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Resumen  

La Pasteurella multocida y su lipopolisacárido es causante de un complejo de 

enfermedades respiratorias agudas. P. multocida está en la capacidad de sintetizar 

diferentes factores de virulencia entre ellos el LPS, fimbrias, pilis, hematoxilina filamentosa 

y la cápsula. Diversos estudios experimentales han logrado demostrar una vía en la 

patogénesis de  P. multocida en la cual utiliza el LPS, cuyas propiedades son brindarle a 

la bacteria la capacidad de reconocer y sobre todo adherirse a las superficies de las 

células hospederas. El ácido hialurónico (AH) es un glucosaminoglicano que presenta 

función estructural en los seres vivos, este polisacárido ha sido utilizado como método 

terapéutico en las enfermedades infecciosas del tracto respiratorio. En este estudio 

demostramos el efecto de animales expuestos a AH los cuales presentarón lesiones 

inflamatorias como engrosamiento del septo alveolar y focos de consolidación e 

infiltración de neutrófilos en cornetes nasales y pulmones, los animales expuestos a LPS y 

a AH presentarón aumento en la severidad de las lesiones inflamatorias y se presentarón 

cambios hemodinámicos como microtrombos, edema, congestión y hemorragia; esto 

quizas por las propiedades físicas del AH que dificultan su manejo haciendo que no inhiba 

la adherencia del LPS. 

 

PALABRAS CLAVE: P. multocida, Ácido hialurónico, Lipopolisacárido, Adherencia. 
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ABSTRACT 

Pasteurella multocida and its lipopolysaccharide is a complex of causes acute respiratory 

disease. The P. multocida have the ability to synthesize different virulence factors 

including LPS, fimbriae, pili, filamentous hematoxylin and capsule. Experimental studies 

have achievedto demonstrate a pathway in the pathogenesis of P. multocida in which the 

LPS used whose properties are to provide the bacterium the ability to recognize and 

mainly adhere to the surfaces of host cells. Hyaluronic acid (HA) is a glycosaminoglycan 

having structural function in living things; this polysaccharide has been used as a 

therapeutic method in infectious disease and respiratory tract. AH animals exposed to 

inflammatory lesions presented as thickening of alveolar septum, foci of consolidation and 

infiltration of neutrophils in nasal turbinates and lungs of animals exposed to LPS and AH 

showed increased severity of inflammatory lesions and hemodynamic changes were 

presented as microthrombi, edema, congestion and hemorrhage. 

 

KEYWORDS: P. multocida, hyaluronic acid, lipopolysaccharide, Adherence. 
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INTRODUCCION  

Hoy en día una de las principales preocupaciones globales es el constante crecimiento 

demográfico; y con este, la demanda que se genera para alimentar a la población. En este 

orden de ideas, las explotaciones intensivas ofrecen una alternativa para satisfacer la 

demanda alimenticia a la que actualmente nos vemos enfrentados. Sin embargo, estos 

sistemas intensivos predisponen la presentación de diversas enfermedades de tipo 

poblacional en los animales domésticos generando grandes pérdidas económicas a los 

productores debido a altas tasas de morbilidad y mortalidad, lo que conlleva a un alza en  

los valores comerciales de los subproductos (Griffin, 1997; Bureau, 2001). Dentro de la 

amplia gama de posibles patologías que se presentan, tienen especial importancia las 

enfermedades respiratorias de tipo infeccioso causadas particularmente por bacterias del 

género Pasteurella sp. (Harper, 2006;Hodgson, 2011).Esta bacteria Gram negativa se  

caracteriza  por ser saprófito de membranas y mucosas del tracto respiratorio colonizando 

específicamente  la región nasofaríngea, y del tracto gastrointestinal en una gran variedad 

de mamíferos y aves las cuales, constituyen su principal reservorio(Hernández, 2002). Sin 

embargo, bajo diversas condiciones se termina convirtiendo en el agente etiológico de 

enfermedades como la septicemia hemorrágica y la pasteurelosis neumónica en bovinos, 

ovinos, cerdos y caprinos; la rinitis atrófica del cerdo, el cólera aviar, el complejo 

respiratorio de los conejos y mastitis severas en rumiantes. (Yamasaki, 2002). 

 

El primer paso para la infección por P. multocidaestá dada principalmente por la alteración 

previa en la barrera defensiva del tracto respiratorio lo cual activa su proliferación y acción 

patógena a través de sus factores de virulencia tales como el lipopolisacarido (LPS), 

fimbrias, pilis, hematoxilina filamentosa y la cápsula (Dziva, 2008;Carrillo, 2013). Diversos 

estudios experimentales han logrado demostrar una vía en la patogénesis de  P. 

multocida en la cual utiliza adhesinas con propiedad de lectinas (proteínas que se unen a 

carbohidratos) como la fimbria tipo IV y carbohidratos como  el LPS, cuyas propiedades 

son brindarle a la bacteria la capacidad de reconocer y sobre todo adherirse a las 

superficies de las células hospederas (Boyce et al., 2002). Algunas investigaciones han 

demostrado resultados prometedores como alternativa en la prevencion y el control de las 

infecciones bacterianas de tracto respiratorio, los cuales se basan en interferir por medio 

de azúcares la capacidad para adherirse a la mucosa del hospedero (Carrillo, 2013; 
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Lennon & Singleton, 2011; Sharon, 2006). Esto, debido a que actualmente se ha venido 

incrementando la resistencia bacteriana a los antibioticos y la vacunación no demuestra 

altos niveles de eficacia (Carrillo, 2013). Un ejemplo de este mecanismo lo demuestra 

Gotteland en el 2008 mediante los azúcares presentes en los arándanos, los cuales 

lograrón inhibir la adherencia de las bacterias al tracto urogenital; recientes 

investigaciones enfocadas en la inhibición de la adherencia de P. multocida A y su LPS al 

epitelio respiratorio de septo de conejo demostrarón que algunos oligosacáridos como N.-

acetilglucosamina, alfa-metilmanosido y alfametilglucosido tendrían efecto sobre la 

adherencia de la bacteria a las células epiteliales; sin embargo, no se encontró efecto 

significativo de dichos azúcares sobre las lesiones inducidas por el LPS de la misma 

bacteria (Gallego, 2015). El ácido hialurónico es un glucosaminoglicano que presenta 

función estructural en los seres vivos, este polisacarido ha sido utilizado como método 

terapéutico y preventivo en enfermedades articulares y dermatopatías, recientemente se 

han venido investigando sus propiedades terapéuticas en las enfermedes infecciosas y 

del tracto respiratorio. Se demostró que el ácido hialurónico tiene la capacidad de atenuar 

el shock endotóxico producido por el LPS de las bacterias gram negativas (Muto et al., 

2009), adicionalmente se comprobó que el ácido hialurónico tiene la capacidad de 

acentuar o disminuir la presencia de patologias pulmonares mediante los fragmentos 

liberados de este en humanos (Lennon and Singleton, 2011). Por esa razón el objetivo de 

este trabajo es determinar si ¿el ácido hialurónico es capaz de inhibir la adherencia del 

LPS de Pasteurella multocida en el epitelio respiratorio sin causarle un daño directo que lo 

obligue a mutar? 
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MARCO TEÓRICO 

“Queridos colaboradores míos, mantened despierto el entusiasmo de las primeras horas, pero 

sometedlo siempre a severa fiscalización. Nunca aventuréis nada que no pueda ser probado clara y 

decisivamente. Cultivad el espíritu crítico, pues todo es vano sin él. Aunque por sí mismo no 

provoque ideas ni estimule grandes empresas, el espíritu crítico decide siempre en última 

instancia.”  

Louis Pasteur.   

(Del discurso pronunciado el 14 de noviembre de 1888 con motivo de la inauguración del Instituto 

Pasteur.) 

1. Pasteurella multocida 
 

El género Pasteurella es denominado así en honor al químico y bacteriólogo francés Louis 

Pasteur como reconocimiento a su arduo trabajo con bacterias; pues fue él quien 

finalmente caracterizo morfológicamente, bioquímicamente y aisló  a Pasteurella 

multocida de la sangre de aves que padecían cólera aviar en el año 1880 (Dehnhardt, 

2007). Dicha denominación fue propuesta en el año 1887 por el microbiólogo Trevisan 

(Trevisan, 1887) y el nombre científico completo y definitivo de Pasteurella multocida fue 

asignado por Rosenbusch y Merchant en 1939 (Weber, 1984). De esta manera P. 

multocida se clasifica taxonómicamente como se evidencia en la Tabla N°1 (Gleim, 2008). 

Sin embargo, en la actualidad se han incluido en este género alrededor de 20 especies 

más (Hernández, 2002) y 4 subespecies como multocida, séptica, gallicida y tigris, 

descrito recientemente por aislarse luego de la mordedura de un felino salvaje  (Mutters 

R., 1985; Capitini, 2002).  

La subespecie P. multocida se aísla más frecuentemente a partir de infecciones 

respiratorias, mientras que la subespecie septica a partir de infecciones de heridas por 

mordedura o rasguño de gatos principalmente (Chen, 2002).  Por otro lado la subespecie 

gallicida suele presentarse con frecuencia en aves que muestran sintomatología de cólera 

aviar (Muhairwa, 2001 ). Esta revisión tendrá en cuenta sólo el tipo de cepa, subespecie 

multocida. 
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Tabla N°1. Clasificación taxonómica de P. multocida (Gleim D., 2008) 

 

1.1CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA  
 

Pasteurella multocida es un cocobacilo pleomórfico gramnegativo, que presenta una 

tinción bipolar típica. Dicho microorganismo es anaerobio facultativo, inmóvil, capsulado y 

que no forma esporos;  crece bien en medios de agar sangre, chocolate y Mueller-Hinton. 

Tras la incubación en agar sangre, P. multocida crece formando colonias lisas de 1–3 mm 

de diámetro, generalmente de aspecto grisáceo, mucoso y blanquecino (Fig. 1), de olor 

característico debido a la producción de indol (Koneman, 2008). 

 

 

 

 

Pasteurella 

Clasificación Taxonómica/Filogenética 

Dominio: Bacteria 

Filo: Proteobacteria 

Clase : Gammaproteobacteria 

Orden:  Pasteurellales 

Familia: Pasteurellaceae 

Género: Pasteurella 

Especie: Pasteurella multocida 

4 

Figura 1.Pasteurella multocida. A. Cultivado en agar sangre cordero 5% formando colonias 
mucoides de tamaño mediano B. Tinción de Gram de P. multocida, formando cocobacilos no 

móviles (Universidad de Copenhague, 2011). 

A B 



 

Bioquímicamente se caracteriza por poseer un metabolismo fermentativo, ser  catalasa, 

oxidasa e indol positivo, reducir los nitratos a nitritos y no desarrollarse en agar 

MacConkey, además no hemolisa y reacciona negativo a la ureasa (Tabla N°2).  (Forbes 

et al.,  2009). La ausencia de hemólisis en medios con sangre, la producción de indol, la 

descarboxilación de la ornitina y una reacción de urea negativa permiten diferenciar P. 

multocida de las otras especies del género. (Hernández, 2002; Forbeset al., 2009). Así 

mismo, la distinción de las demás subespecies se reconoce a través de la producción de 

ácido a partir del sorbitol y del dulcitol (Tabla N°3) (Mutters R., 1985). 

 

 

 
 

 

 

 
 

Esta bacteria ha sido reconocida por ser el agente causal de diversas enfermedades en 

un amplio rango de animales tanto domésticos como salvajes,  afectando principalmente a 

especies mamíferas y aves (Rimler, 1990; Chen, 2002). La capacidad para producir 

enfermedad se ha relacionado con sus factores de virulencia, siendo la cápsula (Boyce& 

Adler, 2000),  y el Lipopolisacarido (LPS) (Rimler, 1990) los factores más importantes,  sin 

dejar a un lado la fimbria o pili, la toxina dermonecrótica (PMT), la hemaglutinina 

filamentosa y las proteínas externas de membrana (OMP) (Carrillo, 2011).  

La cápsula y LPS de Pasteurella multocida constituyen los principales componentes de la 

superficie celular bacteriana, conformando así la base de la  interacción entre las 

bacterias y el hospedador al que coloniza o infecta (Harper, 2012). 

 

Reacciones Bioquímicas P. multocida 

Ornitina-Descarboxilasa + 

Producción de Indol + 

Oxidasa + 

Catalasa + 

Ureasa - 

Reducción de Nitratos + 

Subespecie Dulcitol Sorbitol 

P. multocida. subsp. multocida - + 

P. multocida. subsp. septica - - 

P. multocida. subsp. gallicida + + 

Tabla N°2. Caracterización Bioquímica de P. 

multocida ( Soloaga et al, 2008). 

 

Tabla N° 3.Características bioquímicas clave para la 

diferenciación de las subespecies de P. multocida 

(Benzaquén, 2010).  
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1.2CÁPSULA 
 

La cápsula de P. multocida se compone principalmente de ácido hialurónico (AH) y 

algunos glicopéptidos (polisacáridos). Se ha establecido que es un determinante de 

virulencia (Boyce et al, 2000) ya que  juega un papel importante en la resistencia de la 

bacteria ante la fagocitosis; además, le provee facilidad en la adhesión a la superficie de 

los epitelios, aumenta la tolerancia a la desecación lo que finalmente favorece la 

supervivencia del microorganismo al medioambiente y su transmisión al hospedador, la 

cápsula también puede reducir la acción del complemento brindándole protección 

antibacteriana (Hurtado, 2010), por otro lado, también actúa como receptor sobre la 

bacteria de lectinas ubicadas sobre las células del hospedero mecanismo que contribuye 

en la adhesión previa a la infección (Boyce et al., 2000).Se sabe que existe variabilidad en 

la composición de la cápsula, por ejemplo, la de P. multocida tipo A posee ácido 

hialurónico y el polisacárido (1.4)-β-D-xilano (Rosener, 1992); el tipo D contiene ácido 

hialurónico y heparina y el tipo F glucosaminoglicanos y condroitin (Rimler, 1990). En 

términos evidentes aquellas cepas que poseen cápsula son más virulentas que aquellas 

que son acapsuladas (Hurtado, 2010). En efecto se han descrito 5 tipos capsulares como 

lo son  A, B, D, E y F y 16 serotipos somáticos (Gallego, 2015). Así, la rinitis atrófica de 

los cerdos se relaciona con los serotipos A y D (Boyce, 2000); la septicemia hemorrágica 

en bovinos con B: 2; B: 2,5; E: 2 y E: 2,5; el cólera aviar con A, F y eventualmente D y el 

complejo respiratorio de los conejos con los serotipos A: 3; A: 12 y menos comúnmente 

con F (Gallego, 2015). 

2. LIPOPOLISACÁRIDO 
 

2.1 LA MEMBRANA EXTERNA Y EL LPS DE LAS BACTERIAS GRAM 

NEGATIVAS 
 

Está claro que estructuralmente la mayoría de las células bacterianas conforman su pared 

celular a partir de una membrana citoplasmática (membrana interna) compuesta de una 

bicapa de fosfolípidos que delimita el interior celular, sin embargo para el grupo bacteriano 

de las Gram negativas dicha membrana se encuentra rodeada de una pared fina de 

peptidoglicano, un espacio periplásmico con enzimas importantes para la nutrición  y 
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adicionalmente una membrana externa bastante particular(Murray, 2009). Esto se debe a 

que dichas bacterias evolucionaron hasta desarrollar una segunda membrana exterior a la 

citoplasmática, la cual podría denominarse como una membrana externa ―adicional‖ que 

finalmente caracteriza a este tipo de bacterias; quizá hayan adquirido esta particularidad 

como método propio de supervivencia, ya que esta es la zona que se encuentra en 

contacto directo con el medio exterior, razón por la cual posee una configuración compleja 

que se basa mayoritariamente en diversas moléculas únicas en la naturaleza 

denominadas lipopolisacáridos (LPS) (Ormeño-Orrillo, 2005). Adicionalmente, en la 

membrana externa también existen proteínas entre las que destacan la lipoproteína de 

Braun (responsable de la unión covalente entre membrana externa y peptidoglicano)  y las 

porinas. Estas últimas forman canales o poros para el paso de sustancias hidrofílicas de 

bajo peso molecular (Fig.2) (Vázquez, 2009) 

 

Figura 2. Estructura general de la pared celular de las bacterias Gram negativas (Madigan et ál., 

2010) 

2.2 ESTRUCTURA BIOQUÍMICA GENERAL DEL LPS 
 

Desde el siglo XVIII se ha venido investigando acerca de una molécula capaz de provocar 

una fuerte respuesta inmune que desencadena un evento biológico conocido hasta la 

fecha de hoy como «shock endotóxico» el cual es  denominado así por ser el resultado de 

la interacción entre las células del sistema inmune y una partícula enigmática y compleja 

de origen bacteriano: el lipopolisacarido (Hurtado & Iregui, 2010). El LPS se ha definido 

como una molécula glicolipídica (unión covalente entre azúcares y lípidos) con una alta 
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capacidad inmunomoduladora;  a la cual también se le conoce como endotoxina 

(Funahara & Nikaido, 1890); dicha molécula es considerada como el antígeno de 

superficie más importante de las bacterias Gram negativas siendo este el mayor 

componente de la membrana externa en este tipo de microorganismos (Raetz & Whitfield, 

2002). Sin embargo y a pesar de que existe una inmensa diversidad estructural en los 

lipopolisacáridos de bacterias Gram negativas, hay elementos arquitectónicos que son 

compartidos por las distintas especies bacterianas (Campos, 2007) es decir, 

estructuralmente el LPS está conformado por tres partes químicamente distintas: el lípido 

A, el núcleo o “core” de polisacáridos y una cadena lateral de azúcares denominada el 

antígeno O, este último es un polisacárido complejo que puede variar en composición aun 

en distintas cepas de la mismas especie, dando lugar a diferentes tipos serológicos 

(Jimenez, 1982), sin embargo existen algunas Gram negativas en las que solo se 

encuentra el lípido A y el núcleo (Rimler, 1990). Es por eso que las moléculas bacterianas 

glicolipídicas que posean las tres regiones reciben la denominación de lipopolisacárido 

(LPS), mientras que si estas carecen de antígeno O reciben el nombre de 

lipooligosacárido (LOS), además el LPS se conoce con el nombre de LPS liso porque al 

sembrar en agar gel bacterias con este tipo de lipopolisacárido sus colonias crecen con 

bordes lisos y el LOS con el nombre de LPS rugoso porque sus colonias crecen con 

bordes irregulares de apariencia rugosa (Fig. 3)(Rietschel et al., 1994). 

 

Figura 3. Estructura general del LPS (Rietschelet al., 1996) 
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Se sabe que el lípido A está altamente conservado entre las diversas bacterias Gram 

negativas y se sitúa donde habitualmente se encuentran los fosfolípidos que forman las 

membranas biológicas, permitiendo el anclaje de la molécula del LPS a la membrana 

externa de la bacteria (Lázaro, 2003). Bioquímicamente el lípido A consta de un 

disacárido de glucosamina (GLcN2N) unido a ácidos grasos a través de los grupos 

hidroxilo y amina;  por lo general estos son ácido caproíco, laúrico, mirístico, β-

hidroximirístico, palmítico y esteárico, los cuales anclan las moléculas de LPS a la 

membrana externa (Jimenez, 1982). Unido al lípido A se encuentra el núcleo o core, estos 

se unen entre sí por el azúcar ácido 2-keto-3-deoxioctanato o KDO, así mismo el núcleo o 

core es un oligosacárido que se divide en núcleo interno conformado por el KDO y 

heptosas (L-glicero-D-manoheptosa); y núcleo externo conformado por hexosas como 

glucosa, galactosa, y N-acetilglucosamina (Vázquez, 2009). Finalmente a esta última 

fracción se une el dominio distal de la molécula denominado antígeno O, designado así  

por sus propiedades inmunogénicas. No obstante, también se le conoce como 

polisacárido O y cadena lateral O (Blasco, 2008). Dicha región consiste en un polisacárido 

constituido por unidades de monosacáridos u oligosacáridos repetidos muy variables que 

forman subunidades lineales o ramificadas (Fig.4)(Lázaro, 2003), esta región del LPS es 

de gran variabilidad en cuanto a la longitud y tipos de azúcar presentes, además contiene 

los determinantes antigénicos responsables de la especificidad serológica del 

microorganismo (Vázquez, 2009), es decir, el antígeno en mención es el que permite 

clasificar a las especies que lo poseen en serogrupos (Campos, 2007).  

En resumen la estructura del LPS se utiliza en la clasificación de las bacterias. El lípido A 

es idéntico en las bacterias afines y la región central es idéntica en cada especie 

bacteriana. El antígeno O diferencia los serotipos (cepas) de una especie bacteriana 

determinada (Murray, 2009). 
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Figura 4.Esquemade la estructura del LPS (Vázquez, 2009) 

 

2.3 IMPORTANCIA DEL LPS 
 

Sin duda alguna, el LPS es el responsable directo de muchos de los efectos y signos 

característicos de las septicemias, de allí que en la actualidad, sea uno de los aspectos 

más temidos y estudiados en las diferentes infecciones provocadas por agentes Gram 

negativos (Gallego, 2015). El LPS tiene un importante papel en la organización, el 

mantenimiento estructural y bioquímico de la membrana externa; en el mimetismo 

molecular, en la inhibición de anticuerpos, las variaciones antigénicas, la activación del 

sistema inmune y una de las claves para este proyecto, la mediación en la adherencia a 

las células y tejidos hospederos(Hurtado & Iregui, 2010) Por todo lo anterior es que hoy 

en día esta molécula constituye un objetivo importante de estudio y evaluación desde el 

punto de vista farmacológico y terapéutico(Campos, 2007). 

 

2.4 ESTRUCTURA BIOQUÍMICA DEL LIPOPOLISACARIDO DE Pasteurella 

multocida 
 

El LPS de P. multocida al igual que lo mencionado anteriormente consta de Lípido A, un 

oligosacárido llamado núcleo interno y externo, y un antígeno O, no obstante, en el caso 
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de P. multocida tipo A, B, D y E se ha comprobado que carecen de la expresión del 

antígeno O en sus respectivos LPS siendo entonces LOS(Rimler, 1990).  Por otra parte, 

se ha estudiado con detalle la estructura del LPS encontrando que la mayoría de las 

cepas de P. multocida investigadas producen 2 glicoformas de LPS simultáneamente, 

denominadas glicoforma A y B, estas glicoformas comparten una estructura nuclear 

externa idéntica pero sus estructuras nucleares internas son diferentes(Harper et al., 

2011).   

2.4.1 EL LÍPIDO A    

 

Este lípido constituye un componente básico del LPS el cual es esencial para la viabilidad 

de la bacteria. Este  es el responsable de la actividad endotoxica del LPS (Murray, 2009). 

El lípido A de P. multocida está constituido por un disacárido de glucosamina unidos entre 

sí por un enlace β1- 6. A cada molécula de glucosamina se le une una molécula de ácido 

hidroximirístico a través de un enlace amida en las posiciones 2 y 2`, y en las posiciones 3 

y 3` se une una molécula de ácido mirístico (Fig. 5) (Hurtado, 2010; Caroff& Karibian, 

2003).  

 

Figura 5. Estructura del lípido A de Pasteurella multocida Modificado de: (Caroff&Karibian, 2003). 

 

Los ácidos grasos del lípido A se insertan en la membrana externa de la bacteria y se 

asume que el disacárido protruye en un ángulo de 45º con respecto a ella (Fig. 6) 

(Rietschel, 1994). 
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Figura 6. Representación propuesta de la disposición del LPS en la membrana externa de 

P. multocida (Adaptado de Weckesser& Mayer, 1998) 

 

2.4.2 NUCLEO  O “CORE” 

 

Bioquímicamente el core de P. multocida está conformado por los sacáridos L- glycero-D-

mano-heptosa (LD-Hep), glucosa (Glc) y galactosa (Gal), lineales y ramificados, además 

de las aminas fosfatadas fosfoetanolamina (PEtn) y fosfocolina (PCho) y en este caso 

consta  de 8 a 12 unidades de dichos carbohidratos (Fig.7) (Michael et al., 2005). El 

núcleo y el lípido A se unen entre sí a través del residuo ácido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-

octulosónico (KDO); por otro lado, se ha examinado con detalle la estructura del LPS de 

P. multocida extraído de la cepa VP161 serotipo A: 1; demostrando que P. multocida 

expresa simultáneamente dos glicoformas diferentes del LOS estas se denominan 

glicoforma A y B, que comparten la misma estructura del core externo pero difieren en el 

core interno  (Harper& Boyce, 2011). 
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Figura 7. Estructura del core de P. multocida (Michael et al., 2005) 

 

2.4.2.1 GLICOFORMAS 

 

La estructura del núcleo interno de la glicoforma A contiene un único residuo de 3-desoxi-

D-mano-2-octulosómico (KDO) fosforilado unido al lípido A,  que está sustituido con 

frecuencia con un residuo  de PEtn (Fig. 7.1). La glicoforma A también tiene un residuo de 

glucosa adicional unido a la posición 6 de la primera heptosa; mientras que el núcleo 

interno de la glicoforma B contiene lípido A y dos residuos de 3-desoxi-D-manno-2-

octulosómico (KDO) (Harper, 2011). Así mismo, unido al primer residuo de KDO en el 

núcleo interno de ambas glicoformas esta una cadena lateral de tri- heptosa y una vez 

que esta se monta, un residuo de glucosa se une a la posición cuatro de la primera 

heptosa para formar la rama principal de la estructura de LPS (Harper, Boyce, & Adler; 

2012). Existe la expresión de una tercera glicoforma de LPS, denominado glicoforma C, 

su analisis estructural mostró que contiene un tetrasacárido en el núcleo externo. Sin 

embargo, no está claro por qué la glicoforma C se produce a niveles muy bajos por P. 

multocida. A pesar de ello se sugiere que la presencia de este tetrasacárido en la 

superficie P. multocida puede permitir que las bacterias eviten la detección de la 

inmunidad innata a través de mimetismo molecular del hidrato de carbono del hospedero 

(Harper, Boyce, & Adler; 2012). 
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Figura 7.1. Representación esquemática de las glicoformas del núcleo interno del LPS de 

P. multocida. (Harper, Boyce, & Adler; 2012) 

 

De modo idéntico, existe una variación en el núcleo externo oligosacárido del LPS 

elaborado por una cepa de P. multocida (serotipo 3 cepa PM70) que es distinta de otros 

serotipos y que se caracteriza porque termina con una estructura idéntica a la del 

antígeno Forssman expresado en las células de una variedad de mamíferos y aves 

(inhibidor de la autolisina homologa e interventor de la adherencia bacteriana), que 

consiste en  βGalNAc-(1-3)- βGalNAc-(1-3)-αGal-(1-4)- βGal (Fig.7.2) (Harper et al., 

2011). 
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Figura 7.2. Representación esquemática de la estructura de oligosacárido del núcleo 

externo del LPS expresada por cepas de P. multocida pertenecientes al serovar 3 (Pm70) 

(Harper, D., Adler, & Boyce, 2011) 

 

2.5 BIOSÍNTESIS DEL CORE INTERNO Y EXTERNO DEL LPS DE Pasteurella 

multocida 
 

Los genes requeridos para la síntesis del core interno y externo están bien identificados; 

los genes para el ensamblaje del core interno del LPS de P. multocida son: kdtA, kdkA, 

hptA, hptB, hptC, hptD, gctA ,gctB y Lpt3, los cuales están ubicados en numerosos sitios 

del genoma de P. multocida. En contraste los genes requeridos para la síntesis del core 

externo se ubican en un único locus conservado en el genoma de P. multocida (Harper et 

al., 2011, Harper et al., 2012).  Los genes que sintetizan el core externo son: HptE, GatA, 

PcgD (Harper, et al., 2012), 

La síntesis inicia con la expresión del gen KdtA el cual codifica para el primer residuo 

KDO que se une al lípido A. este residuo KDO es forforilado mediante una kinasa 

sintetizada por el gen KdkA,  realizado este proceso, la molécula resultante recibe el 

nombre de molécula aceptora (Lípido A – KDO – p). En el momento cuando el residuo 

KDO es fosforilado se establece la glicoforma. Si antes de fosforilar el residuo KDO vuelve 

a actuar el gen KdtA se agrega otro residuo KDO a la cadena principal formando la 

molécula aceptora de la glicoforma B (Lípido A – KDO2), luego de esto ambos residuos 

KDO son fosforilados por la kinasa KdkA. Luego de esto se agrega la primera heptosa a la 
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molécula aceptora, lo cual es realizado por una tranferasa específica para cada 

glicoforma; la glicoforma A requiere del gen HptAel cual codifica una heptosil tranferasa 

que sintetiza una heptosa que se une al residuo KDO. La glicoforma B requiere del gen 

HptB para la síntesis de la primera heptosa. El gen HptC codifica la heptosil tranferasa 

que sintetiza la segunda heptosa, y el gen HptD sintetiza la tercera heptosa, ambos genes 

son comunes para ambas glicoformas.  Cuando la cadena de tres heptosas esta lista se 

activa el gen GctB que adiciona una glucosa a la cadena principal y posteriormente el gen 

Lpt3 agrega el PEtn a la segunda heptosa (fig. 7.1)(Harper et al., 2011; Harper et al., 

2012). 

La síntesis del core externo del LPS inicia con la codificación del gen HptE  que codifica 

para una heptil transferasa adicionando así, una heptosa (cuarta heptosa) a la glucosa del 

core interno. Posteriormente se activan dos genes de GatA que transfieren cada uno una 

galactosa y la unen a la cuarta heptosa, luego se inicia la codificación de la transferasa 

PcgD, realizada por el gen del mismo nombre, que adhiere un residuo de fosfocolina a 

cada galactosa (Fig. 7.3)(Harper et al., 2012) 

 

Figura 7.3.Representacionesquematica del core externo del LPS de las cepas del serovar 

1 de P. multocida (Harper et al., 2012). 

 

Algunas cepas de P. multocida del serovar 3 terminan su estructura del LPS con el 

antígeno Forssman (antígeno presente en las membranas de las células de los 
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mamíferos), así como pueden contener en su estructura ácido salicílico (Harper et al., 

2012). 

 

2.6  EFECTOS GENERALES DEL LPS 
 

El LPS es un potente activador del sistema inmune, con propiedades proinflamatorias y es 

el principal responsable del shock endotóxico. El lípido A es la porción del LPS 

biológicamente activa, puesto que interactúa con moléculas proteicas del hospedero 

originando distintas cascadas de reacciones inmunes e inflamatorias (Fig.8) (Shenep, 

1997).  Se sabe que el LPS localmente incrementa la intensidad del daño pulmonar 

mediado por neutrófilos. Esto lo hace promoviendo la adhesividad de los neutrófilos al 

endotelio vascular, complementado con un aumento en la producción de radicales libres 

del oxígeno y en la liberación de enzimas lisosomales provenientes del neutrófilo. 

Además, el LPS activa al complemento por las vías alterna y clásica, con lo cual se 

liberan factores quimiotácticos (C5a) para neutrófilos, exacerbando así la intensidad de la 

respuesta inflamatoria en el epitelio respiratorio (Worthen, 1986). 

 

Por otro lado el efecto sistemico es completamente distinto, ya que una vez la bacteria 

libera de su membrana el LPS y este logra alcanzar el torrente sanguíneo, se 

desencadenan una serie de señales proporcionadas por el contacto entre el LPS con 

varias proteínas del suero, entre ellas la proteína de unión al LPS (LBP) la cual posee alta 

afinidad por el mismo, esto forma un complejo de unión (CD14/TLR4/MD-2), el cual 

funciona como una proteina de transferencia cuya finalidad es transportar el LPS. Se sabe 

que los TLR‘s de mamíferos son receptores de reconocimiento de patrones que funcionan 

como un cluster de diferenciación (CD) -14 asociados a transductores de señales, 

ayudando a las células a reconocer y distinguir entre los patógenos, y entablar las 

cascadas de señalización, sin embargo y aunque, el dominio extracelular de CD14 es muy 

similar al dominio extracelular de TLR4, este carece de dominio citoplasmático por lo cual 

no es capaz de inducir por si solo la señalización celular, así mismo tenemos que el 

receptor de transmembrana TLR4 para lograr ejercer su acción debe unirse a la 

glicoproteína accesoria MD-2  (Guzmán, 2011).  
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Entonces tenemos que, la proteína de unión LBP es la primera encargada de capturar al 

LPS para facilitar la asociación del LPS con el receptor CD14; este receptor es el que 

transfiere el LPS al complejo de reconocimiento celular (TLR4/MD-2), en otras palabras la 

señal de transducción del LPS inicia con la oligomerización del receptor TLR4 la cual 

enviara una serie de señalizaciones al núcleo de la célula inflamatoria activando 

finalmente el factor de transcripción nuclear–kβ (NF-kβ) (Backhed, 2003); este último, 

desempeña un papel central en la regulación de la transcripción de citoquinas 

inflamatorias a partir del genoma celular, dentro de la amplia gama de citoquinas se 

liberan principalmente:IL-1, IL6 y TNFα e interferones tipo I (α, β1a y β1b). Los productos 

de la transducción inducen varios tipos de respuestas en el organismo tales como, 

aumento exagerado en la expresión de moléculas de adhesión en leucocitos y células 

endoteliales, extravasación de neutrófilos, liberación de sustancias como especies 

reactivas del oxígeno, metabolitos del hidrogeno y radicales libres del nitrgeno los cuales 

a su vez inducen una agresión endotelial severa generando hemorragias, vasodilatación 

sistemica y perdida del tono vasomotor (hipotensión severa), en efecto y posterior a la 

liberación de citoquinas e interferones ocurre también una señal de inhibición en la 

transducción la cual tiene como fin proteger al hospedero de las acciones mencionadas 

anteriormente activandose entonces el factor XII de la coagulación, fibrinólisis y la vía 

clásica del complemento, pero la respuesta inflamatoria es tan severa que se produce 

agotamiento de los mecanismos inhibitorios prevaleciendo entonces las respuestas 

inducidas por el LPS, provocando finalmente coagulopatia intravascular diseminada (CID), 

isquemia e hipoxia, falla multiorgánica, shock y muerte del hospedero (Hurtado C. S., 

2010; Guzmán, 2011; Gallego, 2013).  

 

En conclusión el TLR 4 es crucial para la respuesta efectiva contra el LPS, ya que 

finalmente es quien inicia y activa las vías de respuesta en la señalización que monta el 

sistema inmune (Guzmán, 2011) 
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Figura 8. Cascada de señalización del TLR4, cuando el receptor es estimulado por 

LPS (Tomado de Silverman y Maniatis, 2001) 

3. GLICOBIOLOGIA 
 

Los glicanos - oligo o polisacáridos- tienen roles fundamentales en el desarrollo y 

fisiología de todos los organismos vivos, frecuentemente forman uniones covalentes con 

proteínas o lípidos con los que forman glicoproteínas o glicolípidos, a estos agregados 

moleculares se les conoce colectivamente como ―glicoconjugados (Fadda and Woods, 

2010). Los glicoconjugados de las superficies celulares en unión con glicanos solubles 

exógenos propios de la matriz extracelular, han desarrollado un elaborado ―glicocódigo 

para controlar varias funciones biológicas como el desarrollo embrionario, la 

diferenciación, el crecimiento y la señalización celular; también intervienen en la 

interacción hospedero-patógeno durante la infección, la respuesta inmune, la metástasis 

de distintos tipos de cáncer, el tránsito intracelular y la rigidez y degradación de la 
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membrana celular de células eucariotas (Kulkarni et al., 2010; Ghazarian et al., 2011). La 

multitud de funciones controladas por los glicanos y el impacto que tendría un error en los 

sistemas de comunicación entre ellos, obliga a que posean un exquisito sistema de 

control para evitar ambigüedad y limitar eventos biológicos indeseables. Así como los 

ácidos nucleicos y las proteínas, los glicanos usan un conjunto de moléculas, 

específicamente monosacáridos, para desarrollar su glicocódigo; el número de 

permutaciones y combinaciones que unos pocos monosacáridos pueden alcanzar son 

superiores a los de los nucleótidos o aminoácidos, por ejemplo, dos unidades de 

monosacáridos de seis carbonos pueden unirse de 11 diferentes formas, cada una de las 

cuales con una función fisicoquímica y biológica única; adicionalmente la posición 

isomérica, la conformación y los puentes de hidrógeno pueden modular la actividad del 

glicano. La combinación de dos lenguajes como la conjugación de un oligosacárido con 

una proteína específica, lleva a un nuevo dialecto y a una mayor complejidad. Por 

ejemplo, el factor de crecimiento básico de fibroblastos interactúa con diferentes 

componentes del heparán sulfato para promover proliferación o inhibición del crecimiento 

celular pero de otra parte, la glicosilación aberrante de los glicolípidos o glicoproteínas 

produce alteraciones en la replicación de estas células (Kulkarni et al., 2010). Es difícil 

discutir sobre carbohidratos sin referirse a las lectinas. Las lectinas son definidas como 

proteínas que reconocen y se unen a carbohidratos que protruyen de complejos formados 

por glicolípidos o glicoproteínas. La interacción entre las lectinas con un carbohidrato es 

altamente específica, comparable con la interacción antígeno-anticuerpo o enzima-

sustrato. Las lectinas endógenas median procesos biológicos tales como reconocimiento 

celular, interacciones entre las células y la matriz extracelular, fertilización, desarrollo 

embrionario, crecimiento celular, migración y adhesión celular, apoptosis, 

inmunomodulación e inflamación, interacciones hospedero-patógeno, homeostasis e 

inducción mitogénica (Ghazarian et al., 2011).  

Se han descrito tres tipos principales de interacciones adhesina-receptor entre los 

agentes bacterianos y sus hospederos; la primera de ellas, posiblemente compartida por 

muchos patógenos, se basa en el reconocimiento lectina-carbohidrato (glicano), en la que 

la lectina se puede encontrar en la bacteria o en la superficie mucosa; en el segundo caso 

se encuentran las interacciones proteína-proteína y en el tercero, las interacciones 

proteína-lípido en donde el lípido puede encontrarse en la célula del hospedero o en la 

bacteria (Abraham et al., 2005). Adicional a la interacción carbohidrato-lectina, las 

bacterias pueden utilizar los glicanos de los hospederos de diferentes maneras: (i) pueden  

20 

 



 

limpiarglicanos de las células para usarlos como fuentes de carbono; (ii) mimetizarse 

mediante la síntesis de glicanos similares a los del hospedero y (iii) modular los glicanos 

del hospedero mediante la expresión de glicosidasas para destruir o exponer glicanos 

receptores del hospedero más apropiadamente para su unión (Bishop and Gagneux, 

2007).  

Muchas especies bacterianas utilizan adhesinas específicas o lectinas que se unen a 

glicanos en la superficie de los tejidos del hospedero para facilitar los procesos de 

adherencia a las mucosas. En general, las lectinas bacterianas poseen baja afinidad a su 

carbohidrato receptor, pero lo compensan mediante el uso de lectinasmultiméricas que se 

unen a grupos de carbohidratos receptores en la membrana de la célula del hospedero; 

estas interacciones multiméricas incrementan la afinidad de la unión (Abraham et al., 

2005; Lane et al., 2010). Por su lado, las bacterias también poseen grupos glicano en su 

superficie con capacidad de interactuar con lectinas en las células del hospedero; existen 

evidencias que sugieren que el LPS media procesos de adherencia de las bacterias a 

células mucosas o a componentes del moco (Abraham et al., 2005). Algunos 

microorganismos poseen cápsulas formadas por glicanos las cuales hacen parte de los 

―patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), estas estructuras son objeto de 

reconocimiento del sistema inmune innato; otras estructuras que son reconocidas como 

PAMPs, y que pueden unirse a células del hospedero por medio de lectinas, son el LPS, 

el ácido lipoteicoico de las bacterias gram positivas y betaglucanos y manosa de los 

hongos (Bishop and Gagneux, 2007).  

La interacción de un patógeno o una toxina con un receptor glicano depende de tres 

factores fundamentales: estructura primaria del glicano, presentación y densidad del 

glicano en la superficie celular (De Greve., 2007; Kulkarniet al., 2010). La estructura 

primaria del glicano se considera el factor más importante en la interacción hospedero-

patógeno, diferentes toxinas o patógenos pueden unirse al mismo glicano lo cual se 

interpretaría incorrectamente como baja especificidad; sin embargo, aunque un glicano en 

particular está en capacidad de unir diferentes agentes patógenos, los mecanismos de 

adherencia son diferentes entre sí, por ejemplo, el disacárido Gal(α1-4)Gal es un receptor 

común para Streptococcus suis y la fimbria P de E. coli solo que se unen a dos partes 

diferentes del mismo disacárido; los hidroxilos esenciales del disacárido para unirse a 

Streptococcus suis son 4‗OH, 6‗OH, 2‗OH, y 3‗OH, mientras que E. coli se une a un grupo 

de cinco hidroxilos 6 ‗OH, 2‗OH, 3‗OH, 4‗H, y 6‗H en el lado opuesto (Kulkarniet al., 

2010). 
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Por otra parte, una adhesina puede tener varios dominios dentro de la molécula que 

reconoce diferentes receptores en las células epiteliales del hospedero como es el caso 

de la adhesina hemaglutinina filamentosa de la Bordetellapertussis la cual posee tres 

dominios: un dominio arginina-glicina-ácido aspártico que media la unión de Bordetella a 

la integrina C3 de los macrófagos pulmonares, y dos dominios de unión a carbohidratos 

uno de los cuales es específico para galactosa y el otro para azúcares sulfatados 

(Abraham et al., 2005; De Greveet al., 2007).  

E. coli K99 provee una buena ilustración sobre la fina especificidad de la interacción 

lectina-carbohidrato y su relación con el tropismo de la bacteria en el animal. Estas 

bacterias se unen a glicolípidos que contienen ácido N-glicolilneuramínico en la forma de 

NeuGc(α2–3)Galβ4Glc pero no a aquellos que contengan ácido N-acetilneuramínico. 

Estos dos azúcares difieren solamente en un único grupo hidroxilo presente en el 

sustituyente del –acyl en el grupo 4-NH del ácido N-glicolilneuramínico y ausente en el 

ácido N-acetilneuramínico; el ácido N-glicolilneuramínico se encuentra en las células del 

intestino de cerdos neonatos pero desaparece a medida que el animal crece y nunca se 

ha encontrado en humanos; esto explicaría porque E. coli K99 puede causar diarrea, a 

menudo letal, en lechones pero no en cerdos adultos ni en humanos (Sharon, 2006). La 

densidad de los glicanos en la superficie celular no es suficiente para garantizar la 

adherencia del patógeno, el número de sitios de unión y la distancia entre ellos son 

determinantes en los procesos de afinidad. Las toxinas y los patógenos emplean 

diferentes estrategias para lograr la multivalencia, por ejemplo, el pili Tipo I de E. 

coliposee una única proteína unidora de manosa, pero para que la adherencia sea estable 

deben ocuparse muchos receptores para lo cual la bacteria elabora cientos de pilis largos 

y flexibles que pueden acomodarse a lo largo de la superficie celular. De otro lado, los 

virus poseen proteínas unidoras de glicanos densamente agregados, para mediar la 

adherencia estos patógenos emplean trímeros capaces de engancharse a tres moléculas 

del glicano receptor, las superficies de los viriones poseen muchas copias de dichos 

trímeros (Kulkarni et al., 2010).  

Finalmente, la forma de presentación del glicano sobre la superficie celular determina 

también el reconocimiento por parte del patógeno, la capacidad del glicano de adoptar la 

conformación necesaria para el reconocimiento del receptor puede verse influida por 

residuos adyacentes que pueden limitar el proceso de reconocimiento (Kulkarni et al., 

2010), por ejemplo, Neisseriameningitidis expresa una alta adhesividad a células de 

cultivo in vitro cuando su fimbria se presenta en forma de haz en comparación con una 
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presentación elongada (Abraham et al., 2005). Los epitelios cubiertos por células 

caliciformes poseen una capa supramucosa protectora, este moco actúa como un gel 

semi-adherente, defensivo, el cual representa una barrera lubricante, mecánica e 

hidratada. La capa de moco está compuesta por dos estratos diferentes: una capa externa 

que puede ser colonizada por bacterias y una capa interna que es resistente a la 

penetración bacteriana la cual forma una zona de protección adyacente a la superficie 

epitelial. Las propiedades de la capa mucosa dependen de la presencia de glicoproteínas 

altamente glicosiladas denominadas mucinas, estas pueden actuar como inhibidoras o 

promotoras de la colonización bacteriana; las mucinas pueden ser secretadas y pueden 

estar unidas a la membrana citoplasmática y en ambas ubicaciones pueden inhibir la 

colonización bacteriana. Las mucinas secretadas compiten por potenciales sitios de 

adherencia en las células del hospedero y así previenen el acceso de bacterias 

patógenas, lo cual, en última instancia, conduce a la eliminación del patógeno. Sin 

embargo, los microorganismos patógenos han desarrollado métodos para desestabilizar 

la barrera mucosa, por ejemplo, Helycobacter pylori, Phorphyromonasgingivalis, 

Burkholderiacepacia y Pseudomonasaeruginosa tienen la capacidad de secretar 

glicosulfatasa la cual rompe las cadenas sulfatadas de los oligosacáridos de las mucinas 

gástricas, lo que le permite a estas bacterias interactuar con las células epiteliales de la 

superficie (Laneet al., 2010). 

 

4. Ácido Hialurónico 
 

“El arte de la medicina consiste en entretener al paciente mientras la naturaleza cura la 

enfermedad.”  

Voltaire. (1694-1778) 

 

El ácido hialurónico es un polisacárido dentro del tipo de los glucosaminoglucanos (GAG) 

que son biomoléculas de función estructural presentes principalmente en el tejido 

conectivo, epitelial y óseo. Consta de una cadena no ramificada de unidades de 

disacáridos repetitivas que contienen D-Ácido glucurónico (GlcUA) y N-acetyD-

glucosamina (GlcNAc)(Fig. 9)( Muto et al., 2009; Lennon and Singleton, 2011), estan 

unidos entre si mediante enlaces glicosidicos beta -1,4 y beta -1,3 que se alternan entre 

disacaridos. Ambos azúcares están espacialmente relacionados con la glucosa que en la 
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configuración beta permite que todos sus grupos voluminosos (los hidroxilos, carboxilato y 

el carbono anomérico en el azúcar adyacente) esten en posiciones ecuatoriales 

estéricamente favorables mientras que todos los átomos de hidrógeno pequeños ocupan 

posiciones axiales favorables. Así, la estructura del disacárido es energéticamente muy 

estable (Necas et al., 2008). Se encuentra en altas concentrciones en la matriz 

extracelular (ME) y en el humor vitrio, se encuetra tambien en la piel, el cordon umbilical, 

liquido sinovial, los pulmones, el riñon, el cerebro y el tejido muscular (Necas et al., 2008). 

Fue descrito por primera vez en 1934 por el cientifico alemán Karl Meyer y John Palmer, 

los cuales lograron aislar una sustancia hasta entonces deconocida a partir del cuerpo 

vitreo de los ojos de vacas; recibe su nombre de las palabras ―hialoide‖ (vítreo) y ácido 

urónico. La primera utilizacion farmaceutica del AH fue a finales de los 50 cuando 

reemplazaron el humor vitrio con AH despues de cirugias oftalmicas (DeAngelis, 1999; J. 

Necas et al., 2008). 

El AH tiene la capacidad de atraer grandes cantidades de agua y ocupar espacios 

muertos lo que le confiere la capacidad de amortiguar o lubricar otras estructuras, debido 

al gran numero de grupos –OH y cargas negativas en la molecula (Lennon and Singleton, 

2011).Tiene especial importancia durante la embriogenesis, donde su funcion es permitir 

la migracion celular a traves de laME, su capacidad de atrer agua hacia este y, asi, 

―aflojarla‖permite que tenga un papel importante en la reparacion tisular; adicionalmente 

esta involucrado en el transporte de proteinas plasmaticas, cumple funciones de filtrado, 

actúa en la angiogenesis, cancer, en la adhesion de proteinas, constituye una barrera que 

evita la sifusion de microorganismos invasores y al ser el mayor glucosaminoglucano de la 

ME, la mantiene intacta (DeAngelis, 1999; Lago, 2007;Muto et al., 2009; Lennon and 

Singleton, 2011).Por la elevada masa molar y sus características estructurales, el AH 

muestra un efecto analgésico y antiinflamatorio ya que cubre la superficie de los 

receptores del dolor y actúa sobre los radicales libres que pueden aparecer por 

desequilibrios metabólicos con el envejecimiento o por algún trastorno en la articulación 

(Lago, 2007; Necas et al., 2008). Se cree tambien que por su estructura quimica actua 

como un señalador intracelular, interactuando con la superficie celular y regulando 

procesos de prolifercion, migracion y diferenciacion celular (Necas et al., 2008).El AH se 

encuentra en su estado natural en miles de repeticiones de disacaridos compuestas por 

GlcUA y GlcNAc, esta se conoce como una molecula de acido hialuronico de alto peso 

molecular que según estudios recientes indiican que actuan como moleculas anti-
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inflamatorias en las enfermedades respiratorias (Muto et al., 2009; Lennon and Singleton, 

2011; Olga N. et al., 2012).  

 
Figura 9. Estructura del Ácido hialurónico. AH de alto peso molecular (Lennon and 

Singleton, 2011) 

 

4.1 Síntesis y degradación del AH 
 

Al contrario que el resto de los glucosaminoglucanos, el AH se sintetiza en la membrana 

plasmática en vez de en el aparato de Golgi. Compromete siete regiones en la membrana 

plasmática que forman un canal conocido como dominio de unión al sustrato putativo. Se 

lleva a cabo mediante tres enzimas de membrana denominadas sintasas del ácido 

hialurónico, de las que hay tres tipos en vertebrados (HAS1, HAS2, HAS3), cada uno 

ubicado en un cromosoma distinto para su conservación evolutiva, y se expresan de 

forma diferencial en diferentes tejidos (Necaset al., 2008; Lennon and Singleton, 2011). La 

síntesis ocurre en la superficie citosólica de la membrana plasmática donde se van 

ensamblando los monosocáridos, y a medida que se va sintetizando la cadena de ácido 

hialurónico va siendo transferida al espacio extracelular por medio del dominio de unión al 

sustrato. Pese a que las tres enzimas catalizan las mismas reacciones se ha demostrado 

que la HAS1 y la HAS2 producen moléculas de AH de>5X105 de peso molecular (aunque 

las dos enzimas sintetizan ácido hialurónico de alto peso molecular la HAS2 es la que 

parece sintetizar las cadenas más largas); y la HAS3 sintetiza moléculas de <5X105 de 

peso molecular (DeAngelis, 1999; Lennon and Singleton, 2011). Esta variedad de 

moléculas contribuye a la multiple diversidad de tipos de ME y se cree que es regulada 

por el tipo celular involucrado (Lennon and Singleton, 2011). Las moléculas precursoras 

del AH se denominan uridina difosfato de ácido glucurónico (UDP-GlcUA) y uridina 
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difosfato de acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), estas mleculas son oxidadas mediante la 

UDP-Glc deshidrogenasa hasta obtener GlcUA y GlcNAc las cuales son unidas en el 

dominio de union de sustrato putativo por medio de las HASs formando así las moleculas 

de AH (DeAngelis, 1999; Garcia G.et al., 2009).Todo el proceso se describe en la figura 

10. 

 

Figura 10. Esquema de la síntesis de ácido hialurónico en la membrana celular por la 

sintasa del ácido hialurónico (Escudero, 2009). 

 

En los mamíferos existen tres enzimas que degradan el AH: hialuronidasa, beta-D 

glucoronidasa y beta-D-N-acetil-hexosaminidasa. Estas enzimas se encuentran en todo el 

cuerpo dentro de las células, como en el suero. En general la hialuronidasa degrada las 

moléculas de AH de alto peso molecular a pequeños fragmentos de oligosacáridos los 

cuales por medio de las enzimas beta-D glucoronidasa y beta-D-N-acetil-hexosaminidasa 

son degradados mediante la eliminación de los azucares terminales (Necas et al., 2008). 

Estos fragmentos de oligosacaridos derivados del AH son conocidos como moleculas de 

bajo peso molecular derivados de AH y exhiben propiedades angiogenicas y pro 

inflamatorias (Necas et al., 2008; Olga N. et al., 2012). 
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4.2 Papel del Ácido hialurónico en la enfermedad pulmonar 
 

El AH es el mayor GAG presente en los pulmones, ubicado principalmente en el tejido 

peribronquial, interalveolar y perialveolar (Jiang D.et al., 2010). Es una molécula dinámica 

que puede promover o inhibir diferentes patologías pulmonares, esto, debido a su peso 

molecular o a la accesibilidad de las proteínas unidoras de AH. Como se ha dicho con 

anterioridad se considera que las moléculas de alto peso molecular de AH son 

antiinflamatorias mientras que las de bajo peso molecular son pro-inflamatorias, aunque la 

mayoría de las funciones específicas de estas moléculas depende en gran medida de las 

proteínas unidoras de AH y el tipo de célula involucradas en el proceso (Lennon and 

Singleton, 2011).  

La expresión de la síntesis del AH es alterada en algunas patologías pulmonares (Lennon 

and Singleton, 2011). Se encuentran reportes que la expresión de la HAS2 se incrementa 

en modelos experimentales de animales con hipertensión pulmonar, haciendo que la 

concentración del AH en los pulmones aumente drásticamente (Lennon and Singleton, 

2011). En contraste se encontró un incremento de la HAS1 y una disminución de la HAS2 

en pacientes humanos con hipertensión arterial idiopática pulmonar (Papakonstantinou, et 

al., 2008; Lennon and Singleton, 2011); Por otro lado en pacientes humanos con asma se 

encontró que los niveles de HAS1 y HAS2 estaban disminuidos encontrando también 

bajos niveles de AH en el medio celular (Lennon and Singleton, 2011). En ratones 

utilizados como modelo de experimentación de la enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica, se encontró un aumento en los niveles de la HAS3, así como, aumento en los 

depósitos del AH en las paredes alveolares y las regiones peri-bronquiales (Lennon and 

Singleton, 2011). Estos estudios demuestran que las síntesis del AH juega un papel 

importante en las patologías pulmonares, ya sea, como mecanismo compensatorio o 

como el resultado de  un mecanismo de defensa del organismo frente a las lesiones.  

De la misma forma que las sintasas del AH, las enzimas que degradan el AH en 

pequeños fragmentos de bajo peso molecular, también se encuentran presentes 

aumentando su concentración o disminuyéndola, favoreciendo o evitando la presencia de 

patologías pulmonares. Al parecer la degradación de AH es dependiente del pH de la ME 

(Lennon and Singleton, 2011). Un ejemplo de esto es, la acidosis que ocurre en pacientes 

27 

 



 

con enfermedad pulmonar obstructiva crónica y asmáticos, las cuales lleva a un aumento 

en la presencia de la hialuronidasa, lo que provoca que grandes cantidades de pequeños 

fragmentos de AH de bajo peso molecular se acumulen favoreciendo la progresión de la 

enfermedad pulmonar (Lennon and Singleton, 2011). 

Además de las hialuronidasas que tienen la capacidad de degradar el AH, se ha 

encontrado que las especies reactivas del oxígeno también poseen la capacidad de 

degradar las moléculas de alto peso molecular a pequeños fragmentos (Lennon and 

Singleton, 2011). El exceso de ROS en los pulmones puede ser generado por una 

variedad de partículas exógenas (partículas de la polución o el tabaco) y endógenas 

(moléculas secretadas por los macrófagos alveolares, peroxidación lipídica, transporte 

electrónico mitocondrial, etc.) (Lennon and Singleton, 2011). 

Tal vez los factores más importantes para determinar el curso de una enfermedad son las 

proteínas de unión al AH y a sus productos de degradación. Estas proteínas están 

presentes en varios sitios del organismo como: la sangre, la ME, las superficies de las 

células, el citoplasma y el núcleo (Day and Prestwich, 2002; Lennon and Singleton, 2011). 

Las proteínas más importantes de este grupo son: CD44,  TLR4, HABP2 (Proteína 

unidora a AH 2) y RHAMM (receptor de la motilidad mediada por AH).  

El CD44 es una glicoproteína de transmembrana expresada en una gran variedad de 

células pulmonares, como las epiteliales, fibroblastos, endoteliales y células 

hematopoyéticas (Lennon and Singleton, 2011).Su expresión está regulada por estímulos 

inflamatorios como citoquinas y el LPS. Cuando el LPS es administrado por vía IT, 

produce una reacción inflamatoria caracterizada por ruptura de las barreras epiteliales y 

endoteliales, y perdida de líquido, proteína y células inmunes hacia la luz de los alveolos 

(Lennon and Singleton, 2011). Se demostró que el CD44 actúa como un regulador 

negativo limitando el daño tisular producido por el LPS, Asociado a esto se encontró 

aumento en los niveles del AH (Lennon and Singleton, 2011). 

El receptor tipo Toll es un receptor de transmembrana que reconoce patrones moleculares 

expresados por un amplio espectro de agentes infecciosos, y estimulan una variedad de 

respuestas inflamatorias. El TLR4 es el mayor receptor para el LPS que también puede 

unir moléculas de AH (Lennon and Singleton, 2011). Estudios han demostrado que la 

inhibición del TLR4 en modelos animales protege frente a la lesión pulmonar inducida por 

el LPS (Lennon and Singleton, 2011), así como también se demostró que el pre-
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tratamiento con moléculas de alto eso molecular de AH por vía IV tenían un efecto 

protector contra el shock endotóxico producido por el LPS (Muto et al., 2009). 

Tanto la HABP2, como la RHAMM son proteínas que están presentes en enfermedades 

del tracto respiratorio asépticas, las cuales pueden ser enfermedades vasculo-

pulmonares, o enfermedades del desarrollo pulmonar (Lennon and Singleton, 2011). 

Actualmente hay estudios que indican que la administración de moléculas de alto peso 

molecular de AH después de la administración IT de LPS, protege a los pulmones de las 

lesiones inducidas por este. Curiosamente, estos autores observaron que el tratamiento 

por medio de moléculas de alto peso molecular de AH en aerosol, después de la 

inoculación del LPS IN, aumentaba la inflamación pulmonar, determinando así, que la vía 

de administración y la sincronicidad entre el LPS y las moléculas de AH son 

determinantes importantes en la efectividad del tratamiento (Lennon and Singleton, 2011). 

 

 

 

MATERIALES Y METODOS 

 

 

“El experimentador que no sabe lo que está buscando no comprenderá lo que encuentra.”  

Claude Bernard (1813-1878) 

 

 

 Obtención de Lipopolisacárido de P. multocidaAUN 001 

 

El LPS de P. multocida AUN 001 fue obtenido por Gallego (2013). Brevemente,  mediante 

siembra masiva en agar BHI con sangre de cordero al 5% se obtiene biomasa bacteriana 

a partir de los aislamientos de P. multocida. Las bacterias se resuspendieron en agua 

destilada estéril con timerosal al 0.1% a 4ºC para inactivarlas y preservarlas; se lavaron 

mediante centrifugación a 2500 g por 50 minutos en agua destilada estéril. El LPS se 

extrajo de acuerdo al método de fenol-agua caliente reportado por Westphal and Jann 
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(1965). Una vez inactivadas las bacterias se resuspendieron en agua destilada y se 

enfrentaron con fenol al 90% en volúmenes iguales, a 68ºC, durante 30 min; se 

conservarán a 4ºC durante 24 horas, una vez se hizo evidente la separación de las fases 

(acuosa, interfase, fenólica y precipitado), se centrifugó a 3000 g a 4ºC por 30 minutos 

(Moreno y Mejía, 1989; Rodríguez, 1992; Minka and Bruneteau, 1998). Se separó la fase 

acuosa y se enfrentó a etanol al 95% en proporción 1:10, se congeló por 18 horas a -20ºC 

y se centrifugó a 2500 g por 15 min (Rodríguez, 1992). Se obtuvo un precipitado que 

corresponde al LPS crudo que se resuspendió en solución salina fisiológica (SSF) y se 

centrifugó a 2000 g por 30 min, finalmente, se dializó contra agua destilada estéril. A este 

extracto se le agregó NaCl para lograr una concentración final de 0,15 M y se sometió a 

digestión enzimática con ribonucleasa A (0,01mg/mL) por dos horas a temperatura 

ambiente, posteriormente se adicionó MgCl2 a una concentración final de 4 mM y 

deoxirribonucleasa I (0,005 mg/mL) por seis horas a temperatura ambiente. Para eliminar 

las proteínas del extracto, se adicionó CaCl2 a una concentración final de 1 mM y el 

extracto se trató con proteinasa K (0,05 mg/mL) toda la noche a 37 ºC. Por último, la 

muestra se dializó por tres días en agua desionizada estéril (18,3 M ohm) con cambios de 

agua cada 12 horas, la muestra se liofilizó y almacenó a -20 ºC. 

Para la cuantificación del LPS se empleó la técnica de colorimetría ensayo de purpald 

descrito por Lee and Tsai (1999); brevemente, este método consiste en la medición del 

aldehído que se produce al ser oxidado el residuo KDO del LPS por el periodato de Na+ 

(NaIO4), el aldehído reacciona con el purpald (4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4- 

triazol) formando una solución de color violeta que posteriormente es medida con una 

longitud de onda de 595 nm. Como control negativo se utilizó agua ultrapura y como 

control positivo LPS de E.coli serotipo 026:B6 (Sigma ®). 

La esterilidad del LPS se comprobó mediante siembra en agar BHI con y sin sangre ovina 

al 5%, se incubará a 37°C y se observó diariamente durante 6 días para descartar el 

crecimiento de cualquier contaminante (Gallego, 2007). 

La actividad biológica del LPS se determinó en ratones por la técnica descrita por 

Esquinas (2007), la cual tiene como fin evaluar la capacidad patogénica del LPS obtenido; 

la prueba consiste en inocular una dosis de 25 μg de LPS disuelto en 100 μl de SSF vía 

IP en 5 ratones, como control se inyectan 125 μl de SSF vía IP en otros 5 ratones. 

Pasadas 8 h de la inoculación se hizo eutanasia de los animales para evaluación de las 

lesiones en pulmón e hígado por histopatología (Esquinas, 2007). 
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• Ácido Hialurónico 

 

El ácido hialurónico fue obtenido en Sigma-Aldrich®, este se resuspendió  en agua 

desionizada para alcanzar una concentración final de 300 µg del azúcar en 400 μl de 

solución salina. La dosis de Ácido Hialurónico fue calculada en experimentos in vitro 

previos (Gallego, 2015).  

• Diseño experimental 

 

Se utilizaron 12 gazapos Nueva Zelanda Blancos (NZB) de 35 días de edad, clínicamente 

sanos, en condiciones controladas de bioterio, con un periodo de adaptación de 15 días y 

a una temperatura de 15-20°C. Se les tomaron hisopos nasales en los días 37, 41 y 47 de 

edad los cuales serán cultivados en agar BHI con sangre de cordero al 5% para descartar 

la presencia de P. multocida, y potenciales contaminantes. Solo se utilizaron animales 

negativos microbiológicamente, los cuales se consideraron libres de infección y aptos 

para el estudio. Para todos los procedimientos los animales se sometieron a 

tranquilización con acepromazina al 1% (0.5 mg/Kg SCT), xylazine® 2% (5 mg/Kg IM) y 

ketamina 5% (35 mg/Kg IM). Los compuestos ensayadosfueron instilados en el tercio 

medio de cada fosa nasal (100 μl en cada fosa nasal, 200 μl volumen total) con un catéter 

No24; para la inoculación intratraqueal se colocó el animal en decúbito dorsal se inyecta 

con una aguja N° 25 a nivel del primer anillo traqueal (100 μl volumen total). 

 

 Grupos Control: 

Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo, se 

hicieron tres repeticiones de cada uno: 
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 Procesamiento de los tejidos: 

Histopatología: Se fijó un corte de aproximadamente de 1 mm de grosor de fosa 

nasal y una porción de pulmón en formalina bufferada al 10%, solo permanecieron 24 

h en este fijador y se procesaron para la técnica de hematoxilina y eosina (H&E). Se 

evaluó las siguientes variables para la fosa nasal: perdida de cilias, presencia de 

espacios interepiteliales, aumento de la actividad de las células caliciformes e 

infiltración de polimorfonucleares heterófilos (Esquinas, 2007); y para el pulmón: 

engrosamiento de septos, focos de consolidación, infiltrado de neutrófilos en la luz de 

los alvéolos y bronquiolos y cambios hemodinámicos como: congestión, edema, 

hemorragia y microtrombos (Roa, 2004). 

 Análisis estadístico:  

 

La categorización de las lesiones se llevó a cabo de acuerdo con Bernetet al. (1999) 

según las siguientes categorías y el índice de lesión en el órgano se categorizarán de 

acuerdo con la siguiente ecuación: 

 

 

GRUPOS CONTROL 

Control negativo: 1 gazapo, 200 μl de SSF vía IN y 

200 μl vía IT. 

Control de ácido hialurónico: 1 gazapo, 300 µg 

diluidos en  400 μl de SSF, se instilaron 100  μl en 

cada fosa nasal y 200 μl  vía intratraqueal. 

 

 

GRUPOS 

EXPERIMENTALES 

Exposición a LPS: 1 gazapo, 400 μg/Kg de LPS de 

P. multocida diluidos en 400 μl de SSF, vía IN e IT. 

Tratamiento: 1 gazapo, Ácido hialurónico: 300  µg  y  

400 μg/Kg de LPS de P. multocida diluidos en 400 µl 

de SSF. Se instilaron 100 μl de esta dilución  en cada 

fosa nasal y 200 μl  vía intratraqueal. 
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I org = ∑ (a x w) 

Índice del órgano, a: severidad, w: factor de importancia 

SEVERIDAD  DEFINICION  VALOR  

Normal  Ausencia de lesión  0  

Leve  Lesión de poca 

ocurrencia  

3  

Moderado  Lesión de mediana 

ocurrencia  

6  

Severo  Lesión de alta 

ocurrencia  

9  

 

FACTOR DE 
IMPORTANCIA 

DEFINICION VALOR 

Mínimo Lesión fácilmente 

reversible 

1 

Moderado Lesión 

medianamente 

reversible 

2 

Alto Lesión irreversible, 

compromete la 

función del órgano 

3 

 

Todos los tejidos fueron evaluados ciegamente y los datos son analizados 

estadísticamente por los métodos de Kruskall Wallis, prueba de Fisher y prueba de 

Dunnet; los valores con p>0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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RESULTADOS 

 SIGNOS CLÍNICOS  
 

Los animales expuestos a LPS de P. multocida (control positivo) no presentaron signos 

clínicos; ninguno de los animales expuestos al AH o SSF (controles negativos) 

presentaron signos clínicos compatibles con enfermedad respiratoria. Los animales 

expuestos a LPS de P. multocida +AH (grupo experimental) tampoco presentaron signos 

clínicos (figura 11).  

 

Figura 11. Frecuencia de presentación de signos clínicos en cada grupo experimental. 

 

 HALLAZGOS MACROSCOPICOS  
 

Los tres conejos tratados con SSF y AH no presentaron cambios anatomopatológicos 

evidentes (controles negativos), mientras que los animales tratados con LPS de P. 

multocida (control positivo) y LPS de P. multocida+ AH (Grupo experimental) mostraron un 

patrón de inflamación intersticial, generalizado caracterizado por congestión severa 

generalizada, focos hemorrágicos y marcación de los arcos costales (Figs. 12 y 13). 
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Figura 12. Frecuencia de presentación de lesiones macroscópicas pulmones tratados con 

AH (300 μg/kg) y retados con LPS (400 μg/kg)  de P. multocida. 

 

 

Figura 13. Patrones macroscópicos de inflamación pulmonar en animales tratados con 

LPS de P. multocida y con acido hialurónico. La figura A corresponde a los pulmones de 

un gazapo del grupo control positivo con un patrón neumónico intersticial severo y la 

figura B muestra los pulmones con el mismo patrón de inflamación de un gazapo tratado 

con LPS de P. multocida + AH. La figura C corresponde al pulmón de un animal del grupo 

control negativo. 
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 HALLAZGOS MICROSCOPICOS  
 

Los tres conejos tratados con SSF no presentaron cambios anatomopatológicos evidentes 

(control negativo) los conejos tratados con AH presentaron cambios anatomopatológicos 

leves (control negativo), mientras que los animales tratados con LPS de P. multocida 

(control positivo) y LPS de P. multocida+ AH (Grupo experimental) mostraron lesiones 

compatibles con engrosamiento del septo alveolar, focos de consolidación y cambios 

hemodinámicos(Figs. 14.15 y 16). 

 

Figura 14. A. Pulmón. Conejo control negativo. No se observan lesiones significativas. H y E. 40x. 

B. Pulmón. Conejo tratado con Ac. Hialurónico (300 μg/kg). Se observa leve engrosamiento de la 

pared alveolar (flecha) y presencia de infiltrado inflamatorio infiltrado en el intersticio. H y E. 40x. 

 

Figura 15. A. Pulmón. Conejo control positivo: Se observan focos de consolidación y marcada 
disminución de espacios interalveolares, presencia de infiltrado polimorfonuclear en las paredes 
alveolares (Flechas), algunos presentes en la luz alveolar (cabeza de flecha). H y E. 40x. B. 
Pulmón. Conejo control experimental (300 μg/kg + 400 μg/kg): Se observan focos de consolidación 
(Flechas) y marcada disminución de espacios interalveolares, presencia de infiltrado 
polimorfonuclear en las paredes alveolares. H y E. 40x. 

A B 

A B 
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Figura 16.Frecuencia de presentación de lesiones microscópicas de pulmón en conejos tratados 

con AH (300 μg/kg) y retados con LPS (400 μg/kg)  de P. multocida. 

 

Los tres conejos tratados con SSF y AH no presentaron cambios histopatológicos 

evidentes (control negativo), mientras que los animales tratados con LPS de P. multocida 

(control positivo) y LPS de P. multocida+ AH (Grupo experimental) mostraron lesiones 

compatibles con pérdida de cilias y presencia de células polimorfonucleares (Figs. 17 y  

18). 
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Figura 17. A. Septo Nasal.Conejo control negativo. No se observan lesiones significativas. H y 
E. 1000x. B. Septo Nasal. Conejo tratado con Ac. Hialurónico (300 μg/kg). H y E. 1000x. 
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Figura 18.A. Septo Nasal. Conejo grupo experimental (300 μg/kg + 400 μg/kg): Se observan 
células polimorfonucleares infiltrando el epitelio (Flecha). H y E. 1000x. B. Septo Nasal. Conejo 
control positivo (400 μg/kg de LPS): Se observan células epiteliales con pérdida de cilias (Flechas). 
H y E. 1000x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19.Frecuencia de presentación de lesiones microscópicas en septo nasal de conejos 
tratados con AH (300 μg/kg) y retados con LPS (400 μg/kg)  de P. multocida.  
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DISCUSION 

Las enfermedades del tracto respiratorio tienen especial importancia en las explotaciones 

intensivas, las cuales son necesarias para satisfacer los requerimientos alimenticios a los 

que nos vemos enfrentados hoy en día. Las bacterias del genero Pasteurella sp. Son 

quizás, los más importantes y más frecuentes patógenos oportunistas en este tipo de 

explotaciones (Harper, 2006; Hodgson, 2011).Se han descrito distintos factores de 

virulencia de P. multocidatales como: fimbrias, pilis, hematoxilina filamentosa, la cápsula y 

el LPS (Dziva, 2008; Carrillo, 2013). 

Estudios con cultivos celulares con P.  multocida y sus factores de virulencia han 

demostrado algunos de los mecanismos de patogenesis responsables del daño en las 

celulas (Gallego et al., 2013) y han demostrado especialmente para P. multocida, que uno 

de los mecanismos de patogenicidad es el LPS, el cual favorece la adhesion de la 

bacteria al epitelio respiratorio (Gallego, 2015). En la misma investigacion se estudió la 

posibilidad de inhibir la adhesion de P. multocida mediante el uso de azucares como: N-

acetil-glucosamina, α-metil-manosido y α-metil-glucosido, los cuales lograron atenuar las 

lesiones macroscopicas de los pulmones y las lesiones microscopicas en los pulmones y 

los cornetes nasales de conejos, provocadas por P. multocida, adicionalmente 

encontraron que la mezcla de estos tres azucares logran aumentar el efecto inhibitorio 

sobre la adherencia de P. multocida (Gallego, 2015). Investigarón también, la capacidad 

de inhibir la adhrencia del LPS de P. multocida con estos tres azucares nuevamente, en 

donde los resultados fueron completamente negativos (Gallego, 2015).  

Diferentes investigadores han estudiado la respuesta que algunas células del epitelio 

respiratorio muestran, al ser enfrentadas a patógenos o sus productos (Reissinger et al. 

2005; Gallego et al., 2013). Aunque no hay reportes que describan el mecanismo por el 

cual el LPS induce lesiones, Gallego (2013) reportó las lesiones encontradas en el tracto 

respiratorio de conejos y ratones provocadas por el LPS de B. bronchiseptica. Se 

encontró a la necropsia, en ratones a los cuales se les inoculo el LPS intraperitoneal, 

severa congestión pulmonar y presencia de hemorragias petequiales en las membranas 

serosas. La histopatología demostró cambios microcirculatorios en pulmón como edema, 

congestión y hemorragia alveolar, además infiltración de neutrófilos en el septo alveolar y 

migración de los mismos hacia el espacio alveolar; estos mismos cambios se encontraron 

39 

 



 

en nuestro estudio donde los conejos del grupo control positivo, presentaron marcación 

del arco costal, pulmones severamente congestionados, y a la histopatología se encontró 

engrosamiento del septo alveolar, focos de consolidación, hemorragia, congestión, edema 

y microtrombos.  

Con respecto a las vías aéreas superiores (cornetes) Gallego (2013) encontró que septos 

nasales retados a LPS de B. bronchiseptica presentaron necrosis del epitelio respiratorio y 

del glandular, acumulo de células descamadas en la luz del septo y presencia de infiltrado 

polimorfonuclear; también se reportan leves cambios como: apoptosis, aumento de los 

espacios interepiteliales y formación de vacuolas intracitoplasmaticas.  En este estudio 

encontramos los cornetes retados con LPS, conpérdida de ciliasy presencia de células 

polimorfonucleares infiltrando el epitelio. 

El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos profilácticos que pudiera tener 

el AH frente a las lesiones producidas por el LPS de P. multocida, mediante  la hipótesis 

de que el AH podría inhibir la adherencia del LPS, razón por la cual se instiló AH intrasal e 

intratraqueal y posteriormente se instiló LPS por vía intranasal. El grupo control negativo 

(conejos con AH 300 μg/Kg) presenta lesiones leves compatibles con engrosamiento del 

septo alveolar y pequeños focos de consolidación, comparándolo con el grupo control 

positivo (conejos LPS 400μg/Kg), donde encontramos el mismo grado de severidad en las 

lesiones de engrosamiento del septo alveolar y focos de consolidación, pero con la 

diferencia de encontrar cambios hemodinámicos, lo cual es producto del LPS mencionado  

anteriormente; en el grupo control experimental (conejos con AH 300 μg/Kg + LPS 400 

μg/Kg) el grado de severidad aumento significativamente, se presentan tanto las lesiones 

hemodinámicas como las inflamatorias, siendo estas, hasta el doble de severas que los 

demás grupos.   

El LPS tiene la capacidad de estimular a los macrófagos alveolares para producir 

citoquinas proinflamatorias, especies reactivas del nitrógeno, especies reactivas del 

oxígenoy otros mediadores que pueden participar en el proceso inflamatorio como IL-1b, 

IL-8, leucotrieno 4, prostaglandina E2 y FNT-α; como consecuencia, estas citoquinas 

proinflamatorias y mediadores quimiotácticos inician el flujo de neutrófilos hacia el pulmón. 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) tienen la capacidad de degradar las moléculas 

de AH a pequeños fragmentos de bajo peso molecular que actúan como metabolitos 

proinflamatorios (Gallego, 2015; Lennon and Singleton 2011), pudiendo ser esta la causa 
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del aumento en el grado de severidad de las lesiones evaluadas. Adicionalmente, las 

funciones principales del AH en el tracto respiratorio son principalmente recubrimiento de 

espacios y funciones de filtrado, debido a que es una molécula altamente viscosa y 

elástica (Lennon and Singleton 2011), creemos que estas propiedades podrían dificultar la 

asimilación del AH en el tejido provocando una respuesta inflamatoria inducida por 

reacción a cuerpo extraño. En estudios no publicados aún se encontró que a mayor dosis 

de AH por vía intranasal, mayor era la severidad de las lesiones en el epitelio respiratorio 

(Gallego, 2015; comunicación personal). 

Por otro lado cabe resaltar que aunque no se presentaron signos clínicos de enfermedad 

respiratoria ni de endotoxémia, si se encontraron lesiones inflamatorias típicas causadas 

por el efecto del LPS detalladas al inicio de este capítulo, sin embargo y a pesar de ello, 

ningún animal presentó signos sistémicos típicos de endotoxémia lo cual se puede 

explicar, como se ha evidenciado en trabajos anteriores en donde la exposición al LPS de 

forma sistémica (circulatoria) a dosis 0.8 mg/kg no resultó en shock, mientras que 

animales expuestos a dosis de 2.5mg/kg y 50mg/kg terminaron en shock endotóxico 

(Botero, et al., 1999; Ramirez R. et al., 1996), en relación  a esto podemos explicar que 

las dosis de LPS implementadas en el presente estudio no fueron suficientes para 

desencadenar una respuesta inflamatoria endotóxica, pero si una respuesta inflamatoria 

de tipo local, debido a que nuestro objetivo era inhibir las adherencia del LPS y no evitar 

el shock.    

Muto et al en el 2009 y Olga N. et al en el 2012, trabajaron con el AH para disminuir la 

presentación de los signos y las lesiones provocadas por el LPS obteniendo buenos 

resultados, ellos utilizaron en su modelo el LPS instilado en las fosas nasales y el AH 

inyectado por vía IV; Debido a sus efectos antiinflamatorios cuando son moléculas de alto 

peso molecular se lograron controlar las lesiones inflamatorias y los signos de shock. 

Nuestro objetivo en este estudio era inhibir la adherencia del LPS al epitelio respiratorio 

por lo que decidimos administrar el AH intranasal e intratraqueal para bloquear los 

receptores a los que se une el LPS y que el moco del tracto respiratorio se encargara de 

eliminar por si solo el LPS.   

Finalmente aquello nos llevó a concluir que las lesiones provocadas por el LPS de P. 

multocidaen el epitelio respiratorio y los pulmones a través de la inoculación descrita 

anteriormente, corresponden al efecto inflamatorio y hemodinámico en respuesta a la  

presencia  del mismo obteniendo hallazgos como engrosamiento del septo alveolar, focos 
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de consolidación, hiperplasia de células caliciformes, perdida de cilias e infiltración de 

polimorfonucleares; lesiones que a consideración nuestra esperábamos disminuir o evitar 

a través de la actividad del AH, aun cuando se concluía en estudios anteriores que se 

podría interferir en la adherencia del LPS a través de azúcares como el AH. De tal forma 

se concluye que el efecto esperado resulto negativo, por lo cual abrimos camino para la 

investigación en la modificación de la molécula de AH, para que se estudie el método de 

alterar su estructura física sin alterar sus propiedades químicas, es decir, encaminar la 

forma de modificar esta molécula para que sea menos densa, viscosa o gelatinosa y 

logrando evitar la reacción inflamatoria presente en el tracto respiratorio; y así evitar el 

aumento de la gravedad de las lesiones que se encontró en el grupo experimental 

(conejos con AH + LPS). 
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