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Resumen

La Pasteurella multocida es cominmente aislada del tracto respiratorio del cerdo. Ha
skdo reconocida como €l agente etioldgico del complejo de la neumonia cronica porcina,
complicando la neumonia iniciada por Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacilus
Pleuropneumoniae.

P. multocida y Bordetella brochiseptica son considerados los agentes causales de la
rinitis atrdfica porcina, demestrindose que serogripos A y D de los cinco serogrupos
capsulares de P. prdtocida estin implicados en esta enfermedad.

Elpmpéshodeeslcesmdioﬁrecaracmmmumsquimimsdebs
polisacéridos capsulares de Pasteurella multocida tipos A y D de cepas de referencia
tratando de encontrar una posible relacion con la patogenicidad, utilizando métodos
quimicos como Espectrofotometria del infrarrojo y Espectroscopia de resonancia
magnética nuclear.

Cuando una molécula absorbe radiacion IR, la vibracion molecular aumenta en
intensidad; por o que cada frecuencia de luz absorbida por una molécuta corresponde a
una vibracién de un enlace especifico (grupo funcional). El espectro de IR consiste de
bandas; suele ser una grafica de radiacion transmitida & longitud de onda. La mayoria
de los grupos funcionales provocan absorciones caracteristicas en el 1R que cambian
poco de un compuesto a otro. Absorciones caracteristicas nos dan una informacién
valiosa sobre las estructuras de los compuestos. La cromatografia de particién en
cromatoptacas de celulosa permitié confirmar la presencia del icido hialurGnico
solamente en el extracto capsular tipo A. Los resultados mostraron por medio de la
RMN 'H y RMN "°C la presencia det scido D-galacturdaico y el acido D- glucurénico
como productos de la hidrélisis 4cida del extracto capsular tipo D.




1. INTRODUCCION

1.1 COMPLEJO RESPIRATORIO PORCINO

Las enfermedades virales son impostantes en las infecciones secundarias bacterianas,
sobretodo en las involucradas con el aparato respiratorio; tales afecciones estan bien
documentadas tanto en el hombre como en los animakes domésticos. La idea de que
pudiemcxistirumcoopmaciénenuevimsybactaiasenlasmumoniasfue
conceptuada a raiz de las pandemias de influenza humana, ocurridas durante el sigho
pasado. Afn hoy en dia, la neumonia por agentes bacterianos secundarios es una de las

complicaciones en los procesos neumonicos del cerdo.

El problema respiratotio porcino, se ke conoce como el Complejo Respiratosio Percino
{CRP), y se le considera asi, por la pran variedad de agentes infecciosos que se
involucran en el proceso neuménico. Sin embargo, existen una serie de irabajos
clasicos, realizados por nuestro grupo que han demostrado la participacion de virus con
virus, de virus con bacterias, de micoplasmas con bacterias y de bacterias con bacterias,
en donde actian en forma sinérgica o interactitan en ellos. De igual manera sabemos
qweezdstmagenﬂpamgenospﬁnwios(agﬁﬁcswhnimdmslempmm))
secundarios u oportunistas (agentes colonizadores tardios), de reciente aparicion, por los
sistemas de produccion porcina (cerdos en explotaciones de alta salud en varios sitios}
que han complicado el problema neuménico aparentemente resuclto (en cerdos de
explotaciones comvencionales), de ahi la pecesidad de seguir trabajando en las
interacciones o sinergias emtre diversos agentes infecciosos (Amass, 1998; Ciprian,
1999).

1.2 PASTEURELOSIS

Este proceso puede definirse como la infeccion, clinica o subclinica, de cualquier
sistema Organo o tejido, del que pueden aislarse microorganismos del género
Pasteurella.

Pasteurella spp. se encuadra dentro de ia familia Pasteureliaceae, un grupo complejo de
microorganismos, altamente adaptados a la vida parasitaria y que incluye, ademas. los
géneros Actinobacillus y Heemophilus (Bisgaard, 1995).




De las seis especies reconocidas dentro del género (Carter1984), Pasteurella multocida
y Pasteurella haemoiytica son probablemente las que tienen un papel mas destacado
como pattgenos en los animales de produccion y de compafia (Shewen1986; Biberstein
et al ,1991).

A diferencia de lo que ocurre con la Pasteurelosis producida por P. haemolytica, que se
da findamentalmente en rumiantes, la Pasteurelosis por P. muitocida puede afectar a
una gran variedad de especies animales y manifestarse de muy diferentes maneras:
desde la infeccién asintomatica en conejos hasta cuadros septicémicos en rumiantes o
aves, pasando por la infeccion de vias respiratorias en practicamente todos los animales
de produccion (Alwis, 1995).

En el humano se han descrito casos esporadicos de Pasteurelosis por P. mmdtocida
originados generalmente por araitazos o mordeduras de animales (Dibb and Digranes,
1981; Holst et of, 1992), aunque también pueden darse la contaminacion por via acrea
(Klein and Cunha, 1997; Wine et af., 1997)

121 CARACTERISTICAS DE P. muitocida

P. pudtocida es una bacteria Gram-negativa, de forma cocobacilar de 0.5 x | uym ¥
tincion claramente bipolar. Muchas cepas presentan cépsula en los cultivos frescos. que
ripidanmtesepierdeu-astmospocospasesdecuhivoinvfﬂ'o.Nopresentaespomsni
flagelos y s una bacteria capaz de fermentar y oxidar ciertos azikares (Carter, 1984).

Pese a que resultan muy dificiles de demostrar,( Glorioso ef al. 1982 v Rebers ef af.
1988) han comprobado ta presencia de fimbrias en algunas cepas de P. multocida

La mayoria de cepas de P. mdocida se caracterizan ademas por ser catalasa, oxidasa e
indol positivas, asi como por ser fermentadoras de la sacarosa y el manitol (Heddleston,
1976). Aunque gencralmente estd catalogada como fermentadora de la glucosa, la
mayor parte de las cepas aistadas de conejo utilizan la glucosa dnicamente de torma
oxidativa {Badiola-Sdiz et a/.,1992)




Para su crecimiento requiere la presencia de ciertos aminodcidos y vitaminas , a
diferencia de otros géneros de la familia Pasteurellaceae, no es NAD dependiente
(Jablonski er ai., 1996).

Para el primo-aislamiento, es aconsejable el cultivo en medios gue contengan sangre.
En estos medios, algunas cepas son capaces de producir una decoloracion del medio, en
las inmediaciones de las colonias, que no debe considerase como verdadera hemolisis.
Crece bien en medios ricos, como TSA o BHI y a diferencia P. haemodytica, no es
capaz de crecer en medios selectivos como el Agar Mac Conkey o el ASS (Unchitti er
., 1992).

122 EPIDEMIOLOGIA

La Pasteurclosis es una enfermedad bacteriana infectocontagiosa que puede ser
transmitida de un animal infectado a uno no infectado y de un animal infectado a otro
previamente infectado.

Esta bien establecido que cuando menor es la distancia entre animales, mayor es la
probabilidad de contagio y, aunque la transmision aérea estd generalmente reconocida,
ésta sGho parece ser efectiva entre animales proximos. En condiciones experimentales,
(Lelkes y Corbett, 1983) comprobaron que por contacte directo la mayoria de los
animales se infectan emire la primera y la tercera semana; que a distancias minimas -
Jaulas proximas- la mayoria de animales se infectan entre la segunda y la cuaria semana,
y a distancias mayores —tres metros-, no se producen infecciones horizontales en al

menos |2 semanas.

Aunque la transmision directa es la mas ampliamente reconocida, también parecen
existir otras formas de transmision. {(Colmes et al. 1983) involucran a los bebederos
contaminados como posible via de infeccion cruzada y (Shewen, 1986) a insectos.



Huésped Proceso patolégico Serotipos mas frecuentes  Caracteristicas destacadas
Bovinos Seplimeria hemorrigica B2, E22.B3,4 AMas asas de monalidad
Neumonia A3, A34 Geoeralmente asociada a M. haemolytica
Ovinos Neumonia D:1, D:4 Consolidacion pulmonar
Polles Colera aviar AlLAS. B4 AS AR Altas tasas de mortalidad
Pavos Célera A9 Depresitn, inapetencia ¥ diarrea
Cerdos Rinitis atrdfica A3.D3 Involucrada uma loxina dermonecrdtica
Neumonia A35.D4.D:10 Frecuentemenle asocieda a AMycopfasma
SPE-
Coneins Coriza Al2 Lagrimeo ¥ secrecikin nusal
Neumonia A3 A2 Consolidacion pulmonar

FIGURA 1.- PROCESOS PATOLOGICOS SEGUN LA ESPECIE ANIMAL INFECTADA CON

Pasteurella multocida.

En el caso del conejo, 1a colonizacién de vias respiratorias superiores puede encontrarse
a niveles de prevalencis tan altos como del 75-90% (Holmes et al.,1983; DiGiacomo ef
al, 1983), con un 30-45% de animales con signos clinicos {DiGiacomo ef al.. 1983). En
un estudio a nivel de matadero, se detecté otitis media en un 4% de los animales jovenes
y en un 32% de los animales adultos (Flatt ef of,, £977). La prevakencia de lesiones
neumdnicas nmnsoépms, en animales aparentemente sanos de 8-10 semanas de vida,
puede llegar a akcanzar niveles del 20% (Flatt and Dungworth,{971).

Aunque se han tratado de asociar como marcadores de virslencia, el papel de los
antigenas sométicos y capsulares parece centrarse principalmente en su vertiente
epidemiologica. Los métodos de clasificacién mas utilizados son (i} el de (Heddleston
et o, 1972), ampliado por (Brogden et al, 1978), centrade en la composkion del
lipopolisacarido y en el que se contemplan 16 serotipos diferentes; y (ii) el de (Carter,
1955) con el que, atendiendo a la composicion capsular, se han descrito cuatro serotipos
diferentes. Afios mds tarde se adicion® un quinto tipo capsular (Rimler and Rhoades,
1987).

En los concjos Yos serotipos dominantes son el 3 y el 12 de la clastficacion de
Heddleston y el A y D de la clasificacion de Carter. con algunas dilerencias entre
paises. Ast, en Espafia el serotipo dominante es el A:3 (Badiola-Saiz et al. 1992) en
Francia el serotipo mas frecuente es el A:12 {Morisse,1979); en Bélgica dominan el A:3
y el A:12 (Spanoghe, 1984; Okerman. 1994) en Canada el serotipo A:12 es el mas




frecuente con un 47% de los aislados, seguido del D23 con un 30,5% y del A:3 con un
12% de los aisiados (Percy et af,1984); en Estados Unidos €l serotipo més frecuente
parece ser el A:12 que representa el 32-33% de los atslados, et A:3 con el 16%, mientras
que las A: no tipificable representarian el 30-50% de las P. multocida aisladas (Lu et al.,
1983).

En cerdos, a nivel de matadero,(Pijoan et af, 1983) encontraron que las cepas aisladas de
pulmones eran mayoritariamente A:3,5. En cambio los casos de septicemia
hemorrédgica parecen estar provocados por las serovariedades B:2, B:S y B:2.5
{Townsend e al., 1998).

En aves, las cepas causantes de peste aviar corresponden a las serovariedades Al A3
y B:4 (Rhoades ef af_, 1992)

En cuantc a bovinos y ovinos, las cepas causantes de septicemia hemorrigica son
predominantemente B:2, E2 y B:3.4 (Alwis, 1995), mientras que las aisladas de
neumonias suelen ser A:3 y A:3,4 (Purdy es al,, 1997).

123 PATOGENIA Y MARCADORES DE YIRULENCIA

En las aves, en ¢l ganado bovino y ovino, en los conejos y en Jos casos de rinitis atrofica
o de septicemia hemorrégica del cerdo, las cepas de P. mudtocida involucradas parecen
capaces de provocar la enfermedad sin que sea necesaria la participacion de otros
agentes infecciosos (Gourlay ef af, 1989; Glavits and Magyar, 1990; Rhoades and
Rimler, 1990; DiGiacomo ef af., 1993; Redondo ef al.,, 1993). En todo caso, no se
puede descartar la participacion de otros microorganismos, asi como de factores
externos al animal, en la gravedad del cuadro clinico. En cambio, en la produccion de
neumonias porcinas, se han involucrado toda una serie de agentes infecciosos {Amass ef
al., 1994; Cheng ef al., 1994; Ciprian et al, 1994). Segin (Coudert ef al, 1986), la
pasteurelosis del conejo se inicia con la colonizaciin de las vias respiratorias superiores;

y es, a partir de este lugar, desde donde se alcanzan otros Grganos.

En la capacidad de colonizar las fosas respiratorias, parecen jugar un papel importante

determinados factores asociados a la bacteria. Asi, la produccion de toxina favoreceria




la colonizacién de fosas respiratorias (Pijoan and Trigo, 1990; Suckow et at, 1995).
Las fimbrias (Glorioso ef af. ,1982) y determinadas proteinas de la membrana externa
(Lu ef al., 1991a) pueden participar también en la fase de colonizacion nasal, y lo
mismo se puede decir para el lipopolisacérido (Lebrun ef &/.,1992; Jacques ef of.,1993).
Por dltimo, la produccion de ciertas enzimas proteoliticas capaces de degradar
inmunoglobulinas (Pouedras et of, 1992; Negrete-Abascal er al, 1999)
complementaria la serie de mecanismos intrinsecos favorecedores de la colonizacién de
las vias respiratorias altas por parte de P. mmltecida l.a cépsula, un elemento
generalmente asociado a virulencia, no parece desempediar ningin papel positivo en la
fase de colonizaci6n de las vias respiratorias altas y su presencia seria, por el contrario,
un factor negativo (Jacques e af. , 1993).

En las fosas nasales, P. multocida no queda siempre en estado latente, desencadenando
a veces un cuadro clinico. En el conejo, los principales signos de este cuadro son la
secrecion nasal mucopurulenta, los midos respiratorios caracteristicos y la dificuitad
respiratoria, asociada frecuentemente con conjuntivitis, que recibe el nombre de rinitis o
coriza (Webster, 1924). En el caso de colonizacion nasal por parte de cepas productoras
de toxinas, puede producirse un cuadro més grave, con alteracion de cometes nasales,
conocido con el nombre de rinitis atrSfica (DiGiacomo et af., 1989; DiGiacomo ef df.,
1993). Cuadro también observado en cerdos (Jong, 1992). Un mecanismo de actuacion
de la toxina fue apuntado por (Rosendal ef al,1995) al comprobar que estimulaba la
liberacion de IL-6, una interleucina implicada en la reabsorcién 6sea.

A partir de kas fosas nasales, algunas cepas de P. multocida serian capaces de alcanzar
otros puntos del conejo originando una amplia variedad de cuadros clinicos. Cuadros
clinicos que inchuyen otitis media (Fox ef af, 1971; Zinder ef af, 1973; Flatt ef ai,
1977; Coudent et al, 1986), necrosis del pabellén auricular (Badiola-Saiz ef &l 1992),
meningitis ¥ encefalitis (Kpodekon, 1983), neumonia (Webster, 1926; Badiola-Saiz ef
al., 1992), abscesos cutineos (DiGiacomo et of., 1983), peritonitis (Bjotvedt ef al.,
1979), metritis (Thigpen e al, 1978; Holmes er a/., 1983; Jonson y Wolf, 1993) ¥
orquitis (Flatt, 1974).




En las aves se ha demostrado que algunas cepas son altamente invasoras, alcanzando
otros 6rganos del animal en pocas horas (Rhoades and Rimler, 1990; Matsumoto ef al.,
1991).

Como puede verse, la gama de posibilidades es muy amplio y, como hemos podido
observar (Badiola-Siiz ef af, 1992), las cepas causantes de ciertos cuadros son
diferenciables de las cepas causantes de otros mediante biotipificado.

El tipo de cpsula jugaria un papel importante como marcador de virulencia en el caso
de produccién de procesos neumdnicos, como lo demuestran (Percy er al. 1986) al
comprobar, experimentalmente, que las de tipo capsular A inducen lesiones pleurales y
pulmonares severas, mientras que las de tipo capsular D producen fesiones pleurales y
pulmonares minimas. La capsula confiere a la Pasieurella una mayor resistencia a la
fagocitosis (Harmon et al.,1991) ¥ su pérdida comporta una severa reduccién ea el
grado de virulencia para ratén (Jacques ef al,, 1993). Despista, no obstante, et hecho de
que no parece expresarse en gran cantidad in vive (Jacques ef al., 1994).

El lipopolisacérido seria otro factor de virulencia, como se describe en una publicacion
reciente (Fernindez de Henestrosa ef of, 1997). En este aniculo se sefiala una
reduccién de la mortalidad tras provocar una mutacién en el gen galE de P. mndtocida.
Relacioncs entre la composicion del lipopolisacarido y el grado de virutencia han sido
descritas también por otros autores (Lebrun ef al,, 1992; Coy et al, 1997).

Ciertas caracterIsticas se han asociado con la virulencia de algunas cepas, pero no se ha
encontrado ninguna asociacién con cambios estructurales de la bacteria.  Asi, la
capacidad de invadir células (Lee ef al, 1994) o el grado de supervivencia en las células
fagocitarias (Harmon et af., 1991; Choi ef al, 1995), son ejemplos de caracteristicas
relacionadas con ef grado de vinlencia de las cepas de P. multocida.

Algunos pldsmidos de Pasteurelia no parecen estar relacionados con la virulencia de las
cepas como ha sido demostrado por (Diallo ef af., 1995), aunque otros pudieran conferir
un mayor grado de resistencia al complemento (Lee er «f, 1991; Lee and Wooley,
1995), propiedad que estaria relacionada con la virulencia (Snipes and Hirsh, 1986;
Morishita et al, 1990).



Ademss de los factores propios de la bacteria, mencionados arriba, otros factores ajenos
a P. multocida facilitan ka colonizacion de fosas respiratorias y por o tanto la infeccion
de los animales. Dentro de estos factores se incluyen otros agentes infecciosos, como
Bordetella bronchiseptica (Kamp y Kimman 1988; Chanter, 1990), ciertos virus (Jericod
and Carter, 1985; Sivanandan ef af, 1991} o Mycoplasma spp. (Ciprian er al, 1994).
Factores medicambientales tales como el amoniaco {Morisse et i, 1978; Hamilton ef
al, 1996), la tasa de ventilacion (Morisse, 1981), el polvo (Reme, 1981), los cambios
bruscos de temperatura (Morisse, 1981) o el tipo de explotacién (Roselt et al., 1992),
estén claramente implicados como favorecedores de la colonizacion bacteriana de vias
respiratorias, incluida P. mudrocida.

1.2.4 INMUNOPROFILAXIS

Si los antibidticos son 1a base del tratamiento de los casos clinicos, las vacunas son los
medios de utilizar para la prevencion de la infeccion. Mucho se ha investigado en este
campo desde hace bastantes aitos pero, desgraciadamente, bos resultados obtenidos no
pueden considerarse satisfactorios (Cameron and Bester, 1983). No obslante, la
introduccion de la biologia molecular, en el terreno del disefio de nuevas vacunas, puede
aportar kas soluciones esperadas (Hertman e af., 1980; Homchampa et al. 1997).

La mala proteccidn cnuzada —proteccion obtenida tras el enfrentamiento con una cepa
diferente de la vacuna- que se obtiene con bacterinas de tipo estandar y los mejores
niveles de proteccion cuando el enfrentamiento se hace con la misma cepa vacuna
(Rebers and Heddleston, 1977), sugieren que los antigenos basicos para neutralizar fa
infeccion por P. multocida serian algunos componentes tipo sacéridos capsulares de la
bacteria. Estos mismos autores observaron, que los pases sucesivos in vitro hacian
desaparecer ciertos antigenos importantes en la respuesta inmunitaria cruzada de tipo
neutralizante.

Reforzando lo anterior, algunos autores han concluido que los antigenos importanies
para la neutralizaci6n son especificos de cepa (Cameron ef of., 1980).
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inmunitaria capaz de newtralizar a la bacteria (Adler ef al, 1996; Muniandy et al,
1998}, amxo&osermyoshandemostradocieﬂcgradodceﬁcacia (Fichen et al,
1992; Sutherland et @, 1993). La cépsula, por el contrario, si que es un antigeno a
tener en cuenta (Nagy and Penn, 1976) aunque, por st naturaleza quimica, no &s
altamente inmunogénica (Fenwick, 1995).

Los antigenos asociados a la membrana externa jugarian un papel importante en la
respuesia inmunitaria contra P. mudtocida, como se deduce de los resultados obtenidos
por varios autores (Lu ef al., §991b; Rimler, 1994; Kasten ef al, 1995; Confer et af.,
1996; Pati et al, 1996). Ademas, y como sucede con ofras bacterias, la respuesta
inducida contra las proteinas captadoras de hierro puede tener un importante papel en la
respuesta inmunitaria de tipo neutralizante (Adler ef af., 1996).

En contra de lo gue sucede con la respuesta necesaria para controlar la colonizacion
nasal o las infecciones generales, estd ampliamente demostrada la capacidad del toxoide
de P. multocida para instavrar una perfecta respuesta inmunitaria, capaz de neutralizar
los efectos de la toxina termolsbil causante de rinitis atréfica (Frymus et al, 1989;
Bording and Coged, 1991; Confer, 1993; Sakano et al., 1997).

Se han hecho intentos para utilizar cepas vivas atenuadas como inmunoestimulantes
contra Pastesrella. Algunos grupos han obtenido resuftados no muy alentadores (Decb
et al., 1989), mientras que otros, en modelos con animales de laboratorio, han logrado
buencs resultados (Homchampa et &/, 1992, 1997). Pama la prevencion de la
pasteurelosis aviar se ha utilizado una cepa de baja virulencia como vacuna (Toth et af,,
1988; Pranter ef of., 1990; Lee er af, 1990), aunque no esti exenta de problemas
(Hopkins ef af, 1998). En caso de terneros también se ha descrito una vacuna atenuada
eficaz (Chengappa et of., 1989). Algunas cepas dependientes de estreptomicina se han
apumado como posibles vacunas (Catt er &, 1985; DiGiacomo ef al, 1987) v
recientemente una cepa AroA” ha mostrado resuttados muy esperanzadores (Scout et al.,
1999). La investigacitn en el desarrollo de vacunas vivas atenuadas ha de ser uno de
los campos a insistir en el futuro.



Aparte del inmunégeno, a la hora de utilizar una bacterina deben tenerse en cuenta oiros
factores adicionales como ef tipo de adyuvante, ka ruta de inoculacion y el nimero de
dosis a administrar.

En referencia al primer punto, cabe decir que tanto el hidroxido de aluminio como los
adyuvantes de tipo oleoso parecen ser satisfactorios como estimulantes de la respuesta a
bacterias inactivadas o 2 componentes bacterianos (Sheik er af., 1995; Shah et al., 1997,
Verma and Jaiswal, 1998).

En cuanto a las posibles vias de inoculacién debe puntuatizarse que la via endovenosa,
utilizada solamente con fines experimentales, produce efectos indeseables en el sentido
de una potenciaci6n de la infeccién y del grado de fesiones (Al-Lebban ef ol 1989). La
via subcutines, la mas wtilizada, da los resultados erraticos conocidos, ¥ es altamente
dependiente det antigeno y del adyuvante usado.

La tercera via, que a mi emtender debe ser explorada més profundamente, es laoralola
ocular. Estas rutas son capeces de estimular la “inmunidad de mucosas™ Los
resuliados obtenidos por ciertos autores son esperanzadores (Al-Lebban e o,
1988,1989; Hofacre ef al., 1989; Suckow et al, 1996). Las vacunas administradas por
estas vias pueden potenciarse con ka administracion conjunta del componente B de la
toxina colérica {Suckow e? a., 1995).

En el caso de las vacunas inactivadas, han de aplicarse dos dosis —una primo vacunacién
maés una dosis de refuerzo a los 15 o 21 dias-, mientras que en el caso de vacunas vivas

atenuadas el nimero de dosis a aplicar podria ser de una (Verma and Jaiswal, 1998).

1.25 QUIMIOTERAPIA

Las manifestaciones clinicas y las pérdidas en productividad, tras el desencadenamiento
de la sintomatologia, deben controlarse mediante la ufilizacién de antibidtcos y
quimioterapicos. Ademas, no es infrecuente la utilizacion de medicaciones preventivas
con quimioteripicos —profilaxis medicamentosa o metafilaxia- en ciertos momentos
que, por el historial de I granja, se espera una mayor incidencia de problemas

infecciosos concretos.
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ser racional. Este #érmino implica, por un lado la responsabilizacion de la intervencion
terapéutica por perte de un veterinario clinico, que ajuste el tipo de producto a utilizar,
1a dosis, ks vfa de administracidn ¥ la duracidn; y por otro, la necesidad de conocer el
grado de sensibilidad in vitro del microorganismeos a los diferentes antibidticos y
quimioterdpicos.

La mayoria de bos aislamientos de P. nultocida son altamente sensibles a las penscilinas
(Mortensen ef al., 1998), aunque se han descrito cepas resistentes (Badiola-Sdiz ef al.,
1992).

Se han descrito resistencias al cloranfenicol, determinadas por plasmidos codificantes
de la cloranfenicol acetil transferasa, en cepas de bovino (Vassort-Bruneau et af., 1996).
En aves se han aislado cepas resistentes a la estreptomicina, trimetoprim y lincomicina
sin relacidn aparente con plasmidos R (Diallo et al., 1995). En cerdos la resistencia a
clindamicina parece ser generalizada, y algunas cepas pueden presentar una resistencia
plasmidica a sulfonamidas y a estreptomicina (Cote ef al, [991). En coneje se han
aistado cepas resistentes a penicilina, sulfonamidas, estreptomicina. espiramicina,
gentamicina, tetraciclina o tobramicina (Badiola-Saiz e/ al, 1992). con ciertas
diferencias en el patrén de resistencias segiin el origen anatdmico de la cepa.

Los antimicrobianos més utilizables contra procesos causados por P. multocida serian:
beta-lactimicos —con o sin inhibidores de la beta-lactamasas-, cefalosporinas,
macrdlidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas o trimetoprim: sulfamida (Moriensen et al.
1998), aunque es recomendable tener un conocimiento lo mis actualizado posible del
grado de sensibilidad in vitro de las cepas circutantes en ka granja o. mejor aln, de las
cepas circulantes en la zona geogréfica de interés.

Por regla general, la quimioterapia contra P. mudtocida en animales debe aplicarse

durante 4 6 6 dias y, en cada caso, deben respetarse escrupulosamente los periodos de
retirada.
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1.3 JUSTIFICACION

De acuerdo a la revisién encontrada sobre Pasteurella muliocida tipos A 'y D; no se ha
determinado la composicion quimica que forma la estructura de su cipsula; pero existen
algunos datos experimentales reportados sobre Actinobacilius plevropnewmoniae en los
cuales han empleado técnicas quimicas espectroscépicas como resonancia magnética
nuclear (RMN} y algunos métodos analiticos cualitativos, para determinar la presencia
de oligo y polisacridos, compuestos predominantes en la capsula bacteriana. Esto ha
sido de gran ayuda para determinar la estructura quimica de la capsula de algunos
serotipos (del 1 al 6) en el Actinobacillus pleuropneumoniae.

Trabajos previos nos muestran que el material capsular de células de P. multocida tipos
A y D, ha sido observado por técnica de transmisién en microscopia electronica, tefiido
por ferritina, encontrando que la capsula del tipo A es gruesa (70 — 90 nm) y de forma
regular; mientras que la del tipo D es deigada (20 — 30 nm) y de forma irreguiar.
{Jacques and Foiry B., 1987).

Se ha evaluado también la presencia de dcido hialurdnico en extractos capsulares de P.
multocida tipo A por el Método de cromatografia. (Manley, 1965); comprobéndolo por
Métodos turbidimétricos. (Seastone, 1943).

En pruebas con exiractos capsulares tipo D no se encontrd acido hialurdnico, aunque se
piensa que podria tener algin polisacdnido acido distinto.

Teniendo en cuenta que existen similitudes entre A. plewropneumoniae y P. mudtocida,
ademés de basamnos en los datos anteriores probaremos estas técnicas para tratar de
determinar la estructura quimica de la cipsula de P. multocida tipos A y D asi como sus
semejanzas y diferencias estructurakes, en cepas de referencia ATCC.
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t.4 HIPOTESIS

Si se obtiene el polisacarido capsular de Pastewrella muliocida de los serotipos A y D,
wilizando técnicas quimicas espectroscépicas como RMN'H, RMN"’C y técnicas
espectrofolométricas como el IR, entonces conoceremos su esiuctura  y sB
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Purificar y caracterizar estructuralmente a los polisacaridos capsulares en cepas de
referencia de Pasteurella multocida Tipos Ay D.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

* Aislamiento del polisacarido capsular.

s Purificacidn del polisacarido capsular.

s Caracterizar estructurabmente a los polisaciridos capsulares de  Pasteurella
multocida cepas A y D mediante técnicas  espectroscopicas  COMUNCS:
Espectrofotometria de absomén mﬁamua (IR), Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN 'Hy )

» Finalmente, con base en los resultados anteriores, se propone realizar algunas
pruehas quimicas para determinar tipo y secuencia de sacéridos.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPAS DE REFERENCIA ATCC (American Type Culture Collection)

Para realizar el presente trabajo, se utilizaron cepas de referencia ATCC de P.
mudtocida tipos A y D. NOMENCLATURA: Tipo A HPM A 163- 66, TipoD  3608.

1.2 PRUEBAS DE IDENTIFICACION

PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS DEL GENERO Y
ESPECIE.

Sesembmrmpbmsdeagm‘nuuiﬁvoyagmsangremnlasrespeclivascepasde
Pa:sew-eﬂamdxocidatlposAyD,yseinwbaronenlaesmfamcterio]bgicaaH“C
durante 12-15 horas.

Ahscokoniaspmiﬁcachsseksmlim:mlaspmebasbioquimic&spﬁmaﬁasy
secundarias de Pasteurella multocida

En relacién a lo publicado por diversos avtores, s¢ determind que las pruebas
bicquim}msmmmspmnhﬁcnﬁﬁcaciéndehcspeciedePaﬂemuadcbeﬁan
inchuir:

Tincién de Gram, oxidasa, catalasa, oxidacion — fermemtacion, motilidad, crecimiento
magarMcConkey,hunéiisisenagarsmgreal%,irndol,mproduociéndcécido
sulfhidrico, produccién de 4cido a partir de la glucosa, sacarosa, maritol, rafinosa,
uﬂmlosuymbmwa.Tanbiénsetanamenmmmhswactaisﬁmsmmfoiégicasde
tas colonias, y aroma del cultivo.(Mc Allister y Carter, 1974. Cowan y Steel, 1974).

Prueba Biogaimica Lectara
Crecimiento en Mc Conkey {-)
Tincitn de Gram. ()
Muorfologia.
Cocobacilos.
O/F (F)
Catalasa (+)
Oxidasa. (+)
Ureasa ()
Citrato (-)
SIM. Sulthidrico. (-)
Indol. (+)
Motilidad. (-)

FIGURA 2.- PRUEBAS BIOQUIMICAS PRIMARIAS Y SECUNDARIAS PARA
Pastearella mudtocida (Cowan, 1982).
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3.2 TIPIFICACION DE Pasteurella multocida tipo A

Se realizé una prucha de descapsulacion de Pasteurella smitocida en cajes de agar
sangre con Staphylococcus aureus para tipificar el serotipo A. Se sembrd Pasteureila
mudtocida vy se coloch una estria de Staphylococcus aureus en el centro, se incubaron
tas cajas 24h / 37° C y se observd el crecimiento ( Carter y Rudell, 1975}, (Mendoza,
1989).

3.2.1 PURIFICACION DE LA CAPSULA

METODOLOGIA (Alman, 1988; Beyton, 1992).
La extraccitn de la cépsula se realizd en cada caso por separado, el tralamiento fu€
similar para cada uno de los tipos de Pastewrella muitocida Ay D.
Se sembrd la Pasteurellas multocida tipos A y D cepas ATCC (Cepas baclerianas de
coleccibn, American Type Cell Culture) en botellas planas estériles preparadas con
anterioridad con agar papa, incubando a 37°C /12 -24 h en la estufa bacteriokgica.
Al tener el crecimiento de las bacterias se lavaron con SSF estéril, y se ceatrifugaron a
una velocidad de 950 g/ 15 min.
De aqui, s¢ tenian dos partes: el Sobrenadante y la Pastilla.
Las pastillas se suspendicron en PBS pH 6.8 al 0.1 M, esto para tener una hidrolisis
ligeramente 4cida, la cual nos sirve para romper algunos enlaces y dejar libre la capsula.
Esta s¢ agitd durante 2 h a 100 rpm y se volvio a centrifugar & 950 g / 10 min., teniendo
de muevo dos partes: el sobrenadante y la pastilla. Esta vez se hace dos veces, y se
obtienen dos sobrenadantes.
Se juniaron los sobreaadantes y se filtraron por membrana millipere de 022 nm para
Se agregaron 5 voliimenes de acetona fria, y se dejo reposar toda la noche con el objeto
de precipitar los carbohidratos ya que éstos son insolubles en acetona.
Se volvi6 a centrifugar ahora a 1900 g/25 min. Obteniendo: el sobrenadanie el (acetona)
y la pastilla.
A esta pastilla se le dejo evaporar todo resto de acetona y se disolvié en agua
desionizada, se colocd en membrana para didlisis en un vaso con agua desionizada
durante 2 h con agitacién magnética. Esto se hace dos veces de la misma manera.
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Pasado este tiempo s¢ procedi6é a centrifugar a 950 g / 25 min, démdonos un
sobrenadante y una pastilla.

Este sobrenadante fue tratado con 0.5 volimenes de cloroformo — butanol en relacién
5:1; con esto eliminamos |ipidos y proteinas quedéndonos solamente el polisacérido
capsular en fase acuosa disuelto. Se efectuaron exiracciones orginicas hasta
desaparecer la emulsion residual. Se le agrepd una disolucién de acetato de sodio pH
6.05 hasta una concentracibn de 5 %. Esto con el fin de tener una fuerza idnica
necesaria para precipaar al polisacdrido.

Se adicions acetona a -20° C (de | a 1.5 voliimenes).

Se mantuvo en agitacion durante todo un dia a 4° C, agregando después de ese tiempo 5
volimenes de acetona o cloroformo fiio ¥ se separd por filtracion el precipitado.
Durante la extraccion de la cépsula s fueron realizando determinaciones de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Ademds de realizarles las prucbas quimicas. Como se
observa en la (figura 3).

FIGURA 3-METODOLOGIA PARA EXTRACCHON DE LA CAPSULA: DIAGRAMA DE
FLUJO
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Continuscide de s figura 3.-
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3.4 DETERMINACIONES EFECTUADAS
3.4.1 CARBOHIDRATOS (Dubois M., Pilles K., 1936).

Con éste método se cuantifican azucares simples, oligo y polisacdridos y sus derivados
con grupos reductores libres o potencialmente libres. Es ventajoso ya que no se
requiere de hidrolisis previa.  Sin embargo no es aplicable con amino azucares,
derivados akoh6licos ¥ no s suficientemente sensible con pentosas.  El método es
utilizado particularmente para ks estimacion de azucares separados por cromatografia en
papel. Se utilizaron: 5.5 ml de Fenol liquido (90%) y 94.5 ml de agua destilada, acido
sulfiirico concentrado y Dextrén 10 microgramos por microlitro.(Standard).

METODO: Se colocaron 200 microlitros de muestra con 200 microlitros del reactivo de
fenol. Répido y con mocho cuidado se agregd 1 mi de 4cido sulfiirico concentrado y se
agitd. Se dejd reposar a temperstura ambiente por 10 min y se incubd a 30° C /20 min.
Se leyd & 490 om. El color fud estable de 2 a 3 h a temperatura ambiente.

En la { figoa 4) se moestra [a prafica pairtn que se elsbord en coodiciones similares con
conceniracioacs conocides de ghucosa.

- : L]

Absorbancla
L
-
L]
[ -3

4

.
¥
4
8
]
§

Figara 4.- Patrém para determinaciéa de carbehidratos {Dubois, 1987).
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3.42 DETERMINACION DE PROTEINAS (Bradford, M. 1976).

El reactivo que se utilizé fue azul de comassie brillante G-250 €l cual se prepard de la
siguiente manera- se disuetvieron 100 mg de Azul de Comassie en 50 ml de Etanol al 95
%y se ke agregaron 100 ml de Acido fosforico al 85% w/v hasta completar | ft.

METODO MICRO: Se pipeted en un tubo de ensayo 0.1 ml de solucion de proteina
conteniendo de 1 a 10 microgramos. Se ke agregé | ml del reactivo de Comassie y se
mezcld. Se ley6 su absorbancia a 595 am.

El esténdar de proteina que se wtilizo fue alimina pera la elaboracién de la curva patrén( figuma 5) bos
valores de las muestras fucron interpolados cn la recta .

i - e ERL
"!_.D/~*, e -
“‘E I el oo N
[ ]

Figara 5.- PATRON PARA DETERMINAR PROTEINAS ( Bradford. 1985}

3.43 DETERMINACION DE LIPIDOS TOTALES

(METODO DE LA FOSFOVAINILLINA (Zollneer, 1975).
Se agregaron 2 mi de dcido sulfirico concentrado a 0.1 ml de la muestra y se agitd. Se
calentd 10 minutos a Baflo Maria (protegiendo los tubos con tapon de algod6n). Se
enfrid con Bafio de agua fria durante 5 minutos, se tomd de aqui una aticuota de 0.1 ml
en an tubo. El tubo Blanco se trabajd con 0.1 ml de acido sulflrico concentrado. Se le
agregd S mi del reactivo 3 a cada tubo y se agitaron. Se incubd a 37 ° C durante 15
minsos. Se enfriaron 5 mimutos a temperatura ambiente, y se leyeron las Absorbancias
a 540 nm. NOTA.- el color fug estable 10 minutos.
CALCULOS:

Concentracion = Absorbancia del problema X 385= mg/ dl

Absorbancia del estandar
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3.5 CROMATOGRAFIA (Manley, 1965).

Este método ha sido utilizado en diversas 4reas para caracterizar, separar, purificar e
identificar a los compuestos presentes en una muestra. En placas de celulosa empleando
como eluyente una disolucién 3 M de cloruro de sodio; se colocaron muestras de los
extractos capsulares de P. mdtocida y en forma similar se colocaron muestras de 4cido
hialurdaico.

3.6 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Para estas pruebas se colocd la minima cantidad de extracto capsular en tubo de ensayo
agregindole unas gotas de cada disolvente, se agitaron y se observd si hay o no
solubilidad ademés de ver el grado de solubilidad que presentan en cada uno. 5S¢
probaron: Acetona, Etanol, Metanol y Dimetil Sulfoxido.

3.7.PRUEBAS DE ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION EN EL IR*

El anslisis por espectrofotometria de absorcion infrarroja se basa en la interaccion de las
moléculas orgénicas con la energia infrarroja proporcionada por Ia _radiacion en el
apcch‘oebch‘omagrﬁ@cnlareg;éndelmfrwogo(%@ﬁcm " Siendo algunos
de sus usos los que a continuacion se muestran:

» ldentificacton de grupos funcionales en un compuesto orgnico.
Confirma la identidad de un compuesto por comparacion con el espectro de una
muestra conocida.
El especiro de absorcion inframoja obtenido para el 4cido hialurénico, se llevd a
cabo ent un Espectrémetro Perkin Eimer modelo 283, Ll:lﬁm:tdolalécmcadcmsulla
(KBr), las bandas de absorcitn estén dadas en ( n ) expresadas en cm™.

3.8 PRUEBAS DE ESPECTROSCOPLA RMN'H Y RMN"*C*

La espectroscopia de resonancia magnética nuclkear (RMN), representa basicamente otra
forma dc espectroscopia de absorcitn; bajo condiciones adecuadas, una muestra
(generalmente orgénica), suele absorber radiacion electromagnética, especificamente
ondas de radiofrecuencia, mediante ciertos nicleos que componen a las moléculas en
estudio, sobre todo de manera particular cuando éstas, estin dentro de un campo
magnético intenso.

“Parz W presentacion ampliade ¥ en consecuencia mas de fondo de jos dos mEodos csper GPACOS aTiES sonades se
comsadert apropiado mckiin on_Apéndice ad bor_ 3l Fmal de ésie mrabayo. {Mimnda B, J004).
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Subjetivamente, esta técnica’ suele proporcionar como informacién una radiografia
molecular carbono — hidrdgeno.

Fsta técrica es utilizada para determinar la estructura molecular de compuestos organicos,
sirve también para realizar andlisis cuantitativos; logra también plantear un sistema de n
ecuaciones simultineas de las que se obtienen las fracciones en peso de los componentes de
una mezcla. Y pos ithtimo y sin menor importancia que lo anterior, identifica, trazas de un
componente en cierta muestra.

En un espectrometro de RMN, sesometelammraorgamcaatmmtensommpo
magnético que hace que los niicleos de Hy”Cdclamoléculascahneenaes(c en una de
dos orientaciones posibles para luego ser irradiadas con energia del orden de la
radiofrecuencia.

Este, suele estar equipado para hacer variar el campo magnético y mantener constante la
radiofrecuencia, al variar el valor de Ho y graficar como funcion de la cantidad de energia
que se absorbe sc adquiere una representacién quimica llamada espectro de resonancia
magnética nuclear.

METODOLOGIA DE LA HIDROLISIS ACIDA DEL EXTRACTO CAPSULAR DE
P. multocida TIPO D.

Para la hidrolisis 4cida del extracto capsular, se prepar6 una mezcla acuosa de 5 mL del
sustrato a una concentracidn de 50 mg/ mL. A ésta se le afiadieron 5 mL de HC1 0.1 M
hasta un pH 1-2. Seguidamente, la disolucién resultante, s¢ sometié a 80° C en bafio
termostatado por espacio de 60 min; transcurrido el tiempo, se coloco el recipiente
respectivo en baito de agua fria y se ajustd el pH a 7 con NaOH 0.1 M. La mezcla final, se
liofilizb ( 100 mmHg / Me;CO / CO, sélido ).

Los componentes se separarcn por cromatografia en placa preparativa empleando celulosa
como soporte y disolucién de NaCl 3.0 M como eluyente, las dos fracciones presentes se
separaron y exirajeron por separado eliminando finalmente €l disolvente, antes de proceder

a su identificacion. Es conveniente mencionar que el revelado se realizé con vapores de
yodo por los extremos derecho- izquierdo de la placa.
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4.0 RESULTADOS

IDENTIFICACEON Y PURIFICACION DE LAS CEPAS

Las cepas de referencia de P. sultocida tipos A y D proceden del Banco de la
American Type Culture Collection (ATCC) con la siguiente nomenclatura: Tipo A
HPM A 163- 66, Tipo D 3608.

Se observo un crecimiento bacteriano favorable en ambos tipos de cepas; a las cuakes se
le realizaron las pruebas bioquimicas de identificacion y caracterizacion

PRUEBA BIOQUIMICA RESULTADOS
Cepas de P. multocida . “lipo A” “tipo D”
Crecimiento en Mc Conkey ) -)
Tincion de Gram. -) (-}

Morfologia. Cocobacitos ~ Cocobacilos
OfF (F) ()
Catalasa. {+} +)
Oxidasa. (+) (+)
Ureasa (-) ()
Citraio (-} ()
SIM. Sulfhidrico. (-) (-}
Indol. {(H 3]
Modilidad. () €-)

Figura 6.-Resultades de b identificacion de Pastewrelia mmltocida tipesay d.

PRUEBA DE DESCAPSULACION DE Pastewrella multocida tipo A.

Las colonias de Pasteurella multocids que crecieron cerca de la estria del
Staphylococcus aureus se dice que han descapsulado Estas seran clasificadas comeo tipo
A ya que es el tipo capsular que contiene el écido hialurénico.

EXTRACCION DE LA CAPSULA

Durante et procedimiento de la purificacion y extraccion de la capsula de P. multocida
se fueron efectuando determinaciones a cada paso para llevar un seguimiento de la
composicion de cada extracto, intercalando resuitados en las graficas patron 1y 2, en la
determinacion de lipidos las lecturas se obtuvieron con la ecuacion correspondiente.
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En I Figura 7, las determinaciones se llevaron a cabo en condiciones similares para
ambos extractos capsulares, el A y ¢! D; tomando una muestra en cada paso de dicha
extraccidn se fueron efectuando determinaciones de carbohidrates, proteinas y lipidos.
Se observd que al inicio s¢ tenfan resultados de carbohidratos, proteinas y lipidos (ver
1.-8SF), en el paso siguiente (PBS 1) bajan las concentraciones considerablemente en
las tres determinaciones y en ambos tipos de extractos capsulares. En (PBS 2) se logra
apreciar que las concentraciones de proteinas y lipidos bajan notablemenie,
permaneciendo el valor aproximadamente igual en los carbohidratos. Se logra cbservar
que ya no se obtiene lectura de lipidos, y la concentracién de proteinas tiende a
desaparecer, a partir de este punto se considera que tenemos un tipo de carbohidrato
solamemie.

De 1a iditima parte de dicha extraccion se precipitaron los extractos capsulares A y D,
con acetona fria y posteriommente se filtraron al vacio. Observar en la siguiente (figura
7 bos resultados de las determinaciones.

TRATAMIENTO { DET.CARBOHIDRATOS | DET.PROTEINA DET.LIPIDO
(tipo capsualar) { Dubois mg/ml) ) ( Bradford mg /ml | { Zolner g/mb)
)

A D A D A D
t. SSF 382.13 33920 |316.0 350.8 283.10 1648
2 PBS(D) 149.76 13420 | 1282 130.4 449 32
3. PBS{(2) 138.54 125.14 |30.8 36.2 0 0
4. Acetoma (1) 228 23F {87 9.6 0 ¢
5. Dialisis 130.02 12300 (0 0 1] o
6. Extraccion 125.80 11920 0 0 0 0
7. Acetona (2) 0 0 ¢ 0 0 ]
8. Extcap. (pp.} 1203 1157 |0 0 0 0
9. Peso sceo, pp. 98.6 782 |0 ¢ 0 o

MNOTA: Los valorss segalivos estin ca =07
Figura 7. Resultades de las determinnciones realizadas.
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PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

A los precipitados se les realizaron pruebas de solubilidad para Hevarlas a sus

respectivos estudios de RMN 'H, RMN “Ce IR.
Se probaren los disolventes: Metanol, Etanol, Acetona y DMS (Dimetil sulfoxido).

EXTRACTO METANOL ETANOL ACETONA DMS
CAPSULAR

A +- +- + +++
D Prod. “A™ + - + - ++ ++
D Prod “B” + - +- + T

FIGURA 8- PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

NOTA: INSOLUBLE - PARCLAL MENTE SOLUBLE +-SOLUBLE  + MUY SOLUBLE ++ COlTIOSCpUﬂjC
observar el mejor disolvente para los extractos capsulares fié el DMS.

CROMATOGRAFIA:

Tomando en cuenta que un componente principal de la cipsula de P. multocida tipo A
es &ido hialurénico (Estructura 1), se procedid en primera instancia a una
determinacién comparativa de éste, con los CPS de las muestras obtenidas de los
extractos tipo A y D.

La cromstografia se realizd en cromatoplacas de celulosa, en éstas se aplicé muestra de
acido hialurénico para su determinacién comparativa con las muestras de los extractos
capsulares de Pasteurella mdiocida tipos A y D, obtenidos en las extracciones.

l
Ba—» 3 °°

FIGURA 9.- Acido hiahurdmico {Acido D-glucurénico
y N-acetil D-glucosamina )
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ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO

Posteriormente se llevo a cabo [a respectiva determinacion del estdio de
Espectrofotometria de absorcién en el infrarmojo, to cudl se observa en la figura 10.

Y¥: 16 scans, 16.0cm-}, apod weak i1:12

95.614_,.).__—~_‘—\
N

E b . .
g’ “ \\-._,"‘1!"" - :JI \,i}\'/ \\\

-

Fy

88.53 A

FIGURA 10.- IR del Extracto capsular de Pasteureiia malftocida tipo A.

ESTUDIO POR RMN ' Hy RMN “C DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS
DEL EXTRACTO CAPSULAR TIPO D.

La estructura de los producios formados mediante la hidrdlisis 4cida del extracto
capsular tipo D se establecié mediante comrelacion de los datos de RMN 'H y RMN
13C de las moléculas A y B con los publicados en la literatura.

Los espectros cormespondientes son fos indicados como 2-5; al respecto los de

Los de hidrégeno fueron determinados a 300 MHz y los de carbono a 75MHz siendo al
disolvente DMSO - d6 y la referencia intema el TMS. Los desplazamientos quimicos
son indicados como & ppm.
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5.0 DISCUSION

¥ Pastewrelle multocida es un invasor extremadamente comem del tracto

respiratorie del cerdo. Se ba aislado a partir de pulmones aparentemente
nomales colectados en el mastro, aunque poede ser el resulado de Ia
contaminacion durante el escaldado, normalmente la bacteria esta considerada
COMO UN MIiCTooIganismo incapaz de invadir al pohnén a menos que exista un
factor predisponente. Sin embargo se ha demostrado que es el agente principal
en las neumonias cronicas (Pijoan, 1985; Pijoan y Trigo, 1986; Ciprin, 1987;
Cipridn ef af 1988).

Medianke pruebas microbiologicas y biologicas se han encontrado diferencias
entre esta especie, lo que ha originado que se le clasifiqoe en cuatro tipos; si se
hace con pruebas de proteccion en ratdn serian los tipos capsulares de Roberts
denominados L I, O y IV (Roberts, 1947), pero si se relaciona con los
antigenos capsulares serian los tipos de Carter denominados A, B, D y E (Carter,
1955 y 1957) y que corresponderian de la sigmente manera [ con B; I con A; T
cont E y IV con D. Las caracteristicas antigénicas de Pastewreila multocida han
sido determinadas por estudios mnmunologicos empleando proebas de
hemoaglutinacion indirecta, de autoagintinacién en presencia de acriflavina y de
inhibicién de la formacion capsular por la enzima hialurodinasa {Carter y
Subronto, 1973; Carter y Rundell, 1975).

El aislamiento, identificactén y setotipificacion de Pastewrella multocida aislada
a partir de pulmones neumonicos colectsdos en los rastros han revelado que el
97.3% son del tpo capsular A y el 2.7% del tipo capsular D y en efecto, fa
prevalencia de los tipos capsulares A y D en pulmones neuménicos favorece en
forma muy significativa a los tipos A. En la flora nasal del cerdo con rinitis
atrifica se ha encontrado que el 80% es del tipo capsular D y el 20% del tipo
capsular A, y se debe al comportamiento del macrbfago aiveolar ya que esta
célula es capaz de fagocitar a las pasteurelas tipos D, pero no ha las tipos A,
aparcnic debido a que estas poseen una espesa cipsula de acido hiahirénico que
Ias protege de a fagocitosis (Pijoan, 1985).
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En la literatura no se encontraron las caracteristica quimicas de las cépsulas de
los tipos capsulares B, D y E, ¥ en el caso de la cipsula tipo A se infiere por las
propicdades de digestion del écido hiahurénico por la hialurosidasa testicular o
de Staphylococcus awreus (Carier y Rundell, 1975).

En la parte de la metodologia microbioligica se obiuvieron los resultados
crecimiento adecuado en los medios de cultivo, pruebas bioquimicas primarias y
secundarias comespondientes al género y especic de Pastewrella multocida ya
gue se trabajo con cepas del Banco de coleccitn de la ATCC.

La procba de descapsulacién ayuddé a tipificar a las cepas de Pastewrella
multocida tipo A basindonos en que Staphylococexs aureus contiene la enzima
hialuronidasa, ésta Jogra descapsular a la cepa tipo A ya que contiene Acido
hiahurénico (Carter y Rundell, 1975).

Con respecio al estdio de cromatografis, sc tomd en cuenta que uno de los
componentes principales de la cipsula de Pastewrells muitocida tipo A es el
écido hialur6nico { Pandit K, 1993).

Como complemento de la identificacion del 4cido hialurdnice, presente en el
extracto capsular tipo A, posteriormente se efectod un andlisis comparativo por
medio de espectrofotometria de absorcidén en el infrarmojo (Figum 10). Este
estudio particular amojd resultados consistentes, entre lo informado en ha
Lteratura ( Pandit K., 1993) y la moestra correspondiente al extracio capsular
del tipo A. Al respecto es conveniente presentar las asignaciones de las bandas
de absorcién respectivas; v (cm” } KBr: 3680 { NH ), 3000 — 3350 ancha(OH ),
2990 (CH ), 1600 — 1620 bandas sobrepuestas C=0 ; CO,), 1100 {C-0-C).

En relacién al extracto capsular D, al no tener presencia de Acido hialurémico
como resultado de la cromatografia respectiva, y al dar prueba positiva de
carbohidratos, se procedit a realizar un andlisis de éstos. Por tal razén se levd a
cabo una hidrlisis acida del extracto correspondiente, aislandose dos productos
después de cumplir con el protocolo experimental respectivo. Las moléculas
obtenidas, de esta manera, fueron etiquetadas como sacirido A y sacarido B a
efecto de ser analizadas mediante RMN 'Hy RMN °C.
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v Con relacién al sacérido A, los datos de RMN °C (Figura 12 ) muestran un

confunto de scis sefiales, indicativas de un compuesto con seis carbonos ; una de
éstas seiiales (170.782 ppm) es caracteristica de un carbonilo de écido
carboxilico; a sn vez hay cuatro sefiales en (70.60, 69.87, 68.96 y 68.10 ppm)
que de acuerdo a las caracteristicas esperadas son congruentes para un sacirkio,
dado que las cuatro corresponden a nicleos de carbono base de atomos de
oxigeno; asi mismo, hay una sefial en (92.75 ppm) que s adecuado asignarta al
carbono anomérico, (C - 1). La serie de datos de RMN C, antes presentados y
discutidos, evidentemente son congruentes pare la estructura de un
monosacarkdo derivado de una aldobexosa, forma icida en C-6. Por ende, al
llevar a cabo mna adecuada comelacion con bo informado en la literatura,
(Carter, 1957, Pandit, 1993). La estroctura comresponde al acido D-
también consistentes con los obtenidos en ¢l respectivo espectro de RMN 'H; en
éste, existen una seric de protones con desplazamientos quimicos (8 ppm 3.5 -
5.0) y acoplamientos apropiados (-aproximado a 2 Hz) caracteristicos para
monosacaridos en s forma piranosida. Esta informacitn se complementa con la
sefial milltiple a (6.33 ppm) la cual integra para un protdén asignado al del
carbono anmnérico.

A su vez el sacérido B, como se observa en la (Figura 13) RMN 'H y la (Figura
14) RMN UC, presenta  comportamientos anlogos a los discutidos para el
sachrido A:  Uma serie de seis sefiales en RMN “C: una (170.64 ppm) para
carbono de carboxilo, otra (97.42 ppm) comrespondiente a (C ~ 1) anomérico y
cuatro més (76.07 — 71.64 ppm) para bases de oxigeno con ambientes quimicos
también de este heterodtomo.  La otra serie de sefiales, del espectro de RMN 'H
también con una aldohexosa oxidada (Acido carboxilico). En consecuencia, la
informacién obtenida para el sacarido B en correlacién con lo reportado en la
literatura {Carter, 1957; Pandit, 1993), permiten establecer que este es acido D-
glucurénico.
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¥ Es adecuado mencionar que estos resultados permiten sugerir que la capsula del
tipo D es un polisacirido compuesto de dos acidos: &cido D-galacturémico y

Por otro Iado, estos resultados no son concluyentes ya que se obtuvo una
cantidad muy pequefia del producto, por lo que fire dificil realizarle todas las
pruebas caracteristicas y estructurales. La extraccién no fue del todo satisfactoria
porque se pierde mucho producto, ya que de inicio se tenia una gran cantidad de
biomasa bacteriama. Se recomienda un estudio exhaustivo al respecto. Este
proyecto-tesis se realizé en 1997, en su momento tuvo validez, puesto que de
acuerdo a la bibliografia que se tenia en ese entonces no moestraba muchos datos
del tema, aunque se puede observar que en los resultados obienidos se mnestran
algunos datos intercsardes de la composicién del extracto capsular de
Pasteurella multocida, pero se recomienda seguir con el estndio para describir
por completo la estructura quimica del polisacrido capsalar de los tipos A y D
de ésta bacteria,

La cépsula parece ser un factor importante en la virulencia especialmente en el
tipo A, ya puede ayudar a evitar ka fagocitosis por los macréfages alveolares, en
trabajos realizados por (Jacques et 2l., 1994) sugieren que ka poca cépsulz es
expresada cuando el organisino crece bajo condiciones de hiemro restringidas y
que esas condiciones de crecimiento asemejan el escenario que esta ocumiendo
in vivo, de ahi la importancia de ba virulencia de la cépsula podo haber sido
sobreestimada en el pasado.
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6.0 CONCLUSIONES

Del estudio realizado ex forma companativa entre los extractos capsulares tipo A y D de
Pasteurella multocida de cepas de referencia; se puede establecer que:

¥ Las determinaciones realizadas dorante la extraccién en ambos casos mwsestra al
final una composicion dnicamente de carbohidrato.

¥ Tanto la muestra de referencia como la muestra problema del extracto capsalar tipo
A presentaron el mismo valor de Rf, en consecuencia se establecid que se trataba del
mismo sacarido: ¢l acido hialurdnico.

¥ El extracto capsular tipo D presenté Rf muy distirio a los otros dos; estableciendo
asi que 12 composicion de dichos extractos son distindos y que éste no contiene el
acido hialuronico como se reporta en la literatura.(Manlkey, 1965).

¥ La cromatografia de particién en cromaioplacas de celulosa permite confinmar la
presencia del dcido hialurdnico solamente en el extracto capsular tipo A.

¥ Como complemento del pumo anterior, la Espectrofoiometria de absorcién en el
inframrojo del extracto capsular tipo A permite confirmar la presencia del acido
h.alll- m" .

v Finalmente al extracto capsnlar tipo D se le realizaron reacciones de hidrélisis 4cida
obtesiendo dos productos finales principales: producto A y producto B; a los que se
les realizaron los cstudios comrespondientes de RMN ' Hy RMN ™ C ( figuras
11,12,13 y 14). Mostréndonos su composicion estructural y caracterizindolos como
acidos: D-galacturdmico y D glucurdnico.

¥ El impacto de éste trabajo se pensd en que teniendo como antecedente que la
cépsula parece ser un factor importante en la virulencia especiahnernte en el tipo A,
¥a puede ayudar a evitar la fagocitosis por los macrofagos alveolares. Ademis en
trabajos realizados por (Jacques ef al. 1994) sugieren que la poca cipsula es
expresada cuando el organismo crece bajo condiciones de hierro restringidas y que
€sas condiciones de crecimiento asemejan el escenario gue esta ocurmiendo i ¥ivo,
de ahi la importancia de la virulencia de 1a capsula pudo haber sido sobreestimada
en ¢l pasado.



¥ Principalmente se pensaba encontrar una relacidn “estrocturs-actividad™ de ls
cépsula de Pestewrelle multocida. Dando con ello una ayuda para posteriores
h:vwﬁgachmquhbwmmhpmwiéndehmfcnmdadcaumdaporésta
bacteria.

v Al caracterizar quimicamente { grupos funcionales) una estructura principal que
fotmapartedehcanposiciéndel]gﬁnorgnﬁsmo(méstecaso,Pas:emﬂa
multocida); se tiene un conocimiento mayor de su comportamiento ya sea de defensa
al medio ambiente, a los desinfectantes y los antibibticos.

v Losusosymanejodemimoorganismosmmhlmmdcmimnbiologiasm
ampliocomoclnnivusonﬁmo;semtnpomrquemcbmnciummembohm,
podemos lograr hasta que produzca substancias que antes no hacia por medio de la
gméﬁca,semedmuﬁﬁmmomheﬁalsb&ﬁwspamhﬁbﬂwﬁdemm

v Actualmente ya no hay barreras ni imposibles, hemos llegado a la era del mundo
nﬁcmbﬂbgiwmdquemquetemosmsburﬁcios,qucdsvuﬁa}as—a]
wabajarcmeﬂos,mhsmejmudadhysaberquﬂimemosmﬁmamuy

grande a seguir para controlar, proteger, prevenir tintas enfermedades tanto en
medicina humana como en veterinaria

35




APENDICE: SOBRE ESPECTROSCOPIA APLICADA

En la actualidad, es innegable tanto para el quimico organico como para profesionales
de &reas afines, el empleo de las diversas técnicas espectroscopicas, metodologia til de
primera mano para identificacitn o caracterizacion de compuestos orgaAmicos.

Asi, el presente apéndice (Miranda R. et al, 2004) tene por finalidad mtroducir a
profesionistas de areas relacionadas con la quimica orginica en los aspectos
fundamentales de dos de las técnicas espectroscopicas comanes: Espectrofotometria de
Absorcion Infrarroja (TR) y Espectroscopia de Resonancia Magnética Naclear (RMN).

ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION INFRARRGJA

El andlisis por IR se basa en la interaccion de las mobéculas con energia infrarroja. Pam
" entender [a forma de esta interaccion, es necesario examinar la naturaleza de la energia
radiante comrespondiente al espectro electromagnético, ¢l cual estd canstituido por un
conjunto de diferentes tipos de radiaciones (luz visible, rayos X, microondas, ondas de
radio, entre otras), (figura 1A.) Siendo algunos de sus usos los que a continbacién se
meesiran:

¢ Identificacion de gropos funcionales en un compuesto organico.

¢ Confirma la identidad de un compuesto por comparacién con el espectro de una
muestra conocida.

La radiacién electromagnética presenta un doble comportamiento, en ocasiones tiene
propicdades de una particula (Tlamada fotén), y en otros se comporta como una onda
gqoe viaja a la velocidad de la luz, a su vezr las ondas electromagnéticas soelen
describirse con base en su longitud (1), su amplitnd (A) y su frecuencia{v).
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Lengitud de ende
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Figura 1*

En Ia (figura 2A) se indica una onda donde se describe la longitud de onda (3.) que es
simplemente la distancia de un cicle completo de 1 onda; la amplited de ka onda (A), y
la frecuencia (v) es ¢l nimeso de ciclos de la onda que pasan por un punto en cierta
unidad de tiempo.

Figura 24

Asi, la energia clectromagnética sc¢ transmite s6lo en paquetes discretos de eaergia
{cuantos). La cantidad de energia gue cotresponde a an cuarmio, es decir de un foidn para
una frecoencia dada se evalia mediante 1a (ecuacién E1A):

E=hv=held (Ecuacede ELA)

E = Energia de un fotia o cuanto (Jembes)
h = Constamte de Plank (6.52x167" J)

v= Frecuencia (Hertz)

¢ = Velocidad de In bz (3 x 107" cmis )

3 = Longitad de onda (centimetros)
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Regioncs de infrarrejo

Lar&giﬁnddinfmn&odmﬁodelwq:ectoebctmmgm&ﬁcowbredimenaqu
queda justo por debejo del visible (7.8 x 107 - 7.8 x 107 cm™); sin embergo, solo la
regibn central desde 2.5 x 107 2 2.5 x 1™ cm™, reviste interés para ¢l quimico orgénico.
Las longitndes de onda especificas dentro de la regiém IR suclen expresarse en
micrémetros (1p = 10 * em™), y las frecuencias, en funcién del nimero de onda (£ =
1/v).

en la molécula de algiin modo, por ejemplo, puede dar por resultado un incremento de
hsmvﬁuimmsmlmhckndoqmelosmhmsemﬂcﬁmoghm
(ﬁgma3A);smmiﬂﬂ-udounmdelodermte,(ﬁgtn4A.)

Figare 4. medels de dos diomes nxides medianic 53 resovie,

MMammmgkmmmw
infrarroja, & enlace en vibracion absorbe energia radiante si las frecoencias de la
radiaciin y de la vibracidn son iguales.

Encamcuemiu,cmndommolémhahscrbemdiaciéninﬁmoja,lavﬂxxiﬁn
moleculer aumenta en intensidad, por lo que cada frecoencia de huz absorbida por una
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m&ﬂmw:hvﬂrxﬁnkmaﬂm@ed&o{gmwbdﬂn

abM,Mm@@&MWMmm
mmummmMmmemmm
dchn&symdeﬁmcbbihl@nhxmdemghvﬂ:wiuﬂmﬂem
acompaiiados de varics cambios de cnergia rotacional, Particularmente, estas bandas de
energia vibracional-rotacional (de 4000 a 1500 cm™) son de imterés analitico para los
quimicos.

Un espectro de inframrojo (figura 5A) sucle ser una grifica de radiacion transmitida vs
lmgimddeu:da;a:sb,hﬁmhohkngimddcondadehabmﬁéndmdedc
hsmmmhﬁmdebsﬁnmogdehsmmdefnmdehsmhmydela
gemndﬁadebsémn&Asimiﬂno,hndhckhmm:hoahsubihsem
med'mnhkmniianﬁamohahaxbmdam)rwpecﬁmmmgma

T {1}

E-Amsm-grauw-qp
&

o B 3

T T T ¥ T T T T T T T T
4000 3300 3000 A0S Z00 OO0 1808 1400 1400 1200 1003 "0 S00 408

Langitnd #s onda {oml}

Figara 5A. Espectro de ir para el benzaldehido.

Bases de imerpretacién de un espectro de IR.
Mmcm,maimmﬁgiﬁsmhmcbmﬁpodemdn

Porﬁxtm,mesmmriompucomlcbunmdeinﬁmjopun
obtmahfmmcihfﬁilsohehmhmyuﬁdehsmfumhmhs
mvmlhwcmmmdhﬁmojoqu@mhhmdemm
am&wmﬁammmgmmmm
de los grupos funcicnales (tabla T1A), es posible obtener informacion valiosa sobre la
estructura a partir de los espectros de infrarrojo.
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Para recordar facilmente la posicién de absorciones especificas en el IR, es iitil dividir
en cuatro partes la regién del infrarrojo comprendida entre 4000 y 600 cm’', como se
muestra en la (figura 6A.)

1. La regién de 4000 a 2500 cm” corresponde 2 las absorciones debidas a los
movhnientosde&ﬁrmim{odehsenhcasarﬂlos(N-PLC-HyO—}D.h:s
enlaces (N-H y O-H) absorben en el intervalo de 3300 a 3600 cm™.

2. En I regién de 2500 a 2000 cm™ ocurre el estiramiento del triple enlace. Taato los
ni‘hﬂoscomolosalqui.nosprwemanba.ndasenmrcgim

3. En la regi6n de 2000 a 1500 cm™ absorben los enlaces dobles de todo tipo (C=0 ,
C=NyC=C);porohohdo,losgmposcarbonﬂogmalnmtcabsorbenencl
inlervalode1670&]780cm",miennasqueelwﬁmmiemodelosalqmmele
presendarse en un intervalo estrecho entre 1640 y 1680 cm™.

4. PotﬁlﬁmolammpxddnjodeloslSOOcm"seoomcemnhregiﬁndehs

huelias dactilares, en ésta se presenta un gran nimero de absorciones debidas a las
vibraciones de enlaces sencillos ( C-C, C-O, C-N).

Mismers de onda {cm-1)

T om 2500 200 1500
] H '
r : 1 g '
3 : b 170
n ] N-Ey! 1C—0 ¢
s T A S P S 7
m o ! C=H :C£N: : de
1 O—H, i P g huels
T T E ! o :C——S:m
E] c-gy! ) C=C '
n i ) - S
¢ P :
i H H 1 1 s '
a H | e ¢
1) 1 1 L}
H ] ] v
o I : RS N TTHITIT
3 [ S & 789411315
Longhtud de onda {ses}

FiglmGA.R&giumdel&spectmdeinfmnojo.
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TaH._aﬂA.Absm‘ciommkﬁusenelin.&mojodea]gumsgnq:os

functonales.
Funcionalidad Posicion de k2 banda ntensidad de absorcién
(cm)

Alcanos

c—H 2850-2960 Media a alta
Alquenos

—_——

1650-1670 Media

Alguinos

=c—H 3300 Aha

—C=Cc—

2100-2260 Media

Halogenuros
alquilo 600-800 Alta

c—a

c—a 500-600 Ala

— 500 Alta
Alcoholes

o—H 3400-3640 Aha y ancha
Eteres

c—o—cC 1050-1150 Alta
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Funcionahidad Posicién de 1a banda | Intensidad de absorcitn
(cm’)
Compuoestos
Arométicos
\ 3030 Aha
C—H
Vi
1600-1500 Aguda media
900-650
Amimas
N—H 3310-3500 Media
N 1030-1230 Media
Compuestos
carbonilicos *
=0 1670-1780 Alta
Acidos carboxilicos
O—H
2500-3100 Alta y muy ancha
Nitrilos
C=N 2210-2260 Media
Compuestos nitro
NGO, 1540 Al
* Acidos, esteres, aldehidos y cetonas.
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ESPECTROSCOPiA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

hmnmmmmmmﬁmk

radiofrecoencia, mediame ciertos micleos qoe componen a las moléculas orginicas,
sobre todo de manera particular cuando &stas estin dentro de un campo magnético
intenso. Subjetivamente esta herramienta suele proporcionar como nformacin wna
radiografia molecular carbono-hidrégeno. Siendo slgunos de sus usos los siguicnies
aqui mencionados:

¢ Determinacin de la estructura molecular de compuestos organicos.
® Realizacién de anilisis cuantitativos.

» Permite plantear un sistema de n ecuaciones simultineas de las gue se obtienen
las fracciones en peso de los componentes de una mezcla.

e Anslisis de trazas de un componente.

e Dindmica molecular.

Origen de la RMN

Historicamente La RMN se empled para estudiar a los protones (niclkeos de los #tomos
de hidrogeno), de tal mancra qoe inclusive en la actualidad el espectroscopio de RMN
de protones es el mis comin. Por otro lado, mediante esta técnica también se estndia
otra variedad de micleos, tales como o 1'B, °C, “N, F, y *'P entre otros. En este
momento se¢ hace necesario mencionar que los micleos de hidrigeno y carboso 13 no
WW&NMWRhM:M@m
el término resonancia magnética noclear se gquiere decir comminmends resonancia
magnética de protones o carbono 13, a menos que se especifique otro adcleo.

mmkMMathammmm
que hace que los micleos de 'H y °C de 1z mokcula se alineen a éste, en uma de dos
orieminciones posibles para leego ser imadiadas con la energia del ordea de ha
radiofrecuencia.

El espectrémetro de resonancia magnética nuclear (Figura 7A ) socle estar eqaipado
para hacer variar el campo magnaético y mantener constante la radio frecoencia, al variar

* Es mecesario evser preseace que &n s inicios L RMN mplicaba un daso proceso de absorcids {mediance epalipos de
onda continua) ¥ qee = b acsalidad se haces mediclones, por adgeisicida fesdamentado en paisos {TF)-
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el valor de Ho y graficar como fincidn de la cantidad de energia que se absorbe
adquiriéndosc uma representacion grifica Ilamada espectro de resomancia magnética
nuclear. (figura 8A.)

Figurs 7A. Diagrame de sx especirémetre de RMM,

[,

LR+

(oL}

T

N L
:' _ M r‘é H : .E_._‘_‘:; " -

quwém'ﬂkkmml.ﬂlﬂz(m*'

FUNDAMENTO DE LA RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los micleos de los &tomos de todos los elementos pueden ser clasificades en miicleos
con spin (o giro) y niicleos sin spin. Un milcleo con spin, da lugar & un pequefio campo

* L2 Perezona, & o primer metaboliso secandario aisado ea o “ouevo memdo” por Leopoldo Mo de b bora {1852);
ésta ha sido obleo de oxmsesosos esasdios. So estructra fae deducida febaciestemente e 1965 com el uso de b RMN.
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magnético, que s represeata por un vector llemado momento magnético nuclear (H) y
es semejante al campo de un peguedo iman (figura 9A).

Flecha vectorial

qlse representa
& momento

magnético
vectorial

Figure 94

En la espectroscopia de RMN, se aplica un campo magnético externo, mediante un imén
permanente. La intensidad de este campo magnético se representa por el simbolo Ho y
su direccién mediante una flecha. Asi por ejemplo, en un protén que gira su momento
magnético nuclear es similar en varios aspectos & una pegueiia barra magpetizada; si se
coloca en €l campo magnético externo ¢l momento magnético de los niclecs de
hidrégeno o protones, estos giran para alinearse ya sea con el campo externo, © en
contra de €l, llegando a un estado de menor energia. Esto ocwre cuando el proton se
alinea en el mismo sentido al campo magnético y se ke conoce como estado de spin _.

Por otro lado, el estado de mayor energia, donde el protén estd alineado en semtido
opuesto al campo magnético externo se le denomina estado de spin _. Los momentos
magnéticos de los protones presentan orientaciones &l azar, cuando no se aplica ningim
campo magnético, por fo que al aplicar un campo magnético, cada prottn en una
muestra puede asumir el estado a 0 el estado B (figora 10A). En un campo magnético
fuerts, la diferencis de energia entre ambos estados de spin es mayor que en un campo
débil.

estado
"cpin" B PN
nIyor energia
R
-© At e o
(p Q i
‘® Ho xanen o
Sin campo
" spines™ em sodas dicecciones Campo magético
no hay diferencia de epergla “spines” alineades con

o Coera o campo
Figura 184
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Cuando un protén interacciona con un fotdn con la energia electromagnética precisa, el
spin del protdn puede cambiar det estado @ al B o viceversa (Figura 11A). Si el miicleo
s¢ sujeta a la combinacibe comrecta de campo magnético y de radio frecoencia, se
provoca la inversién del spin de el niicleo, ¥ se dice entonces que esti en resonancis, ¥
su energia de absorcion se manifiesta como un espectro de RMN.

huv=AE

Figura 1 tA. Represestaciia esquemiitica del fenémene de RMN.

Hasta aqui se ha descrito solamenie la resonancia de proton o protones aislados en un
campo magnético; perc los protones reales en los compuesios orgiticos no estin
aislados, sino que se emcuentran rodeados de diferentes densidades electrGmicas
(ambiente quimico o magnético) generindose diversos campos magnéticos inducidos
que se pueden 0 no oponer al campo externe aplicado, protegiéndolos (no se opane) o
desprotegiéndolos (sc opone) parcialmente (figura 12A).

Figura 12A. Notackén grifica de las feadmenes de protecciéa ¥y despretecciéa de miichecs de
hidrégencs per ka presencia de prupes clectredenadores y dlectrossiracieres respectivameste.

Un espectro de RMN tipico (Figura 13A) representa en el eje de las Y la absorcion de
energiz expresada en abundancia relativa vs el eje de las X que representa el
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desplazamiento quimice expresado comninmente en partes por millén (ppm} como
ﬁmiﬁde]mmpom@éﬁmapﬁudo(mgia}.&hlfmthabsacﬁpor
micleos mds protegidos aparece a campos altos (valores mayores del campo magnético),
hacia la derecha del espectro, y los protones menos protegidos s¢ indican a campos
bajos (valores mencres del campo magnético), hacia la izquierda. Todas Las
obsamiommmﬁthsbajohfomdescﬁl&sdemhmgnéﬁu,quc
suelen comesponder al niimero de diferentes tipos de mickos presentes en b molécula.

A las variaciones de las posiciones de las absorciones de RMN, que se originan de la
proteccion y desproteccién de los micleos, se Jes llama desplazamientns quimicos. Al
respecto en la (Figura 14A) se representan los desplazamicnios tipicos de diversos
protones  funcionalizados; asimismo, en la (Figura 15A) se esquematizan los
desplazamientos quimicos de "°C de algunos grupos fincionales orgnicos comunes.

I
T
rz!!!!!m!z!::ztl

J—
E]
-

.

T T T T T
i - L1} - H L] f )

Fm!MM*WN”C&thI 755 MHy (CDCIyTMS).
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Figura 14A. Desplatomicntes guimices pars diferenies tipos de protones.
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Figurs 154 Desplazamientes quimices de ' C para cigunes grupes funcionsles comunes.

En I prictica, es dificil medir con suficiente exactitud el campo magnético al que un
medicicnes cuantitativas, se requiere de un punto de referencia siendo el més empleado
el TMS (Tetrametilsilano) situado por convencion a 0 ppm, con respecto a los cuales se
expresan los desplazamientos quimicos de una muestra, estos s¢ represeatan en valores
de 5, que significan partes por millén (ppm) de la radio frecuencia aplicada (ecuacién
E2A).

Desplazamiento quimico enppm  desplazamiento quimico  del
{8)= TMSenHz {Ecuacion E2A)
frecuencia del espectroscopio en
Hz

Por otro tado, 1a interpretacion de los espectios de RMN es en gran medida empirica, y
se basa principalmente en el comocimiento de los desplazamienios quimicos
caracteristicos para protones en diferentes tipos de combinacion estruchural. Asi, existen
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tablas completas reportadas en la literatura en las que se indican valores tipicos de los
desplazamientos quimicos. Cuando los protones s¢ encuentran en un ambiente
magnético idéntico dentro de una molécula, exhiben el mismo desplazamiento quimico
en un espectro de RMN, se dice entonces que los protones son equivalentes
magnéticamente, si los protones se encuentran en ambientes magnéticos distintos, los
desplazamientos quimicos son distintos y, por tanto, no equivalentes (Figura 16A).

Equivalentes Equivalemes
ere s, entre d.
\ :
*ﬁ—mr£

H G#&HC

Figurs 164 Les 3 protenes del grupe metile exhiben ol misme desplazamicnts guimice por ser
exnivalentes y aisorden & ls misms frecuencia en el espectre de RMN. Por otro lade los 2 pretencs del
metilene extin desprotegides con relaciin & los del metile 7 ticwen un desplazomicnse guimice mayor.

Debido a las estructuras tan complejas de las diversas moléculas orginicas, los efectos
de proteccitn de los clectrones en varias posiciones son generalmente distintos. Una
medicién cuidadosa de las intensidades de campo necesarias para la resomancia de los
diversos protones en unz moléculs nos da dos tipos importantes de infonmacién:

+ El niimero de absorciones diferentes implica cuardos tipos diferentes de protones
hay.

* La cantidad de proteccitn que muestran esas absorciones, indica con frecrencia
el entorno electrénico de cada tipo de protén.

* Las intensidades de las sefales implican cuantos protones de cada tipo hay.

e El desdoblamiento de las sefiales proporciona informacién acerca de otros
protones cercanos.
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Cuando se mide el drea bajo va pico de absorcidn en un especiro de RMN, determina el
mimero de protones equivalentes que dan logar a dicha sciial Si se aumenta la
resolucitn (o sea, la sensibilidad) de un espectro de RMN, los picos se resuelven; esto
es, cada uno de los picos se subdivide en un conmjunto de picos mds estrechos. Este tipo
de subdivision se conoce como acoplamiento spin-spin y es ocasionado por la presencia
de protones vecinos (protones en carbonos adyacentes, no equivalentes al protén en
cuestion). En general, la muitiplicidad (ntimero de sediales) de una sefial estd dada por la
regia N+1: si N protones equivalenses desdoblan una sefial, la seflal se desdobla en N+1
picos. Las &reas relativas de las multiphicidades que resultan estin dadas
aproximadamente por el renglén comrespomdiente del tridngulo de Pascal (tabla T2A).

TARLA T2A Intensidades de pices reistivas pars multiplicidedes simétrices.

Niamere de Seidlales Intensidades
nécleos cen gue relativas
interaccionan

0 1 (Simple) 1

1 2 (Doble) 11

2 3 (Triple) 121

3 4 (Cwidrwple) 1331

4 5 (Quimtuple) 14641

5 6 (Séxtmple) 15101851
6 7 (Séptuple) 1615201561

A la separaciOn que existe eatre las seflales de un multiplete se le llama constante de

’ se preseniz entre los protones magnéticaments acoplados y vacia de
acuerdo con el ambiente de bos protones, asi como su composicion geométrica mutua
(debido a que los protones de acoplamiento son causados por foerzas internas, la
constante de acoplamiento es mdependiente de la fuerza de Ho) que se simbohza
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mediante J, y la constante de acoplamiento del desdoblamiento que existe entre Ha y Hb
5€ represenia como Jab.

Anilogamente en RMN “C, la scfial de cada carbono se desdobla debido a la
imteraccitn con los protones directamente unidos a €, por 1o que de la misia manera se
aphica Ia regla N+1, N es el mimero de itomos de hidrégeno unidos directamente ‘al
dtomo de carbono en cuestidn (figura 17A).

i | \
—C— —CH G‘lz _'C]'I]
I I /
Sefial dmple  Sefial doble  Sefial triple  Sefial cuddruple
(s) {d} (ty (g}

Figure 174

El aprendizaje para la interpretacién de los espectros de RMN requiere sobre todo, de
précﬁmmnungrmnﬁmemdespecﬁosahsqne,conhaywdadeoﬁosdams,seks
propondréi una estructura parz la sustancia en estudio.
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