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Caracterizacion de la interrelacion entre la Pasteurella
multocida vy la Bordetella bronchiseptica con células
epiteliales de cavidad nasal y nasofaringe durante el
sindrome neumonia enzoética de los conejos.!

Botero E. L.,* Iregui C. A.**

Resumen

La neumontia enzodtica de los conejos se estudié por microscopia dptica tradicional y microscopia dptica de alta
resolucion (MOAR) en fosas nasales y nasofaringe de 36 conejos sanos en comparacién con 12 conejos enfermos (seis
con signos de rinitis y seis con septicemia,).

Los hallazgos morfolégicos revelaron cambios como la vacuolizacion del epitelio que estuvo presente en los todos los
grupos de animales tanto en sanos como en enfermos en las dos regiones estudiadas; la descamacion de células
epiteliales, la displasia del epitelio, la infiltracion de PMN al epitelio, la hiperplasia de células caliciformes y la
degeneracion de éstas iiltimas estuvieron presentes en grado leve en los grupos uno, dos y tres y en grado severo en el
grupo cuatro. La adherencia de bacterias a los cilios no fue sobresaliente en la mayoria de los grupos incluyendo al
grupo cuatro. No pudo detectarse adherencia en el 91 % de los animales del grupo uno, en el 42,9% en los del grupo
dos, en el 60 % en los del grupo tres y en el 33.33% de los del grupo cuatro. Se concluyé que las células caliciformes
v los PMN por su especial aumento y alteraciones serian células claves en la fisiopatologia de la enfermedad.

Introduccion

La neumonia enzoodtica de los conejos es una de las enfermedades que mas alta mortalidad y morbilidad induce en
explotaciones comerciales con grandes pérdidas econémicas hasta ahora no bien cuantificadas. En apariencia el agente
infeccioso determinante y mas severo de esta entidad es la Pasteurella multocida; atin asi, algunos autores sostienen que la
Bordetella bronchiseptica seria la encargada de abrir la puerta para el ingreso de la més patégena P. multocida (Deeb et
al., 1990). Tradicionalmente se consideran estos dos microorganismos como habitantes normales del tracto respiratorio;
no obstante, la dinamica de su ubicacion y densidad poblacional de acuerdo a diferentes etapas de desarrollo biolégico de
los animales, asi como durante la enfermedad, no han sido aclaradas. Todas las consecuencias del proceso patolégico
inducido por los dos anteriores microorganismos en el pulmén, fueron documentadas en detalle por Mendoza (1991) y
Murillo e Iregui (1993) quienes describieron severos cambios en la microvasculatura pulmonar en conejos con neumonia
enzoltica y reportaron que el nimero de estructuras morfolégicamente compatibles con bacterias era muy bajo y en
general se localizaban en vias de conduccion aérea. El objetivo de esta investigacién fue intentar una caracterizacién
morfolégica de las lesiones de las dos regiones anatémicas (fosas nasales y nasofaringe) en conejos sanos en las distintas
etapas de su desarrollo biolégico, asi como en animales enfermos con el sindrome.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 48 conejos que procedian de una explota-
cién comercial ubicada en el municipio de Funza con una
altitud de 2.550 mts y temperatura promedio de 13.1 °C. Se
tomaron 36 conejos sanos cada uno con una diferencia de
edad de 2 dias sobre el anterior, iniciando el dia 1 de edad

y concluyendo el dia 69 y adicionalmente 6 conejos que
sufrian la forma septicémica de la enfermedad y 6 con la
forma de rinitis. Los animales se agruparon por edad en
cuatro grupos asi:Grupo, I conejos de 1-21 dias de edad (11
gazapos); Grupo 2, conejos de 23-49 dias de edad (14 gaza-
pos); Grupo 3, conejos de 51-69 dias (10 gazapos). Un
cuarto grupo de animales enfermos con dos subgrupos: uno
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Tabla 1. Parametros de evaluacién para hallazgos morfolégicos en epitelio de fosa nasal y nasofaringe.
Variable X Grado de la lesion
Leve Moderado Severo
Vacuolizacion 40X | Enmenos de 5 células | Entre 5-20 células En mas de 20 células
Espacios interepiteliales | 40X | En menos de 5 células | Entre 5-20 células En mas de 20 células
Descamacion del epitelio| 20X | En una o dos zonas En 2-5 zonas En mas de 5 zonas
Displasia del epitelio 40X | En una o dos zonas En 2-5 zonas En mas de 5 zonas
Adherencia de bacterias | 40X | Algunas bacterias Grupos de bacterias Grupos de bacterias
adheridas a los cilios | adheridas a los cilios adheridas a los cilios
en menos de cinco zonas | en mas de cinco zonas
Hiperplasia de células 40X | Menos de cinco células | Entre cinco y ocho células | Mas de ocho de diez
caliciformes de diez epiteliales eran | epiteliales de diez eran células epiteliales eran
caliciformes caliciformes caliciformes
Degeneracion de 40X | Contenido difuso en Contenido difuso en Contenido difuso en
células caliciformes pocas células aprox 40% de ellas mas del 50%.
Infiltracion de células 40X | Entre dosy cinco Entre cinco y diez células | Mas de diez células por
al epitelio células por campo por campo campo
Moco en la luz 20X | Moco en dos o tres Moco en mas de tres Moco en forma casi
areas areas generalizada.
Bacterias en la luz 40X | Algunas bacterias Grupos de bacterias en Grupos grandes de
en laluz la luz en menos de bacterias en la luz en
' cinco zonas mas de cinco zonas
X= Aumento del objetivo

de rinitis (6 animales) y otro de septicemia (6 animales). Se
anestesiaron con Ketalar (Lab Parke-Davis, 35 mg/kg.) y
xylazine (Rompun, Lab. Bayer, 5 mg/kg.) administrados
por via intramuscular, sus fosas nasales y nasofaringe se
fijaron via intranasal con una solucién de paraformaldehido
4%, glutaraldehido 1% en buffer S colidina (Parafor G) apli-
cado en forma de aerosol. Ademas se separo la nasofaringe.
Se practicaron cortes transversales de fosas nasales (0,5
cm. de grosor aprox.) v se colocaron en una solucion
decalcificadora de EDTA al 7% por un periodo de 20-30
dias. De los tejidos fijados se tomaron dos porciones (tanto
de fosas nasales como de nasofaringe) una de las cuales se
incluy6 en parafina para ser procesada por la técnica tra-
dicional de hematoxilina-eosina (H.E). (Luna, 1968) y la
otra se incluy6 en resinas epoxicas (mezcla epon-araldita)
en placas de inclusion orientadas (planas, a fin de exponer
la mucosa), los bloques se polimerizaron en estufa a 60°C
durante 48 horas, se hicieron cortes de 1 um colorearon
con azul de toluidina. La tincién de H.E. se utiliz6 para la
determinacién de sitios preferenciales, grados y extensién
de las manifestaciones patolégicas. Estos parametros se
usaron como referencia global de interpretacién de cam-
bios morfolégicos. En las porciones incluidas en resinas
epoxicas se determind la intensidad de lesiones puntuales,

tipos celulares vy localizaciones de eventual adhesion
bacteriana. Estos parametros se analizaron en cada una de
las regiones (fosas nasales y nasofaringe) y en cada una de
ellas en dos regiones histolégicas: epitelio y lamina pro-
pia. Los parametros utilizados para la evaluaciéon de los
cambios morfolégicos se describen en la Tabla 1. La nume-
racion de los animales se hizo de manera ciega para evitar
riesgos.

Resultados
Hallazgos morfologicos en epitelio de fosas nasales
- Vacuolizacion del epitelio.

La vacuolizacion del epitelio se describié como la pre-
sencia de vacuolas intracelulares de diferentes tamanos
(Fig. 1). Estuvo presente en todos los grupos tanto en sanos
como en enfermos y en todos los grados. Como lo muestra
la figura 2 en el grupo uno el porcentaje mas elevado de
vacuolizacién fue del grado moderado con un 66,6% de los
animales con el cambio, en el grupo dos fue de un 57%, en
el grupo tres y cuatro fue del mismo grado en un 60% y
50% respectivamente. Al hacer una comparacioén entre los
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Figura 1. Epitelio respiratorio de fosa nasal de un co-
nejo del grupo uno. Obsérvese la presencia de vacuolas
intracelulares de diferente tamano (Flechas). MOAR
400X aprox.

animales de rinitis y los de septicemia, los dos subgrupos
presentaron esta lesién en un 50% en grado moderado;
adicionalmente, los de septicemia la tuvieron en un 50%
en grado severo.

- Descamacion de células epiteliales.

Esta lesion estuvo casi ausente en los grupos uno y dos.
En el grupo tres se present6 en grado leve en un 10%, mo-
derado en un 20% vy en grado severo en un 20% de los
animales. En el grupo cuatro el 25% no mostré el cambio,
el 33% lo mostré en grado leve y el mismo porcentaje en
grado moderado y el 8,3% en grado severo. La lesién estu-
vo presente en un mayor porcentaje en los animales del

%. de animales afectados

Moderado

M severo

GRUPO 3 RINITIS

GRUPO 1

Figura 2. Hallazgos morfolégicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Comparacién entre los cuatro grupos.
Vacuolizacion del epitelio.
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Figura 3. Hallazgos morfolégicos en epitelio defosa
nasal de conejo. Comparacién entre los cuatro grupos.
Descamacién de células epiteliales.

grupo de rinitis en donde el 50% la present6 en forma mo-
derada mientras que en los animales del grupo de septice-
mia tnicamente el 16,2% de los animales la presenté en
este grado (Fig. 3).

- Displasia del epitelio

La displasia del epitelio (Fig. 4) no se presenté en los
grupos uno y dos en casi ninguno de los animales (Fig. 5) .
En el grupo tres el 70% no presento la lesion, el 10% la
present6 de grado moderado y el 20% la tuvo en grado
severo. En el grupo cuatro el 25% no present6 la lesién, el
33,3% la tuvo en grado leve el 8,3% en grado moderado y
el 33,3% en grado severo. En los animales del grupo de
rinitis el mayor porcentaje present6 la lesiéon de manera
leve (50%) mientras que en los conejos del grupo de sep-
ticemia el mayor porcentaje (50%) la mostré en grado
severo.

» T L

Figura 4. Epitelio respiratorio de fosa nasal de un co-
nejo del grupo cuatro (rinitis). Obsérvese la displasia
del epitelio, el desorden del mismo y la infiltracién de
PMN (Flechas). H.E. 400X aprox.
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Figura 5. Hallazgos morfolégicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Comparacién entre los cuatro grupos.
Displasia del epitelio.

Figura 7. Hallazgos morfol6gicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Comparacién entre los cuatro grupos.
Adherencia de bacterias a los cilios.

Figura 6. Epitelio respiratorio de fosa nasal de un co-
nejo del grupo cuatro (rinitis). Obsérvense las bacte-
rias adheridas a los cilios (flechas). A) H.E. 1000X
aprox. B) moar 1000X aprox.

B

- Adherencia de bacterias a los cilios

La adherencia de bacterias a los cilios (Fig. 6a y b) pudo
detectarse en todos los grupos aunque en diferentes grados
(Fig. 7). En el grupo uno el 91% no present6 adherencia de
bacterias y el 9% lo tuvo en grado moderado. En el grupo
dos el 50% no presenté adherencia de bacterias, el 14,3%
en grado leve, el 28,6% en grado moderado y el 7% en
grado severo. En el grupo tres el 30% no present6 adheren-
cia, el 20% en grado leve, el 30% en moderado e igual-
mente el 20% en grado severo. En el grupo cuatro la adhe-
rencia fue del 33,3% en grado leve, el 16% en grado
moderado y el 16% en grado severo, el 33.33% restante no
present6 adherencia. Puede observarse que en el grupo de
rinitis el 50% mostr6 adherencia de grado leve en compa-
racién con un 16% en los del grupo de septicemia. E133,3%

Figura 8. Epitelio respiratorio de fosa nasal de un co-
nejo del grupo cuatro (septicemia). Hiperplasia de cé-
lulas caliciformes y liberacion de moco en la luz (fle-
chas). H.E. 400X aprox.
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Figura 9. Hallazgos morfolégicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Comparacion entre los cuatro grupos.
Hiperplasia de células caliciformes.
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Figura 10. Hallazgos morfolégicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Comparacién entre los cuatro grupos.
Degeneracion de células caliciformes.

de los del grupo de septicemia la present6 en grado mode-
rado. El 33,3% de los de rinitis y el mismo porcentaje de los
animales con septicemia mostraron adherencia de bacte-
rias a los cilios en grado severo.

- Hiperplasia de células caliciformes

La hiperplasia de células caliciformes (Fig. 8) fue muy
escasa en los grupos uno y dos. En el grupo tres aparecié de
una manera moderada en el 20% y de forma severa en el
10% (Fig. 9). En el grupo cuatro estuvo presente en un
grado moderado en el 16,7% y en grado severo en el 50%
de los animales. No hubo diferencia entre los grupos de
rinitis y septicemia. Ademés de este cambio las células
caliciformes, tinicamente en el grupo de los enfermos, mos-
traron degeneracién en diferentes grados (Fig. 10). Se pre-
sent6 de manera leve en un 8,3%, moderada en el 33,3 y de
manera severa 25% de los animales. Los animales de rinitis
mostraron grados mas graves de la lesion, un 50% en gra-
do severo en comparacion con el mismo porcentaje en gra-
do moderado en los del grupo de septicemia.

- Imfiltracion de células inflamatorias en epitelio
respiratorio.

En general la célula inflamatoria que se encontro infil-
trando de manera especial el epitelio fueron los PMN (Fig.
11) en comparacion con células mononucleares (linfocitos,
macroéfagos y células plasmaticas). La infiltracién de célu-
las pudo verse en los grupos uno al tres de manera leve y
Unicamente en el grupo cuatro se encontré una infiltracién
importante de células. Como puede apreciarse en la figura
12, en el grupo cuatro la infiltracién de linfocitos y células
plasmaticas estuvo presente en grado leve en un 16,6% de
los conejos y en grado moderado en un 8,3% y un 16,6%
respectivamente. La infiltracion de PMN fue en cambio
sobresaliente ya que el 50 % de los animales la mostraron
en grado moderado y el otro cincuenta por ciento en grado

SEVeEro.

Figura 11. Epitelio respiratorio de fosa nasal de un
conejo del grupo cuatro (septicemia). A) Obsérvese la
severa infiltracion de PMN al epitelio (flechas) y su
migracion a la luz. Coloracién de H.E. 400X aprox. B)
Es evidente ademas de la moderada infiltracion de
PMN (flechas), un severo desarreglo del epitelio. Colo-
raciéon H.E. 400X aprox.
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Figura 12. Hallazgos morfologicos en epitelio de fosa
nasal de conejo. Infiltracién de células inflamatorias
en el epiitelio de fosa nasal. Grupo cuatro.
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Figura 13. Hallazgos morfolégicos en ldmina propia
de fosa nasal de conejo. Comparacion entre los cuatro
grupos. Edema intersticial.

Hallazgos morfolégicos en lamina propia de fosas nasales
- Edema intersticial

Como lo muestra la figura 13 el edema intersticial se
presenté tnicamente en forma leve en un 27,3 % de los
animales del grupo uno. En los animales del grupo dos se
observo en grado leve en un 7% y en grado moderado en un
14,3%. Enlos del grupo tres se observé en grado leve en un
30%, en grado moderado en un 30% y en grado severo en
un 10%. En el grupo cuatro se observé en grado moderado
enun 41,7%y en grado severo en un 33,3%. En los conejos
con rinitis se observé edema intersticial inicamente en gra-
do moderado en el 33,33% y severo en el 16%, en los de
septicemia se observo el 50% moderado y el mismo por-
centaje severo.

- Imfiltracion de células en la lamina propia.

La infiltracién de células inflamatorias en lamina pro-
pia se comporté en forma similar a lo descrito en epitelio
(datos no mostrados) siendo también los PMNs la célula
mas importante.
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Figura 14. Hallazgos morfolégicos en epitelio de
nasofaringe de conejo. Comparacién entre los cuatro
grupos. Vacuolizacion del epitelio.

Hallazgos en epitelio respiratorio y lamina propia de
nasofaringe.

- Vacuolizacion del epitelio.

Practicamente todos los animales de los cuatro grupos
mostraron vacuolizacion del epitelio en grados de leve a
moderado (Fig. 14). Se present6 principalmente en grado
leve en el 82% de los animales del grupo uno, en el 71,4%
del grupo dos, en los del grupo tres en un 70%. Los conejos
del grupo cuatro tuvieron el cambio en grado leve en un
42% vy en grado moderado en un 50%, representados prin-
cipalmente por los del grupo con rinitis que la presentaron
en grado moderado en un 66,7%, en contraste con los del
grupo con septicemia que la tuvieron en grado leve en el
mismo porcentaje. Unicamente el 7% de los animales del
grupo dos y el 8,3% de los grupo cuatro dejaron ver tal
alteracién en grado severo.

- Hiperplasia de células caliciformes.

Esta lesiéon no se manifest6 abiertamente en esta region.
En la mayoria de los grupos no estuvo presente y cuando
asi fue lo hizo en forma leve. En los conejos del grupo con
septicemia se presenté tnicamente en grado leve en el
16,7% de los animales a diferencia del grupo de rinitis en
los cuales el 66,6% lo presentaron en grados moderado a
severo (33,3% moderado, 33,3% severo).

- Infiltracion de células inflamatorias

El epitelio respiratorio y la lamina propia de la
nasofaringe mostraron infiltracion de células inflamatorias
especialmente PMN de forma muy similar a lo descrito en
epitelio de fosas nasales.

- Edema intersticial

El edema intersticial estuvo ausente en los grupos unoy
dos y se present6 con grado leve tinicamente en el 20% de
los animales del grupo tres (datos no mostrados). En el
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grupo cuatro este hallazgo estuvo presente en grado leve en
el 50% y en grado moderado en el 33.3%. Los animales del
grupo con rinitis tuvieron su mayor porcentaje en el grado
leve (66.7%) con respecto al grado moderado (16.7%), a
diferencia de los de septicemia cuyo mayor porcentaje es-
tuvo en el grado moderado (50%) con respecto al grado
leve (33,3%).

Discusion

En esta investigacién se intentd una caracterizacion
morfolégica de las lesiones en fosas nasales y nasofaringe
de conejos sanos en diferentes etapas de su desarrollo bio-
l6gico asi como de conejos con el sindrome de neumonia
enzodtica en sus formas de rinitis o septicemia. Uno de los
cambios mas constantes en todos los animales analizados
(sanos y enfermos) fue la vacuolizacion de las células del
epitelio respiratorio que fue mas marcada en fosa nasal
(Fig. 2) que en nasofaringe (Fig. 14). Se pudiera pensar que
estos cambios se debieran a artefactos de fijacion; sin em-
bargo, los tejidos obtenidos en este trabajo se fijaron por
técnicas especializadas para microscopia electrénica que
hacen muy dificil esa eventualidad toda vez que las mues-
tras fueron tomadas in vivo, con instilacién directa del fija-
dor en las fosas nasales, con los animales sometidos a anes-
tesia general. Refuerza esta propuesta el hecho de que en
ningtn otro de los tipos celulares que se encuentran en las
vias respiratorias altas, fueron vistas alteraciones simila-
res a las de las células ciliadas, o cualquier otro tipo de
modificacion que pudiera indicar diferente fijacién. La ex-
plicacién mas factible es que la vacuolizacion de las célu-
las epiteliales respiratorias es un evento fisiologico; dada
la necesidad de humidificar el aire en estas regiones se
requiere un paso permanente de liquidos desde los capila-
res. Como se ha reportado anteriormente los capilares en
las fosas nasales son fenestrados y de alli provendrian los
fluidos que deben pasar el epitelio hasta llegar a la luz
(Cauna and Cauna, 1975; Widdicombe, 1992).

La hiperplasia de células caliciformes se encontr6 prin-
cipalmente en fosa nasal en grados de leve a moderado en
algunos animales en los grupos uno y dos; sin embargo, en
el grupo tres (51-69 dias) un 30% de los animales mostré
esta alteracion en forma severa y en el grupo cuatro un
50% la tuvo con esta misma intensidad. Aunque este cam-
bio se ha reportado principalmente en enfermedades de
curso cronico como fibrosis quistica, bronquitis crénica,
bronquiectasia, etc (Donham et al., 1989), algunos autores
han reportado hipertrofia e hiperplasia de células
caliciformes en fosa nasal de ratas después de la instila-
ci6n intranasal de LPS (Harkema et al., 1988; Harkema
and Hotchkiss, 1991; Steiger et al., 1995). Shimizu y cols.
(1996) encontraron que después de la infusién intranasal
de endotoxina habia aumento en el namero de células
caliciformes en el epitelio respiratorio de la rata, pero no
habia aumento en el namero total de células. Ellos descri-
ben éste como un cambio metaplasico en lugar de hiper-

plasico producido por la conversion de células secretorias
no granuladas en células caliciformes (Shimizu et al, 1996).
No era objetivo de este trabajo hacer un estudio morfo-
métrico de las células caliciformes y demaés lesiones, por lo
tanto no podemos estar ciertos si el cambio aqui referido
fue hiperplasia o metaplasia. Steiger y col (1995) mostra-
ron que la exposiciéon a endotoxina incrementaba el alma-
cenamiento y la liberaciéon de moléculas similares a
mucinas en el epitelio de las vias aéreas inferiores y propu-
sieron diversos mecanismos que podian contribuir a la
hipersecrecion. En primer lugar la endotoxina podria ac-
tuar directamente sobre las células epiteliales y aumentar
su secrecion. En segundo lugar la presencia de células
inflamatorias en las vias aéreas tratadas con endotoxina
permitiria sugerir que los mediadores inflamatorios libe-
rados por éstas pudieran estimular también la secrecion de
moco (Steiger et al., 1995). La hiperplasia de células
caliciformes no fue importante en nasofaringe en ninguno
de los grupos.

Con base en nuestras observaciones se pudiera colegir
que de alguna manera todavia no muy clara, las células
caliciformes jugarian un papel central durante el proceso
infeccioso por las dos bacterias tipicas del complejo respi-
ratorio de los conejos, P. multocida y B. bronchiseptica. Se
puede deducir de estos hallazgos que el involucramiento
de tales células no se restringe sélo a los procesos croni-
cos, sino que por el contrario, y de acuerdo con otros
(Harkema and Hotchkiss, 1991; Steiger et al., 1995;
Shimizu et al., 1996) estan presentes de manera muy acti-
va en eventos agudos. Llama la atencién que la hiperplasia
se comport6 de manera similar para los dos grupos de ani-
males enfermos: de rinitis y de septicemia. El 30% de los
animales del grupo tres mostré hiperplasia de células
caliciformes en forma severa, se debe recordar que este
grupo de animales se encuentra en el periodo de edad in-
mediatamente posterior al de mayor susceptibilidad a la
enfermedad. Es notorio que con s6lo unos pocos dias de
diferencia frente a los animales del grupo dos, el mayor de
los cuales s6lo es dos dias menor que el primer animal del
grupo tres, y entre los cuales media el periodo de mas alto
riesgo a desarrollar la enfermedad, se dé un cambio tan
importante en el namero de esta poblaciéon celular. Lo tni-
co que se podria adelantar es que en los animales con ma-
yor edad una activacién de estas células pudiera tener efec-
tos defensivos, frente a la permanente irritacién y estimulo
provenientes del ambiente de los galpones. Que estas célu-
las se encuentran involucradas de manera importante en
la patogenesis de la enfermedad se deduce del dano fisico
sufrido por ellas en los animales enfermos, las cuales en
un porcentaje cercano al 70% mostraron grados modera-
dos de degeneracion, siendo mas marcado en los que su-
frian rinitis.

Dichas alteraciones en las células caliciformes, asi como
los reportes de Harkema y Hotchkiss (1991), Steiger y cols
(1995) y Shimizu y cols (1996), y la clara evidencia de
inmunomarcacion contra antigenos de la P. multocida y la
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B. bronchiseptica en su citoplasma (Botero e Iregui, 1999),
nos permiten reforzar la hipétesis de que probablemente
los antigenos reconocidos por los antisueros anti -P.
multocida y anti- B. bronchiseptica utilizados en la prue-
ba inmunohistoquimica se traten de las endotoxinas de las
dos bacterias. Seria pertinente la pregunta acerca del pa-
pel que pudieran estar jugando estas eventuales endotoxinas
en el citoplasma de las células caliciformes; se podria es-
pecular que estas células poseen algunas sustancias con
funcién neutralizadora, las cuales se combinarian con las
endotoxinas y serian expulsadas con el moco.

En las dos regiones anatémicas examinadas (cavidad
nasal y nasofaringe) la célula inflamatoria predominante
casi de manera exclusiva tanto en el epitelio como en la
lamina propia, fueron los polimorfonucleares neutréfilos
(PMN) que se vieron infiltrando con diferente intensidad
en todos los grupos de animales, pero en mayor propor-
cién y con mayor severidad en el grupo cuatro (datos no
mostrados). La presencia de otro tipo de células inflama-
torias (linfocitos, macréfagos, células plasmaticas) tanto
en epitelio como en lamina propia fue escasa. Este tltimo
hecho es bastante significativo si se tienen en cuenta los
hallazgos similares en pulmén y vias de conduccién aérea
inferiores reportados por Mendoza, 1991 y Murillo e Iregui,
1993. En ninguno de los dos estudios pudo revelarse pre-
sencia significativa de células mononucleares como los
linfocitos, plasmaticas o monocitos; siendo casi exclusiva
la presencia de PMN y sus macrofagos alveolares. En el
caso de la abundancia de PMN, Harkema and Hotchkiss
(1991) encontraron que después de la instilacién de
endotoxina los neutréfilos eran la tinica célula inflamatoria
evidente en la superficie del epitelio nasal, documentando
la injerencia que estas células tienen sobre la induccién de
secrecion de moco por parte de las células caliciformes.
Observaron estos autores que la poblacién de otros leuco-
citos (p.e. linfocitos) en estos casos experimentales de infu-
sién de endotoxina era nula, concluyendo, que éstos pare-
cian no tener un papel importante en la hipersecrecién de
moco en el epitelio nasal (Harkema and Hotchkiss, 1991).
Aunque no es un factor quemotactico para neutréfilos la
endotoxina induce migracién de éstos mas potentemente
que otros factores quemotacticos (Issekutz and Bhimji,
1982; Colditz and Movat, 1984).

Las observaciones obtenidas en este trabajo, las docu-
mentadas por Mendoza (1991) y Murillo e Iregui (1993)
asi como los reportes de algunos autores(Gordon et al.,
1991; Urbain et al., 1996), parecen favorecer el hecho de
que las endotoxinas (LPS) de las bacterias Gram negativas
y no necesariamente sélo las de P. multocida y B. bronchi-
septica, serian un factor determinante, por no decir que el
principal, de la neumonia enzoédtica de los conejos, asi
como el elemento primordial de la patogenesis de la enfer-
medad. De otro lado, el organismo hospedero le responde-
ria a estas sustancias de manera predominante con PMN,

células con muchas posibilidades de patogenesis (Barro-
so-Aranda et al., 1991; Martin et al., 1992; Williams et al,
1993). Todo lo anterior podria indicar que la interrelacion
PMNs-células caliciformes es un evento importante en la
fisiopatologia de esta enfermedad si tenemos en cuenta que
en los animales del grupo cuatro (enfermos) hubo un
involucramiento importante de estos dos tipos.

La ausencia importante de mononucleares en la muco-
sa de las dos regiones analizadas, en particular en el grupo
de enfermos, asi como la escasa activacion de los agrega-
dos linfaticos, indicarian en primera instancia que la in-
munidad especifica de mucosas no se ve involucrada de
manera significativa en el sindrome objeto de estudio.

Conforme a la literatura (Percy et al., 1984; Shewen,
1986; Deeb et al., 1990; Frank et al, 1996) las vias aéreas
superiores tienen una abundante poblacion bacteriana,
considerada como la flora normal de estas regiones; la
mayoria, por no decir que la totalidad de estos estudios, se
basan primordialmente en técnicas de aislamiento micro-
biolégico y/o deteccion de anticuerpos especificos pero difi-
cilmente aportan evidencias morfolégicas de la ubicacion,
extension y/o densidad de la colonizacion bacteriana. Al-
gunos autores proponen que dicha flora, adicional a la pro-
duccién de potenciales sustancias toxicas para otros
microorganismos invasores, coparia sitios de adherencia
de estos ultimos. Nuestros resultados demuestran que la
existencia de la denominada flora bacteriana en vias aé-
reas superiores no es un hecho universal para todos y cada
uno de los animales, ya que en el grupo uno el 90% de los
conejos no present6 adherencia bacteriana alguna, al igual
que el 50% vy el 30% de los de los grupos dos y tres respec-
tivamente; atin mas, partiendo de la base de que los cone-
jos de nuestros estudios viven en espacios densamente “con-
taminados” bien sea con la “flora normal”, P. multocida o
B. bronchiseptica, o con otros microorganismos y que la
transmision se veria altamente favorecida dada la cerca-
nia de la respiracién de unos con otros, seria de esperar
mayores densidades bacterianas a las aqui reportadas.
Nuestra documentacion no apoya estas hipétesis.

En conclusién, los LPS de las bacterias gram negativas
y en especial los de la P multocida y la B bronchiseptica
serian factores claves en la fisiopatologia de la enferme-
dad. El hospedero le responderia a estos antigenos con
aumento en la poblacién de células inflamatorias princi-
palmente PMN, que inducirian ellos mismos el dano
epitelial y a su vez activarian a las células caliciformes
produciendo hiperplasia y aumento del almacenamiento
de mucinas. Estas dos células (PMN y células caliciformes)
serian claves en la fisiopatologia de la enfermedad.
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