolittle y col., 1983;
Waterfield y col., 1983; Downward y col., 1984), quienes establecen la hipétesis
autocrina, segin la cual la transformacion maligna debia resultar de la expresion
positiva inapropiada a factores de crecimiento, que eran producidos por células
autotransformadas.

Hoy en dia, el estudio de la fibrosis en medicina humana y animales de
experimentacion se dirigen tal y como sefialan numerosos autores (Spencer, 1975:
Liebow, 1975; Barrios y Selman, 1991; Harrison y Laurent, 1991; Dungworth) a
desvelar los elementos que provocan dos de los fendmenos fundamentales que
acontecen en dicho proceso: la proliferacién fibrobldstica y el depésito de coldgeno.

En el caso de la fibrosis pulmonar en los équidos parece estar més ligado a la
proliferacion fibroblastica producida principalmente por PDGF y fibronectina, que al
hecho de estimular la produccién de coldgeno; sin embargo, el depésito se va

incrementado de forma indirecta como consecuencia de! aumento en el nimero de
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células que lo producen, hecho que ha sido comprobado por Antoniades y col, (1991)
y Fabisiak y col., (1992) en el hombre y de forma mds directa en las tltimas fases por
el estimulo que produce el TGF @ procedente en este caso de células epiteliales en las
primeras etapas y fibroblastos en la fase final.

Estos resultados nos alientan para seguir desvelando algunos de los mecanismos
més intimos del proceso de fibrosis pulmonar en los équidos implicados en la
hemorragia pulmonar inducida por el esfuerzo, asi como para determinar en que grado
participan estos procesos crémicos en el desarrollo de neoplasias y que rasgos

histol6gicos € inmunocitoquimicos marcan la diferencia.

306



CONCLUSIONES




CONCLUSIONES

1°.- En los pulmones de 100 animales estudiados (8 muestras diferentes de cada
animal) hemos observado los siguientes tipos de neumonias: neumonia intersticial usual
(68%), neumonia bronquiolointersticial (10%), neumonia intersticial descamativa (8%),
neumonia intersticial linfoide (5%), neumonfa intersticial bronquitis obliterante (5%),
neumonia intersticial eosinofilica (2%) y neumonia intersticial de células gigantes (2%).
2°.- Los siete tipos histolégicos enunciados se corresponden con tres fases de neumonia
intersticial: Fase inicial: Caracterizada por la presencia de fenémenos exudativos-
infiltrativos, Fase intermedia: Donde se observa una marcada proliferacién vascular y
celular, y Fase final, con presencia de fibrosis pulmonar total. Estas tres fases podrian
encuadrarse en los tipos A, B y C, descritos macroscépicamente.

3°.- En un 47% de las neumonfas intersticiales estudiadas aparecié etiologfa infecciosa;
bacterias principalmente de los géneros Streptococcus, Stafilococcus y Pseudomonas
y en un 21% presencia de anticuerpos viricos de Influenza, siendo especialmente
significativa la relacién de las neumonias intersticiales linfoides, con la presencia de
anticuerpos frente al virus Influenza A/Equi-1.

4°.- El aislamiento microbioldgico negativo, no implica ausencia de lesiones, y asf un

33,8% de las neumontias intersticiales usuales no presentaron ni crecimiento bacteriano
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ni deteccién de anticuerpos viricos en sangre.
5°.- Las membranas basales inmunorreactivas a coldgeno tipo IV y laminina, son muy
evidentes en la fase inicial y parecen ser el punto de partida de la reepitelizacién; sin
embargo durante la fase final de fibrosis, no observamos positividad subepitelial frente
a ambas proteinas de matriz extracelular,
6°.- La fibronectina es la primera proteina de matriz extracelular detectada en la fase
inicial de neumonias intersticiales crénicas equinas, y se mantiene en etapas
posteriores; actuando como patrén para la colagenizacién en la fase final de fibrosis.
7°.- La presencia de coldgeno tipo III durante la fase inicial y su aumento en la fase
intermedia es caracterfstica de una fibrosis pulmonar activa y crénica, siendo sustituido
en etapas posteriores por el colidgeno tipo I, tipico de una fibrosis madura, que se
encuadra en el denominado "pulmén de panal de abeja".
8°.- La participacion de los factores de crecimiento en las neumonias intersticiales
cronicas equinas es muy desigual. El PDGF se observa en todas las fases tanto en
fibroblastos como en macréfagos y células epiteliales, comprobando en la fase de
fibrosis que actda como un potente activador de proliferacién fibroblastica.

Por otro lado el TGF § parece estimular discretamente en la fase final la
produccién de coldgeno, actuando como fuentes de este factor fibroblastos y células

epiteliales, pero en pequefia cuantfa,
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En este trabajo hemos realizado un estudio sobre las neumonfas intersticiales crénicas equinas,
estableciendo una clasificacién histopatoldgica basada en los trabajos de Liebow (1975) y Barrios y
Selman (1991) en el hombre: neumonfa intersticial usual (N.L.U.=68%), neumonfa bronquiolo
intersticial (N.B.1.=10%), neumonfa intersticial descamativa (N.L.D.=8%}), neumonia intersticial linfoide
(N.LL.=5%), neumonfa intersticial bronquiolitis obliterante (N.I.B.0.=5%), neumonia intersticial
eosinofflica (N.LE,=2%) y neumon{a intersticial de células gigantes (N.I.C.G.=2%), clasificdndolas en
funcion de las caracteristicas lesionales y el grado de fibrosis comin que presentan, Estos tipos los
hemos agrupado en tres fases, las mismas que utilizamos en el estudio inmunocitoqufmico.

Todas estas categorfas obedecen a distintas respuestas frente a diferentes agentes infecciosos,
sobre todo virus (A/Equi-1) y bacterias (Streptococus sp., Stafilococos sp., Pseudomonas sp.) v
presentan tres patrones macroscopicos diferentes,

La fase inicial se caracteriza por fenémenos exudativos-infiltrativos; la fase intermedia muestra
una marcada proliferacion no sélo vascular sino también celular (células fibrobidsticas), y por dltimo
la fase final presenta una proliferacién y acdmulo de protefnas de matriz, sobre 0do tipo coldgeno.
Durante estas tres fases podemos observar como progresa la fibrosis pulmonar en los équidos como
consecuencia del avance de la fibrosis tanto inter como intraalveolar, dando como resultado final la
imdgen histolégica de pulmdn en panal de abeja,

El estudio inmunocitoquimico revel en la fase inicial una positividad lineal y discontinua en
el septo y iumen alveolar frente 4 laminina y coldgeno IV, reaccionando frente a estos anticuerpos las
membranas basales de los capilares y la superficie de células fibrobl4sticas. Esta inmunorreaccidn se
mantiene e incluso aumenta en la fase intermedia como consecuencia del proceso de angiogénesis,
quedando reducida a la membrana basal de un escaso mimero de vasos entre las masas fibriticas
durante la fase final,

La fibronectina tiene su maxima positividad en la fase incial e intermedia presenténdose no
s6lo como una protefna de matriz extracelular asociada a la membrana del epitelio y capilares, sino
también en el citoplasma de los macréfagos activados, Ambas fases presentan una fuerte reaccién
inmune frente a la fibronectina especialmente en las masas perivasculares e intraalveolares con una
positividad méds o menos fibrilar que es 1a base para la fibrinogénesis del coldgeno. Sin embargo en
la fibrosis total de las neumonfas intersticiales equinas se aprecia una disminuci6n con una reaccién
més difusa a manera de red.

Tanto el coldgeno tipo I como el III presentaron una disminucién marcada durante la primera
lase, para producirse un espectacular aumento del coldgeno tipo Il en el intersticio y en las masas
intraalveolares en la fase intermedia, El coldgeno tipo I present§ escasa positividad en estas primeras
clapas, aunque su reacctdn fue muy intensa. En la fase final existe un cambio significativo en la
produccion de coldgeno tipo II1 a tipo I, pudiendo observar una positi vidad heterogénea en las distinias
dreas de fibrosis frente a ambos tipos de coldgeno.

La participacién de los factores de crecimiento fue muy diferente en las neumonfas crénicas
equinas. Asf, macréfagos, células epiteliales y fibroblastos fueron identificados como fuentes del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) durante el proceso de fibrosis pulmonar equina, El papel
que juega parece estar relacionado con un efecto mitdgeno para las células epiteliales y sobre todo
fibroblastos, En el caso del factor de crecimiento transformante (TGF B, su participacién en el proceso
de la fibrosis pulmonar equina, no esta clara, ya que s6lo actia en las dltimas fases, estimulando
debilmente a los fibroblastos para incrementar la produccién de coldgeno,

Por tanto, consideramos que el proceso de fibrosis pulmonar en las neumonfas intersticiales
crénicas equinas es consecuencia del estfmulo mitégeno sobre los fibroblastos de la fibronectina en
las primeras etapas y el PDGF en fases finales.

313



SUMMARY




SUMMARY

SUMMARY

[n this work we have realized a study about equine chronic interstitial pneumonia stablishing
a histopathological classification based in the Iiebow (1975) and Barrios and Selman (1991)'s papers
on human medicine: usual interstitial pneumonia (UIP=68%), bronchiolointerstitial pneumonia
(BIP=10%), descamative interstitial pneumonia (DIP=8%), linfoide interstitial pneumonia (LIP=5%),
bronchiolitis obliterans interstitial pneumonia (BOIP=5%), gigant cells interstitial pneumonia
(GCIP=2%) and eosinophilic interstitial pneumonia (EIP=2%). We consider for classification the
common characteristic histopathological and the grade of fibrosis that the pneumonias presented. We
have grouped together the different types of pneumonias in three phases, the same that we used in the
immunocytochemical study. All these cathegories are different answers against several infectious
agents, overall virus (A/Equi-1) and bacterias (Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas
sp.) presented three different macroscopic pattern,

[nitial phase was characterized by exudative and infiltrative fenomenas; intermediate phase
show a vascular and cellular strong proliferation, and the final phase presented celular proliferation
and extracellular protein acumulation, mainly collagen. In all the phases, pulmonary fibrosis in the
horses was caused by an advance of the inter and intraalveolar fibrosis which originated the
histological image of the honeycomb lung as final result.

We observed a lineal and discontinous positivity in the septa and lumen alveolar against
laminin and type IV collagen localizated in the basement membranes of the capyllaries and the surface
of fibroblastic cells during initial period, This immunorreaction was maintained and even increased
in the intermediate phase because of the angiogenesis process and were reduced at the basement
membranes of a few number of vessels between fibrotic masses during the last phase.

Fibronectin has it is strongest positivity in the intial and intermediate phase, it is presented not
only as a extracellular matrix glycoprotein associated to the epithelium and capillaries basal
membranes, but also in the cytoplasm od active macrophages. Both phases presented the gratest
immunostaining againts fibronectin specially in the perivascular and intraalveolar mases with more or
less fibrilar positivity which is the pattern for the fibrinogenesis of collagen. However in the total
fibrosis of the equine interstitial pneumonia we appreciated a decrease with a more diffuse reaction
similar to network,

Type I and type III collagen presented a severe decrease in the first phase, producing a
espectacular increase of the type III collagen in the interstitivm and the intraalveolar masses in the
intermediate phase, Type I collagen presented scarce positivity in these first period, nevertheless it is
immunorreaction was very intense. In the final phase there is a mean change in the production of Lype
IIT collagen for type I collagen, we could observe a heterogenous positivity in the different areas of
fibrosis againts both types of collagen,

The contribution of growth factors were very different in the equine chronic pnenmonia. So,

macrophages, epithelial cells and fibroblasts were identificated as a source of PDGF during the equine
pulmonary fibrosis.
The main role could be relationated with mitogen effect for the epithelial cells and overall fibroblasts.
On the other hand, the function of the TGF B is not clear yet in the equine pulmonary fibrosis, since
it that only participate in the last phase, stimulating weakly the fibroblasts to increase the production
of collagen,

Finally, we consider that the pulmonary fibrosis process in the equine chronic interstitial
pneumonia is consecuence of mitogen stimulation on the fibroblasts by fibronectin in the first period
and PDGF in the last phase,
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