Tolerancia temprana versus reaccion de Shwartzman en
un modelo de dano pulmonar en el ratén empleando
lipopolisacarido de Klebsiella pneumoniae

Resumen

Se ha referido que la administracién previa de una
dosis pequena de lipopolisacarido (LPS) induce un
efecto de tolerancia ante un desafio con una cantidad
de LPS capaz de provocar choque y muerte; por otra
parte, cuando se administra una cantidad subletal de
LPS después de haberse inoculado otra cantidad equi-
valente del mismo compuesto en la piel u otro érgano,
como el pulmén, acontece unareaccién de Shwartzman.
Considerado lo anterior, se efectu6 este experimento
para tratar de establecer si una dosis baja de LPS de
Escherichia coli, administradaintraperitonealmente (IP),
tiene un efecto favorable o adverso, dependiendo de si
se aplica 24 horas antes o después de un desafio
transtoracico (TT) conunacantidad de LPS de Klebsiella
pneumoniae suficiente para provocar un severo daiio
pulmonar en ratones. La evaluacién de la inflamacién
pulmonar se realiz6 mediante la comparacion de los
pesos de los pulmonesy la observacién histolégica. Los
resultados indican que la inoculacién IP, antes o des-
pués del desafio TT, provocan un dafio pulmonar
mayor que la sola inoculacién TT; sin embargo, s6lo la
inoculacién IP posterior agrava significativamente la
lesion pulmonar previa. Este efecto se considerarepre-
sentativo de una reaccién de Shwartzman.

Introduccién

Loslipopolisacaridos (LPS) son glicolipidos comple-
jos derivados de la membrana externa de las bacterias
gram-negativas. Actualmente existe un gran interés en
el estudio de los LPS, dado que constituyen un
estimulo amplio y potente para las células encarga-
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das de instaurar larespuestainmune, pero también
se sabe que tienen una funcién preponderante en
la patogénesis de infecciones por bacterias gram-
negativas. Fuertes evidencias apoyan la idea de que
los efectos adversos y los efectos favorables depen-
dientes de los LPS son mediados por citocinas
derivadas de macréfagos, en particular el factor de
necrosis tumoral (FNT) y la interleucina-1 (IL-1).5°

Se ha senialado que una dosis baja de LPS puede
ejercer un efecto protector cuando se administra
antes de un desafio sistémico con otra dosis sufi-
ciente para provocar choque. En este modelo los
macré6fagos resultan ser las células responsables del
estado de tolerancia, en tanto que la respuesta
inmune humoral no tiene participacién. Posterior-
mente se demostré que este mismo efecto protec-
tor, denominado tolerancia temprana porque ocu-
rre entre 12 y 72 horas después de la administra-
cién del LPS, puede también ser inducido median-
te dosis pequenias de FNT e IL-1.%3 41517

Cuando se administra sistematicamente una do-
sis subletal de LPS, 18 a 24 horas después de una
aplicacion preparatoria del mismo compuesto en la
piel o en un é6rgano determinado como el pulmén,
hay unaintensarespuestainflamatoria con necrosis,
trombosis y hemorragia, denominada reacciéon de
Shwartzman.® 7 # E1 FNT y la IL-1 son también
mediadores importantes en este fenémeno
inflamatorio.?”® Considerando que las neumonias
son uno de los padecimientos de mayor importan-
cia en medicina, se decidié estudiar el efecto, tanto
favorable como adverso, que una dosis baja de LPS
pudiera tener cuando se administra por via
intraperitoneal (IP), antes o después de un desafio
transtoracico (TT) con una dosis de LPS alta, sufi-
ciente para provocar una lesién pulmonar severa.

En este trabajo se empleé LPS de Kiebsiella prnewmoniae
para la inoculacién TT, mientras que para las
inoculaciones IP se us6 LPS de Escherichia coli. Se propu-
so que laaplicacién previa disminuiria la severidad de la
lesién pulmonar, suponiendo lainduccién de un estado
de tolerancia temprana, mientras que la administracién
posterior la exacerbaria, a manera de un fenémeno de
Shwartzman.
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Material y métodos

Animales

Se seleccionaron ratones machos de cepa BALB/cde 7
a 8 semanas de edad. Los animales se mantuvieron en
condiciones adecuadas y se les proporcion6 agua y ali-
mento comercial ad lbitum. Vale sefialar que el experi-
mento se inici6 10 dias despues de recibir los animales en
el laboratorio, periodo durante el cual se constat
clinicamente su buen estado de salud. Luego, los ratones
se distribuyeron al azar en tres grupos con 10 animales
cada uno.

Lipopolisacaridos

Se utilizaron LPS comercialest obtenidos por extrac-
cién con fenol de E. coli 026:B6 y K. pneumoniae. La
preparacion de las diluciones se llevé a cabo empleando
solucién Salina Fisiolégica (SSF) libre de pirégenos.

Disefo experimental

El grupo A (testigo) recibi6é 24 horas antes 1 ml de SSF
por via IP; luego, a las 0 horas, un desafio TT sobre el
pulmén derecho, tal como se ha realizado en otros
experimentos,”” empleando LPS de K pneumoniae en
dosis de 100 ug contenidos en un volumen de 0.1 ml, ya
las 24 horas posteriores otra cantidad igual de SSF por via
IP. El grupo B recibi6 24 horas antes una dosis de 5 pg de
LPS de E. coli por via IP en un volumen similar al antes
senalado, alas 0 horas el desafio TT fue igual al ya descrito
y alas 24 horas hubo un desafio IP con SSF; en este grupo
se evalud el efecto de la inoculacién previa de LPS. El
grupo Crecibi6 24 horas antes SSF por viaIP, alas 0 horas
un desafio TT similar a los grupoos anteriores y a las 24
horas un desafio IP con 5 pg de LPS de E. coli; en este
grupo se evaluo el efecto de la inoculacién posterior al
desafio TT. De esta manera, se tuvieron las siguientes
comparaciones: Grupo A, sin efecto de dosis baja de LPS
(ni antes ni después) sobre la inflamacién pulmonar;
grupo B, con efecto antes y grupo C, con efecto posterior.
En el Cuadro 1 se presenta el disefio experimental.

Sacrificio y recoleccion de las muestras

Alas 12 horas posteriores al ltimo inéculo IP todos los
animales fueron sacrificados, empleando pentobarbital
por via IP; posteriormente les fueron seccionados los
grandes vasos sanguineos del abdomen. Luego, se abri6
la cavidad toricica y se extrajeron los pulmones. A conti-
nuacién se observo la apariencia macroscépica de los
pulmones comparando el pulmén derecho (inoculado)
con el izquierdo (no inoculado).

Analisis estadisticos

Se registraron los pesos de los pulmones inoculados
por cada grupo. Con estos datos se realizé un estudio-
estadistico comparativo, empleando un anilisis de
varianza con disefio completamente al azar yluego una
prueba comparativa de Tukey en los casos en que se
demostraron diferencias.!? En este caso, se consideré
que el peso de los pulmones estaria directamente rela-
cionado con laintensidad de la respuesta inflamatoria,
en particular por lahiperemia, el edemaylainfiltracién
de células inflamatorias. En otros modelos de daiio
pulmonar, también se ha estimado el peso de los pul-
mones como un indicador de la intensidad infla-
matoria.'* '® Se registraron los pesos de los pulmones
izquierdos (no inoculados), para realizar con ellos una
comparacion estadistica similar entre grupos y tomar
dichos resultados como testigo.

Estudios de histopatologia

Se tomaron pequenos trozos de tejido de los pulmo-
nes inoculados para fijarlos en formalina amortiguada
y procesarlos por las técnicas histolégicas convenciona-
les y observar las lesiones al microscopio. Se incluyeron
trozos de tejido de algunos pulmones no inoculados
para utilizarlos como testigos.

Resultados

No seregistré ninguna muerte; sin embargo, después
delainoculacién TT la mayoria de los animales mostra-
ba apatia y tenia el pelo hirsuto, asi como tendencia a
amontonarse. En algunos también se observé conjunt-
vitis y heces pastosas. Todas estas manifestaciones se
atribuyeron al efecto de los LPS, como se seriala en
otros estudios.'

Los pulmones derechos de todos los animales apare-
cieron turgentes, congestionados y edematosos; en
algunos se reconocieron ademas areas de hemorragia
y consolidacién adyacentes al sitio de inoculacién. Los
pulmones izquierdos no mostraron cambios.

Al comparar los valores obtenidos de los pesos de los
pulmones derechos se constaté que habia diferencias
entre grupos (P < 0.05), demostrandose que los valores
del grupo C eran mayores que los del grupo A (Tukey,
P<0.05). Nose reconocieron diferencias en ningunaotra
comparacién (Tukey, P>0.05). En el Cuadro 2 se presen-
tan estos resultados. En cuanto a los valores de los pulmo-
nesizquierdo no hubo diferencias entre grupos (P>0.1).
En el Cuadro 3 se presentan estos resultados.

_ Cuadro 1
DISENO EXPERIMENTAL
-24h Oh 24 h 36h
Grupo A SSF (1 ml), IP 100 ug LPS, TT** SSF (1 ml), IP Sacrificio
Grupo B 5 ug LPS, IP* 100 ug LPS, TT** SSF (1 ml), IP Sacrificio
Grupo C SSF (1 ml), IP 100 pg LPS, TT** 5 ug LPS, IP* Sacrificio

*Se emple6 LPS de E. coli en un volumen de 1 ml
** Se emple6 LPS de K. preumoniae en un volumen de 0.1 ml

t Sigma Chemical Company
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Cuadro 2
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS VALORES
OBTENIDOS DE LOS PESOS DE LOS PULMONES INOCULADOS

EN LOS DIFERENTES GRUPOS
Media Desviacion estindar
Grupo A 0.1283 g +/- 0.0229
Grupo B 0.1406 g +/- 0.0291
Grupo C 0.1589 g +/— 0.0282*

*Grupo C difiere del grupo A (P < 0.05) pero no del grupo B
(P> 0.05); a su vez, el grupo B tampoco es diferente del grupo A
(P> 0.05)

El estudio histolégico demostré en todos los anima-
les un engrosamiento de los septos alveolares por
infiltracién de Polimorfonucleares (PMN) y edema
intersticial, asi como areas de hemorragia. Casisiempre
el dano era difuso; no obstante, en algunos se recono-
ci6 una parcial delimitacién delaslesiones mas severas,
subyacentes a la pleura, la que también se encontraba
comprometida, guardando relacién con el sitio de la
inoculacioén. Los pulmones izquierdos no mostraron
cambios.

Cuadro 3
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS VALORES
OBTENIDOS DE LOS PESOS DE PULMONES NO INOCULADOS

EN LOS DIFERENTES GRUPOS
Media Desviacion estandar
Grupo A 0.0573 g +/~ 0.0126
Grupo B 0.0525 g +/— 0.0038
Grupo C 0.0531 g +/~ 0.0078

No existen diferencias entre los grupos (P > 0.1)

Discusién

Se ha senalado que la habilidad de un animal de
volverse tolerante al estimulo de las endotoxinas es
esencial para presentar unarespuesta inflamatoria con-
trolada y, por lo tanto, para su sobrevivencia.!” Al
respecto, se ha demostrado que los LPS pueden au-
mentar la resistencia inespecifica del hospedador con-
tra infecciones bacterianas, cuando se administran
antes del desafio." Asimismo, una pequena cantidad
de LPS administrada previamente favorece la
sobrevivencia de ratones y ratas cuando éstos son desa-
fiados sistémicamente con una dosis suficiente para
provocar choque.!-3 41517

En cambio, se presenta un drastico contraste cuando
la exposicién con LPS ocurre después del desafio
bacteriano. Por ejemplo, se observé que cuando los
animales son expuestos a LPS después de un desafio
con una cantidad de bacterias que normalmente no
constituye un riesgo para su sobrevivencia, éstos pue-
den incluso morir." De igual manera, una aplicacién
subletal (desencadenante) de LPS administrada por
via endovenosa, 18 a 24 horas después de una

inoculacién inicial del LPS (preparatoria) en piel o en
otros érganos como el pulmén, ocasiona en estos sitios
unareacciéon de Shwartzman local o univisceral, respec-
tivamente.>®

Al considerar estos dramaticos efectos de los LPS y
también que las neumonias por K. pneumoniae son
todavia un grave problema en medicina,’ se realizé este
trabajo en el que originalmente se supuso que la admi-
nistracién previa de LPS de E. coli, podria tener un
efecto favorable al moderar la respuesta inflamatoria
ocasionada por K. pneumoniae en el pulmén, mientras
que la aplicacién posterior del LPS de E. coli exacerba-
ria la lesion pulmonar. Sin embargo, conforme a los
resultados obtenidos, no se demuestra un efecto favora-
ble de la administracién previa del LPS sobre la infla-

- macién pulmonar, en tanto que la administracién pos-

terior si la exacerba.

En relacién con la ausencia de efecto favorable del
LPS administrado antes del desafio TT, puede decirse
que éste constituyd un estimulo flogistico de tal magni-
tud que se sobrepasaron los posibles efectos benéficos
esperados. De hecho, todos los animales mostraron
lesiones pulmonaressimilaresy en la mayoria se aprecia-
ron manifestaciones clinicas que pueden ser atribuidas
alos LPS,! luego de la administracién TT. No obstante,
en caso de que este efecto benéfico se hubiera apenas
insinuado, el grupo B hubiera tenido pesos pulmonares
parecidos o ligeramente menores que el grupo A; sin
embargo, los valores fueron superiores, aunque la falta
de significancia estadistica no demuestra que en reali-
dad sean diferentes. Por tanto, en este estudia se descar-
ta el probable efecto benéfico de la dosis baja de LPS
administrada previamente.

La sola inoculacién IP de LPS en la dosis que aqui se
utilizé no tiene efecto flogistico sobre el pulmén; de lo
contrario, hubieran existido diferencias entre los gru-
pos cuando se analizaron los pesos de los pulmones
izquierdos. Esta similitud en los pesos de los pulmones
no inoculados ratifica que las diferencias encontradas
en los pulmones derechos corresponde al efecto del
LPS administrado por via TT, y que, ademads, sobre esta
lesién existe un efecto inflamatorio aditivo o mejor
dicho, sinérgico, cuando se aplica una pequena dosis de
LPS posteriormente. Esta observacién se considera com-
patible con una reaccién de Shwartzman.

Aunque la reacciéon de Shwartzman ha sido amplia-
mente estudiada, todavia no se esclarecen del todo los
complejos mecanismos que la originan.® No obstante, se
sabe que intervienen los sistemas de coagulacién y del
complemento, asi como los PMN; también se ha referi-
do la participacién de la IL-1, el FNT y el interferén
Gamma.>"8

Se ha referido recientemente un modelo de la reac-
cién de Shwartzman en el pulmén del conejo; en este
caso, la inoculacién preparatoria se administra
endotraquealmente (ET) y luego la inoculacién
desencadenante se realiza porvia endovenosa (EV) 8 En
el presente trabajo la inoculacién ET se suple por la
inoculaciéon TT sobre el pulmén derecho, mientras que
la EV por la inoculacion IP. La dosis de LPS que aqui se
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emple6 para la inoculacién IP en ratones, resulta bas-
tante inferior a la que cominmente se utilizaria como
desencadenante por via EV para generar una reaccién
de Shwartzman. Esto se debi6 a que la comparacién con
el efecto del LPS administrado previamente, requeria
de dosis pequenas por ruta IP, como se ha referido en
los modelos de tolerancia temprana.!**!%'7 No obstan-
te, cantidades pequenas de LPS administradas por esta
via aiin pueden generar un efecto compatible con una
inoculacién desencadenante en un fenémeno de
Shwartzman.

Abstract

A previous administration of a low dose of lipo-
polysacharide (LPS) induces a state of early tolerance
against a further LPS inoculation enough to provoke
shock and death. However, when a sublethal amount of
LPS is systemically administered, after another small
amount of LPS previously inoculated in the skin or
other organ like the lung, a local Shwartzman reaction
could occur. The objective of this study was to evaluate
if a small dose of E. coli LPS administered
intraperitoneally (IP), before or after a transthoracic
(TT) challenge with K. preumoniae LPS in mice, indu-
ces a benefitial or an adverse effect on the lung
inflammatory response. Comparisons, employing
lungwet weightas an indicator of inflammatoryreaction
and histopathological observations, were made. Results
showed that either a previous or posterior LPS IP small
dose is more phlogistic than TT induced lung lesion
alone. However, only the posterior small dose of LPS IP
provokesasignificantaggravating effect over the previous
induced TT lung lesion. This effect was considered as a
Shwartzman reaction.
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