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Abstract

The purpose of this study was to evaluate the lung inflammatory response through histopathology and lung
wetweight determinations in diabetic rabbits subjected to a challenge with Kiebsiella pneumoniaelipopolysacharide
(LPS). Two groups were included. Both groups received a transthoracic challenge with LPS directly into their
rightlungs. The left non-inoculated lungs were used as controls. Animals in Group 1 received the diabetogenic
agent alloxan 110 days previously, whereas controls (Group 2) received saline solution. Five days after the
challenge rabbits were euthanized. Histopathological examinations were similar in both groups however,
lung wet weights showed that diabetic animals had a decreased lung inflammatory response compared to the

control ones. These results agree with reports of deficiencies in the inflammatory response and repair
mechanisms in diabetics.
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Resumen

El propésito de este estudio fue evaluar la respuesta inflamatoria del pulmén mediante histopatologia y la
determinacién del peso hiimedo pulmonar en conejos diabéticos sujetos a un desafio con lipopolisacirido
(LPS) de Kiebsiella pneumoniae. Fueron incluidos dos grupos. Ambos recibieron un desafio transtorécico con
LPS directamente en los pulmones derechos. Los pulmones del lado izquierdo no inoculados se usaron
como testigos. Los animales del grupo 1 recibieron el agente diabetogénico aloxana 110 dias antes de la
inoculacién, mientras que los testigos (grupo 2) recibieron solucién salina fisiolégica. Cinco dias después del
desafio los conejos fueron sacrificados. El estudio histopatolégico fue similar en ambos grupos; sin embargo,
los pesos hiimedos de los pulmones mostraron que los animales diabéticos tuvieron una disminucién en la
respuesta inflamatoria comparada con los testigos. Estos resultados concuerdan con los informes de deficien-
cias en la respuesta inflamatoria y mecanismos de reparacién en diabéticos.
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Se ha considerado a la diabetes mellitus (DM) como la
enfermedad metabélica de mayor importancia en los se-
res humanos.” Al respecto, se calcula que aproximada-
mente 5% de la poblacién mundial la padece.'! Las infec-
ciones bacterianas de la piel, de las vias urinarias y del
sistena respiratorio, se encuentran entre las complicacio-
nes mas frecuentes en personas con DM mal controla-
da."*'”® Se ha demostrado que esta elevada susceptibili-
dad a las infecciones se debe a deficiencias, tanto en la
respuesta inmune como en los mecanismos de inflama-
cién y reparacion tisular.>?

Las bacterias gram-negativas, comoKlebsiella pneumoniae,
pueden provocar severas neumonias y complicaciones
sistémicas a pesar de la actual disponibilidad de potentes
compuestos antimicrobianos.'* Se ha confirmado que los
lipopolisacdridos (LPS), componentes esenciales para la
viabilidad de las bacterias gram-negativas,'® son los res-
ponsables de la patologia pulmonar y de las severas mani-
festaciones clinicas derivadas. Lo anterior a través de la
produccién de citocinas, principalmente interleucina-1y
factor de necrosis tumoral, por parte de las células encar-
gadas de instaurar la respuesta inflamatoria, luego que
han sido activadas por los LPS.!%2!

Recientemente se ha des¢rito un modelo de dafio
pulmonar en el ratén empleando LPS de K. pneumoniae.
En este modelo los animales reciben un desafio directo
sobre el pulmén a través de una inoculacién transtoricica
ylarespuesta inflamatoria es evaluada mediante el peso de
los pulmones e histopatologia; subsecuentemente, los va-
lores de los pesos plumonares son comparados mediante
un simple procedimiento estadistico para reconocer
diferencias significativas entre los grupos. '? El objetivo en
el presente experimento fue reproducir este modelo, aho-
ra en conejos, incluyendo un grupo que por largo tiempo
padecié DM tipo I no controlada. Se supuso que los anima-
les diabéticos mostrarian una respuesta inflamatoria en sus
pulmones mas severa que los animales normales.

Se emplearon veinte conejos Nueva Zelanda con un
peso promedio de 2.2 kg al inicio del experimento. Los
animales se mantuvieron en condiciones convencionales
con agua y alimento comercial ad libitum. Se establecie-
ron dos grupos, el grupo 1 diabético y el grupo 2 testigo.

Los animales en el grupo 1 recibieron el compuesto
diabetogénico aloxana* por via endovenosa en una sola
dosis de 150 mg/kg.>"'* Los conejos en el grupo 2 recibie-
ron solamente el vehiculo, 1.0 ml de solucién salina fisio-
légica. Una semana después se obtuvo una muestra de
sangre de todos los animales para determinar los niveles
de glucosa sanguinea, mediante la prueba de O-toluidina.
Se demostré que los niveles de glucosa sanguinea en el
grupo 1 fueron superiores (media: 666.56 mg/dl) cuan-
do se compararon con los del grupo 2 (media: 70.70 mg/

* 2,4, 5, 6 - Tetraoxypyrimidine; 5, 6 - Dioxyuracil. Monohydrate
Crystalline, Sigma Chemical Company. USA.
**Sigma Chemical Company, USA.
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. Cuadro 1
DISENO EXPERIMENTAL
Grupo 1 Grupo 2
Dias (Diabéticos) (No diabéticos)
0 Inoculacién con aloxana* Inoculacién con solucién
salina fisiolégica®
8 Determinaciéndeglucosa  Determinacién de
sanguinea (O-toluidina) glucosa sanguinea
(O-toluidina)

110  Desafio transtoricico Desafio transtoracico

(pulmén derecho) (pulmén derecho)
K. pneumoniae LPS® K. pnewmoniae LPS®

115 Eutanasia, Eutanasia,
determinacién del peso determinacién del peso
pulmonar en ambos pulmonar en ambos
pulmones* pulmones*

* Se administrd aloxana en una sola dosis de 150 mg/kg, contenida en
1.0 ml de solucién salina fisioldgica. El grupo no diabético recibio
solamente 1.0 ml del vehiculo. La inoculacién fue endovenosa.

" EI LPS se administr6 a ambos grupos en dosis de 500 mg, contenida
en 0.2 ml de soluci6n salina fisiologica.

¢ Después de las determinaciones de los pesos, los pulmones se proce-
saron para histopatologia.

dl) (“t” de Student P < 0.05)."° Los rangos normales para
glucosa sanguinea en el conejo Nueva Zelanda van de 50
a 140 mg/dl* Los animales de ambos grupos fueron
desafiados 102 dias después del examen de glucosa san-
guinea. Es importante comentar que para entonces todos
los animales del grupo 1 mostraron polidipsia, poliuria,
polifagia y emaciacién y algunos de ellos también lesiones
oculares, las cuales posteriormente demostraron ser
sinequias y cataratas.

Se usé para el desafio un LPS comercial** obtenido de
K. pneumoniae por extraccién con fenol. Todos los anima-
les recibieron 500 pg del LPS disueltos en 0.2 ml de
solucién salina fisiolégica. Para la inoculacién transtorécica
los animales fueron anestesiados con ketamina y maleato
de acepromazina y posteriormente, luego de una prepa-
racién aséptica de la zona, fueron inoculados en el pul-
moén derecho. En el Cuadro 1 se presenta el disefio
experimental.

Cinco dias después del desafio los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico para luego proce-
der a su eutanasia por un desangramiento seccionando la
aorta abdominal. Luego se abri6 la cavidad toricica para
remover los pulmones. Se registraron tanto los cambios
macroscopicos como los pesos de los rganos. Este proce-
dimiento se llevé a cabo tanto en los pulmones inocula-
dos (derechos) como en los no inoculados (izquierdos).

Subsecuentemente, los pulmones se fijaron en formalina
al 10% amortiguada para su posterior proceso histopato-
l6gico rutinario.” Es importante comentar que un animal
en el grupo 1 (diabéticos) murié a las 4 horas posteriores



al desafio. Esta condicién fue atribuida a un choque
endotéxico, por lo que los datos concernientes a sus
pulmones no fueron incluidos.

Con los datos obtenidos de los pesos de los pulmones se
realizaron las siguientes comparaciones: pulmones inocu-
lados (derechos) de animales diabéticos (grupo 1) contra
pulmones inoculados de animales no diabéticos (grupo
2) y, pulmones no inoculados (izquierdos) en animales
diabéticos contra pulmones no inoculados en animales
no diabéticos. El procedimiento estadistico para estas
comparaciones fue una prueba “t” de Student.!

Los pulmones derechos, tanto en el grupo 1 como en el
grupo 2, se mostraron turgentes, congestionados y con
zonas de consolidacién rojo-grisiceas asociadas con el sitio
del in6culo. La mayoria de los pulmones izquierdos no
presentaron cambios apreciables en ambos grupos; sélo
en algunos se reconocié congestién generalizada.
Microscopicamente, en los pulmones derechos se aprecié:
dreas con severa hemorragia y necrosis y en zonas adyacen-
tes abundante exudado serofibrinoso. Las células infiltrantes
en la lesion fueron mayormente polimorfonucleares
(heterdfilos) (PMN) y macréfagos. También se reconocié
pleuritis fibrinosa en la zona correspondiente al sitio de
inoculacién, la cual siempre present6 las lesiones mas
severas. Histolégicamente no se reconocieron diferencias
en la gravedad de las lesiones entre los grupos 1y 2.

Por otra parte, no se reconocieron cambios significati-
vos en los pulmones izquierdos (no inoculados) en am-
bos grupos.

Los valores de los pesos de los pulmones derechos
(inoculados) demostraron ser diferentes entre los gru-
pos, siendo los del grupo 2 (testigo) significativamente
mayores que los del grupo 1 (diabético) (P < 0.05). En
cambio, los valores de los pesos de los pulmones izquier-
dos no resultaron diferentes entre los grupos (P > 0.05).
En los cuadros 2 y 3 se resumen estos datos.

Se ha referido en anteriores trabajos que el peso hiime-
do de los pulmones es influido por la infiltracién celular,
el edemay la hemorragia durante un proceso inflamatorio,
y que, por lo tanto, resulta un buen indicador de la
intensidad de la respuesta inflamatoria.*'? Con este fun-
damento, el valor de los pesos pulmonares fue utilizado
como un estimador directo de la intensidad de la respues-
ta inflamatoria; ademads, los valores obtenidos permitie-
ron reconocer una diferencia significativa mediante un
sencillo procedimiento estadistico, como se ha sefialado
anteriormente.' Esta diferencia no pudo ser detectada
durante la interpretacién histopatoldgica de la severidad
de las lesiones.

Los resultados aqui obtenidos demostraron que los valo-
res de los pesos de los pulmones que recibieron el inéculo
del LPS fueron diferentes y que esa diferencia correspon-
di6é a un peso menor de los pulmones de los animales
diabéticos. Puesto que el peso de los pulmones no inocula-
dos resulté similar en ambos grupos, los valores de los
pulmones inoculados debe ser el resultado de una autént-
ca diferencia en la capacidad de respuesta inflamatoria

Cuadro 2
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS PESOS
DE LOS PULMONES NO INOCULADOS EN AMBOS

GRUPOS
Media Desviacion estindar
Grupo 1 (diabéticos) 3.54* g +/- 0.43
Grupo 2 (no diabéticos)  3.8%g+/- 0.42

* Literales semejantes representan diferencias no significativas
(P > 0.05) entre los grupos, empleando una prueba “t” de
Student.

m_ e

hacia el LPS. Esta diferencia pudo corresponder a una
respuesta inflamatoria mds intensa en el grupo testigo o
bien a una deficiencia en la capacidad flogistica del grupo
diabético; los datos apoyan mds esto dltimo.

Estudios previos de otros investigadores>”!* y también
trabajos realizados en este laboratorio, 28 han demostrado
que la aloxana es un efectivo agente diabetogénicoy que la
DM inducida es permanente. En este trabajo, después de
una semana de la administracién endovenosa de la aloxana
0, en su caso, de solucidén salina fisiolégica en el grupo
testigo, se demostré que los niveles de glucosa sanguinea
fueron significativamente mayores en los animales que
recibieron el compuesto quimico; ademds, en estos anima-
les se reconocieron signos clinicos compatibles con el
estado de hiperglicemia. '* Sin embargo, el estado diabéti-
co inducido por la aloxana no influy$ en el peso de los
pulmones puesto que no se reconocieron diferencias sig-
nificativas en el peso de los pulmones no inoculados.

Inicialmente se supuso que los animales diabéticos ten-
drian una respuesta inflamatoria mds severa porque, como
ha sido senalado, las personas con DM mal controlada
tienen una mayor susceptibilidad a las infecciones y las
lesiones asociadas resultan mds graves en comparacién
con los no diabéticos o con los diabéticos sujetos a un
control estricto.'” Inclusive, se ha reconocido que el esta-
do de hiperglicemia en la DM es un factor que agrava las

Cuadro 3
COMPARACION DE LAS MEDIAS DE LOS PESOS DE LOS
PULMONES INOCULADOS EN AMBOS GRUPOS

Media Desviacion estandar
Grupo 1 (diabéticos) 528g +/- 0.80
Grupo 2 (no diabéticos)  6.15g+/- 0.74

* Literales diferentes representan diferencias significativas
(P <0.05) entre los grupos, empleando una prueba “t”
de Student.

Vet. Méx., 28 (3) 1997 249



lesiones y prolonga el curso de los padecimientos
neuménicos.! Sin embargo, nuestros resultados apuntan
hacia una deficiencia en la respuesta inflamatoria de los
animales diabéticos.

Se ha confirmado que los problemas metabélicos deri-
vados de un estado diabético provocan alteraciones en los
mecanismos de defensa; por ejemplo, en los PMN se ha
reconocido una disminucién en su capacidad fagociticay
bactericida; asimismo, una reducida respuesta quimiotictica
y una débil adherencia endotelial. Por otra parte, tam-
bién se ha observado una reducida accién opsonizante
del sueroy una respuesta inmune celular menos eficiente
en las personas diabéticas.!>? Estas alteraciones corres-
ponden con una respuesta inflamatoria subnormal y, por
lo tanto, son compatibles con los resultados en el presen-
te trabajo. Inclusive, en modelos animales de hipersensi-
bilidad pulmonar se ha reconocido que la respuesta
inflamatoria ante el antigeno, es menor en animales dia-
béticos en comparacién con los testigos.**? Esta deficien-
cia en la respuesta inflamatoria pulmonar de animales
hipersensiblizados no esti relacionada con una produc-
cién menor de anticuerpos.

Es probable que la presentacién de lesiones mds severas
en las personas diabéticas no provenga de una respuesta
inflamatoria mds intensa, sino de un proceso de repara-
cién tisular ineficiente.2De hecho, la respuesta inflamatoria
y la reparacién son parte de un mismo proceso'® y, por
ende, la evolucidn de uno de ellos esta relacionada con el
desarrollo del otro. Entonces, si la parte inflamatoria del
proceso es defectuosa, también se presentardn deficien-
cias en la parte restauradora. Como se sabe, la cicatriza-
cién de las heridas es también un grave problema en los
diabéticos;® al respecto, se ha confirmado una resolucién
tardia de lesiones cutineas inducidas mediante la reac-
cién local de Shwartzman, en conejos diabéticos.?

Se concluye que ante la exposicién transtoricica con el
LPS de K. pneumoniae, la respuesta inflamatoria del pul-
mén de conejos diabéticos se encuentra disminuida en
comparacién con la registrada en animales normales.
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