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RESUMEN

Pebido a la frecuente asociacidén que existe
entre la Diabetes Mellitus e infecciones bhacterianas,
sc estudid la remocidn bacteriana pulmonar en ratones
diabéticos inoculados con aervosoles conteniendo Staphy-

lococcus aureus en suspensidn. Un grupo de 88 ratones

fueron tratados con aloxana por via intravenosa y otro
grupo de 56 ratones permanecidé como testigo. Una vez
nebulizados, se sacrificaron ratones a las 0, 4, 12y
24 horas, y se determind el nlimero de bacterias por gra
mo de pulmbén. No se¢ observaron diferencias estadistica-
mente significativas {p=>0.05), en ¢l nGmero de bacte
rias eliminadas entre los grupos de ratones diabéticos

y testigos.
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus frecuentemente se descri
be como una enfermedad wetabdlica que inhibe las defen -
sas antibacterianas en el organismo { 4)(36).

Algunos investigadores han demostrado anormali
dades en las funciones fagociticas de los granulocitos,
como quimjotaxis, fagocitosis y digestidén intracelular
de microorganismos bajo esta condicidn (24) ( 36).

También se ha estudiado, aunque en menor gra -
do, el efecto de la Diabetes Mellitus en la respuesta in
munoldégica contra organismos infecciosos (24)(28).

El aparato respiratorio es uno de los que fre-
cuentemente son infectados por bacterias en individuos
que presentan defensas disminuidas. También se ha obser-
vado que las neumonias bacterianas son secuelas de las
defensas alteradas de los individuos diabé&ticos. Uno de
los métodes mds frecuentemente utilizados para el estu-
dio de la capacidad del pulmén para destruir bacterias
inhaladas, es el llamado mé&todo de la remocidn bacteria-
na. Bsta técnica permite exponer experimentalmente a di-

ferentes especies animales a aerosoles con una concentra



cidén conccida de bacterias y durante un tiempc controla
dos (37}. Los animales se sacrifican y se puede calcular
el nfimeroc de bacterias viables en el pulmén. Este mZtodo
ha permitido demostrar el efecto adverso que las infec -
ciones virales, uremia y acidosis (27) y edema pulmohar
(29) tienen sobre =1 pulmdn .

El objetivo de este trabajo es investigar el
posible efecto que 13 Diabetes Mellitus pueda tener en

ratones experimentalmente inoculados con Staphylococcus

aureus por via aerea .



REVISION BIBLIOGRAFICA

LLa Diabetes Mellitus (D.M.) es una enfermedad
que adquirié importancia desde el afio 70 A.C. Fue en es
ta época cuando Arateus la describidé y le 4id su nombre
(22). Existen registros anteriores a esta fecha en los
cuales se menciona que los antiguos médicos chinos ya ha
bian descrito un sindrome de polifagia, peliuria y poli-
dipsia (22).

Thomas Willis en 1674, describié a la orina de
individuos diabéticos como'Meliflua' (5 ). En el sigle
XVILI Dobson d¢i6 a conocer la yrescnciu de azlcar en is
orina; 29 afos mds tarde, Rollo trata de controlar la glu
cosuria por medio de una dieta adeccuada (22}, Movten en
1686, did a conocer el cardcter hereditaric de la enfer
medad. En 1859, Claudio Bernard desostrd que la sangre de pacien-
tes diabéticos presentaba un alto contenido de glucosa que
rebasaba los limites normales y reconocid a la hiperglu
cemia como un signo cardinal de la D.M. (22).

Kussmaul en 1874, describid el coma diabético
como una incapacidad por parte del paciente, para respi-
rar { 23. lUagerdorn en 1939, aplicd la primera insulina

de accidn prolongada (22). En 1959 Sanger, determiné
1 g g
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la estructura quimica de 1la insulina de buey, la secuen
c¢ia de los 51 aminodcidos gue la componen y posterior -
mente, en 1960 Smith y Nicol (22) describieron la estruc
tura quimica de 1a 1insulina humana.

Alrededor de los afios treinta, el 05 por 100
de los pacientes diab8ticas morian antes de los 45 aiios
en coma. Sin embargo, desde guc se ticene conocimiento de
la aplicacién de la insulina, tal porcentaje ha disminy
ido hasta un 15 por 100 (13 }.

Actualmente, la mayoria de los pacientes dia-
béticos mueren después de les 65 afos de edad debido a
varias de las consecuencias que trae consigo el padeci-
miento de esta enfermedad crdnica (47 ).

A 1z fecha, la D.M. siguc siendo un padecimien
to de gran frecuencia, En Estados Unidos en 1973, 1a D.a.
se registrd como una de las enfermedades de mayor inci -
dencia de muerte, ocupande el primer lugar entre las prin
cipales causas de falleciriento (27). En el pericdo de
1950-1965, se duplicd el nlmero de diabéticos diagnostica

dos. Estudios recientes reportan la existencia aproximada

)

de 200 millones de diab&ticos en el mundo (22

La .M. es una enfermedad crénica con afeccibn
vascular, que se caracteriza por el trastorno en el meta
bolismo de los carhohidrates, lipidos y proteinas a causa

de una deficienzia relativa o absoluts de insulina {47).
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Existen factores constitucionales y ambienta-
les que predisponen a i1a D.M. y medifican altamente la
frecuencia, tal es ei caso de la obesidad, ya que se ha
observado que alrededor del 80 por 100 de los diabéti-
cos con enfermedad gue ompieza en la madurez, son obesos
vy, alrededor del 60 por 120 de los individuos con sobrepeso marca
do tienen alguna formi de intolerancia a les carbohidratos. Porotra
parte, se ha observada que la D.M. se presenta con mayor

1

incidencia entre los 43 y los 60 afios de edad, pero tam~
bién se presenta er ancianos, en jévenes y en nifios (47 )
Se calcula que del 3 al 5 por 100 de los diabéticos diag
nosticados son nifes {12)({13).

Actualmente se considera a la D.M. como una de
las tres enfermedades de trastornos metabflicos mds impor
tante (13)(22).

Aparte de 1a obesidad, otros factores predispo
nentes son las ocupaciones sedentarias y, tal vez, el abu
so de alcohol, nicotina, sedantes v otros medicamentos co
mo los hiperglucemiantes (v. gr. salidiuréticos tiazidicos), tie
nen gran influencia en el desarrollo de la enfermedad22).

En los nifios v adolescentes la forma mis coawin de D.M.
es la llamada juvenil, la cual se caracteriza por una notable
disminucién del nimerc de células pancreiticas, debido a
lo cual la produccidén de insulina se reduce (1 ).

La deficiencia de insulina propicia 1a ce -
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tosis, y el enfermo requiere la administracién diaria
de insulina. A este tipo dec diabetes también se Iz 1iama
diabetes insulinodependiente o tipo I, para diferenciar-
la de la diabetes de tipo adulto o estable, no dependien
te de insulina o tipo 11 (1)(22).

La diabetes de tipo IT no presenta las zltera
ciones pancrefiticas sefaladas para la de tipo I. Lo carac
teristico de esta variedad es la resistencia a la accidn
de la insulina. La diabetes de tipo IT puede deberse a
la produccidén de insulina anormal, presencia de antago -
nistas de insulina o alteraciones en el sitio de accidn
de la hormona (1){39). La obesidad es una de las czusas
mds importantes por su frecuencia que pueden ocasionar
la diabetes tipo IT (1). Sin embargo, aln en sujetocs no
obesos, se presenta resistencia a la insulina en este
tipo de diabetes (1)

Algungs autores consideran a la D.M. como una
enfermedad genética que se manifiesta alterando la ciné_
tica de la insulina (47).

El hecho de que varios autores consideren a la
D.M. come una enfermedad hereditaria (1) (13(22){47), se
basa en que las probabilidades de padecer la misna,se in
crementan cuando hay antecedentes diabéticos en la fami-
lia (1315}, La forma como sc  transmite, af no es
td bien establecida, pevo en la actualidad existen parti

darios que proponen tres mecanismos: autosbmica recesi-



7
va, poligénica y heterogénica manifestada por una muta -

cidon en cualquiera de los loci posibles {(47)

Dentro de los factores etioldgicos que se aso-
cian como causantes de la D.M, se puede mencionar el ayuno
prolongado o la ingestién de alimento que contiene excesi
vas cantidades de grasa; ambos pueden producir un estado
de cetosis aguda ( 42},

Otras de las causas que pueden manifestar una
D.M. suelen ser la pancreotomia de aproximadamente el 90
por 100 del drgano. Por otra parte, la D.M. puede ser el
resultado de la pancreatitis apuda, la cual, a menudo se
ve acompafiada de hiperglucemia y glucosuria, Aproximada-
mente el 33 por 100 de los pacientes que presentan pan -
creatitis crénica, manifiestan D.M. (6)(14)(21)(22).

Avances recientes ponen de manifiesto la rela-
cién entre infecciones virales y el desarrollo de D.M,
insulinodependiente (41}, esto es, virus de accidén diabe
togénica, Esta posibilidad se sefiala desde hace muchos
afios y son numerosos los informes que sugieren una estre
cha relacifn entre infeccifn y diabetes insulinodependien
te. La mayor parte de las evidencias, sin embargo, son
de tipo circunstancial como es el caso del aumento en la
incidencia de diabetes insulinodependiente después de
brotes epidémicos de parotiditis o el inicio de la sinto
matologia diab&tica en las semanas o meses siguientes a

la infeccitn viral, También se asocia el virus de la ru-
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beéola, especialmente en su forma de infeccidén congénita
y experimentalmente se ha logrado inducir con este vi -
TUus, alteracioneé en las c&lulas beta del pédncreas de
conejas embarazadas similares a las observadas en el pdn
creas de ratones infectados por el virus de la encefalo-
miocarditis (EMC) {15). Durante la infeccidén viral con
EMC se presenta inflamaci6n de los islotes de Langerhans
y frecuentemente se han detectado anticuerpos dirigidos
contra el citoplaéma o la membrana de las células beta
(15)(41)

Craighead {7)( 8) estudid una variedad del vi
rus de la EMC que en el ser humano ocasionalmente da lu-
gar a una enfermedad febril, pero que en los ratones oca
siona destruccion de las células beta y como resultado,
la manifestacifn de 1la D.M. Establecié adem@is, que s6lo
se presenta en algunas cepas de ratones, los cuales son
susceptibles a dicho virus y que tal susceptibilidad se
transmite en forma autosdmica recesiva.

Por otra parte, al inocular ratones experimen
talmente con el Reovirus tipo 3, se ha detectado la pre
sencia de antigenos virales en las células beta del pin
creas. Simultaneamente la infeccién trae consigo des
truccidn de las cé&lulas beta, reduccién del contenido
de insulina pancreidtico y alteracibn de la curva de tole
rancia a la glucosa {23. El virus Coxsackie B4 (CBA)

produce cambios en los islotes pancreiticos que



9

recuerdan los observados en la diabetes juvenil y, proba
blemente, el estado diabético resulte de un desequilibrio
entre las influencias ambientales perjudiciales y la capa
cidad heredada de las células beta para soportar la le
sifén, ya que en el diab&tico parecen existir trastornos

en la respuesta inmune genfticamente controlada que dan
lugar a una mayor susceptibilidad del péncreas a infeccio
nes que atacan preferentemente a las células beta y al de
sarrolle de una reaccidn autoinmune contra el pédncreas,

que destruve progresivamente a dichas células (7 %ig).

La D.M. puede tener también un origen téxico,
mediante el uso de sustancias que producen una accidn ci_
totéxica sobre las células beta del pincreas, como son:
l1a aloxana, la estreptoiotocina, D-manoheptulosa, extrac
tos prehipofisiarios dcido dehidroascdrbico v otras (2V)(5 ).

En condiciones normales las ¢élulas beta del
pincreas contienen insulina para uno o dos dias (21).
Cuando se administra a un animal cantidades adecuadas de
aloxana, &sta produce accidn mortal especifica y répida-
sobre las células beta de los islotes. Al quedar destruf
das, la insulina que contienen pasa de inmediato al to -
rrente sanguineo {21).

ta aloxana es una sustancia que se encuentra
quimicamente relacionada con el Acido (Grico y debido a
esta relacifn, existe la posibilidad que pueda ser pro

ducido en el organismo debido a disturbios en el metabo -
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lismo de pirimidinas o purinas y por lo tanto puede ser un
factor etioldgico en la D.M. humana {6},

Altas dosis de aloxana producen dafio en el hi-
gado, lesiones en los tGbulos contorneados distales, le -
siones glomerulares remarcablemente similares a las obser
vadas en la diabetes humana (& )(20) ¥ lo mds importan-
te, produce necrosis en los islotes de Luangerhans,

Transcurridos de 12 2 60 minuteos después de la
inyeccidn de la aloxana, ¢l citoplasma de las células be
ta se¢ vuelve vacuolado, el nficleoo ligevamente picnético,
las c@lulas beta se contraen dando come resultade un in-
cremento en el espacio pericapilar (6.

Transcurridas de 5 a 24 horas posteriores a la
inyeccidén de la aloxana, puede observarse cariolisis
desintegracidn de la membrana nuclear y muchas células-
destruidas (¢ ).

Cooperstein y Watkins (6 } han establecido que
la inyeccifin de aloxana produce una curya trifésica
de glucemia. Existe una hiperglucemia inicial observada
después de las tres horas de inoculacibn seguida de una
hipoglucemia marcada entre las 6 y las 12 horas y una hi
perglucemia permanente de las 12 a las 14 horas,

Existen evidencias considerables que ponen de
manifiesto que el sitio de accidn de la aloxana es la
superficic celular de las células beta ( 5) y que el da

fio a las mismas puede ser debido a la reaccitn de la alo
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xana con un sitio involucrado en el transporte de la glu
cosa, la liberacidn de insulina o ambos.

Moxley y Longmore (4¢} han demos“rado que la
diabetes inducida con aloxana y estreptozotocina, reducen
la incorporacidén de glucosa en tipidos neutros y fraccio-
nes de fosfolipidos 1 nivel pulmonsr, a una tasa menor al
40 por 100 de la que se observa en animales normales.

Recientes investigaciones sefialan qgue la insu
lina puede desempefiar  un papel muy importante en
la regulacidn del metabolismo de los lipides a nivel pul
monar; parece ser gue influye en la sintesis de los mis-
mos (39)(44)

Uno de los efectos mds importantes de 1la insuli
na es el transporte de glucosa a nivel membrana, a casi
todas las c&lulas del cuerpo. La ausencia de insulina
provoca la liberacidn de glucosa hacia la sangre, por
parte del higado, el cual a su vez, se ve en la necesi -
dad de sintetizar grandes cantidades de glucosa por me -
dio de¢ gluconeogénesis (22). Sin embargo, tiene efectos
superiores cl glucagén, cuya funcién es antagénica a la
de la insulina. E1 glucagdén, la adrenalina y la cortiso_
na provoc¢an hiperglucemia ademds, favorecen la glucogeno
lisis hepdtica (22).

Por su parte, la insulina facilita la fijacidn
y cl transporte de glucosa y #u transformacidn en glucd

geno, y el glucagbn, adrenalina, cortisona y ACTH obsta
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culizan este paso { 5)(22).

La produccibén nueva de glucosa f[en este caso
hiperglucemia), es un proceso que se lleva a cabo median-
te la movilizacién de las reservas corporales cowo amino-
dcidos de las proteinas y glicerol de las reservas grasas
La ruptura de las proteinas puede ser producida en todos
los tejidos corporales, pero en este caso, 1a proteina
no es sustituida por proteinz de nueva sintesis. Es evi-
dente que la consecuencia de tal efecto serd la desnutri
cidn protéica y la 1ip6élisis, ambas produciendo pérdida
de peso (5)(22).

La ausencia de insulina no solamente causa la
deposicidn de grasa en el tejido adiposo, sino que inme-
diatamente sc favorece la produccibn de &cidos grasos y
glicerol, los cuales son liberados y se a2umenta la
concentracidén de los mismos en la sangre circulante (22).
Al pasar éstos dcides grasos hacia el higade, se sinteti
zan triglicéridos, fosfolipidos y colesterol, que luego
vuelven a la sangre en forma de lipoproteinas. La eleva-
da concentracién de lipidos, er particular el colesterol,
son la causa de un Jdesarrolle ateroesclerdtice en perso-
nas diabéticas ( §}.

No todos los dcidos grasos que penetran en el

higado son sintetirados a triglicéridos, fosfolipidos y

colesterol; muchos son oxidados para formar acctil coenzi
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ma-A; ésta a su vez, se condensa para formar dcido acetil
acético, cl cual serd degradado hasta &cido hidroxibutiri
co y acetona ( 5). La presencia en sangre de grandes can-
tidades de estas sustancias, es 1lamada comunmente cetonemia
y a los productos se les conoce como cuerpos cetdénicos.

La c¢oncentracidén eclevada de cuerpos cetdnicos
pueden producir acidosis grave que desencadenc un coma
diabé&tico (12 7}.

Los signos clinicos asociados con la cetosis in
cluyen anorexia, vbémito, letargo, deshidratacién y depre-
sidn (22).

La acidosis diabética es un efecto que se pre-
senta, por lo general, cn los casos de diabetes muy grave
y no tratada, causada por los altos niveles de los dcidos
mencionados (12). E1 aumento de los radicales dcido en los
liquidos corporales, favorece la disminucién de las concen
traciones de sodio y la reaccifén de los cuerpos cetfBnicos
con el bicarbonato, dando lugar a sales sddicas neutras co-
mo acetona sgdica y otras,Agua y amhidrido carbénico (22).
De esta forma, la acetona sbédica podrid ser eliminada por
la orina (acctonuria) lo cual indica, en el caso de la D.
M. que se trata de un estado avanzado de cetosis que re -
quiere de una terapia adecuada inmediata 22y, Bl €07 se
elimina por via respiratovia. La consecuencia es, una dis
minucidn de sodio y aumento de los cetoicidos que elevan,

a su vez, la acidosis y disminuyen el pH de los liquidos
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corporales hasta un valor de 7-6.9, valor dentro del cual

el diabético puede entrar en coma (22). t1l descenso del
pH favorece una hiperpotasemia con finalidad compensadora
sin embargo, debido a 1a poliuria sostenida, ¢l potasio
puede ser excretado en grandes cantidades (27).

El descenso de pH sanguinco estimula el centro
respiratorio para que sc¢ incremente su actividad, esto

trae como resultado una respiracién rédpida y profunda

{respiracidn de Fussmaul), que ocasiona una climinacién
excesiva de CG, vy disminucidén considerable del bicarbo-
nato de los liquidos extracelulares (22 )(15).

A causa de la elevada glucemia, un individuo
diabético puede perder diariamente de 300-500 gramos de
glucosa por la orina debido a que en tales circunstan -
cias se alcanza el umbral sanguineg para la aparicidn de
az@icar en la orina. La diuresis en la orina es causada
por la elevada concentracién de glucosa en los tGbulos
Tenales, lo que evita la resorcién tubular de agua. En
1a glucemia alta, la glucosa no difunde facilmente hacia
el interior de las células, esto trae consigo un aumento
de la presidon osmotica de los liquidos extracelulares,
razén por la cual se ocasiona la salida osmdética de agua
desde el interior de las cé&lulas hacia el liquide extrace
lular (21},

La alta tasa de deshidratacidn sostenida produ-



15
ce poliuria y polidipsia secundaria, los cuales son sig-
nos caracteristicos importantes en la diabates (5 )(45).

Los principales sintomas de la diabetes son los
siguientes: poliuria (alta eliminaci6n de orina), polidip
sia (toma de 1liquidos en grandes cantidades), polifagia
(ingestibn exagerada de alimentos), pérdida de peso y as
tenia (falta de energia) y aliento cetdnico (producido
por la volatilizacidon de los cuerpos cetdnicos) (5 )(22 7.

Dentro de las lesiones pancrefticas producidas
por la D.M., se ha observado el depdsito amiloide de cam
bics degenerativos en las células alfa y beta, como la le
sién pancredtica mids comtn (13 (13),

En el 90 por 100 de los diabéticos que sobrepasan
los 20 afos de padecimiento de la enfermedad, se ha podi
observar un desarroilo de retinopatia, cataratas o glaucoma
ma (12). La retinopatia se caracteriza por la dilataciodn
de las venas y pequefias hemorragias puntiformes, exudados
y edemas retinianos, engrosamiento de los capilares reti
nianos (microangicpatia) con aparicidn de microaneuris -
mas (5)(22). Se menciona que la retinopatia avanzada, se
acompafia con frecuencia de lesiones retinianas producidas
por ateroesclerosis, hipertensién arterial e insuficien-
cia renal, y que sc caracteriza por la ncovascularizacidn

y 1a proliferacidn de tejido fibroso v coldgeno; ésta,

por lo general, se presenta en el diabético juvenil de
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evolucidén prelongada (12)(22). Sin embargo, la aparicién
de la retinopatia se relaciona fundamentalmente con 1Ia

duracién de la diabetes (13} (45).

Los pacientes pueden presentar ademis, visidn
borrosa debido a altcraciones en la forma del cristalino,
Tal alteracidén ocurre probablemente, debido a cambiocs os
méticos como consecuencia secundaria de la hiperglucemia
(azs.

Otras de las lesiones extrapancrefiticas de 1la
D.M. , se encuentran relacionadas con el desarrollo de
una microangiopatia capilar, la cual presenta engrosamien
to de la membrana basal (277(45). Tanto las arteriolas co
mo las venas pueden estar igualmente afectadas pero esto
se presenta en un menor grado que en los capilares.Todos
los capilares del cuerpo pueden verse igualmente afecta-
dos, pero los involucrados en rifibn, retina y piel, son
de importancia primordial (12)(22)(45). La microangiopa_
tia trae como resultado una enfermedad renal croénica, ce
guera y gangrens (22).

Actualmente se considera que la membrana basal
de los capilares del glomérulo estd compuesta por glico-
proteina y que un aumento de la glucosa disponible para
la sintesis de glicoproteina, es el causante directoe de
las diferencias encontradas en la membrana basal de los

capilares de los glomérulos en el estado diabético (223.
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A pesar dc todos los origenes que se le atribu-
yen al engrosamiento capilar, la mayoria de los autores
coinciden en que las arterias renales de grueso calibre
presentan atercesclerosis grave al igual que los capila
res de la membrana basal del glomérulo, y que este tipo-
de lesifn estd relacionada con la edad o con una D.M. crd
nica (5){(12)(22),

Dentro de los signos manifestados por un pacien
te diab&tico, se encuentran las neuralgias, las que se ma
nifiestan con mayor frecuencia en los nervios periféricos
(22). La neuropatia puede alterar a cualquier porcifn del
sistema nervioso.

Una de las complicaiones de la D.M., a la que
se le ha dado mayor importancia, es la complicacidn del
pie diabético. La gangrena de los pies en los pacientes
diabéticos, es una complicacidon grave y frecuente @2 )(5)
Puede deverse a lesiones vasculares (pie "sin pulse") o
neuropatia {pie "indoloro™j, generalmente con infeccidn o
lesifn agregada. La insuficiencia arterial se manifiesta
por claudicacidén, calambres o dolor nocturno (22}.

La Diabetes Mellitus puede tener otras conse -
cuencias de igual gravedad que las mencionadas <con an-
terioridad, como lo es ¢l incremento de la susceptibili-
dad a las infecciones. Las alteraciones de los mecanisnos

de defensa contra varios agentes infecciosos en la
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diabetes, son una de las causas que contribuyen a la elevada tasa
de mortalidad Ze dicha enfermedad (45).

En racientes diab8ticos, una trivial infeccién de un dedo
del pie suele ser el primer acontecimiento que desencadene una serie
de camplicacizzes (la gangrena como acontecimiento mds importante)
que finalmente puede llevar a la muerte (45}. Las infecciones debi

das a Staphylococcus aurcus son especialmente prominentes, las cua-

les se hacen evidentes por furinculos y carhdinculos recurrentes {25)
Son importantes v frecuentes las infecciones por hongos, usualmente
moniliasis, la cual se manifiesta como camdidiasis de la vagina,
ufias, vy ocasicnalmente en la boca (25).

En ratones diabéticos se ha comprobado que existe una fa-
lla a nivel de la respuesta inflamatoria local, lo cual lleva a una
ripida sepsia v mucrte de los mismos (24}.

La susceptibilidad a la infeccifn ha sido descrita camo
un mal funcicrnamiento de la irmunidad celular, lo cual es debido,
en parte a una falla a nivel d= las células linfoides con habiiidad
disminuida para generar promotores de estimutacidn de eosindfilos y
linfocitos (2§,

Kasura (28) propone la existencia de receptores para la
insulina en iinfocitos, lo cual modula la funcién de los macréfagos
y la interacziZn entre los macréfagos y los linfocitos. Debide a
que los macrifagos y los linfocitos son cruciales para la formacion
de linfocinas, las alteracicnes de estos dos tipos de células o la
falta de ing:iina puede originar un mal funcionmmiento de dichas cé

lulas y por ic tanto, o nivel pulmonar, unz eliminacién alterada,
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Otra de las causas que se considera influyen en la suscep
tibilidad alterads, es la inhibicidn en el funcionamiento de los
leucocitos polimorfonucleares (393 ( 4¢. La susceptibilidad a la in-
feccidn tambin ha sido atribuida a un deterioro en la quimiotaxis.

Saiki et. al. (46 sugleren que la principal alteracién
immmoldgica de la DM, es debida a una depresién de las funciones-
de las cBlulas T, de la actividad fagocitica de los macréfagos, o
de ambos. Se sospecha que la inhibicidn de las tunciones de las cé-
lulas T en individuos diabéticos es debida a la hiperglucemia (46 )

Se ha comprobado ademiis, que la fagocitosis alterada pue-
de ser corregida con uha terapia adecuada de insulina (460). Actual-
mente se considera que la insulina juega un papel muy importante en
la interaccién entre macryifagos y linfocitos (46), si ésta falta,
la produccidn de linfocinas se verd a su vezr alterada.

Investigaciones recientes (39)(44), indican que la D. M.
afecta a las funciones bioquimicas del pulmdén, debido a la ausencia
de insulina, ya que &sta interviene en la regulacién del transporte
y utilizacién de la glucosa en el pulmén.

Morishige (39), ha identificado receptores de insulina en
las membranas de células tales como los neumocitos (44): ademis,
agrega que mis del 40 por 100 de los tipos celulares que forman el
puledn, son sensibles a la insulina, y que el transporte y la utili
zacion de la glucosa en este tejide se encuentra bajo el control de
receptores cspecificos para la insulina,

Green v Kass (17), han mostrado que los macréfagos alveo-
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lares son las principales células bactericidas en el pulmén y que
existe un desajuste en las funciones celulares de los mismos en ra-
tones diabBticos, lo cual se manifiesta en un ridpido y fdcil esta -
blecimiento infecciosc ¢en el pulmén,

A la fecha, existen pruebas significativas de que el pro-
ceso de fagocitosis incluyendo quimiotaxis, adherencia de los leu-
cocitos polimorfonuclieares al endotelio v funcienes microbicidas,
se ven alteradas durante la DM, (2%, Uno de los factores detemmi-
nantes puede ser la disminucién de la energia sustrato para las
funciones celulares, lo cual confiere a los ratones diabéticos una
mayor susceptibilidad a las infecciones (24).

Malmoud et. al. (36), han demostrado que una terapia ade-
cuads con insulina en  ratones diab&ticos permite que este proce-
so sea reversible. Sin ambargo, en pacientes con diabetes juvenil,
una terapia adecuada con insulina y antibidticos, han sido insufi -
cientes y la infeccidn contribuye a un prondstice pobre.

Otro factor estadisticamente significativo, que tiene in-
fluencia sobre los leucocitos para que fagociten Staphylococcus
spp. es la cetoacidosis (4].

Bybee et. al. (4) indujeron la anormalidad de la capaci -
dad fagocitica de los leucocitos, por medio de la suspensién de los
mismos en sueros de pacientes diab&ticos con acidosis; e indican,
ademiis, que existen buenas evidencias para asegurar que la acidosis
en la D.M. puede convertir una infeccifn inconsecuente de bacterias

u hongos en una lesidn necrdtica con un rdpido crecimiento de los
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microorganismos. Varios autores (4 )(22 apoyan 1la idea gue duran
te Ia acidosis diab&tica, la migracidén de los granulocitos a una le
sidn inflamatoria se ve alterada.

Esta falla en la D.M. humana sc ha visto corregida cuando
se trata adecuadamente la acidosis (11).

La falla fagocitica de los leucocitos en la acidosis dia-
bética y su correccidn con la eliminacidn de la acidosis sugieren
que esta anormalidad estd relacionada con el estado metab6lico anor
mal de los carbohidratos (11).

Drachman et. al.(11) demostraron in vivo e in vitro que
el defecto principal del estado diabético, reside en el sucro mis
que en los leucocitos polimorfomnucleares. Este factor depresivo fue
identificado como las altas concentraciones de glucosa, cuya accién,
sobre los leucocitos polimorfonucleares es, principalmente, osmdti-
ca (11).

Como se menciond con anterioridad, las funciones bioquimi
cas del pulmdn ante un estado diabético se ven afectadas, lo cual
influye en el funcionamiento de las células bactericidas del mismo.

Por muchos afios ha sido estudiada la capacidad del tejido
bronquiopulmonar en animales normales, para deshacerse del material
extrafio, incluvendo bacterias (30)(32).

Laurenzi (30) hace referencia a investigaciones encamina-
das al estudio de la eliminacidn bacteriana a nivel pulmonar, en las
cuales se exponec a ratones y perros normales a una nube bacteriana

y se observa la desaparicién de neunococos en las secreciones bron-
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quiales. Las bacterias que se gncuentran en tales secrecig
nes exceden la cantidad de 10 colonias por mililitro de
secrecidn.

El interés sobre la capacidad del tejido bron -
quiopulmonar para eliminar bacterias ha aumentado en la
actualidad y ha llevado a varios investigadores (33)(37)
a disefar cdmaras de exposicidn de animales de laborato-
ric a aeroseles con bacterias suspendidas. E1 acrosol de
bacterias es generado por una fuente de presién, por lo
que el aerosol estard compuesto de pequefias gotitas en
las cuales estdn suspendidas las bacterias (30}, Las bac
terias pueden permanecer suspendidas en el aire por horas
y de esta forma ser inhaladas y depositadas en el tejido

pulmonar.
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MATERIAL Y METODOS
1.- Animales experimentales.

Se utilizaron 144 ratones raza Albina Suiza ce
pa CFW con un peso promedio de 30 g obtenidos de la Gran
ja Avicela Experimental y Bicterio de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria y Zootecnia de 1la UNAM.

Se llevaron a cabo cuatro réplicas del disefio
esquematizado en ei cuadro 1, bajo las mismas condicio-
nes cada vez. Para cada réplica se formaron dos grupos -
de ratones : tratados con aloxana y testigos (22 y 14 ra
tones respectivamente ).

CUADRO 1.- Namero de ratones en cada réplica y dise-
fio del experimento.

TRATAMIENTO TIEMPO DE SACRIFICIO
POSTINOCULACION
0 4 12 24 h 14 dias Total

Aloxana 4 4 4 4 6 22
Testigos 2 2 2 2 6 14

Total 6 6 6 6 12 36
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Ambos grupos fueron expuestos a aerosoles con

bacterias suspendidas de Staphylococcus aureus y sacri-

ficados posteriormente a diferentes tiempos postinocula
cidén: 0, 4, 12 vy 24 h,

Los animales sacrificados a las dos semanas
de la inoculacién (6 ratones tratados con aloxana y 6
nocrmales), se mantuvieron con agua y comida ad libitum
durante los 14 dias, para observar si ta exposicifn al

aerosol con bacterias provocaba muertes por ncumonia.
2.- Induccidn de la Diabetes Mellitus.

La induccifén de la Diabetes Mcllitus se lle
v6 a cabo por medio de aloxana' (monohidrato cristalino
de aloxana); sustancia ampliamente conocida vy demos -
trada como tdxica para las células beta de los islo-
tes de Langerhans ( 6)(45).

Para cada réplica se indujo la Diabetes Melli-

tus en un lote de 25 ratones que se mantuvieron en ayuno por 48 h

1 Alloxan monohidrate, Sigma Chem. Com. St. Louis Mo,



25
con agua ad iibitum, va que la habilidad de la aloxana
se ve inhibida por la presencia de mivelrs normales de
plucosa sanguinea (6 ;. La aloxana fue inoculada en una
de las venas de la cela on una dosis de 70 mg por kilo-
gramo  de peso, previamente diluida en solucién salina
ristoldgica. El volumen 1noculado por ratdn fue de apro

ximadamente 2.2 ml,.

3.- Prepatacifn del indculg.

as cepas liofilizadas de StaphvloCoccus aureus

(ATCC 292-23), que se utilizaron para la preparacidn del
indculo, se obtuviercn del Uepartamento de Bacteriologia
de la Facultad de Medicina Veteripariz ¥ Zootecnia de la-
UNAM.

La cepa liofitizada de 5. aureus se sembro en
agar soya tripticasa [:3A) y se incubd la placa por es-
pacio de 23 noras. be este cultivo se tomaron 4+ 6 5 co-
lonias y se sembraron en 25 ml de caldo infusién cere-
bro y corazdn (CICC}, contenido en matraces de 50 ml de
capacidad para permitir una mejor <¢xigenacidn del me -
dio. El caizo se incubd a 37'C en un hafio Maria’con aci
tacidn durante 12 noras. Trascurrids este tiempe. se to

maron 20 mi del caldc » se resembravon en 200 mi de CICC

1 Forma Scientific, s, Ohio u.S.A.
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en matraces de 250 ml de capacidad. La resiembra sec man
tuvo en el baiio Maria por 2 h.

Posteriornmente se centrifugd el caldo a 10,000
rpm por 10 min a 10'C], El centrifugado se decanté vy el
sedimento se vesuspendid en 100 ml de solucidbn amortigua
dora de fosfatos (ptl 7.2); sc homogenizd y se centrifugd
nuevamente bajo las mismas condiciones, para lavar las
células pacterianas del caldo utilizado, sc decantd y se
resuspendid una vez més en s6lo 6 ml de solucidn amorti
guadora., A partir del homogenizado se ajustaron 9 ml del
mismo a una absorbancia de 1.3 en un espectrofctémetruz
a 620 nm de longitud de onda.

La concentracidn de bacterias en el indculo se
conocid a partir de diluciones seriadas de dicho inculo
ajustado desde 10° hasta 19'0 sembrando tres gotas de 25
microlitros de cada dilucidn de §. aureus en TSA. Las
placas se dividieron en tres secciones para contener
las gotas de tres diiuciones diferentes y se incubaron-
a 37'C durante 24 horas.

Se contaron las UFC en taa diferentes dilucio
nes donde fue posible hacerlo y se ajustd con el factor

de dilucion, de esta forma sec obtuve la cantidad de bag

1 Centrifuga refrigerada J2-21 Beckman Inst. Inc. Full
erton., CA., U.S.A.
2 Bausch § Lomb, Rochester, N.Y., U.,S.A.
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terias por mililitro a la absorbancia anteriormente mencionada.

No. de bacterias por mililitro = UFC  x 1
0.075 Fac. dil

Donde:
UFC = Nimero de colonias presentes en las tres gotas a una dilu
cidn contable .
Fac. dil= Factor dc dilucidn

Inverso del factor de dilucidn al que se realizf la sien-
bra y la cuantificacién de las UFC. Esto es:

i

i

Fac.dil
1T =1 1 = 100
10° 1072
1 =10 1 = 1000
107! 10
0.075 = Volumen de la solucidén sembrada en las cajas de petri (3

gotas de 0.025ml = 0.075 ml)
La concentracidn del indculo se obtuvo a partir del pro-
medio del nfimero de bacterias por wmililitro en las diferentes dilu

ciones donde fue posible hacerlo.
4.- CaAmara de exposicidn al aeroscl

La inoculacién por exposicidn al aerosol, se
1levdé a cabo mediante la técnica utilizada nor Martinez
Burnes ( 3% que es una modificacién de los procesos uti-
lizados (30 ). Con ésta se garantiza una buena inocula -
cidn al distribuir vy fragmentar homogeneamente las
particulas, lo que permite la llegada de las bacterias

hasta los alveolos pulmonares.



La cdmara del aerosol ex de acrilico (47 cm de
largo, 34.5 cm de ancho y 21.5 cm de altura) y presenta
cuatro perforaciones laterales v una en la parte supe-
rior {(con 21 c¢m de difimetro) que permite la entrada de
jaulas pequefias al interior de la cdmara, dentro de las
cuales se cviocan a los ratones con grupos de sicte.
Esta perforacidén se asegura hermeticamente antes de ex-
poner a los ratones a la nebulizacibn,

La pebuliacidn se llevd o cabo per medio de
una fuente de aive con una compresora, la cual genera
una presidn gque llega a tres nebulizadores2 donde se de
positd el inbculo bacteriano. Los nelyli-adores $on =olo
cados en cada wuna de las perforaciones laterales. Lf
indculo sale de los nebulizadores en forma de aerosol,
el cual se distribuye en la cfimara y es inhalado por
los ratones. Simultaneamente y mediante un filtro apro-
piado se indujo una corriente de vacioc o salida de la
cdmara para que formara una circulacifén interna y se
distribuyera homogeneamente el inbculo, este efecto se
ilustra en la figura 1 . El filtro fue colocado en la
cuarta perforacidn. Il aire se extrajo de la cimara me-
diante una bomba de vacio . Todo el aire extraido pasa-
ba al fondo de un recipiente que contenia fenol al 5 por

100. La exposicidn al acrosol se realizd dentro de una

1 DeVilbiss Mod 645, Co, Somerset, P,A., U.S5.A.
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campana de extraccion la que sc encendia al momento de
instatar las conecciones de la cimara. Corn esto se  ga-
rantizd la seguridad de los operadores.

Se nebulizaron 8 ml de indculo d» §. aureus
en cada réplica, el que ée consumia en 10 minutos.

Tanto los ratones nermales como los tratados
con aloxana, fueron nebulizados,

Se tomaron al azar cuatro ratenes tratados
con aloxana y dos normales cuatro hovas antes de exnoner
los al inéculo bacteriano, y sc¢ les mantuve en ayuno.Es
tos ratones fueron sacrificades a la hora cero,

Cuatro horas antes de sacrificar a los ratoe-
nes, se les mantenia en ayuno con agua ad libitum: esto
se hacia con la finalidad de lograr mayor precisidén en-
la Yectura de la concentracidn de glucosa en la sangre

al momento del sacrificio.
5.- Remocidn bacteriana,

Después de la exposicidn de los ratonec al ae
rosol bacteriano, se procedid a sacrificarlos en los si
guientes tiempos: 0, 4, 12 y 23 horas. Cada ratén fue
sacrificado con pentobarbital sédico] a una dosis de

7.87 mg por gramo de peso (0. 1.5 ml) por via intrapexi-

1 Ancstesal, Lab. Norden de México.
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ritoneal, pesado en una balanza analitica digital1 ¥y
sus datos fueron registrados, Posteriormeate se coloca-
ron en dectibito dorsal en una plataforma de madera con
parafina. La region ventral se desinfectd con una solu-
cidén de cleruro de anZSICGQiOZ. Los ratones fucron de-
sangrados per la arteria renal para obtener una muestra
de sangre y posteriormente determinar la concentracibn
de glucosa en la misma,

Después de desangrados los ratones, los pulmo
nes fueron removidos asépticamente, se separaron los
bronquios extrapulmonares v el corazdn, se pesaron los
pulmones y se colocaron en tubos maceradores de yidrio
(19 x 150 mm y 16 x 150 mm), adicionando 5 ml de solu -
cidén amortiguadora de fosfatos (pH 7.2), después se ho-
mogenizaron con ayuda de un roto% de velocidad variable,
Esto se hizo por separado para cada rat6n,

El homogenizado del pulmbn, con una concentrg
cibn inicial dg 10°, se diluyé serialmente hasta obtener
la diluci6én 10 . De cada homogenizado se tomaron tres
gotas de 24 microlitros cada una y se sembraron en cajas

de petri con TSA; después se incubaron a 37'C por 24 h,

Qhaus Scaie Corporatien, N,Y., U.S5 A,
Equipos Médicos Quirtdrgicos, México,
Pyrex, Corning Glass Works, N.Y., U,S.A,
Caframo, Ontario, Canadi.

o By
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en una estufa bacteriolfgica,
Se calculd el nimero de bacterins nor eramo de
pulmén @ través del ndmero de UFC cuantificadas en la siem

12 3
bra de cada dilucién (105 107 10, 10 ) .

N 1 | ] . g. bul,
No. de bacterias g. pulmén e X 5 x TR TN

5 = Namero de mililitros de solucién-
amortiguadora de fosfates adicio-
nados al tubo donde se maceraron-
los pulmones.

0.075 = Vohumen de solucidn sembrado en -

las cajas de petri (3 gotas de -
0,025 ml = 0.075 ml).

Después se promediaron los resultados, exluyéndédse -

los que tenian un nlmero excesivo d¢ bacterias, va que
éstos fueron imposibles de contar. También se excluyeron
los que no mostraron crecimicnto bacteriano. Lste prome
dio se utilizd como medida del nGmero de bacterias por

gramo de pulmdén en el ratdn.
6.- Determinacidén de la glucosa en sangre.

Obtenidas 1las muestras de sangre, se determi-
né la concentracidn de glucosa por ratdn por el método
de la ortotoluidina. Las muestras fueron centrifugadas]
a2 3,000 rpm por 10 min. Trascurrido este ticmpo se toma

ron 50 microlitros de suero de cada mucstra y se coloca

1 Baird § Tatlock. Lendon. BTL. Bench Centrifupe,
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ron cn tubos de vidrio. A cada muestra se le adiciond 0.45 ml de
agua destifada y 3.5 ml de ortotoluidina. Se prepard tam-
bi¢én una muestre blanco y una estandar. El blanco se pre
pard con 0.5 mi de agua destilada y 3.5 ml de ortotolui
dina y el estandar fue preparado con 0.45 ml de agua
destilada y 50 microlitros de patrdn de glucosa. El pa-
tron de glucosa se prepard con 100 mg de glucosa en 100
ml de solucién salina fisioldgica,

Se colocaron los tubos en un bafio Maria‘a 100'C
por 10 minutos y pesteriormente se hicieron las lecturas
de concentracién de glucosa individualmente en un espec
trofotémetroz a 630 nm,

La determinacidén de glucosa se hizo para todos

los ratones sacrificados.(g)
7.- Muestras para h istopatologia.

De cada ratdn se tomaron ambos rifiones y se fi
jaron en formaldehido amortiguado al 10 por 100, Las mues
tras fueron procesadas por medio de la técnica de inclu
sién en parafina (34), se hicieron cortes de cuatro mi

cras de espesor y se tiferon con hematoxilina v eosina.

1 BT3 Grant Instruments L.T.D. {
2 Spektralvhotometer FMI. DL, Zeiz:z. West Germanv,
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Posteriormente se estudiaron los cortes al microscopio

vy se anotaron las lesiones encontradas en cada caso.

8.- Anialisis estadistico.

Se obtuvieron las medias de peso vivo, nlmero
de bacterias, nlmero de bacterias por gramo de pulmén,
remocidn pulmonar y su desviacidn estandar.

Se realizd un andlisis de covarianza para esta
blecer el efecto de grupo, réplica experimentzl, tiempo
(horas postinoculacién) y su interacidn sobre ia varia -
ble nimero de bacterias por gramc de pulmdn, y la rela -
cidn de @ésta con la glucemia.

El andlisis de covarianza se realizé utilizan-

do el siguiente modelo:

4 = i *
Yige =Wt Hp o+ BaGygp B MH R0 5 v Ry By
Yiik = Nimero de bacterias por gramo de pulmébn, en
J la Hora,, Réplicaj, X-&simo ratén.
v = Media general.
H. = Efecto del i-ésimo tiempo de sacrificio post

1 inoculacién (0, 4, 12 v 24 h).

o
[on]
i

Efecto de la relacién lineal entre glucemia

Y Yk

Ezﬂﬂ*ﬁhjk: Efecto de la interaccidn tiempo glucemia .
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Efecto de réplica experimental

= Efecto de error aleatoric

Las comparaciones miiltiples de medias para los factores
que resultaron con un efecto significativo, se realizaron mediante
la prueba de Tuckev modificada para muestras de diferente tumafio

(16).



RESULTADOS

E1l depbsito de S. aureus inmediatamente después
de terminada la inoculacidn varid considerablemente en
tre las diferentes réplicas (Cuadro 1), y se cncontrd -
una correlacidn negativa altanente significativa (r=-0.59)
{(p& ©.01) entre la concentracién inicial del indculo y

la deposicidén de bacterias a 1a cero horvas.

Se encontrd una marcada varizbilidad en los
niveles medios de glucosa sanguinea en el grupo de rate
nes tratados con aloxana. Algunos de estos valores de -
glucosa se confundieron con los valores basales del gru

pe no tratado con aloxana (Cuadro 2).

Se obtuvieron diferencias estadisticamente sig
nificativas (p4 C.01) en el nimero de bacterias por gra

no de pulmdén entre las diferentes horas de muestreo (0,

b

4, 12 v 24}, Mediante la prueba de Tuckev, se observaron
diferencias entre los cuatro intervalos de tiempo. Sin-
enbiargo, no se encontrd una relacidén lineal significa-

tiva (r= 0.22) entre los niveles de ¢lucemia y el nime-

ro de bacterias cuc permanecieron viables cn el puilmén.



CUADRO 1. Concentraciones de indculo y depbsito de S. aureus en los

pulmones de ratones tratados con aloxana y testigos inocu

lados por aerosol.

No. de Réplica

Indculo
(No. de UFC/ml)

cero horas

Depbsito a las

. de UFC/ ml)

Coeficiente

de corrclacidn.

1 9.152
2 1.250
3 5.380 x

4 2.660

x 10

X 109

X

Zx

X

r = - 0,597

9t
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CUADRO 2. Valores pramedio y desviacifn estandar de glucemia entre
los grupos tratados con aloxana y testigos, obtenidos a

los diferentes lapsos postinoculacidn,

GRUPO MEDIA ( n ) DEV. ESTD.
Para toda la muestra 116.75 (n=91) 70.63
Grupo Testigos 105.22 (n=31) 46,88
Hora 0 145.71 (n=7) 72.99
Hora 4 95.37 (n= 8) 34,47
Hora 12 89.13 (n= 8) 30,26
Hora 24 95.75 (n= 8) 24,48
Grupo Aloxana 122.70 (n=60) 79.91
Hora 0 154.21 (n=14) 78.49
Hora 4 144.07 (n=14) 102.75
Hora 12 85.87 (n=16) 22.76

Nora 24 113.25 (n=16) 84.94




CUADRO 3 . Indices o porcentajes de retencién bacteriani obtenidos de ratones

tratados con aloxana y testigos, inoculados con aerosoles contenien

do S. aurcus , en diferentes intervalos de tiempo postinoculacién.

Tratamiento Intervalos de tiempo postinoculacion
0 4 12 24 (h).
Aloxana Media 100 25.12 1.22 1.07
(n= 60) + D.E. 0 2.82 1.83 1.07
Testigos 100 30.82 2.79 0.16
(n= 31) 0 25.54 2.33 0.24

CUADRO. 4, Nimerc de bacterias por gramo de pulmdén retenidas en ratones trata-

dos con aloxana y testigos, en diferentes intervalos de tiempo post

inoculacidén con §. aureus.

Tratamiento

intervalos

de tiempo

postinoculacién

0 4 12 24 (h).
Aloxana Media 1010920.3 254054.6 46677.3 10827.7
(n=60) + DR, 576361.1 106413.0 48243.1 23481.8
Testigos 1094161.5 246453.6 28534.0 2539.1
(n=31) 602732.1 112880.5 43897.3 3880.6
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CUADRO 4. Andlisis de covarianza, Niimero de bacte-

rias por gramo de pulmdn.

Variable v, 1 a5, SLK, F
calculada
Glucemia (1) 1 6066.45 6066.453 0.081 (ns)
error 83 6210241.77 74894.48 T
Hora (2) 3 15333386.33 5111128.78 69.00 (®%)
error {(2) 84 6222313.35 74075.16 —
HAGluce (1) 3 69947 .2 23315.74 0.30 (ns)
Réplica (1) 3 475497 .80 158499, 27 2.06 {ns)
error 80 6146294 .56 76828.68 -
TOTAL 90 21974112.69 R —

(1) ajustado a diferencias entre réplicas y horas
(2) aijustado a las diferencias entre réplicas
(ns) no significativo, p >0.05

(**) altamente significativo, p<o0.01
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CUADRO 5. Porcentaje de ratones tratados con aloxana -
que presentaron lesiores renales en los dife
rentes tiempos postinoculacién.

LESION INTERVALOS DE TIEMPO POSTINOCULACICK.
0 h. 4 h. 12 h. 24 h, 15 dias
Congestidn de - 50 % 33.3% 25 % 8.3 % 53.3 %

vasos sanguineos

Engrosamiento 58.3 83.3 25.0 58.3 60.0
glomerular

Degeneracidn 66.6 75.0 50.0 75.0 60.0
tubular

Cilindros en 25.0 33.3 16.6 8.3 26.6
tiibulos

Exudado purulento 8.3 8.3 16.6 0 6.6
en tibulos

Reac. Inflamato- 41,6 33.3 16.6 25.0 46.6

ria en glomérulo

Reac. Inflamato-  16.6  58.3  33.2 16.6  53.3
ria en tej. Inters

ticial

Fibrosis tej. In - 8.3 16.6 8.3 0 6.6

tersticial
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Tes ficices de reowocién bacteriana en los pul -

mones tanto de animales testigos como los tratados con
aloxana indican que las bacterias se eliminaron rapidamen

te (Cuadro 3). (Figuras 1 y 23,

El inbculo bacteriano no provocd muertes por-
neumonia dentro de los 15 dias pesteriores a la inocula-
cidn, en ninguno de los grupos de ratones. A la necrop -
sia, no se observaron cambios macroscépicos en los pul-

mones.

En el grupo tratado con aloxana, se cbservaron
diferentes frecuencias y grados de lesién renales (Cua-
dro 5), pero en ningiin caso se observaron cambios en el
parénquima pulmonar. Es importante hacer notar que todos
los animales con lesiones renales pertenecian a las ré -

plicas 1, 2 y 3, pero ninguno a la réplica 4.
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DISCUSTION

El depdsito inicial de Staphylococcus aureus

inmediatamente después de terminada la inoculacién va-
rid considerablemente entre las diferentes réplicas.Es-
tos resultados son consistentes con los observados por
otros investigadores (30)(33), aunque las variaciones
en estas (ltimas fue menor (32)(33). Esta variacién en
el depésito inicial es probablemente debida a varios
factores como podrian scr la concentracién del indculo

o la viabilidad de las bacterias

La correlacidén negativa (r=-0.59), entre la
concentracidn inicial del inbdculo y el nlimero de bacte-
rias depositadas ha sido descrita por otros investigado
res (30)(32)( 33, No se¢ ha podido explicar cientifica-
mente cual es la causa de este fendmeno. Se ha observa
do que la nebuiizacidén muchas veces es deficiente,

formindose particulas mavores de 10 micras, las que son retenidas
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en las vias respiratorias altas, siendo escasc el nfimero

de bacterias que logran llegar al alveolo (301).

La variabilidad de los niveles de glucosa encon
trados en el grupo tratado con aloxana, es incensistente
con los valores reportados por otros investigadores. Es-
dificil explicar esta marcada discrepancia de resultados,
pero pudiera deberse a gque en este experimento se utili-
z6 solucibn salina fisicldgica como vehiculo del aloxana-
y no HCl o solucidn amortiguadora (pH 4.5) come lo reco-
miendan algunos investigadores (0 ){-%). Sin embargo, exis
ten reportes confiables de la eficacia de la solucidén salina como -
vehiculo para la induccién de la Diabetes Mellitus con -

aloxana (Qh)

Otra posible explicacién podria ser que la alo
xana utilizada no haya tenido las propiedades quimicas y-
bioldgicas esperadas; sin embargo, esto también es impro
bable, pues cuando esta sustancia se oxida, tiende a vi-
rar hacia el color rosade (0 ), situacifn que ne se obser
vd durante vy despudés de la investigacion. También se po-
dria pensar que la variabilidad en los niveles de gluco-
sa se hayan debido a un error en lrs técnicas de inocula
¢idn.

La falta de efecto diabetogénico de la aloxuna

podria deberse también a una dosis insuficiente o a un -
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acelerado metabolismo de esta sustancia. lebert J.C. (co
municacidn personal, 1983), afirma que la vida media de
la aloxana en contacto con el suero sanguineo, es de me-

nos de un minuto.

Las curvas de remocidn bacteriana tanto en el
grupo "diabético", como en el testigo fueron similares a
las descritas para ratones inoculados con S. aureus (30)
(32)(37), por lo que no sc pudo comprobar efecto adverso
de la glucemia en la remocién bacteriana similar a la des
crita para infecciones virales (26), uremia {18), acido-
sis (27)(4) o edera pulmonar (29).

Se podria pensar que los niveles de glucemia,
quizd, no fueron lo suficientemente altos como para indu

¢ir una falla en los mecanismos de defensa del pulmdn.

DeMaria y Xappral (10 ) afirman que no es nece-

saria la multiplicacién de bacterias (Staphylococcus au-

reus) para inducir una neumonia; sin embargo, esto no se
comprobd, ya que los animales después de inoculados fue-
ron mantenidos por 15 dias sin que alguno de ellos mos-

trara signos o lesiones respiratorias,

Las lesiones histoldgicas observadas en los ri
fiones no concuerdan con la nefrosis y nefroesclerosis que

se presentan en la Diabetes Mellitus., Es posible que las
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lesiones de exudacién y fibrosis intersticial hayan sido
hallazgos incidentales, independientes del grado de glu-
cemia. Aunque se han descrito lesziones asociadas a la ad
ministracién de la aloxana, éstas son de cardcter degene
rativo por lo que tampoco coinciden con las lesiones ob-

servadas (20). (38),
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CONCLUSTIONES,

Dados los diferentes niveles de glucemia obte
nidos en los ratones tratatos con aloxana, se concluye
que la respuesta nofue estandar en los ratones utiliza-

dos,

Al no haber obtenido niveles clevados de glu-
cemia, en los individuos tratados con aloxana, no se pue
de concluir en cuanto a la mayor susceptibilidad a la ip

feccibn de los individuos diabéticos,

p
#
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CUADKO 1 . Resultados generales. Se enlistan los resultados indivi
duales para ratones testigos (N) y tratados con aloxana

0.
5 e P C a4c. No. Bac,
Peso Peso mg/100n1 Uu F ¢ No. Bac. No. Buc
Gpo. Rat. pul  Cluc, 0 -1 -2 -3 Prom. g. Pul.
8 £

0 b 30.77  0.21 137 Inc Inc 30 1 133333 63492i
0 D 33.80 0,41 102 Inc Inc 68 6 426067 1040050
D 32,75 0.26 185 Inc Inc 98 9 0626667 2410256

0 N 27.41 0.20 125 Inc Inc 50 5 333333 1660667
0 N 27.42  0.23 9 Inc ITnc 46 6 353333 1536232
4 D 2431 0.19 231 Inc 96 6 0 52000 273684
4 D 27.72 0,31 34 Inc 9% 24 1 96889 312545
4 D 24,94 0.24 39 Inc 89 9 2 84222 350926
4 D 3417 0.2 50 Inc 5 11 1 67778 282407
4 N 25,5 0,15 156 Inc 34 302 58667 391111
4 N 18,95 0.15 150 Inc 44 9 0 4doeT 297778
2 b 31.82 0.22 88  1Inc 26 i 1 30222 137374
2 D 29.9% 0.28 51 60 7 [V STt 18254
2 D 35,206 0,25 93 80 12 5 0 1nn 44444
2 D 2t 0.21 B Inc 42 7 0 37333 177778
12 N 28,15  0.25 90 57 4 10 4378 17511
12 N 24,06 0.16 54 88 9 T 1 21300 133125
24D 31,07 0.31 22 40 6 0 0 3333 10753
4 D 31,41  0.24 90 34 1 0 0 1467 6111
1D 33,08 0.24 108 15 1 0 0 ‘833 3472
24 D 28,03 0,22 350 40 3 2 0 6000 27273
24 N 23,17 0.18 85 23 1 0 o0 1100 61N
24 N 26,10 0,20 133 21 4 0 0 2033 10167

Inc = Incontables.
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CUADRO 2. Resultados generales. se enlistan los resultados indivi
duales para ratones testigos (N) y tratados con aloxuna

61)]

Peso  Peso mg/100ml u r c no. Bac.No. Bac.

H Gpo. Rat. Pul.  Gluc. 0 -1 -2 -3 Prom o, Pul.
0 D 3§.Z1 g.Zé 190 Inc 261 43 O 230333 885897

0 D 41.86 0.27 318 Inc 180 15 3 140000 518519

0 D 41.82 0.27 234 inc 148 200 3 144000 533333

¢ D 37.20 0.31 255 Inc 178 19 4 170667 550538

0 30.17  0.23 284 Inc 280 30 3 195556 850242

0 N 26,12 0,23 206 Inc Inc 39 0 200000 1130435

4 D 34,46 0.2¢ 117 Inc 75 22 0 97667 336782

4 D 41.60 ©.33 258 Inc 44 6 1 15333 137574

4 D 31,80 0.28 72 Inc 46 4 i 41333 147619

4 D 31.48 0.51 24 0 0 0 0 0 0

4 N 22,65 .20 114 197 26 1 i 25950 129750

4 N 19,52 0.27 106 Inc 136 15 2 108000 400000

12 D 33,13 0,19 108 7 1 cC 0 567 2982
12 D 3541 0.33 86 131 10 4 0 14022 42492
12 D 31,17 0.25 53 43 3 A 6178 24717
12 D 32.50 Q.22 103 18 3 1 0 3289 14949
12 N 28,03 0. 20 86 5 0 0 0 333 1667
12 N 23.44 0.21 84 7 0 0 O 167 2222
24 D 28,57 0.3 21 54 7 1 0 4978 16057
24 D 43,20 0.28 150 3 0 g O 200 714
24 D 40,20 0.3 150 1 1 ¢ 0 367 1183
24 D 38,00 0.29 194 4 0 0 O 267 920
24 N 30,50 0.18 90 0 0 0 0 0 0
24 N 24,58 0.20 120 0 0 0 0 0 0

Inc = Incontables.
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CUADRO 3 . Resultados generales. Se enlistan los resultados indi

viduales para ratones testigos ‘N) y tratados con alo

xana (D)
Peso Peso b F C No, Bac. No. Bac.
H Gpo. tat. i "Moo 2 5 prom. gL pul
g g

0 D 2671 0.19 71 Inc 175 27 2 143333 754386
0 D 2775 0.23 100 Inc 167 30 & 281556 1224155

0 D 30.31 0.20 131 Inc 213 25 3 169556 847778

0 D 21.58 0.5 7 Inc 260 26 3 182222 1138889

0 N 26,47 0.20 83 Inc Inc 46 6 353333 1766667

4 D 26.53 0.24 105 Inc 40 13 1 60000 250000

4 D 28,51 0.27 163 Inc 63 5 3 91778 33a9(8

4 N 2976 0.24 83 Inc 35 3 0 21667 90278

4 N 26,25 0.21 103 Inc 46 3 1 39111 186243

12D 30,12 0.23 96 296 32 3 0 20422 88792
12D 29.97 0.26 80 51 50 0 3367 12049
12 D 28,30 0.23 115 20 310 3533 15362
12 D 2331 0.16 110 38 O 3956 24722
12 N 23.23 0.19 81 89 9 2 0 8422 14327
12 N 30,96 0.23 141 24 2 0 0 1467 6377
24 D 2542 0,19 124 149 39 0 0 17967 94561
28D 26041 0.21 5 9 1 0 o0 210 3016
24 D 30,43 0.49 61 22 & 0 0 2067 1218
28D 27.39 0.19 76 3 0 0 0 200 1053
24 N 3039 0.25 9 0 0 0 o 0 0
24 N 20,28 0019 74 3 20 0 67 1035

Inc = Incontables.
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CUADRO 4 . Resultados generales, Se enlistan los resultados in
dividuales para ratones testigos (N) y tratados con
aloxana (D).

Peso  Peso. Gluce. ur C No. Bac. No. Bac.

H Gpo. Rat., Pul mg/100ml0 -1 -2 - oprom. g. bul
0 D 32.96 0.23 91 Inc 260 36 & 315550 1371981
0 D 28.90 0.24 113 Inc 110 o6 2 82222 342593
0 D 27.38 0.22 185 Inc 360 52 10 417778 1898980
0 N 36,78 0,30 125 Inc 58 12 0 59333 197778
0 N 48.48 0,32 105 1Inc 176 26 3 1635536 IARAR
4 D 32,08 0.25 387 1Inc 78 6 1 52889 211556
4 D 29.60 0.25 152 Inc 130 16 1 86667 346667
D 23.27  0.35 212 Inc 120 8 0 66667 190476
A4 D 25,87 0.23 164 Inc 120 14 0 86667 376812
4 N 3529 0.27 5 Inc 7413 1 67556 250236
4 N 41.06 0.33 90  1Inc 26 111 74667 226263
12 D 24.68 0.19 114 53 0 0 0 3533 18596
12 D 23.68 0.19 86 46 12 2 0 8133 42807
12 D 21,10 0.18 63 i10 12 0 0 7667 42593
12 D 29,97 0.22 84 111 14 0 O 8367 38030
12 N 40.00 0.22 54 68 7 0 O 4600 20909
12 N 36,90 0.30 123 50 7 v 0 4000 13333
24 D 28,22 0.30 180 12 1 0 0 733 2444
24 D 28,22 0.20 130 1 0 0 0 67 256
24 D 29.48 0.24 65 0 0 0 0 0 0
28 D 25.26  0.22 28 4 ] 0 O 267 1212
24 N 33,36 0,31 113 0 0 0 0 0 0
24 N 22.68 0.21 60 0 0 0 0 0 0

Inc = Incontables.
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